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RESUMEN

El &cido fitico (myo-inositol hexafosfato) es un compuesto natural encontrado en
cantidades considerables en cereales y semillas de leguminosas, cuya principal funcién
es almacenar fosforo como fuente de energia para las plantas. Posee la capacidad de
establecer fuertes interacciones con minerales esenciales de nuestra nutricion,

comprometiendo los niveles de éstos en el organismo.

Motivados por esta particularidad antinutricional, se han desarrollado numerosos
métodos para cuantificar el &cido fitico, siendo los procedimientos cromatogréficos los
mas comunmente empleados. Sin embargo, cuando las muestras contienen un alto
contenido de metales, como es el caso de los cereales infantiles, se reportan valores de
acido fitico por defecto, atribuidos al procedimiento del tratamiento de muestra, en
especial, a la etapa de extraccion fase solida.

Con la finalidad de estudiar el efecto de los metales en esta etapa de tratamiento de
muestra, se realizO un estudio de la recuperacion del acido fitico para muestras
sintéticas con y sin metales (Fe y Ca), las cuales se midieron por espectrometria de
absorcién molecular UV-Visible.

Para las muestras sin metales el porcentaje de recuperacion estuvo en el orden del 75
%, y la pérdida se atribuyé fundamentalmente a la etapa de eliminacién del HCI. En
cuanto a las muestras preparadas con calcio y hierro, se observo una disminucion de
los porcentajes de recuperacion, obteniéndose valores entre 57 y 69 %, que resultd

mas evidente al estudiar el efecto combinado de ambos metales (38 %).

Para corregir el efecto de los metales, se propuso emplear acido tricloroacético en vez
de HCI, para simular la matriz de la muestra. Los resultados demostraron una mejora en
los porcentajes de recuperacion (71 %), concluyendo entonces, que para el estudio de
cereales, en especial los de consumo infantil, es recomendable extraer el &cido fitico

con &cido tricloroacético, planteando una concentracion 6ptima de 0,3 M de dicho acido.
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1. INTRODUCCION.

1. 1. ACIDO FiTICO.

1. 1. 1. GENERALIDADES.

El acido fitico (CeH18024P¢), también conocido como myo-inositol hexafosfato (IP6, myo-
inositol hexaphosphate), es un anillo de inositol substituido con seis grupos fosfato
(Figura 1). Este compuesto se encuentra frecuentemente en la mayoria de las semillas
y granos de cereales, ya que es la principal forma natural de almacenamiento de fésforo

(P), representando del 60 % al 90 % del fésforo total’.

Figura 1. Estructura quimica del acido fitico.

Se encuentra en grandes concentraciones en semillas de cereales, productos
oleaginosos y en menor cantidad en tubérculos®. En granos, existe como sales de acido
fitico en forma de complejos fitato-calcio o fitato-magnesio. En los granos de los
principales cereales, aproximadamente del 1 al 2 % del peso de la semilla es acido

fitico o su sal, aunque puede alcanzar valores tan altos como del 6 %".



Por otra parte, el contenido de fitato en este tipo de plantas puede variar segun el tipo
de cultivo, madurez, variedad y en el caso de los granos, de la fraccién del mismo que
se muele. Se reporta que los niveles de acido fitico en las semillas de cereales, son
elevados y constituyen el mayor porcentaje del fésforo total (60-82 %); mientras que en
varias raices y tubérculos presentan cantidades moderadas, siendo el fosforo fitico del
21 al 25 % del total. En verduras, las cantidades encontradas son mucho menores®.

1. 1. 2. BENEFICIOS Y DESVENTAJAS DEL CONSUMO DE IP6.

En general, la presencia del acido fitico en los alimentos no implica la existencia de
problemas de toxicidad graves. Sin embargo, en vista de que interfiere con la funcion de
los nutrientes esenciales, el acido fitico puede ser considerado una sustancia natural
antinutriente?. Este se enlaza a los minerales en el tracto gastrointestinal, haciéndolos
potencialmente inasequibles para el organismo. Como consecuencia de esto, el acido
fitico compromete los niveles de ciertos minerales y también la velocidad de crecimiento
en los seres humanos. La importancia del IP6 en la alteracion de los niveles minerales,

ha orientado las directrices a asegurar una adecuada biodisponibilidad de los mismos®.

La condicién antinutriente del IP6, es atribuida a su accion gquelante con los metales y
Su unidn a proteinas; lo que conlleva a la disminucién nutricionalmente importante en la
biodisponibilidad de los mismos. Muchos de los complejos acido fitico-proteina, son
insolubles y no son biolégicamente aprovechables para los seres humanos bajo

condiciones fisiolégicas normales”.

