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RESUMEN

Q.C.B. Aurora de Jesiis Garza Juarez  Fecha de graduacién: Noviembre del 2001

Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Facultad de Medicina
Titulo del estudio: NIVELES DE ACIDO BENZOICO EN PRODUCTOS
LACTEOS.
Numero de paginas: 73 Candidato para ¢l grado de maestria
en Ciencias con especialidad en Quimica
Biomédica.

Area de estudio: Quimica Analitica.

Propésito y Método de Estudio:

El 4cido benzoico (AB) es ¢l conservador més empleado en los productos lacteos para aumentar su
tiempo de vida en anaquel. Debide a que los productos lacteos son un alimento de primer orden,
cuyo mayor consumidor es la poblacidn infantil, surgié la necesidad de contar con un método
eficiente para la determinacion de AB en este tipo de alimentos. En ¢l presente trabajo se
determinaron los niveles de AB en producios lcteos que se expenden en el drea metropolitana de
Monterrey. En la primer etapa se establecieron las condiciones de analisis por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién , probdndose tres fases méviles y tres velocidades de flujo diferentes.
Ademis se desarrolld un procedimiento para la extraccion del AB en los productos lacteos, para lo
cual se probaron dos métodos de tratamiento previo, el método de desproteinizacién 4cida y el de
ultrasonido. Los filtrados obtenidos por ambos meétodos fueron sometidos a extraccion en fase sdlida
empleando cartuchos Sep-pack C,s. bajo diferentes condiciones experimentales . En la segunda etapa
se valid6 el método desarrollado v finalmente se determinaron los niveles de AB en: leche fresca,
queso Panela, tipo Petit suisse, Oaxaca, Chihuahua y Manchego.

Contribuciones y Conclusiones:

Se cuenta con un método cromatogrifico para la determinacién de AB en productos lacteos. Las
condiciones cromatogrificas establecidas ~ fueron: fase movil de HC;H:0; (IM pH 4.5)-
Acetonitrilo 80:20, con velocidad de flujo de 1.3 mI/min y deteccién a 230 nm. La mejor
reproducibilidad se obtuvo con el método de ultrasonido, acidificando la muestra previo a la
extraccién a pH de 1y eluyendo con 1 mL de AcN. El coeficiente de variacién del método foe menor
del 10%, [0 que nos permiti6 cuantificar adecuadamente [os niveles de AB en estos productos. Todos
los productos presentaron niveles de AB dentro de las concentraciones méximas permisibles, excepto
para €l caso del queso tipo Petit suisse.

FIRMA DEL ASESOR: Wwazﬁ




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Aditivos

1.1.1 Definicién y funciones

Los aditivos son sustancias que se adicionan directamente a los alimentos y
bebidas durante su elaboracién para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor;
para mejorar su estabilidad o su conservacion. En esta definicién no se incluyen
contaminantes, como lo son los plaguicidas, antibidticos, elementos radioactivos,
fertilizantes, metales pesados o el material que inadvertidamente forma parte del

alimento (Norma Oficial Mexicana NOM-091-SSA1-1994).



Dentro de las funciones de los aditivos destacan las siguientes: mejorar el nivel
nutritivo del alimento, conservar su frescura, impedir el deterioro causado por los
microorganismos € insectos, generar alguna propiedad sensorial deseable o bien, como

ayuda del proceso (Valle Vega Pedro. Toxicologia de Alimentos. 1991).

1.1.2 Aspectos legales

La legislacion mexicana sobre aditivos establece que queda prohibido el uso de
éstos para: a) ocultar defectos de calidad; b) encubrir alteraciones y adulteraciones en la
materia prima o en el producto terminado; ¢) disimular materias primas no aptas para el
consumo humano; d) ocultar técnicas y procesos defectuosos de elaboracion,
manipulacion, almacenamiento y transporte; e) reemplazar ingredientes en los productos
que induzcan a error 0 engafio sobre la verdadera composicién de los mismos y f)
alterar los resultados analiticos de los productos en que se agregan (“Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos,

Productos y Servicios”. Diario Oficial de la Federacion. 18 de enero de 1988).



1.1.3 Clasificacién

La legislacion mexicana sobre aditivos, el Reglamento de la ley General de Salud
en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios
expedida en 1988 establece los siguientes grupos de aditivos, de acuerdo con su funcién:

a) Acentuadores de sabor

b) Acidulantes, alcalinizantes y reguladores de pH
¢) Antiaglomerantes

d) Antiespumantes

e) Antihumectantes

f) Antioxidantes

g) Antisalpicantes

h) Colorantes y pigmentos

i} Conservadores

j) Edulcorantes sintéticos

k) Emulsivos, estabilizadores y espesantes
1) Enturbiadores

m) Enzimas

n) Espumantes

0) Gasificantes para panificacién

P) Hidrolizantes

q) Humectantes

I) Ingredientes para gomas de mascar



s) Leudantes
t) Oxidantes

u) Saboreadores ¥ aromatizantes.

1.2 Conservadores

1.2.1 Definicion

Los conservadores son sustancias quimicas que al ser aradidas intencionalmente
al alimento, tienden a prevenir o retardar el deterioro causado en ellos por la accién de
los microorganismos. En esta definicion quedan excluidos los azicares, vinagres,
especias o sus aceites, a pesar de que se han usado desde la antigiliedad para este fin, ya

que su funcidn mas importante es la imparticion de sabor (Valle Vega P.. 1991).

1.2.2 Funcién y mecanismo de accién

Las alteraciones experimentadas por los alimentos pueden ser ocasionadas por

MiCroorganismos, por enzimas 0 por reacciones puramente quimicas. La inhibicion de la



multiplicacién y de la actividad de los microorganismos es uno de los principales

objetivos del empleo de los conservadores.

Los conservadores inhiben la multiplicacion microbiana dafiando la membrana
celular u obstaculizando la actividad enzimatica y los mecanismos genéticos (W. C.

Frazier. Microbiologia de los Alimentos. 1993).

1.2.3 Propiedades

Se considera un conservador ideal aquel que inhiba tanto mohos, bacterias y
levaduras, que no sea toxico para el ser humano, facilmente biotransformable por el
higado, no acumulable en el medio ambiente o en organismos vivos, soluble en agua,
estable, que no imparta sabor ni olor y que sea de bajo costo. En la actualidad son pocos
los conservadores “ideales” y muchos de los que se proponen no llegan a alcanzar la

categoria de aditivos comercialmente aceptables (Robach M.C. .1980),

1.2.4 Eficacia

La eficacia de un conservador para inhibir tanto la multiplicacién como la

actividad metabdlica de los microorganismos depende de varios factores: a)



especificidad de accion: algunos tienen un espectro muy amplio de accion, mientras que
otros son especificamente efectivos contra un determinado tipo de microorganismo; b)
composicién del alimento: el pH, [a fuerza idnica, la actividad acuosa, la disponibilidad
de nutrientes para los microorganismos, etc. ¢} nivel inicial de la contaminacidn: los
productos altamente contaminados no pueden controlarse con la adicion normal de estos
aditivos, y d) manejo y distribucién del producto terminado: la conservacién de los
alimentos no solo debe recaer en los aditivos, sino que requiere de un manejo adecuado

para evitar nuevas contaminaciones microbianas (Robach M.C.. 1980).

1.2.5 Grupos de Conservadores

Los conservadores antimicrobianos que se afiaden a los alimentos se pueden incluir

en los siguientes grupos:

a) Aquellos que se afiaden a los alimentos sin estar definidos como tales por la ley,
gjemplos de ellos son: los dcidos organicos naturales (lictico, malico, acético,
etc.) y sus sales, el cloruro sédico, los aziicares, las especias y sus aceites, el
humo de la madera, el di6xido de carbono, y el nitrogeno.

b) Sustancias generalmente admitidas como inocuas (GRAS: generally recognized
as safe) para ser afiadidas a los alimentos: el 4cido propidnico y los propionatos
sodico y potdsico, el 4Acido caprilico, el icido sérbico y los sorbatos potasico,
sodico y calcico, el 4cido benzoico y los benzoatos y derivados del acido

benzoico tales como el metilparabeno y el propilparabeno, el diacetato sédico, el




di6xido de azufre y los sulfitos, metabisulfitos sddicos y potasicos y el nitrito
sodico.

¢) Compuestos quimicos considerados aditivos alimentarios, que incluirian todos
los no citados en los dos primeros grupos. Solo se pueden utilizar cuando se ha
comprobado que son inocuos tanto para las personas como para los animales, en
cuyo caso se incluyen en el Gltimo grupo.

d) Compuestos quimicos cuya inocuidad se ha comprobado y que estan autorizados
por la Administracibn de Alimentos y Drogas (FDA) (W.C. Frazier.

Microbiologia de los Alimentos 1993).

