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RESUMEN: Este trabajo se desarrolla método analitico un rapido, sensible y amigable con el medio ambiente
para la cuantificacion de Hidroximetilfurfural (HMF) en totopos de maiz utilizando HPLC-DAD. La
separacion cromatografica dio como resultado una separacion para HMF en 3,7 min. El tratamiento de la muestra
para las muestras de totopo de maiz involucré primero un proceso de lixiviacidn con agua y luego una extraccién
en fase sdlida (SPE) utilizando cartuchos poliméricos HLB-Oasis. La optimizacion del tratamiento de la muestra
se realiz6 mediante el disefio factorial fraccional de Box-Behnken y la metodologia de superficie de respuesta
para examinar los efectos de cuatro variables (peso de la muestra, pH, tiempo de sonicacién y volumen de
elucion) en la extraccion HMF de totopos de maiz. EI método SPE-HPLC-DAD fue validado. Los limites de
deteccion y cuantificacion fueron 0.82 y 2.20 mg/kg, respectivamente. La precisién del método se evalud en
términos de repetibilidad y reproducibilidad como desviacidn estandar relativa (RSD) utilizando tres niveles de
concentracion. Para la repetibilidad, los valores de RSD fueron 6.9, 3.6 y 2.0%; y para reproducibilidad 18.8, 7.9
y 2.9%. Para el estudio de robustez, se aplicd el Test de Yuden y el resultado demostr6 que el método es robusto.
El método fue aplicado exitosamente a diferentes muestras de chips de maiz.
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ABSTRACT: This paper provides a rapid, sensitive and environmentally-friendly analytical method for the
quantification of Hydroxymethylfurfural (HMF) in totopos using HPLC-DAD. Chromatographic separation for
HMF was achieved in 3.7 min. Sample treatment for corn chip samples first involved a leaching process using
water and afterwards a solid-phase extraction (SPE) using HLB-Oasis polymeric cartridges. Sample treatment
optimization was carried out by means of Box—Behnken fractional factorial design and Response Surface
Methodology to examine the effects of four variables (sample weight, pH, sonication time and elution volume) on
HMF extraction from corn chips. The SPE-HPLC-DAD method was validated. The limits of detection and
quantification were 0.82 and 2.20 mg/kg, respectively. Method precision was evaluated as repeatability and
reproducibility using three concentration levels. For repeatability, RSD values were 6.9, 3.6 and 2.0%; and for
reproducibility 18.8, 7.9 and 2.9%. For a ruggedness study the Yuden test was applied and the result
demonstrated the method as robust. The method was successfully applied to different corn chip samples.
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INTRODUCCION

Los tratamientos térmicos aplicado a los alimentos producen la reaccién de Maillard, siendo en parte
los responsables del sabor y color que éstos presentan (Edeas et al., 2010). Sin embargo, alimentos
ricos en carbohidratos generan productos como el hidroximetilfurfural (HMF) y la acrilamida, con
probada actividad mutagénica y carcinogénica (Capuano y Fogliano, 2011). Los “totopos” (tortilla
mexicana frita) son consumidos de manera cotidiana ya que es una base importante para la
alimentacion de la poblacion mexicana y presentan una elevada probabilidad de contener HMF
(Edward, 2015). Existen algunos métodos para la determinacion de este compuesto, pero involucran el
uso de compuestos toxicos (Czerwonka et al., 2018); es por ello que el objetivo de la presente
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investigacion fue desarrollar un método analitico libre del empleo de compuestos toxicos, empleando
ademas minimas cantidades de disolventes organicos (Salvatierra-Virgen et al., 2017).

MATERIALES Y METODOS

El pretratamiento de la muestra se realiz6 homogenizando y triturando los totopos con ayuda de un
mortero. Se lixivid 1 gramo de la muestra homogenizada con 30 mL de agua ultrapura, empleando la
sonicacion por 15 minutos. La parte sobrenadante se decant6 y se centrifugé a 4000 RPM a 15°C
durante 15 minutos. De este proceso se descartd la parte oleosa, y de la parte acuosa se tomd 20 mL
para ser sometidos a la extraccion en fase sélida (SPE).

La SPE se realizé empleando cartuchos HLB Qasis, en los cuales pasaron los 20 mL resultantes del
paso anterior a un flujo de 2 mL/min. Posteriormente se realizd la elucion con 1 mL de metanol
(extracto final).