Los nifios, ancianos y las personas vegetarianas; son las mas afectadas por el alto
contenido de &cido fitico en los alimentos, ya que, a pesar de que el contenido de
algunos minerales, tales como: hierro y zinc, es similar a personas que llevan dietas

completas, la biodisponibilidad de dichos minerales puede ser comprometida®.



Por otra parte, el acido fitico ha sido reportado como un antioxidante, anticancerigeno e
hidroglicémico o hipolidémico. Dicho &cido es considerado un agente antioxidante,
porque es un potente inhibidor de la reaccién de formacién - catalizada por hierro - de
radicales hidroxi al quelatar el hierro libre, bloqueando asi su sitio de coordinacion. Sin
embargo, el mecanismo de esta reaccién es incierto. Ademas, los inositol fosfatos mas
pequefios, tales como IP4 e IP3, pueden desempefar roles de mediacién de respuestas

celulares®.

Su ingesta es indispensable para una dieta sana y equilibrada, debido a la accion
inhibidora en la cristalizacion de sales calcicas, tales como: fosfatos y oxalatos;
evitando, por tanto, la formacion de depdésitos minerales patolégicos como son los
calculos renales. Otro efecto beneficioso, es la reduccion de la concentracion de

colesterol, evitando asi problemas cardiovasculares®.

Considerando los aspectos positivos y negativos de la ingesta de acido fitico, a través
de los alimentos que lo contienen, es necesario sefalar la relevancia de una adecuada
combinacion de alimentos, a fin de tener una correcta ingestion de todos los nutrientes
gue son esenciales para el organismo, especialmente en aquellos grupos de la
poblacion donde el impacto de altas concentraciones de fitato puede ser mas serio,

como son lactantes, nifios, mujeres embarazadas y ancianos?.

1. 1. 3. QUIMICA DEL ACIDO FiTICO.

En su forma desprotonada, tiene gran afinidad por minerales divalentes tales como:
calcio, magnesio, zinc, hierro, y cobalto®. Usualmente, se encuentra formando
complejos con minerales esenciales y/o proteinas. Los mecanismos reales de las
interacciones entre el 4cido fitico y los minerales, todavia no estan definidos; aunque es

posible que pueda formar un complejo con un catién a través de un solo grupo fosfato o



entre dos grupos fosfatos; dentro de la misma molécula o entre moléculas diferentes.
Los grupos acidos, presentes en esta molécula, facilitan la formacion de numerosas
sales; de las cuales aquellas formadas con metales alcalinos son solubles en agua,

mientras que las sales de metales divalentes, resultan casi insolubles®.

Estudios in vitro muestran que los complejos fitato-proteinas son formados por
interacciones electrostaticas. El grado de interaccién entre el acido fitico y las proteinas,
depende en gran medida del pH, carga neta que posea la proteina, conformacion de las
moléculas involucradas y de las interacciones con los minerales a un pH especifico.
Para un valor de pH bajo, se produce una fuerte interaccion electroestética entre los
grupos amino terminales de las proteinas y los ésteres fosfatos aniénicos del acido
fitico, formandose un complejo binario. A valores de pH intermedios, se forma un
complejo ternario con cationes divalentes, como el calcio o el magnesio. Esta union se
realiza a través de los grupos carboxilos ionizados y el grupo amino desprotonado de la
proteina, siendo necesaria una concentracion minima de estos cationes para mantener
estos complejos. Para un valor de pH elevado, la interaccidon entre las proteinas y el
acido fitico disminuye, de modo que los complejos terciarios se desestabilizan debido al
aumento de la fuerza iénica caracteristica del pH elevado®. Dichas interacciones con

minerales y proteinas, se ilustran en la Figura 2.

El acido fitico puede ser degradado a myo-inositol pentafosfato (IP5, inositol
pentaphosphate), tetrafosfato (IP4, inositol tetraphosphate), trifosfato (IP3, inositol
triphosphate), difosfato (IP2, inositol diphosphate) o monofosfato (IP, inositol
monophosphate). Los productos de hidrélisis formados (excepto el myo-inositol
pentafosfato), tienen poca capacidad para unirse a los minerales y los complejos

formados, son mas solubles®.
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Figura 2. Interacciones del IP6 con minerales y proteinas.

