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RESUMEN

El método de estandar externo, empelado frecuentemente
en analisis, carece de exactitud ya que por sus caracteristi-
cas nunca se ponen en contacto los analitos a determinar
con la matriz. Se propone la aplicacién del método de
estandar interno al analisis de lactosa en leches fluidas,
utilizando fructosa como estandar interno y electroforesis
capilar de zona con deteccion UV indirecta.
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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.
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INTRODUCCION

Los azucares son unos de los constituyentes principales
de los alimentos junto con las proteinas y los lipidos. Su
analisis 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-
gun momento el analito a determinar esta en contacto
con la matriz en cuestion, el método del estandar exter-
no utilizado frecuentemente en los laboratorios de anali-
sis debe controlarse con otros métodos que corrijan las
inexactitudes descriptas. Este consiste en agregar can-
tidades exactamente medidas del estandar, tanto a la
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muestra como a los estandares de calibracion. El
estandar interno a utilizar debe cumplir con las siguien-
tes condiciones: no estar presente en la muestra, ser lo
mas parecido posible al analito a investigar, responder
al detector de manera similar al analito, ser estable e
inerte quimicamente y cromatograficamente, asi como
deberé separarse del analito con resolucion mayor a la
unidad. Con este método se pueden compensar enton-
ces los errores de inyeccion, dilucién, extraccion,
derivatizacion (3,4,9). Algunos autores desaconsejan
su uso, pero es solo desde un punto de vista tedrico
(8,15); operativamente, la mayoria lo considera una
opcion excelente para corregir las inexactitudes que
presenta el método del estandar externo. Existen sus-
tancias que son estandares internos generales como
las alquilfenonas (16). Hay en la literatura cientifica
métodos colorimétricos, GC, TLC, HPLC y enziméticos
para determinar lactosa (10-14).

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

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron los siguientes reactivos analiticos: fructosa
P.A., lactosa P.A., &cido 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 analisis
de los datos obtenidos fue realizado con una computa-
dora personal y un programa especifico, ChemStation
32 (Analytical Technologies, S.A., Buenos Aires).

Se preparé una solucion del estandar para uso diario a
5 % (m/m) de lactosa. La curva de calibracién se rea-
liz6 con las siguientes concentraciones: 0,1; 0,5; 1; 5;
10 y 20 % (m/m). Se preparé el estandar interno de
fructosa a una concentracion a 1 % (m/m). La prepa-
racion del estandar de lactosa con estandar interno para
la obtencion del factor de respuesta fue la siguiente: en
un tubo conico se mezclan 6 partes de estandar de
lactosa con 1 parte de estandar internoy 0,1 parte de
acido acético glacial.

Las muestras se prepararon por mezclado, en un tubo
conico, de 6 partes de la leche a analizar con 1 parte
de estandar interno (fructosa) y con 0,1 parte de aci-
do acético glacial. Se agit6 vigorosamente por 1 min.
Se centrifug6 a 3000 rev/min durante 5 min para eli-
minar las proteinas lacteas insolubilizadas por el me-
dio &cido. Se filtro y el filtrado estuvo listo para la
inyeccion al instrumento. Las condiciones para la de-
terminacion (5,6) fueron: un capilar de silice desnudo
de 50 im de didmetro interno y 80 cm. El potencial
aplicado fue de 25 kV (polaridad negativa), por lo cual
los azucares migraron al catodo. El valor de pH del
tampon fue de 12,3 necesario para mantener la fuer-
za electroendosm@tica alta y una generacion de calor
baja.La composicion del tampdn, de baja
conductividad, fue la siguiente: 1,6 mL de colorante
PDC (acido piridin-dicarboxilico); 0,25 mL CTAB
(bromuro de cetil trimetilamonio); 0,65 mL H,0 y 100
iL NaOH 1 N. La presion de inyeccion 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 referenciaen 210,16 nm (UV indirec-
ta). Las Fig. 1 y 2 muestran los electroferogramas
obtenidos. Los tiempos de retencion identifican los
analitos. Ellos fueron 11,5 min para fructosay 12,5
min para lactosa.