1.3 Leche y derivados

Entre los alimentos de importancia nuiricional gue hacen uso de los
conservadores para aumentar su tiempo de vida en anaquel se encuentran los productos
lacteos, los cuales juegan un papel fundamental en la alimentacién bumana. Los
productos licteos son: 1) los productos a base de leche, es decir los derivados
exclusivamente de la leche. A estos productos se les puede afiadir sustancias necesarias
para su elaboracion, siempre y cuando estas sustancias no se utilicen para sustituir, total
0 parcialmente, alguno de los componentes de la leche y 2) los productos compuestos de
leche, en los que la leche o un producto lacteo es la parte esencial , ya sea por su

cantidad o por el efecto que caracteriza a dichos productos, y en los que ningim



elemento sustituye ni tiende a sustituir a ningin componente de la leche (Pascual

Anderson. Microbiologia de Alimentos. 2000)

1.3.1 Leche

La leche para consumo humano, es el producto proveniente de la secrecién
natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas, o de otras especies animales. Se
excluye el producto obtenido 15 dias antes del parto y 5 dias después de éste o cuando
tenga calostro. La denominacién de leche sm indicacién de la especie, se refiere a la
leche de vaca. Cuando se trata de leche perteneciente a otras especies domésticas, se

exige el nombre de la especie (Norma Oficial Mexicana NOM-091-SSA1-1994).

La leche se produce a base de componentes de la sangre en la ubre de 1a vaca. La
operacion de ordefia estimula la liberacion de hormonas de la sangre que, a su vez,
actian sobre los muisculos de la ubre, causando el descenso de la leche a los cuatro

canales de las tetas (Potter Norman N.. La Ciencia de los Alimentos. 1973).



1.3.1.1 Importancia nutricional

La leche es un alimento de primer orden, ya que es un alimento completo desde
el punto de vista nutricional, ademsés de su alta capacidad de absorcidn que es casi del
100%; asi mismo sus componentes intervienen en reacciones bioquimicas importantes
para el crecimiento celular. Posee proteinas de buena digestibilidad y alta calidad que
aportan aminodcidos esenciales. Los lipidos son ficilmente absorbidos y proporcionan
acidos grasos esenciales. La leche es fuente importante de minerales constituyentes del
sistema Gseo como calcio, potasio, fosforo, magnesio y sodio. Ademds, también aporta
vitaminas como la A y D entre otras, siendo la primera esencial para la visidn, el
crecimiento, la diferenciacion cehiular, la reproduccién y la integridad del sistema
inmunitario. La vitamina D y sus metabolitos funcionan como componentes principales
del sistema endocrino que regula el metabolismo del hueso, lo cual lleva a clasificarla

como una prohormona (Samuel J. Fomon. Nutricion del lactante. 1995).

La leche ha sido descrita como el alimento més perfecto del hombre desde el

punto de vista de la nutricién (Potter Norman N.. La Ciencia de los Alimentos. 1973).

1.3.1.2 Composicion quimica

La composicién media de la leche es la siguiente: 87% de agua, 3.5 % de
proteinas, correspondiendo un 2.7 a la caseina; el contenido de lipidos es del 3.5 al
4.0%, las sales minerales estan presentes en la leche en una relacion del 0.7% como
sales de sodio, potasio, calcio, hierro, magnesio y fosforo, también presenta vitaminas

hidrosolubles como la vitamina C, las del complejo B, niacina, dcido pantoténico, acido
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fdlico, biotina, colina e inositol; asi mismo aporta vitaminas liposolubles del tipo A, D,

EyK

Contiene también enzimas como lactenina, lactoperoxidasa, catalasa, reductasa,
lipasa, fosfatasa, proteasa, amilasa y lisozima. La lactenina, lactoperoxidasa y lisozima

tienen actividad inhibidora.

Su pH estd comprendido entre 6.5 y 6.7 y expresa solo la concentracion de

hidrégeno, es decir es una solucion ligeramente 4cida.

La composicién de la leche puede variar de acuerdo con distintos factores como:
la raza de la vaca, siendo las principales razas productoras de leche Ayrshire, Suiza,
Parda, Guernsey, Holstein y Jersey; asi mismo otros factores son la individualidad, la
edad, la etapa de lactancia, la estacion del afio, el alimento, la hora de la ordefia, el
intervalo entre ordefias y la condicién fisica de la vaca (Pascual Anderson.

Microbiologia Alimentaria. 2000).

1.3.1.3 Tipos
Existen diferentes tipos de leches; las cuales se diferencian en funcion a su

procesamiento:
a) Leche pasteurizada: es la leche natural, enmtera, desnatada o0 semidesnatada,
sometida a un proceso tecnolégico adecuado que asegure la destruccion de los

gérmenes patogenos y la casi totalidad de la flora banal, sin modificacion



b)

d)

11

sensible de su naturaleza fisico-quimica, caracteristicas biologicas y cualidades
nutritivas.

Leche concentrada: es la leche natural, entera, desnatada o semidesnatada,
pasteurizada y privada de parte de su agua de constitucidn,

Leche esterilizada: es la leche natural, entera, desnaiada o semidesnatada,
sometida después de su envasado a un proceso de calentamiento en condiciones
de temperatura y tiempo, tales que aseguran la destruccion de los
microorganismos y la inactividad de sus formas de resistencia.

Leche UHT: corresponde a la leche natural, entera, desnatada o semidesnatada,
sometida a un proceso de calentamiento en condiciones tales de temperatura y
tiempo que aseguran la destruccién de los microorganismos y la inactividad de
sus formas resistentes, y envasada posteriormente en condiciones sépticas.

Lcche' en polvo: es el producto seco y pulverulento que se obtiene mediante la
deshidratacion de la leche natural, entera o total o parcialmente desnatada,
sometida a un tratamiento térmico equivalente, al menos, a la pasteurizacion, y
realizado en estado liquido antes o durante el proceso de fabricacién.

Leche evaporada: corresponde a la leche que es sometida, en el mismo envase
en que se suministra al consumidor, a tratamiento térmico que asegure la
destruceion de los gérmenes y la inactividad de sus formas resistentes (Pascual

Anderson. Microbiologia Alimentaria. 2000).
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1.3.1.4 Especificaciones sanitarias

La leche pasteurizada debe cumplir con las siguientes especificaciones:

a)

b)

Fisicas: la leche debe estar libre de materia extrafia, debe presentar su color, olor
y sabor caracteristico.

Fisicoquimicas: debe dar reaccion negativa a la prueba de fosfatasa y a la de
inhibidores. Tener una acidez minima de 1.3 o méxima de 1.7 g/L expresada
como acido lactico.

Aditivos: en la elaboracion de la leche pasteurizada de vaca con sabor, se permite
el empleo de los siguientes aditivos para alimentos dentro de los limites
permisibles: acidulantes, alcalinizantes o reguladores de pH, emulsivos y
estabilizadores, colorantes y saborizantes, También se permite el empleo de
edulcorantes que, la elaboracion de la leche pasteurizada de vaca con sabor son
sintéticos; asi mismo, en la leche que contenga 16 g/L de grasa como maximo
deberd ser restaurada con 2000 Ul de vitamina A. Se prohibe el empleo de
conservadores en la elaboracién de la leche fresca, pero se permite la presencia
de 4cido sdrbico, benzoico o sus sales de sodio y potasio como efecto de la
transferencia de los ingredientes opcionales en la leche pasteurizada de vaca

con sabor ( Norma Oficial Mexicana NOM-091-SSA1-1994),
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1.3.2 Queso

El queso es el producto elaborado con la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida
por la coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas,
acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento,
drenado, prensado o no, con o sin adicién de fermentos de maduracion, mohos
especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las

diferentes variedades de quesos.

1.3.2.1 Clasificaciéon

En funcién a su proceso los quesos pueden ser: frescos, maduros o procesados.

Los quesos frescos se caracterizan por ser productos con alto contenido de
humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no adicionarle ingredientes
opcionales y tener un periodo de vida de amaquel corto, requiriendo condiciones de
refrigeracion. Estos quesos son de consistencia desde untable hasta rebanable, de aroma
y sabor caracteristico sin olores y sabores ajenos. Los quesos frescos, a su vez, se
clasifican en: a) Frescales donde se incluyen: al Panela, Canasto, Sierra, Ranchero,
Fresco, Blanco, Enchilado y Adobado; b) De pasta cocida como: el Oaxaca, Asadero,
Mozzarela, Del Morral y Adobera; y ¢) Acidificados que incluye: al Cottage, Crema,

Doble crema, Pettit Suisse y Nuefchatel
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Los quesos maduros pueden ser: a) Madurados prensados de pasta dura: como el Afiejo,
Parmesano, Cotija y Reggianito; b) Madurados prensados: que incluye el Cheddar,
Chester, Chihuabua, Manchego, Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire,
Holandés, Amsterdam, Butterkase, Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti,
Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port
Salut, Romadur, Saint, Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola y Jack ; y c¢) De
maduracién con mohos: como el Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu,

Limburgo y Brie.

El dltimo tipo de quesos son los procesados entre los que se incluyen los quesos

fundidos y los fundidos para untar.

