
Ciencia y Tecnología de Alimentos Vol. 19, No. 2, 200924

DETERMINACIÓN DE LACTOSA EN
LECHE FLUIDA POR

ELECTROFORESIS CAPILAR CON
ESTÁNDAR INTERNO

Miguel Giraudo*, Juan Kulhawiuk,Sergio Fomicz, Irene Markowski, Héctor Sánchez y

Juan Menéndez

Laboratorio Fisicoquímico. Carrera de Ciencia y Tecnología de los Alimentos. Universidad
Nacional de Lanús. 29 de Setiembre 3901, Lanús, Provincia Buenos Aires, Argentina.

E-mail: mgiraudo@unla.edu.ar

RESUMEN
El método de estándar externo, empelado frecuentemente
en análisis, carece de exactitud ya que por sus característi-
cas nunca se ponen en contacto los analitos a determinar
con la matriz. Se propone la aplicación del método de
estándar interno al análisis de lactosa en leches fluidas,
utilizando fructosa como estándar interno y electroforesis
capilar de zona con detección UV indirecta.
Palabras clave: lactosa, fructosa, estándar interno,
electroforesis capilar de zona, leche fluida.

ABSTRACT
Lactose assay in fluid milk by capillary zone electrophoresis
using internal standard method
The external standard method, used frequently in analysis,
lacks accuracy since because of its characteristics the analytes
to be determined never come into contact with the matrix.
What is proposed in this work is the application of the internal
standard method using fructose and capillary zone
electrophoresis with indirect UV detection of the analysis of
lactose in fluid milks.
Key words: lactose, fructose, internal standard, capillary zone
electrophoresis, fluid milk.

INTRODUCCIÓN

Los azúcares son unos de los constituyentes principales
de los alimentos junto con las proteínas y los lípidos. Su
análisis es importante tanto para el control de calidad, el
monitoreo de los rotulados y estudios de adulteraciones
(1,2). Por presentar inexactitudes debidas a que en nin-
gún momento el analito a determinar está en contacto
con la matriz en cuestión, el método del estándar exter-
no utilizado frecuentemente en los laboratorios de análi-
sis debe controlarse con otros métodos que corrijan las
inexactitudes descriptas. Este consiste en agregar can-
tidades exactamente medidas del estándar, tanto a la

*Miguel Ángel Giraudo: Especialista en Tecnología de Alimentos (Uni-
versidad Tecnológica Nacional, 2002). Bioquímico (Universidad Cató-
lica de Córdoba, 1967). Profesor Asociado Concursado de Química
Analítica (Universidad Nacional de Lanús desde 1999). Director de
la Carrera de Ciencia y Tecnología de los Alimentos (Universidad Na-
cional de Lanús desde 1997). Su principal línea de trabajo es la ciencia
de los alimentos.



                      Ciencia y Tecnología de Alimentos Vol. 19, No. 2, 2009 25

muestra como a los estándares de calibración. El
estándar interno a utilizar debe cumplir con las siguien-
tes condiciones: no estar presente en la muestra, ser lo
más parecido posible al analito a investigar, responder
al detector de manera similar al analito, ser estable e
inerte químicamente y cromatográficamente, así como
deberá separarse del analito con resolución mayor a la
unidad. Con este método se pueden compensar enton-
ces los errores de inyección, dilución, extracción,
derivatización (3,4,9). Algunos autores desaconsejan
su uso, pero es solo desde un punto de vista teórico
(8,15); operativamente, la mayoría lo considera una
opción excelente para corregir las inexactitudes que
presenta el método del estándar externo. Existen sus-
tancias que son estándares internos generales como
las alquilfenonas (16). Hay en la literatura científica
métodos colorimétricos, GC, TLC, HPLC y enzimáticos
para determinar lactosa (10-14).

En el presente trabajo se propuso un método nuevo y
sencillo de electroforesis capilar de zona con detec-
ción UV indirecta.
MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron los siguientes reactivos analíticos: fructosa
P.A., lactosa P.A., ácido acético glacial grado HPLC y
agua grado HPLC (Interchemistry, Buenos Aires).

El instrumento de Electroforesis Capilar de Zona fue
un modelo Agilent Technologies HPG 1600 AX
(Analytical Technologies S.A., Buenos Aires). Los fil-
tros para jeringa fueron  de la marca Millex SLCR13NS
de Millipore (Biopore S.A, Buenos Aires) y el análisis
de los datos obtenidos fue realizado con una computa-
dora personal y un programa específico, ChemStation
32 (Analytical Technologies, S.A., Buenos Aires).

Se preparó una solución del estándar para uso diario a
5 % (m/m) de lactosa. La curva de calibración se rea-
lizó con las siguientes concentraciones: 0,1; 0,5; 1; 5;
10 y 20 % (m/m). Se preparó el estándar interno de
fructosa a una concentración a 1 % (m/m). La prepa-
ración del estándar de lactosa con estándar interno para
la obtención del factor de respuesta fue la siguiente: en
un tubo cónico se mezclan 6 partes de estándar de
lactosa con 1 parte de estándar interno y  0,1 parte de
ácido acético glacial.