Esta muestra concentrada se analiz6 en un equipo de cromatografia del liquido de alta eficacia
acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) empleando una columna Varian C18 (5 um,
4.6 x 25 mm) a un flujo de 1.2 ml/min, a 35°C en modo isocréatico. La fase movil estuvo constituida
por Agua ultrapura/Acetonitrilo, 82:18 (%V/V).

La validacion del método se realizd evaluando la selectividad, linealidad, precision, exactitud, robustez
y limites de deteccion y cuantificacion (Eurachem, 2014).

Finalmente se aplico el método en diversas muestras comerciales de consumo popular en la region y un
totopo especialmente disefiado para contener menor cantidad de HMF.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se prepar6 una solucion madre de HMF a 1000 pg/mL en metanol y se almacené a 4°C. La curva de
calibracion se realiz6 de 0.1 a 200 mg/mL a partir de esta solucién madre. La identificacién del pico
cromatografico del HMF se realiz6 mediante la comparacion de los tiempos de retencion y espectros
UV en un rango de 200 a 280 nm entre la muestra y el estandar. El tiempo de retencion obtenido fue de
3.7 minutos a 283 nm, tal como se puede observar en la Figura 1.
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Figura 1. Cromatogramas de a) una solucion estandar de HMF a 100 mg/mL, y b) una muestra de totopo
enriquecido con 100 mg/mL, ambos obtenidos a 283 nm en los que se muestra que el HMF tiene como
tiempo de retencién 3.7 minutos.

Preparacion de muestra.

Se realiz6 un disefio experimental (DoE) de modo factorial fraccional, L*?, para examinar los efectos
de las cuatro variables en la determinacién de HMF en tres niveles (Eurachem, 2014), donde L son los
niveles probados y K las variables elegidas. Las cuatro variables independientes en este experimento
fueron el volumen de elucion-SPE, pH, peso de la muestra (g) y tiempo de sonicacion (min), con cada
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variable en tres niveles. Las superficies de respuesta obtenidas que se pueden observar en la Figura 2.
Los niveles elegidos para volumen de elucion fueron 1, 2 'y 3 ml; para el pH fueron 1.0, 5.2 y 7.0; para
el peso de la muestra fueron 1, 2 y 3 gramos; para el tiempo de sonicacién se evalué a 10, 15y 20
minutos.

Los mejores parametros para obtener una mayor recuperacion fueron: 1 ml de volumen de elucion de
metanol, trabajando la muestra a pH 5.5, con 1 gramo sometido a sonicacion durante 10 minutos.

Validacién del método.

La validacion del método se realizd evaluando la selectividad, linealidad, precision, exactitud, robustez
y limites de deteccidn y cuantificacién. Toda la informacion obtenida de la validacion se presenta en la
Tabla .

Selectividad.

Se realizd mediante inspeccion visual observando la presencia del HMF tanto en la solucion estandar
como en la muestra enriquecida con HMF (Figura 1). Ademas, también podemos ver en la figura que
no hay interferencias en el tiempo de retencion correspondiente a la muestra de totopo enriguecida.

Ceballos-Magaria et al. /Vol. 5 (2020) 815-820
817



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

o5
B-o0s
<04
Ml-o03

--o7
.07
El-o06
=J<o0s
Ml<04

Aneens=Q
fnoenseq

y
»

i - :
g5 =, 00
. o7 Bl-<08 @
5 of =3<07 Q.
R - by g o
Z: o2 <05 o o
Z o? <04 =z

2 Z o

< “
%//0 %

%@ gé\Qs\

(c)

2
= . &
@ g Rl
| B O o8 = ~ s
3 @. o
=4 =
= =, o o
= Z o.:
0.
Z 2
<
N

Figura 2. Superficies de respuesta obtenidos empleando el DoE mostrando los efectos de los parametros
de operacion sobre la deseabilidad: a) Volumen de elucién y pH; b) Volumen de elucion y tiempo de

sonicacion; ¢) Volumen de elucién y peso de la muestra; d) Tiempo de sonicacion y pH; e) pH y peso de
la muestra; f) peso de la muestra y tiempo de sonicacion.

Linealidad: Se evalué a 10 niveles de concentracion, por triplicado. Las muestras de totopo fueron

enriquecidas a 5, 10, 20, 50, 80, 100, 120, 140, 180, y 200 mg/kg de HMF. Se obtuvieron coeficientes
de regresion lineal superiores a 0.99.

Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC): Se evaluaron empleando muestras blanco, empleando
un factor de 3 para LD y 10 para LC considerando la desviacién estandar de los blancos.
Precision y exactitud: Se evaluaron a tres niveles: 5, 100 y 200 mg/kg.
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Tabla I. Resultados de la validacion del método para HMF, usando SPE-HPLC-DAD

Rango lineal LD Lcb Precision (RSD¢, %) Exactitud
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) Repetibilidad Reproducibilidad Recuperacion (%)
Cd | C# | CSf Cu C* Csf Cy C* Csf
5-200 0.8 2.2 69 | 36 | 20 | 188 7.7 29 | 1016 | 928 | 100.8

3|_imite de deteccion; Plimite de cuantificacion; Sdesviacion estandar relativa; nivel bajo de concentracion del rango lineal
mg kg, enivel media de concentracion del rango lineal 100 mg kg2, fivel alto de concentracion del rango lineal 200 mg kg
1

Robustez: Se realiz6 bajo el Test de Youden evaluando las 7 variables con respecto a la preparacién de
muestra (ver Tabla Il). En la Tabla Il se puede observar el efecto de cada una de las variables mediante
un concepto de “diferencia”, la cual se estimo restando el resultado promedio obtenido de cada variable
en el valor nominal indicado por una letra mayuscula, del resultado promedio obtenido de cada
variable en el valor cambiado indicado por la letra mindscula correspondiente, por ejemplo, para la
variable A la diferencia se calcula con la ecuacion: D.=A-a=[X(Ai)/4]-[Z(ai)/4].

Tabla I1. Test de Youden para la evaluacion de la Robustez: variables, combinaciones factoriales y diferencias.

Variables Variacion Combinacidn factorial Diferencia
' Experto Nuevo S T U V W X Y Z (Di)*

Operador (Ala) 1 2 A A A A a a a a 2.0
Peso de muestra (g) (B/b) 1 2 B B b b B B b b 1.6
Tiempo sonicacion (min) (C/c) 10 20 C ¢ €C ¢ €C ¢ C ¢ 8.0
Temperatura de centrifugacion

(°C) (D/d) 15 25 D D d d d d D D 3.8

pH de la muestra (E/e) 5 1 E e E e e E e E 2.1
Lavado la muestra (F/f) Si No F f f F F f f F 1.3
Volumen de elucion (mL) (G/g) 1 2 G g g G g G G g 35

Si una variable tiene un efecto negativo, la diferencia sera mayor que las diferencias de las otras
variables. Para cada variable, se calcula la diferencia (Di). La desviacion estandar de las diferencias Di

(SDi) se evalua utilizando las diferencias obtenidas y la siguiente ecuacion: ™ ~ J ~>2(%), De manera
gue, cuando Sp; es significativamente mayor que la desviacion estandar del método en condiciones de
reproducibilidad, se debe concluir que todos los factores juntos tienen un efecto en el resultado, incluso
si cada factor no muestra una influencia significativa y que el método no es lo suficientemente sélido
contra las modificaciones elegidas (Decisién 2002/657/CE de la Comision). Como puede verse en la
Tabla 2, las diferencias mas altas (Di) corresponden a las variables: tiempo de sonicacion y lavado de
la muestra. Sin embargo, la desviacion estandar de las diferencias (SDi) fue del 14.4%, lo que
demuestra que todos los factores juntos no tienen una influencia negativa en los resultados; por lo
tanto, el método evaluado puede considerarse robusto.

La aplicacion del método se desarrollé6 probando 4 muestras de totopo de marcas comerciales y 6
muestras de totopo preparados exprofeso para disminuir su cantidad de HMF, bajo diferentes
formulaciones. Las concentraciones de HMF encontradas en muestras comerciales fueron: 103.4, 88.2,
104.3 y 88.6 mg/kg; mientras que para las muestras de totopos disefiados, todas se encontraron por
debajo de los limites de deteccion.

CONCLUSIONES
Se desarrolld un método analitico robusto, sensible, rpido y ambientalmente amigable para la
extraccion, separacion y cuantificacion de HMF a partir de muestras de totopo. Es importante
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mencionar que éste compuesto ain no ha sido reportado en muestras de totopo, pero se sabe que
debido a su preparacion casera e industrial tiene una elevada probabilidad de contenerlos, tal como se
ha demostrado en la presente investigacion. La etapa de la extraccion en fase solida permite la limpieza
adecuada de la muestra y proporciona un buen rendimiento. EL LD y LC fueron 0.8 y 2.2 mg/kg,
respectivamente.
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