1.3.2.2 Especificaciones sanitarias
Los quesos deben cumplir con las siguientes especificaciones:
a) Organolépticas

Los quesos frescos o frescales deben ser de consistencia desde untable hasta
rebanable, de aroma y sabor caracteristico sin olores ni sabores ajenos. Los quesos
maduros son de consistencia desde blanda hasta extradura sin aromas y sabores ajenos,
pueden presentar 0 no ojos tipicos de fermentacion o vetas coloreadas de los mohos
empleados para su maduracién. Los quesos procesados en general deben cumplir con lo
sefialado para los quesos frescos.
b) Quimicas

Los quesos no deben rebasar 12 UF/ g de fosfatasa residual



i5

¢) Microbiologicas

De acuerdo con la Secretaria Salud en ninguno de estos productos debe detectarse la
presencia de Salmonella o Listeria monocytogenes. Se pudiera detectar la presencia de
coliformes fecales en un limite maximo de 100 NMP/g para los quesos frescales y para
los quesos maduros de 50 NMP/g,; asi mismo el limite méximo para el Stapphylococcus
aureus es de 100 UFC/g para los quesos tanto frescos como maduros y menos de 100
UFC/g para los quesos procesados. También pudiera detectarse la presencia de hongos
y/o levaduras en un limite maximo de 500 UFC/g para los quesos frescos y maduros y
de 100 UFC/g para los quesos procesados.
d) Aditivos
En la elaboracién de los quesos madurados y procesados se permite el empleo de los
siguientes colorantes naturales: b-caroteno BPF (Buenas Précticas de Fabricacion),
Clorofila BPF, Oleorresina de paprika BPF, Riboflavina BPF, Achiote 0 Anatto (10
mg/kg max) y Beta-apo-8’-carotenal (35 mg/kg max). En los quesos Petit Suisse sdlo se
permite la presencia de colorantes orgénicos sintéticos como efecto de transferencia de

los ingredientes opcionales.

Con respecto a los conservadores se permite el empleo del acido sorbico, propiénico ¢
benzoico y sus respectivas sales de sodio y potasio en una concentracion méxima de
0.1% para los quesos madurados y 0.3% para los procesados (Norma Oficial Mexicana

NOM-121-S5A1-1994).
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1.3.3 Yogur

Se entiende por yogur o yoghourt, el producto de leche coagulada obtenido por
fermentacion lactica mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, a partir de leche pasteurizada, leche concentrada pasteurizada, leche total
o parcialmente desnatada pasteurizada, leche concentrada total o parcialmente
desnatada, con o sin adicién de nata pasteurizada, leche en polvo entera, semidesnatada
o desnatada, suero en polvo, proteinas de leche y/u otros productos procedentes del
fraccionamiento de la leche. Los microorganismos productores de la fermentacion
lactica deben ser viables y estar presentes en el producto terminado en cantidad minima

de 1X 10 7 colonias por gramo o mililitro.

Todos los yogures deben tener un pH igual o inferior a 4.6 (Pascual Anderson.
Microbiologia Alimentaria. 2000).

1.3.3.1 Elaboracién
El yogurt se elabora a partir de leche entera o descremada. Este producto también se
conoce como leche cuajada bilgara. La elaboracion del yogurt consiste en las siguientes
operaciones:

a) Estandarizacion de la leche

b) Pasteurizacion

c) Homogenizacién
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d) Concentracién
e) Siembra

f) Envasado

g) Incubacion

h) Refrigeracion

La leche méas apropiada para elaborar yogurt es la que tiene un elevado contenido de
proteinas. La leche se pasteuriza a 90°C durante 60 segundos o a 85°C durante 30
minutos. La homogenizacién reduce el tamafio de los gldbulos grasos, lo que evita la
subida de la nata durante el almacenamiento del yogurt. La homogenizacién también
aumenta el volumen de las particulas de caseina. Como consecuencia, éstas se aglutinan
en menor grado durante la coagulacion resultando en un coadgulo mas blando que en el
caso de leche no homogenizada. La concentracion se puede efectuar por evaporacion y
por adicién del 3% de leche en polvo descremada. La siembra de la leche se realiza
adicionando un 3% del cultivo lactico que contiene Strepfococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaris en proporciones iguales. Inmediatamente después de la siembra,
se envasa la leche. La leche envasada se incuba directamente a una temperatura de 45 °C
hasta que el producto haya alcanzado un pH de 4.5, Después de la incubacién se debe
enfriar el yogurt rdpidamente por debajo de 10 °C para detener una excesiva
acidificacion (Ir. Meyer Marco R.. Elaboracion de Productos Lécteos.1983).
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1.3.4. Helado

En la fabricacion del helado se emplean ingredientes licteos de muchas formas.
Estos pueden incluir leche entera, leche descremada, crema, crema congelada,
productos de leche condensada, y productos de leche en polvo. La composicion del
helado es a base de grasa de leche y sdlidos de leche no grasos derivados de los
ingredientes menciopados anteriormente, ademds de azicar, estabilizadores,

emulsionantes, materiales saborizantes, agua y aire.

1.3.4.1 Elaboracion
En la fabricacion del helado la mezcla es pasteurizada , posteriormente se enfria
y se deja madurar pocas horas, después de esto se somete a congelacion batiéndola
para mejorar la textura y aumentar el volumen (Kirk R. S.. Andlisis Quimico de

Alimentos de Pearson, 1996).

1.4 Meétodos de conservacion

7

El avance tecnologico ha mejorado los procesos para incrementar la vida en
anaquel de los alimentos lacteos, utilizando tanto tratamientos térmicos, como Ia

pasteurizacion, asi como empleando aditivos.
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La pasteurizacion es el proceso en el cual el producto es sometido a una
adecuada relacion de temperatura y tiempo para destruir la flora bacteriana patogena y
casi la totalidad de la flora banal. Dos métodos diferentes de pasteurizacion pueden
llevarse acabo: una pasteurizacion lenta, en donde el producto se somete a una
temperatura de 63 °C por un periodo minimo de 30 minutos, 0 una pasteurizacién rapida,
que consiste en someter el producto a una temperatura de 72 ° C sosteniéndola por un
periodo minimo de 15 segundos. Una vez alcanzadas las temperaturas y tiempos
sefialados, se enfrian los productos bruscamente a 4 °C ( Norma Oficial Mexicana NOM-

091-SSA-1994).

Dentro de los aditivos, los conservadores empleados en productos lacteos son:
formaldehido, agua oxigenada, &cido salicilico, acido benzoico, dcido paraoxibenzoico y

acido bérico. De esta lista el mas utilizado es el acido benzoico.

1.4.1 Acido benzoico (AB)

El 4cido benzoico (C7HgO2) de peso molecular 122 g/mol, posee una apariencia
fisica de granulos blancos o polvo cristalino, sin olor, su solubilidad es de 3.4 g/L a
25 °C y su densidad es de 1.44 g/mL Presenta su maxima absorcién en el rango del

ultravioleta (UV) a 230 nm ( MSDS-Material Safety Data Sheet 1999).
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En forma natural, ¢l AB se encuentra en la canela, el clavo, las ciruelas (0.05%)
otras frutas y en algunas flores. La forma no disociada del écido es la que presenta
actividad antimicrobiana principalmente contra bacterias y levaduras y en menor grado
contra mohos, por lo que el pH tiene un efecto decisivo en su efectividad; se observa que
a pH menor de 4.0 existe una proporcidn alta sin disociar (94%) por lo que su rango
6ptimo de accién es a valores de pH de 2.5 a 4.0. Por esta razon es un conservador ideal
para alimentos acidos como jugos de frutas, bebidas carbonatadas, postres y alimentos

fermentados.

Debido a que la solubilidad del 4cido es baja (3.4 g/L a 25 °C), se prefiere
utilizar su sal, el benzoato de sodio, el cual posee una solubilidad de 550 g/L a 25 °C .
Este compuesto, una vez en el alimento, se convierte en la forma no disociada del

acido.

1.4.1.1 Metabolismo

El 4cido benzoico no causa problemas de toxicidad en el hombre cuando se
ingiere en las concentraciones que normalmente se permiten en los alimentos, ya que se
elimina en forma de acido hipirico en la orina una vez que ha sido conjugado con
glicina ,en el higado, en una reaccion de detoxificacion (Badui. Quimica de Alimentos,
1999).
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1.4.1.2 Dosis de Referencia Oral (RD)
La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) define la dosis de referencia
oral como la cantidad de un agente quimico que una persona adulta de 70 Kg puede

asimilar diariamente durante 70 afios, sin que exista un efecto adverso en la salud.

Esta misma agencia establecié una dosis de referencia oral de 4.4 mg/Kg/dia y
estima una ingesta per cépita de 0.9 — 34 mg/dia para el AB y de 34 — 328 mg/dia para el
benzoato de sodio. Si tomamos el valor medio de estas cantidades un adulto de 70 Kg
estaria recibiendo una dosis de 5.31 mg/Kg/dia de AB la cual sobrepasa RfD para un
adufto de 70 Kg. Sin embargo, si se considera a un nifio de 12 Kg es probable que este
recibiendo una dosis 7 veces mayor a la recomendada (Food and Drug Administration

1973).