El factor respuesta se calculd segln la expresion:

mg de Lactosa  Area de Fructosa
X

Factor respuesta (Rf) =

mg de Fructosa  Area de Lactosa

La concentracion de lactosa en la muestra se calculd
de la siguiente manera:

Arealactosa  mg Fructosa en la muestra

x Rf x 100= % Lactosa

Area fructosa mg muestra pesada
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Fig. 2. Electroferograma de una muestra de leche fluida con adicién de estandar interno.

RESULTADOS Y DISCUSION

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

El método desarrollado puede trasladarse facilmente a
otras tecnologias separativas como HPLC y TLC. El
método puede aplicarse a otros alimentos lacteos como
yogures no frutados, quesos, leche en polvo, etc. En
todos ellos se debera tener en cuenta que el producto
lacteo no contenga fructosa y ello se realiza efectuan-
do una corrida electroforética sin el agregado de
fructosa y observando que en el tiempo de retencién
no aparezca el pico en cuestion.
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La validacion del método (7, 8) consistié en calcular
los siguientes pardmetros:

Estudio de la recuperabilidad para el estdndar a 5 %
(m/m) de lactosa: 92,5 % y para una concentracion a
1 % m/m de fructosa: 94,7 %. La determinacion de la
linealidad del método: desde 0,1 hasta por o menos
20 % (m/m) de lactosa, se obtuvo un coeficiente de
regresion lineal r = 0,99; El limite de deteccion obteni-
do fue de 0,025 % (m/m) de lactosa, siendo el coefi-
ciente de variacion porcentual de 15,7. El limite de
cuantificacion obtenido fue de 0,1 % m/m de lactosa
con un coeficiente de variacion porcentual de 4,1. El
coeficiente de variacion porcentual intradia para cin-
co determinaciones conteniendo 5 % (m/m) de lactosa
fue de 0,9. Lareproducibilidad interna porcentual du-
rante cinco dias, para una concentracion de lactosa
de 5 % (m/m) fue de 2,2.
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dias de preparadas. La linealidad del método esté dentro
de los valores esperados en las muestras analizadas.

1. Committee of Food Chemicals Codex. 5th ed National Academic Press, Washington DC. Lactose assay, Appendix X:

General Test and Assays, 952-953, 2005.

2. AOAC International Official Methods of Analysis of AOAC International, 18th ed Washington DC, USDA. Cap. 33, 2002,

pp. 16-18.

3. Quatrocchi, O.; Abelairas, S. y Laba, R. Introduccién a laHPLC: Aplicacién y Préacticas, ed. del autor, Buenos Aires, Cap.

10,1992, p. 263.

4. Katz, E.; Eksteen, R.; Schoenmakers, P. y Miller, N. Quantitative Analysis using Chromatographic Techniques, Marcel

Dekker, New York, Cap.3, 1998, p. 86.

5. Altria, K. Capillary Electroforesis, Ed. Humana Press, New York, 1990.

6. Dabrio, M. Cromatografia y electroforesis en columna, Springer-Verlag-1bérica, Barcelona, Cap. 4, 2000, p.91.

7.Snyder, L.; Glajch, J. y Kirkland, J. Practical HPLC Method Development, John Wiley and Sons, New York, 1988.

8. Snyder, L. y Kirkland, J. Introduction to Modern Liquid Chromatography, 2da. ed., John Wiley and Sons, New York, 1979.
9. Schram, S. Basic Book on Liquid Chromatography, LDC, Boca Ratén, Florida, Cap. 9, 1980 p. 108.

10. Alais, Ch. Ciencia de la Leche, Ed. Reverte, Barcelona, 2da. Parte, Cap. 4, 1985, p.32.

11. Luquet, F.; Keilling, J. y de Wilde, R., Leche y Productos Lé&cteos, Vol. I, Acribia, Zaragoza, Cap.1, 1991, p.11.

12. Barberis, S. Bromatologia de la Leche, Ed. Hemisferio Sur, Buenos Aires, Cap.5.3, 2002, p.51-52.

13. Amito, J. Cienciay Tecnologia de la Leche, Acribia, Zaragoza, Cap.1, 1991, p. 33.

14. Keating, P. Introduccidn a la Lactologia, Limusa, México DF. Cap. 1, 1999, p. 24.

15. Haefelfinger, P. J. Chromatogr. 218, 73-75, 1981.
16. Kitka, E. y Stange, A. J. Chromatogr. 138, 41-45, 1977

Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 19, No. 2, 2009

27