Las muestras se prepararon por mezclado, en un tubo
cónico, de 6 partes de la leche a analizar con 1 parte
de estándar interno (fructosa) y con 0,1 parte de áci-
do acético glacial. Se agitó vigorosamente por 1 min.
Se centrifugó a 3000 rev/min durante 5 min  para eli-
minar las proteínas lácteas insolubilizadas por el me-
dio ácido. Se filtró y el  filtrado estuvo listo para la
inyección al instrumento. Las condiciones para la de-
terminación (5,6) fueron: un capilar de sílice desnudo
de 50 ì m  de diámetro interno y 80 cm. El potencial
aplicado fue de 25 kV (polaridad negativa), por lo cual
los azúcares migraron al cátodo. El valor de pH del
tampón fue de 12,3  necesario para mantener la fuer-
za electroendosmótica alta y una generación de calor
baja.La composición del tampón, de baja
conductividad, fue la siguiente: 1,6 mL de colorante
PDC (ácido piridin-dicarboxílico); 0,25 mL CTAB
(bromuro de cetil trimetilamonio); 0,65 mL H20 y 100
ì L  NaOH 1 N. La presión de inyección fue fijada en
5 kPa. El detector utilizado es del tipo arreglo de diodos,
con la longitud de onda fijada en 450,8 nm y la longi-
tud de onda de referencia en 210,16 nm  (UV indirec-
ta). Las Fig. 1 y 2 muestran los electroferogramas
obtenidos. Los tiempos de retención identifican los
analitos. Ellos fueron 11,5 min para fructosa y  12,5
min para lactosa.

El factor respuesta se calculó según la expresión:
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La concentración de lactosa en la muestra se calculó
de la siguiente manera:
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Figura 1
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Fig. 1. Electroferograma de un estándar diario de lactosa (5 % m/m) con adición de estándar 
interno. 

 
Figura  2
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Fig. 2. Electroferograma de una muestra de leche fluida con adición de estándar interno. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Todos las leches fluidas enteras analizadas cumplieron
con la especificación del Código Alimentario Argenti-
no (3 a 6 % m/m de lactosa) mientras que las leches
deslactosadas también cumplieron con la misma espe-
cificación (0,2 a 0,8 % m/m de lactosa). La resolución
de los picos fue óptima, logrando un valor mayor de la
unidad.

El método desarrollado puede trasladarse fácilmente a
otras tecnologías separativas como HPLC y TLC. El
método puede aplicarse a otros alimentos lácteos como
yogures no frutados, quesos, leche en polvo, etc. En
todos ellos se deberá tener en cuenta que el producto
lácteo no contenga fructosa y ello se realiza efectuan-
do una corrida electroforética sin el agregado de
fructosa y observando que en el tiempo de retención
no aparezca el pico en cuestión.
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La validación del método (7, 8) consistió en calcular
los siguientes parámetros:

Estudio de la recuperabilidad para el estándar a 5 %
(m/m) de lactosa: 92,5 % y para una concentración a
1 % m/m de fructosa: 94,7 %. La determinación de la
linealidad del método: desde 0,1 hasta por lo menos
20 % (m/m) de lactosa, se obtuvo un coeficiente de
regresión lineal r = 0,99; El límite de detección obteni-
do fue de 0,025 % (m/m) de lactosa, siendo el coefi-
ciente de variación porcentual de 15,7. El límite de
cuantificación obtenido fue de 0,1 % m/m de lactosa
con un coeficiente de variación porcentual de 4,1. El
coeficiente de variación porcentual intradía  para cin-
co determinaciones conteniendo 5 % (m/m) de lactosa
fue de 0,9. La reproducibilidad interna porcentual du-
rante cinco días, para una concentración de lactosa
de 5 % (m/m) fue de 2,2.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que la aplicación
del método del estándar interno lleva a una mejora fun-
damental en la cuantificación sobre el tradicional mé-
todo de estándar externo.

La tecnología de electroforesis capilar de zona/UV in-
directa supera ampliamente al tradicional método para
determinar azúcares en alimentos, que es HPLC/índi-
ce de refracción, la cual utiliza columnas muy específi-
cas y costosas y que además tiene otra limitante cen-
tral que es el estricto control de la temperatura.

Si el factor respuesta varía en ± 5 % respecto del valor
inicial, las soluciones de lactosa y fructosa deberán prepa-
rarse nuevamente. Por lo tanto, se recomienda prepara-
ción extemporánea y no utilizarlas después de los cinco
días de preparadas. La linealidad del método está dentro
de los valores esperados en las muestras analizadas.
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