1.4.1.3 Legislaciones

Las legislaciones vigentes autorizan el empleo de AB en: bebidas refrescantes,
conservas de frutas y vegetales, jugos de frutas, galletas, productos de confiteria y
productos lacteos, pero esta prohibida su adicién en leche fresca. Se permite asi su uso
en un rango de concentracion de 0.05 a 0.1% en peso como benzoato de sodio. Este
porcentaje esta basado en la RfD para la poblacién adulta mis no para la poblacion
infantil (Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de

Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios. 1988.).



1.4.1.4 Métodos de Analisis

Diferentes métodos han side desarrollados para la determinacién de AB en
alimentos, entre los que se encuentran: la Cromatografia en Capa Fina (CCF), [a
Espectrofotometria ultravioleta (UV), la Cromatografia de Gases (CG) y la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) (Kantasubrata Julia 1991,
Sudrez M.A. 1997, Callul M, 1992, Hannisdal Atle 1991, Delaney Michael 1985,

Mannino S. 1996, Terada Hisaya 1985, Torres Caio 1990, Manino S. 1996).

1.5  Descripcion de) problema

Los aditivos se deben emplear como una ayuda en la fabricacion de los alimentos,
pero nunca para enmascarar materias primas o productos finales de mala calidad; en este

sentido, los aditivos deben ser usados de acuerdo a las buenas practicas de manufactura.

Cada pais tiene sus propias leyes al respecto y algunos de ellos llevan a cabo analisis

toxicologicos para demostrar la seguridad o la inocuidad de cada aditivo.

En general, las leyes sanitarias permiten usar los aditivos en determinadas
concentraciones maximas, que previamente se establecen segiin los resultados de los
analisis toxicologicos; dichos méximos son muchas veces menores (100 o mas) que las

dosis que llegan a causar dafio a los animales. De manera que, sélo consumiendo una
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excesiva cantidad de aditivo puede presentarse algin problema de toxicidad en el

humano (Badui. Quimica de los Alimentos. 1995).

El empleo de conservadores en ios alimentos awmenta a medida que los paises
adquieren un grado tecnoldgico y econdmico mas avanzado, ya que este nivel de vida
requiere de un mayor pimero de alimentos preparados en buen estado y listos para

servirse.

Los productos lacteos emplean AB como conservador. Este es una sustancia GRAS,
ya que no causa problemas de toxicidad en el hombre cuando se ingjere en las
concentraciones normales. No existen estudios de riesgo carcinogénico por exposicion
oral . Sin embargo, la literatura reporta que a concentraciones elevadas (100x) puede
causar irritacién del tracto digestivo y en situaciones extremas convulsiones

epileptiformes (Jacobson. 1972).

Los métodos de analisis existentes para la determinacion de AB no han sido
aplicados a productos lacteos ya que est4n descritos para otro tipo de alimentos como
jugos de frutas, bebidas carbonatadas o conservas de frutas y vegetales (AOAC Oficial
Methods of Analysis. Marzo 1998). La metodologia de extraccion mostrada en la
literatura para este tipo de alimentos no es adecuada para los productos lacteos debido a
que son alimentos con alto contenido de proteinas y grasa. Por otro lado, otra
metodologia existente para la extraccion de este 4cido en alimentos sélidos y viscosos
involucra una serie de procesos que resultan en un tiempo largo de anilisis y resultados

de baja precisién.



24

De manera que, siendo los productos licteos alimentos de primer orden y cuyo
mayor consumidor es la poblacion infantil, surge la necesidad de contar con un método
eficiente para controlar la cantidad adicionada permitida en ciertos productos lacteos, asi

como para detectar la presencia del AB en aquellos productos en los cuales no se

permite su empleo.

1.6 Objetivos

Por lo anterior, el presente trabajo se lleva acabo bajo los siguientes objetivos:

1.6.1 Objetivo general

Determinar los niveles de AB en productos lacteos que se expenden en el drea

metropolitana de Monterrey.

1.6.2 Objetivos especificos

1  Establecer las condiciones de analisis del AB por Cromatografia de Liquidos de

Alta Resolucion (CLAR).
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Desarrollar un procedimiento de extraccion de AB en productos lacteos.

Validar el método desarrollado para el anilisis de AB en productos licteos.

Determinar los niveles de AB en leche fresca y quesos que se expenden en el area

metropolitana de Monterrey.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Equipo, material y reactivos

2.1.1 Equipo

b)
c)
d)

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion Beckman System Gold, con bomba
madelo 168 y detector UV visible con arreglo de diodos.

Bafio de ultrasonido Fisher Scientific FS20

Potenciémetro Orion EA 940

Balanza Analitica Mettler H80

Bomba de vacio Welch Thomas modelo 2534B-01

Plancha de calentamiento Thermolyne
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2.1.2 Materiales

g)
h)
i)
i)
k)

)

Cartuchos Sep-pack Cig

Columna fase reversa C,g de dimensiones 150 mm x 4.6mm x Sum
Matraces de aforacion de 10, 50,100 y 1000 mL
Matraz Kitasato de 250 y 100 mL

Embudo Buchner

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Refrigerantes

Mangueras de plastico

Pipeta automética de 100 a 1000 pL y puntillas
Agitadores de vidrio

Vasos de precipitado de 150, 250 y 500 mL

Papel parafilm

m) Papel hidrién rango de pH de 1 a 14

n)
0)
1)
9
1)
5)
1)

Papel filtro Whatman No.40 de 7 cm de didametro
Matraz bola de 250 mL

Tapones de hule monohoradados

Mortero y pistilo

Pipetas lineales de 10 y SmL

Sistema de filtracién Millipore

Filtros Durapore Hidrofébicos 13 mm de didmetro y 0.45 um de tamafio de poro



u) Filtros Millipore HA 4.5 cm de didmetro y 0.45um de tamafio de poro.

v) Balanza granataria Sartorius

w) Sisterna de filtracion de solventes Millipore

2.1.3 Reactivos

a) Estandar de Acido Benzoico marca Fisher 99.9%
b) Acido acético (HC,H302) 1M pH 4.5

¢) Acido sulfiirico (H2S04) al 10% (v/v)

d) Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)g) al 15%

€) Acetato de zinc (Zn(C,H30,)5) al 30%

f) Acido clorhidrico (HCI) al 50%

g) Hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 M

h) Buffer de Fosfatos (NaH,POy) 0.05 M pH 2.3

2.1.4 Solventes

a) Acetonitrilo (AcN) grado HPLC
b) Metanol (MeOH) grado HPLC

c) Agua grado HPLC

28
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2.2 Establecimiento de las condiciones de analisis de AB por CLAR

Para el establecimiento de las diferentes condiciones de andlisis cromatografico se
trabajé con el estandar de AB de 60 ppm, empleando un disefio factorial en donde se
mantuvo constante la fase estacionaria que fue Fase Reversa C;g y la longitud de onda de
deteccién a 230 nm. Las variaciones se realizaron en la composicion de la fase movil y la
velocidad de flujo. Las fases mdviles que se probaron fueron las siguientes:

a) HC,H;0; IM a pH de 4.2-MeOH 60:40

b) HC;H;0; 1M a pH de 4.5-AcN 80;20

c) Buffer de fosfatos 0.05 M a pH de 2.3-AcN 60:40

Igualmente se probaron tres velocidades de flujo 2 1.0, 1.3 y 1.5 mL/min

2.2.1 Disefio Factorial

El disefio Factorial que se emple6 para las diferentes condiciones experimentales de

analisis cromatografico se muestra en la figura 1.
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Diseiio Factorial
AB 60 ppm
& RS
HAc- MeOH (60:40) HAc- AcN(80:20)  Buffer de fosfatos-AcN (60:40)
Vel. de flujo mL/min Vel. de fluio ml/min Vel. de flujo mL/min

A ITN A XY

1.0 \ 13 5 1.0 1.3 1.5 1.3 15

*FM: fase movil
Figura 1. Disefio factorial empleado para establecer las condiciones experimentales de

andlisis cromatografico.

Siguiendo este disefio factorial se probaron las tres fases moéviles a las tres
velocidades de flujo diferentes. El estdndar de 60 ppm de acido benzoico se inyecto

en cinco ocasiones bajo cada una de las diferentes condiciones de ensayo.
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2.2.2 Evaluacion de Parametros Cromatograficos

Para seleccionar las mejores condiciones de andlisis se evaluaron los siguientes
pardmetros: ¢l Nimero de Platos Teéricos (N), el Factor de Capacidad (k’) y el Factor de
Asimetria (FA), los cuales fueron calculados a partir de los cromatogramas obtenidos por

medio de las siguientes ecuaciones:

k’= (tr —to)/ to (ecuacion 1)
to = tiempo muerto

tr = tiempo de retencion

N = 5.54 (tr/1/2w)° (ecuacion 2)

1/2w = ancho de base 3 la mitad de la altura del pico cromatografico.

FA=A/B (ecuacidn 3)
A = distancia medida en la base, del inicio al centro del pico.