La degradacibn mencionada se puede producir con o sin hidrélisis enzimatica,
ocurriendo ésta en el tracto intestinal, por la accion de las fitasas (myo-inositol
hexafosfato fosfohidroxilasas), las cuales son de origen microbiano o vegetal. Las
fitasas hidrolizan — Unicamente — los fitatos en disolucién; por lo que su actuacién
requiere humedad en el medio y unas condiciones determinadas de pH y temperatura,
gue son variables segun el tipo de fitasa. Por otro lado, la hidrolisis no enzimatica

ocurre al calentar o someter a un tratamiento con acidos fuertes®.

1. 1.4 EL IP6 COMO ANTINUTRIENTE EN CEREALES INFANTILES.

La desnutricion es, principalmente, la consecuencia de un régimen de alimentacién
inadecuado que da lugar a carencias de calorias, proteinas, vitaminas y minerales. En
el caso particular del zinc, se estima que la carencia del mismo afecta,

aproximadamente, a la tercera parte de la poblacion mundial; con unos porcentajes que



varian entre el 4 y el 73 % segln las regiones®. Tres factores etiolégicos estan
asociados con el desarrollo de la deficiencia de zinc: deficiencias dietéticas; estados de
enfermedad que inducen a pérdidas excesivas del mineral; y estados fisiolégicos que
incrementan los requerimientos de dicho metal. De las anteriores, el factor mayor puede
atribuirse a la baja ingesta de zinc y/o a la baja biodisponibilidad. Esta Ultima representa
un problema en dietas basadas en cereales no refinados y leguminosos con un alto
contenido de fitatos, tanto del acido como de sus sales de potasio, magnesio y calcio.
En muchos paises, donde la deficiencia de zinc ha sido reportada, también es comun la
deficiencia de hierro. Esto no resulta sorprendente, ya que el hierro y el zinc tienen una
distribucion similar en los alimentos y, ademas, muchos componentes presentes en los

mismos, que modifican la biodisponibilidad del zinc, afectan al hierro de igual manera’.

Los cereales incorporados como harinas, son usualmente los primeros alimentos
solidos suministrados a los nifios, puesto a que estan bastante disponibles y son
culturalmente aceptados como alimentos basicos. Suelen proporcionarse a edades
comprendidas entre los 4 y 6 meses, para suplementar la leche materna y las férmulas
infantiles, durante lo que se considera un periodo de rapido crecimiento y desarrollo. A
esta edad, los depdésitos de minerales en el cuerpo del bebé son naturalmente bajos v,
ademas, los depositos derivados de la madre estan casi agotados, por ello las fuentes
dietéticas se vuelven muy importantes y una ingesta adecuada, es crucial para
satisfacer las necesidades de nutrientes de los lactantes. Los cereales infantiles tienen
grandes cargas energéticas basadas en sus contenidos de carbohidratos y proteinas,
esto es: valores aproximados del 78 % y 13 %, respectivamente; que también proveen
minerales y vitaminas, particularmente tiamina. Los cereales mas comunmente usados
para formular harinas de cereales infantiles son: trigo, centeno, cebada, avena, arroz y
maiz. Estos pueden emplearse de forma individual, o mezclados para obtener harinas

infantiles multicereales.

La baja absorcion de los nutrientes provenientes de los cereales infantiles, es

considerada como un factor en las causas de las deficiencias minerales en los nifios y



lactantes. Sin un suministro adecuado de hierro biodisponible, los nifios se convierten
rapidamente, en hierro deficientes. La deficiencia de hierro genera complicaciones,
tales como: anemia, bajas significativas en el desarrollo mental y psicomotor y reduce el
sistema inmunolégico. Los cereales también pueden afectar la absorcion de calcio y
zinc, interfiriendo con el desarrollo de un nivel éptimo de masa ésea y el crecimiento en

general®.

Entonces, se entiende que el &cido fitico encontrado en cereales no refinados, plantas
leguminosas y semillas; constituye un factor dietético que actla como un potente
inhibidor de la absorcion de hierro, zinc y calcio. Por lo tanto, para asegurar la absorcion
de estos minerales a partir de una comida, es importante considerar las relaciones
molares de fitato:mineral de cada alimento y, por ende, es necesaria la cuantificacion

del acido fitico de dichas muestras®.

1. 1. 5. CUANTIFICACION DEL ACIDO FITICO.