B = distancia medida en la base, del centro al final del pico.
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2.3 Desarrollo de un Procedimiento para la Extraccién de AB en Productos Licteos

2.3.1 Anilisis de leche bronca

Antes de empezar a trabajar con las muestras comerciales de los diferentes productos
licteos se procedié a analizar una muestra de leche bronca para conocer la presencia o
ausencia de AB . Esta se obtuvo mediante ordefia manual del animal, siendo depositada
directamente en el recipiente recolector y almacenada a 4° C para ser procesada al dia

siguiente.
El desarrollo de un procedimiento para la extraccion de AB en los productos lacteos se

llevé a cabo en dos etapas: la primera que consistié en el tratamiento previo de la muestra y

una segunda que correspondid a la extraccion en fase s6lida.

2.3.2 Tratamiento previo de la muestra

Dos métodos de tratamiemto previo fueron probados: el método I de

Desproteinizacién Acida y el método II de Ultrasonido.
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El método I de Desproteinizacion Acida consiste en: tomar 100 mL o 100 g de
muestra, posteriormente homogenizar en un mortero y someter a desproteinizacion con 15
mL de HSO4 al 10% mas 10 mL de KaFe(CN)s al 15% y 10 mL de Zn (C;H30;)z al 30%,
la mezcla se somete a reflujo por 30 min y finaimente se filtra al vacio en embudo Buchner
empleando papel filtro # 40 Wathman para recuperar el filtrado y aforar a un volumen

conocido.

El método 11 de Ultrasonido consiste en: tomar 20 mL 0 20 g de muestra bien
homogenizada, agregar 25 mL de NaOH 0.1 M y someter a ultrasonido por 15 minutos,
enfriar y ajustar el pH a 8 con HCl al 50% , someter a desproteinizacion por 15 min con 2
mL de ferrocianuro de potasio al 15% y 2 mL de acetato de zinc al 30% agitando después
de cada adicion, posteriormente filtrar al vacio sobre papel filiro Wathman # 40 y

finalmente aforar a 50 mL con agua destilada.

2.3.3 Extraccion en Fase Solida

Los filtrados obtenidos tanto por el método de Desproteinizacién Acida o por el
método de Ultrasonido fueron sometidos a extraccion en fase solida empleando cartuchos
Sep-pack Cs. El proceso consiste en activar los cartuchos con 3 mL de metanol (grado
HPLC), enseguida lavar con 5 mL de agua (grado HPLC), posteriormente pasar los
filtrados obtenidos , volver a lavar con 5 mL de agua y finalmente eluir los componentes

retenidos en el cartucho con AcN .
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2.3.4 Diseiio Factorial

Para el establecimiento de las diferentes condiciones experimentales del tratamiento
previo de la muestra y la extraccion en fase sélida se empled un Disefio Factorial
trabajando con la matriz de leche, el cual consté de dos niveles representados por los dos
métodos de tratamiento previo de la muestra, el de desproteinizacion 4cida y el de
ultrasonido, y dos variables que fueron el pH del filtrado y el volumen de elucién del AcN.
Este se muestra en la figura 2.

Para la primer variable los filtrados obtenidos tanto por el método I como por el
método Il de tratamiento previo de la muestra se acidificaron antes de pasarlos por el
cartucho Sep-pack Cig probando dos valores de pH de 1 y 3; mientras que para la segunda
variable los volimenes de elucién que se probaron durante la etapa de extracciéon en fase

solida fueron de 1 y 3 mL de AcN.
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Diseiio Factorial para establecer las condiciones de ensayo de tratamiento previo de la

muestra y extraccion

Leche

N

Desproteinilzacién acida Ultrasonido
t

Extraccion en fase sélida Extraccion en fase solida

/N

FiltradoapHI=l Filtrado|apH=3 Filtradoale=l Filtl'aclloapH=3

Ehiir con AcN Ehiir con AcN Eluir con ACN  Eluir con AcN
1.0 3.0 1.0 3.0 1.0 3.0 1.0 3.0

Figura 2. Diseflo factorial para establecer las diferentes condiciones experimentales para el

tratamiento previo de la muestra y extraccion en fase sélida.

Siguiendo este Disefio Factorial, se realizaron los diferentes ensayos de tratamiento
previo de la muestra y extraccion, utilizando como muestra la matriz de leche. Se
emplearon para cada experimento cinco muestras en donde 2 eran muestras directas y tres
muestras fortificadas con 1 mL del estandar de AB de 100 ppm. Se calculé el porcentaje de
recuperacion y la reproducibilidad y en base a estos dos parametros se eligieron las

mejores condiciones de tratamiento previo de la muestra y extraccion en fase solida,
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23.5 Efecto de Matriz

El método seleccionado de tratamiento previo de la muestra y extraccion se aplicé al
resto de las matrices (Queso tipo Petit Suisse, Queso Panela, Oaxaca, Chihuahua y
Manchego) y se midid el efecto de matriz por un anilisis de multivarianza MANOVA
empleando el método Tukey utilizando el programa computacional ProStat . De cada
matriz se realizaron 8 mediciones, de las cuales tres eran muestras directas y cinco
muestras estaban fortificadas con 1 mL del estandar de AB de 100 ppm. Estas mediciones

se emplearon para calcular el porcentaje de recuperacion y la reproducibilidad.

2.4 Validacién

Para validar el método desarrollado para el anilisis de AB en productos lacteos se

emplearon los siguientes pardmetros; linealidad, precision, limite de deteccién y de

cuantificacion, exactitud y robustez.
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2.4.1 Linealidad

Para establecer la linealidad del método desarrollado se empled el coeficiente de
variacién (CV) de los factores de respuesta. Se prepararon estandares de AB en la
fase movil seleccionada en el rango de 4 a 200 ppm. Se realizé el anilisis
cromatografico y con los datos obtenidos se elaboré una curva de calibracién,
graficando la respuesta del detector en funcion de la concentracion. Se calcularon los
factores de respuesta (FR) para cada uno de los puntos de la curva empleando la

ecuacion 4:
F.R. = respuesta del detector / concentracion del estindar. (ecuacion 4)
Para nuestro caso la respuesta del detector correspondi6 al area del pico.

Una vez obtenidos los FR en cada uno de los puntos de la curva de calibracion se

calcul6 el coeficiente de variacion (CV), con la ecuacion 5:

CV =(SD x 100) / X de los FR (ecuacién 5)
Donde:

CV = Por ciento del coeficiente de variacion

SD = Desviacién estandar de los factores de respuesta (calculada empleando el programa
Microsoft excel).

X = Promedio de los factores de respuesta
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2.4.2 Precision

La precision se evalué tanto para el sistema como para el método desarrollado.

2.4.2.1 Precision del sistema

Para determinar la precisién del sistema se empled el estandar de AB de 60 ppm el
cual se inyecté en el cromatdgrafo bajo las condiciones cromatograficas previatente
seleccionadas, en 5 ocasiones consecutivas y en tres dias diferentes. De los cromatogramas

obtenidos se tomaron los datos de tiempo de retencion y drea del pico cromatografico.

Con los 15 datos obtenidos tanto del tiempo de retencion como del area del pico se
calcul6 el promedio, la desviacién estidndar y el coeficiente de variacién haciendo uso del

programa Microsoft excel.

2.4.2.2 Precisién del método

Para medir Ia precisién del método se tomaron cinco muestras de un producto licteo
en donde no se observd efecto de matriz y se procesaron de acuerdo con el método de
tratamiento previo y extraccion seleccionados. Estas muestras se inyectaron en el aparato y
de los cromatogramas resultantes se tomaron los datos de tiempo de retencidén y 4rea del

pico.
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Los datos obtenidos se emplearon para el calculo del promedio, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacién empleando también el programa Microsoft excel.

2.4.3 Limite de deteccion

El limite de deteccién del método desarrollado se determindé basindomos en el
método descrito por Quattrocchi y que consiste en: considerar tres veces el error estandar
en el eje de las “y” que corresponde a la desviacion estdndar de la respuesta a

concentracién cero empleando la ecuacion:

Limite de deteccion = Yu + 3(Su/ b) (ecuacion 6)

Donde:

b = Corresponde a la pendiente de 1a curva de calibracion.

Yu = Se obtuvo corriendo otra curva de calibracién con los estindares de la zona inferior de
la curva de calibracién que fueron de 2, 4 y 6 ppm de AB, inyectando cada uno por
triplicado, determinando la ecuaciéon de esta nueva recta y extrapolando la respuesta a
concentracion cero.

Su = Corresponde a la desviacion estandar del blanco, la cual se determind calculando la

desviacion estiandar de las dreas a cada concentracion de la curva anterior y corriendo una
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nueva curva de calibracién, considerando la concentracién como “x”, la desviacién

estandar como “y”,y Sw correspondi6 al intercepto.

244 Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacién de nuestro método fue obtenido considerando 10 veces el
error estindar en el eje de las “y” que corresponde a la desviacion estiandar de la respuesta a

concentracion cero, empleando la ecuacion 7 :

Limite de cuantificacion = Yw H 10Su/ b) {ecuacién 7)

Cada uno de los datos de esta ecuacion son los mismos que para la ecuacidn 5 sélo
que en este caso se considera 10 veces el error estindar en ¢l eje de las “y” (Quattrocchi

Oscar Alberto. 1992).

2.4.5 Exactitud

La exactitud se obtuvo en base al porcentaje de recuperacion. Para determinarla se
trabajé con una matriz en la que no se observd efecto de matriz. Se tomaron ocho muestras
de este producto lacteo , tres fueron muestras directas y cinco de ellas se contaminaron con

1 mL del estindar de AB de 100 ppm. Al mismo tiempo se corri6 el estdndar de 100 ppm
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para con los datos obtenidos de las dreas de los picos poder calcular el porcentaje de

recuperacion aplicando la ecuacion 8:

% de recuperacion = (AM.C. ~ AM.S.C) 100/ A.St (ecuacion 8)

Donde:
AM.C. = Promedio de las areas de las muestras contaminadas.
AM.S.C. =Promedio de las dreas de las muestras sin contaminar,

A.St. = Promedio de las areas del estandar.

Las muestras fueron tratadas por €l método de tratamiento previo y extraccion

desarrollado y corridas bajo las condiciones cromatogréficas seleccionadas.

2.4.6 Robustez

Para medir la Robustez de nuestro método como parametro de validacion se
realizaron pequefios cambios tanto en la composicién de la fase mévil como en el pH del
HAc. La tabla I muestra los cambios que se realizaron en estas dos variables para evaluar la

Robustez.
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TablaI.- Cambios en la composicion de la fase mévil y el pH del HAc 1M durante la

Robustez.
Variables Condiciones
Cambio 1 Cambio 2
modificadas establecidas

Composiciéon de *FM | HAc 1M-AcN 80:20 | HAc 1M-AcN 75:25 | HAc 1M-AcN 85:25

pHHAc1M 4.5 4.3 4.7

* FM: Fase Movil.

El estandar de AB de 60 ppm, se inyectd en 5 ocasiones consecutivas bajo cada uno

de los diferentes cambios realizados , asi como también en las condiciones ya establecidas.

En cada umo de los picos cromatograficos resultantes con estos cambios en las
condiciones cromatograficas  se calculé el factor de capacidad (ecuacion 1), el namero de

platos tedricos (ecuacién 2 ) y el factor de asimetria (ecuacion 3 ).

Los nuevos parametros obtenidos con los pequefios cambios realizados tanto en la
composicién de la fase mévil como en el pH del HAc 1M se compararon con los obtenidos
bajo las condiciones cromatogrificas ya establecidas empleando una prueba t de Student y
de esta manera se midié si estos pequefios cambios en ambas variables causaban

diferencias estadisticamente significativas.
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2.5 Determinacion de los niveles de AB en leche y quesos

2.5.1 Seleccion de muestras

En el planteamiento inicial se decidi0 determinar los niveles de AB en aquellos
productos licteos de mayor consumo entre la poblacion del 4rea metropolitana de
Monterrey resultando: la leche pasteurizada, el queso Pettit suise, el queso Panela, el queso
Oaxaca, el queso Chihuahua y el queso Manchego. De cada uno de estos productos existen
numerosas marcas por lo que se eligié la marca mas vendida en base a datos de inventario
proporcionados por una gran cadena comercial del drea metropolitana de Monterrey.  Se
colectaron 10 muestras al azar de cada uno de los productos licteos a analizar de

diferentes establecimientos comerciales, corroborando gue correspondian a diferentes Jotes.

2.5.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron aplicando el método seleccionado de tratamiento previo
de la muestra y extraccién en fase sblida, y se inyectaron en el cromatdgrafo de liquidos

trabajando bajo las condiciones previamente establecidas.
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Los niveles de AB de cada uno de los diferentes productos lacteos fueron reportados

en ppm.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Condiciones cromatogrificas

La tabla Il muestra los resultados de los pardmetros cromatograficos obtenidos
bajo las diferentes condiciones experimentales establecidas empleando el disefio
factorial para el anilisis de AB por CLAR, Los resultados muestran que la mayor
eficiencia se logré empleando como fase movil HAc (1 M pH 4.5) — AcN 80 : 20 a una
velocidad de flujo de 1.3 mL/min, como fase estacionaria una columna fase reversa
Cis y deteccién a 230 nm . Estas fueron las condiciones cromatograficas seleccionadas

para llevar acabo el trabajo experimental.
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TABLA IL- Seleccion de condiciones cromatograficas para el analisis de AB.*

FASEMOVIL | HAc (IMpH4.5)- HAc (IM pH 4.5) - AcN Buffer fosfatos
MecOH 60:40 80:20 (0.05 M pH 2.3) - AcN
60:40
Vel. de flujo
mL/min 1.0 L3 15 1.0 13 I3 1.0 13 L5
Parimetros
tr 427 | 334 | 2.70 4.85 3.36 3.05 2.83 2.16 1.87
N 9,680 | 9,426 | 4,469 | 10,628 | 11,577 | 4,986 1,903 | 2,443 1,795
K’ 1.50 | 1.62 | 1.62 1.61 217 1.50 0.82 0.79 0.78
FA 046 | 046 | 0.45 0.70 0.71 0.56 0.53 0.29 0.36

3.2 Tratamiento previo de la muestra y extraccion en fase solida

3.2 Anailisis de Leche Bronca

La figura 3 muestra los cromatogramas obtenidos tanto del estindar de AB de 60

ppm como de la leche bronca. En el cromatograma a se observa la sefial de AB a un

tiempo de retencion de 2.9 min, mientras que para la leche bronca no hay seiial

detectable para el AB,
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Figura 3. Cromatogramas de: a) estdndar de AB de 60 ppm y b) leche bronca. Fase
movil HAc (1M pH 4.5)-AcN 80: 20, fase estacionaria columna C) fase reversa, flujo

1.3 mL/ min y deteccién a 230 nm.

3.2.2 Porcentajes de recuperacion

En la tabla III se muestran los resultados de los porcentajes de recuperacién
obtenidos trabajando la matriz de leche bajo las diferentes condiciones experimentales
de tratamiento previo y extraccién establecidas con el disefio factorial. Los mejores
porcentajes de recuperacion se observaron tratando la muestra con el método de
ultrasonido, acidificando el filtrado de la muestra a pH de 1 y utilizando 1 mL de AcN

para la extraccion.



Tabla II1.- Porcentajes de recuperacion en la matriz de leche®.
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Méetodo Desproteinizacion acida Ultrasonido
Condiciones
pH 1
AcN (mL) 1 3 1 3 1 3 1 3
% Recuperacion 12.02117.04 | 9.43 | 14.08 | 67.59 | 42.91 | 57.08 | 32.06
SD 059 | 0.11 | 0.18 | 0.26 | 6.52 | 0.47 | 0.32 | 0.17
CvV 2091 | 8.55 | 8.36 (2399 3.26 |13.57| 2.44 | 7.04

*n=3

Considerando estos resultados el método desarrollado de tratamiento previo y

extraccion de la muestra fue el siguiente:

a) Tratamiento previo de la muestra

- Pesar de 20 g del producto licteo

- Homogenizar en un mortero

- Transferir a un vaso de precipitados de 150 mL lavando las paredes con agua

- Afiadir 25 mL de NaOH 0.1 M

- Colocar en baiio de ultrasonido por 15 min.

- Dejar enfriar

- Ajustar el pH a 8 con HCl al 50%
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- Agregar 2 mL de ferrocianuro de potasio al 15 % y agitar

- Aiiadir 2 mL de acetato de zinc al 30% y agitar

- Reposar por 15 min

- Filtrar a vacio en embudo Buchner empleando papel filtro Wathman # 42
- Acidificar el filtrado a pH de 1 con HCl al 50%

- Aforar con agua grado HPLC a 50 mL

b) Extraccion en cartuchos Sep-pack Cyg
- Activar el cartucho con 3 mL de metanol grado HPL.C
- Pasar 5 mL de agua grado HPLC
-  Pasar toda la muestra (50 mL)
- Lavar con 5 mL de agua grado HPLC
- Eluir con 1mL de AcN

- Filtrar empleando sistema millipore

3.2.3 Efecto de matriz

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en las diferentes matrices tratadas con
el método desarrollado de tratamiento previo y extraccién se muestran en la tabla
IV, En esta misma tabla se presentan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de

matriz empleando el método Tuckey. No se observo efecto de matriz para el queso
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Panela y el queso tipo Petit suisse. Los coeficientes de variacién en todas las

matrices fueron menores al 10%.

Tabla I'V.- Porcentajes de recuperacion en diferentes matrices * .

Matriz % de SD Cv Método Tuckey Rango
Recuperacion (95%) critico
Queso Panela 63.471 3.923 6.180 5424 7.021
Queso Petit 65.987 5.615 8.509 2.098 7.021
Suisse
Queso Oaxaca 44.105 1.714 3.888 24.790 7.021
Queso 42.140 3.533 8.385 26.754 7.021
Chihushua
Queso 31.509 3030 9.617 37.386 7.021
Manchego
*n=5

3.3 Parimetros de Validacion

3.3.1 Linealidad, limites de deteccion y cuantificacion
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En la figura 4 se muestra la curva de calibracion para el AB, en donde se
observa que fue lineal en el rango de 4 a 140 ppm presentando un coeficiente de
correlacion lineal de 0.9956 con un factor de respuesta promedio de 0.2737 y un

coeficiente de variacion de 15.00%. El limite de deteccion fue de 2.00 ppm mientras que

el de cuantificacion se establecié en 3.11 ppm.

Figura 4. Curva de calibracién del 4cido benzoico.
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3.3.2 Precision y exactitud

El pico del AB tuvo un tiempo de retencidn promedio de 2.99 con una
desviacion estindar de 0.0083 y un coeficiente de variacion de 0.278. La precision
también se calculd en funcion del 4rea, que fue el pardmetro empleado para la
cuantificacion, presentando una desviacion estandar de 0.619 y un coeficiente de

variacion de 3.81. Estos datos se muestran en la tabla V.

Tabla V.- Precision del sistema cromatografico.*

tr (nin) Area
X 2.99 16.238
SD 0.0083 0.619
cv 0278 3.81
*n=15

La tabla VI muestra los resultados de precision del método, la cual fue medida en
una muestra donde no hubo efecto de matriz. La desviacion estindar del tiempo de
retencién fue de 0.004 con un coeficieme de variacién de 0.169, mientras que el area

presentd una desviacion estandar de 9.859 y un coeficiente de variacion de 5.969.
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Tabla VI.- Evaluacion de la precision del método.*

—

tr (min) Area

X 2.847 165.155

SD 0.004 9.859

cv 0.169 5.969
*n=10

La exactitud del método se midié en base al porcentaje de recuperacion y fue del
65.98 %. Esta exactitud también fue calculada en una muestra en donde no se observo

efecto de matriz.

3.3.3 Robustez

En la tabla VII se muestran los resultados de los parametros cromatograficos
obtenidos al realizar pequefios cambios tanto en la composicion de la fase mévil como
en el pH del acido acético. Al comparar estos resultados con los pardmetros obtenidos
bajo las condiciones ya establecidas empleando una t de Student (p < 0.05 ) se observd
una diferencia estadisticamente significativa en todos ellos. Es decir, pequefios cambios
tanto en la composicion de la fase mdvil como en el pH del dcido acético tienen

influencia significativa sobre el resultado.



Tabla VII.- Resultados de Robustez.*
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Pardmetros | Cambio en composicion de | Cambio en pH de HAc Condiciones
M establecidas
HAc-AcN | HAc-AcN pH=43 | pH=4.7 | HAc (1M pH=4.5)-
75:15 85:15 AcN 80: 20
X X X X X
tr 2.15 4.13 3.12 2.29 2.83
1,862.80 3,041.27 2,505.21 | 2,101.47 3,216.47
FA 0.21 0.25 0.25 0.20 0.25
k’ 0.53 187 121 0.59 1.01
Area 18.30 15.18 15.43 21.70 17.47
*n=235(p<0.05

3.4 Niveles de AB en leche y quesos

Los niveles de AB determinados en leche y queso se muestran en la tabla VIII.
En la leche analizada no se detectd sefial de AB. Los coeficientes de variacién en todos

los casos fueron menores del 20%.
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Tabla VIIIL. Niveles de AB en leche y quesos.*

Producto X'+ 2 SD (ppm) CV
Leche ND —————
Petit suisse 1,124.40 £ 19.70 5.96
Queso Panela 67.54 +30.58 15.29
Queso Oaxaca 40.81 +1.16 11.30
Queso Chihuahua 173.97 £3.22 9.31
Queso Manchego 209.87 £ 4.54 14.39

*n=10

(ND: No detectable)

En la figura 5 se muestran los cromatogramas obtenidos de cada uno de los
productos licteos donde se observa que la sefial del AB aparece a un tiempo de retencion

de 2.8 minutos y que no hubo interferencia de matriz en ninguno de ellos,
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Figura 5. Cromatogramas de productos lacteos : a) leche ,b) Queso Petit suisse dilucion
1:5, ¢) Queso Panela, d)Queso Oaxaca, €) Queso Chihuahua y f) Queso Manchego (El
eje de las ordenadas corresponde a la absorbancia y el de las abcisas al tiempo en

minutos). Tiempo de retencién de AB 2.8 min.
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Condiciones cromatogrificas

4.1.1 Calculo de N

Para el calculo del mimero de platos tedricos a partic de los picos
cromatogrificos se decidid emplear la ecuacion N = 5.54 (tr/1/2 w)® considerando la
base a la mitad de la altura del pico (1/2 w) para de esta manera uniformizar y eliminar

el ligero efecto de coleo observado en algunos de los picos cromatograficos (Garcia de

Marina. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién 1988).
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4.1.2 Seleccion de velocidades de flujo

En una primera etapa se probaron las siguientes velocidades de flujo: de 1.0, 1.5
y 2.0 mL/min empleando como fase mdvil HC,H30>-MeOH 60:40, inyectando el
estandar de AB de 60 ppm en 5 ocasiones consecutivas a las tres velocidades propuestas;
sin embargo al calcular los parametros de eficiencia como son el namero de platos
teoricos (N), el factor de capacidad (k’) y el factor de asimetria (FA), se observé que
para la velocidad de flujo de 2.0 mL/min el nimero de platos tedricos disminuia mucho
con respecto a las anteriores, por lo que se decidio eliminar ésta € incluir una intermedia

entre 1.0 y 1.5 mL/min la cual fue de 1.3 mL/min. Estos resultados se muestran en la

tabla IX,

Tabla IX.- Calculo de N a las tres velocidades propuestas inicialmente*,

Vel. de flujo

1.0 mL/min | 1.5 mL/min | 2.0 mL/min

Arametros

N 8,100 4,469 1,601
K 1.72 1.10 1.04
FA 0.33 0.5 0.5
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4.1.3 Seleccidn de la fase mdvil

Las condiciones de analisis cromatografico seleccionadas para la determinacion
del AB fueron: como fase movil HC;H30: (1M pH 4.5)-AcN 80:20, a una velocidad de
flujo de 1.3 mL/min, ya que bajo estas condiciones se obtuvo el mayor N y el mejor FA
y k’; sin embargo los picos cromatograficos obtenidos empleando como fase mévil
Buffer de fosfatos-AcN 60:40 fueron muy intensos como se observa en la figura 5, lo
que representa una mayor sensibilidad, pero los parametros de eficiencia como k’ y N

eran mas bajos, con respecto a la fase mévil HAc (1M pH 4.5)-AcN 80:20.
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Figura 6. Cromatogramas del estandar de AB. Concentracién 60 ppm, fase mdvil: a)

HAc (1 M pH 4.5)-AcN 80:20 y b) Buffer fosfatos-AcN 60:40.
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Para verificar si la eficiencia mejoraba con la fase mévil de buffer de fosfatos se
probaron dos velocidades de flujo mas que fueron de 0.9 y 0.8 mL/min. Se inyectd en 5
ocasiones consecutivas el estandar de 60 ppm a ambas velocidades propuestas; sin
embargo al calcular los parametros (N, k’ y FA) a partir de los picos cromatograficos no

se observo mejoria en la eficiencia como se puede observar en la tabla X.

Tabla X. Resultados con fase movil de Buffer de fosfatos (0.05 M pH 2.3)- AcN 60:40.*

Vel de flujo
N K’ FA
(mL/min)
0.8 2,304 0.89 0.16
0.9 4096 0.88 0.20
1.0 1490 0.82 0.53
*n=35

El pH de esta fase mdvil es de 3.0 lo cual no es deseable para la vida media de la
columma ya que la acorta, ademds, el hecho de trabajar con buffer implica mayores

cuidados con el cromatbgrafo, sobre todo una minuciosa limpieza del equipo.

Durante la validacién de un método existe tanto un compromiso en la
sensibilidad como en la eficiencia; decidimos sacrificar la sensibilidad obtenida con el
empleo del buffer de fosfatos como fase mévil por la eficiencia obtenida con el HAc

(IM pH 4.5)-AcN 80:20; ademas, bajo estas condiciones cromatograficas es posible
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detectar y cuantificar adecuadamente los niveles de AB esperados en nuestras muestras

problema.

4.2 Tratamiento previo de la muestra y extraccion en fase solida

4.2.1 Analisis de leche bronca

Los resultados del analisis de la leche bronca nos confirman la ausencia de AB

de manera natural en este producto. Esto nos permitié tener la seguridad que la sefial
detectada en los diferentes productos lacteos era debida solo al AB adicionado durante el

proceso de fabricacion.

4.2.2 Método de tratamiento previo de la muestra

Para el desarrollo del tratamiento previo de Ia muestra y extraccion en fase solida

se decidié probar las condiciones experimentales utilizando como muestra Ia leche.
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Se probaron dos métodos de tratamiento previo: el método de desproteinizacion
acida ( Terada Hysaya. Journal of Chromatography. 1985) y el de ultrasonido (Riva

Reyero 1987, Torres Caio Cesar. Acta Amazonica. 1990).

EI método de desproteinizacion acida presentd la ventaja de que no se requitié
equipo especial para llevarla acabo; sin embargo su recuperacion fue baja (menor del
20%) para este tipo de alimentos; esto debido al H.SOs y el calor los cuales
probablemente destruyeron el AB. Ademds present6 otras desventajas con respecto al
método de ultrasonido como fueron: el requerimiento de una mayor cantidad de
muestra, el riesgo existente por el empleo de un dcido fuerte (HSO04), una mayor
inversién de tiempo, una mayor manipulacion de la muestra lo que se refleja en los bajos
porcentajes de recuperacidon obtenidos; asi también, los filtrados obtenidos por este
método con este tipo de matrices eran turbios, lo cual hacia més lenta y dificil la

extraccion en los cartuchos Sep-pack Cig, debido a que estos se tapaban.

El método de ultrasonido resulté ser un meétodo rapido, sencillo y reproducible,
que ademds mejord la recuperacion de 4 a 6 veces con respecto al método de
desproteinizacion Aacida. Asi mismo, los filtrados obtenidos por este método no
presentaban turbidez, no existié un riesgo por el manejo de acidos y la muestra requerida

fue mas pequeiia (20 g).
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4.2.,3 Extraccion en fase sdlida

En una primera etapa de nuestro trabajo experimental se habia decidido probar
dos solventes de elucion: el AcN por un lado y la fase movil seleccionada de HAc (1M
pH 4.5)-AcN por el otro. Durante los primeros experimentos eluyendo con fase mévil,
no se observo sefial del AB en los cromatogramas, lo cual sugiri6 que ésta no tenia la
suficiente fuerza de elucion para arrastrar el AB retenido en el cartucho. Esto fue
confirmado eluyendo nuevamente estos mismos cartuchos con AcN e imyectando
posteriormente en el cromatografo. Al analizar los cromatogramas s¢ observo la sefial
del AB, por lo que se decidi6 eliminar el uso de la fase mdvil para ehiir el AB retenido

en el cartucho Sep-pack Cis.

Durante la extraccién en fase sdlida se acidificd el filtrado de la muestra
probando dos pH 1 y 3. Estos se seleccionaron en funcion del pK del acido benzoico el
cual es de 4.2 (The Merck Index 1976}, buscando tener la mayor proporcion del AB en
su forma no disociada, y asi aumentar la recuperacién durante la elucién que resuitd
mejor a pH de 1. También se probaron dos volimenes de AcN durante la elucion que
fueron de 1 y 3 mL .Se observd que habia mejor recuperacitn si la elucion se realizaba
empleando 1 mL de AcN yno 3 mL, ya que durante la elucion con 3mL, el eluato
obtenido era turbio, Para eliminar esta turbidez se adicion6 0.2 mL de HCl al 50% y

posteriormente se filird a través de filtros Millipore (0.22um GVH) y finalmente se
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inyecté en el cromatografo. Con toda esta manipulacion creemos que podriamos estar

perdiendo parte del AB.

4.2.4 Efecto de matriz

El efecto de matriz se midi0 durante el tratamiento previo de la muestra y
extraccidn por un analisis de comparacion miiltiple empleando el método Tukey. Este
es un procedimiento estadistico que se utiliza para probar la igualdad de todos los
posibles pares de medias siempre y cuando todas las muestras sean del mismo tamafio

(Wayne W, Daniel 1997).

Los resuttados del efecto de matriz mostraron que, para el queso Panela y el
queso tipo Petit suisse, no hubo diferencia estadisticamente significativa, entre la matriz
de leche y los quesos mencionados; sin embargo, para el resto de las matrices si se
observo este efecto . Es m1pottante mengcionar que, a pesar de esto, los coeficientes de
variacion en todas las matrices fueron menores al 10%.  El efecto de matriz observado
en las muestras de queso Oaxaca, Chihuahua y Manchego (Tabla IV) creemos que puede
deberse al alto contenido en grasas, caracteristica comun de estos productos. El bajo
coeficiente de variacién nos permitid determinar adecuadamente los niveles de AB .
Para ello se calculd y aplico el factor de correccion en base al porcentaje de

recuperacion obtenido para cada tipo de matriz.
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En los quesos Oaxaca, Chihuahua y Manchego consideramos que lo que podria
estar sucediendo es que el AB quedd encapsulado en las moléculas de grasa, de tal
manera que no fue posible extraerlo, por lo que creemos que si se probara aumentando el
tiempo de ultrasonido asi como la concentracién del NaOH se podria mejorar la
recuperacion. Es importante mencionar que, en caso de aumentar la concentracion del
NaOH los precipitados tendrian que ser lavados posteriormente con HCI diluido para
asegurar la forma acida del AB, ya que la sal podria quedar atrapada en el precipitado

durante la filtracion.

4.3 Validacién

4.3.1 Linealidad y limites de deteccion

Para establecer la linealidad del método ademas de la curva de calibracién y su
coeficiente de correlacion lineal, se empled un parametro més fino, que es el factor de
respuesta (FR), el cual representa la relacion del drea del pico sobre la concentracion.
La EPA (Agencia de Proteccion dei Medio Ambiente) considera que el factor de
respuesta es un parametro mas sensible de la lincalidad siempre y cuando el coeficiente
de variacion de este factor se mantenga debajo de un 20%; lo cual se cumplié en nuestro
caso. El rango de linealidad que obtuvimos, que fue de 4 a 140 ppm, nos permitid

cuantificar los niveles de AB en nuestras muestras problemas.
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Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos por nuestro método permiten
detectar y cuantificar adecuadamente los niveles esperados de 4cido benzoico en las

muestras problema.

43,2 Precision y exactitud

El tiempo de retencién de AB como estindar fue ligeramente diferente al tiempo de
retencion de AB en la muestra, esto debido a un efecto de matriz. Sin embargo, fueron

constantes de manera que se obtuvieron CV menores del 10%.

Estos resultados de precision tanto del sistema como del método nos permitieron
cuantificar correctamente los niveles de AB en los diferentes productos lacteos; ain

cuando la recuperacion del método fue del 65.98%.

4.3.3 Robustez

La Robustez de un método indica el grado de confiabilidad del ensayo ante
cambios de variables comunes. Nuestros resultados de robustez arrojan que ligeros

cambios en la composicion de la fase mdvil, en particular en la relacion de los solventes



67

asi como en el pH del HAc, producen cambios significativos en la eficiencia del método,

por lo que es importante controlar estos parametros,

4.4 Niveles de AB

Dentro de los productos lacteos seleccionados para determinar los niveles de AB
esta la leche fresca. En la actualidad este producto presenta fechas de vencimiento muy
amplias por lo que decidimos verificar la ausencia de AB. La Norma Oficial Mexicana
NOM-091-SSA1-1994 prohibe la adiccion de cualquier conservador a la leche fresca

para aumentar su tiempo de vida en anaquel.

En la leche fresca que se analizo no se observd sefial de AB.

Los quesos Panela, Oaxaca, Chihuahua y Manchego que se seleccionaron por
ser los de mayor consumo por la poblacion, presentaron niveles de AB dentro de los
limites establecidos por las Normas. Sin embargo en el queso tipo Petit suisse, de aito
consumo en la poblacion infantil, se encontraron concentraciones de AB 1,124.40 ppm
(0.27 %), valor que sobrepasa la concentracion maxima permisible de este conservador
en alimentos que es de 0.05 a 0.10 %. Este producto es consumido principalmente por
infantes, pero las concentraciones maximas permisibles son calculadas en base a la dosis

de referencia oral (RfD) la cual se establece considerando un adulto de 70 Kg ; por lo
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tanto las concentraciones de AB encontradas en el queso tipo Petit Suisse son muy
superiores a la RfD. Es importante considerar este hallazgo que podria causar problemas

de salud en la poblacion infantil.
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CAPITULO §

CONCLUSIONES Y RECOMENDACION

5.1 Conclusiones

1.- Se validé el método cromatogrifico para el analisis de AB en productos Jicteos bajo

las signientes condiciones:

a) Tratamiento previo de la muestra con ultrasonido seguido de extraccién en fage

s6lida a pH de 1 y elucién del cartucho con 1 mL de AcN.

b) Condiciones cromatograficas:

Fase movil: HAc (1 M pH = 4.5)-AcN 80:20
Velocidad de flujo: 1.3 mL/ min

Fase estacionaria: columna fase reversa C18 de dimensiones 150 mm x
4.6 mmx Sum .

Deteccion: 230 nm
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2.- Se observd efecto de matriz con el método desarrollado de extraccion de AB en el

queso Oaxaca, Chihuahua y Manchego.

3.- Los niveles de AB determinados en los diferentes productos licteos estan dentro de

las concentraciones permitidas excepto para el queso tipo Petit suisse.

5.2 Recomendacion

Para aumentar el porcentaje de recuperacién en quesos con alto contenido de

grasa se sugiere modificar el método de tratamiento previo.
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