El efecto, potencialmente perjudicial del acido fitico, relativo a la alteracion de los
niveles de nutrientes en los seres humanos, ha conducido al desarrollo de un gran
nimero de técnicas para medir su contenido real en alimentos. Estas van desde
procedimientos clasicos de precipitacion y titulacion, pasando por métodos
fotocolorimétricos y separaciones cromatograficas, hasta espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) e isotacoforesis capilar® > *° **. Sin embargo, durante mucho
tiempo la determinaciéon del acido fitico ha sido un problema analitico, debido a las

diversas interferencias presentadas con las distintas técnicas y métodos utilizados.

Hasta 1980, el IP6 era exclusivamente determinado a través de métodos de
precipitacién®®. En un comienzo, el procedimiento mas comlnmente empleado se

basaba en el principio de que el fitato forma un complejo insoluble en presencia de i6n



férrico (Fe™®). En el procedimiento original'®, los extractos que contenian fitato eran
titulados con una disolucion de cloruro férrico estandarizado, usando tiocianato de
amonio como indicador interno para detectar el exceso de hierro en disolucion. De esta
forma, el punto final de la titulacion era visualizado gracias al color rosado que persiste
por 5 minutos (tiocianato férrico). Se presume que el IP6 es el Unico compuesto de
fosfato con esta propiedad, y que el fosfato inorganico u otros orgénicos distintos al IP6,

no precipitan bajo estas condiciones.

La mayor desventaja de éste método, es la dificultad de detectar un punto final
persistente en presencia del precipitado fitato-hierro de color blanco, o en presencia de
sustancias reductoras provenientes de la matriz que transformen el i6n férrico en
ferroso. Como consecuencia de lo anterior, se realizaron numerosos cambios al método

descrito, estableciendo dos tipos de ensayos, los métodos directos e indirectos.

Los métodos directos contemplan el uso del precipitado fitato-hierro; luego de ser
recuperado cuantitativamente. Dicho precipitado se calcina o se hidroliza para,

posteriormente, determinar el contenido de fésforo total.

En los métodos indirectos, se suele afiadir una cantidad exactamente conocida de una
disoluciéon estandarizada de cloruro de hierro. Luego, el i6n férrico que no precipita y
gueda remanente en disolucion, puede medirse por algun meétodo. Para el célculo
posterior de la cantidad de IP6, se considera una relacion estequiométrica de hierro-
fésforo de 4:6',

Los métodos indirectos parecen ser mas convenientes y rapidos que los directos. Sin
embargo, cuando los niveles de IP6 son bajos en los alimentos, los métodos indirectos
presentan un gran margen de error*. Se han reportado casos™, en los cuales se
sobreestima la cantidad de IP6 como resultado de la presencia, en la matriz, de
sustancias que reducen el Fe*® a Fe™?; tales como &cido ascérbico o clorogénico. La
adicion de peroxido de hidrogeno al 30 %, ha solucionado este tipo de problemas.

También, la presencia de un exceso de hierro en el extracto, bien sea por la adicion de



mucho cloruro férrico o porque la semilla o grano posee un gran contenido de hierro,

afecta el equilibrio de formacién del complejo fitato-hierro™.

Por tales inconvenientes, se han probado otra serie de métodos*® como la extraccion
del fitato con &cido tricloroacético, y su posterior calentamiento con cloruro de hierro
para precipitar el complejo fitato-hierro. Hecho esto, la adicion de hidréxido de sodio en
ebullicién permite la conversiéon del complejo en hidroxido de hierro insoluble y fitato de
sodio soluble. La cantidad de hierro precipitado, es redisuelta y se determina por
fotocolorimetria o titulacion complejimétrica. Asi pues, muchos métodos similares fueron
empleados de acuerdo a los requerimientos del momento y la instrumentacion

disponible®*,

Un cambio realmente importante lo introduce Harland y Oberleas en 1977*". Ellos
eliminaron el paso de precipitacién, simplificando el proceso de determinacion.
Extrajeron el acido fitico directamente de la muestra con una disolucion de HCl al 1,2 %,
seguidamente el extracto se paso por una resina de intercambio iGnico para separar el
fosforo inorganico y preconcentrar el IP6. Hecho esto, la muestra fue eluida con NaCl
0,7 M y a continuacion se digestd con acidos sulfarico y nitrico concentrados. Luego, el
contenido de fosforo fue medido. El uso de relaciones estequiométricas permitio la
determinacién de la concentracion de IP6. Este procedimiento de preconcentracion y
andlisis fotocolorimétrico del IP6 como ortofosfato (PO4°) se convirtié, entonces, en un
método oficial de la AOAC™ ™.

Tanto los métodos de precipitacion, como de extraccidn; presentan un inconveniente
como lo es la falta de especificidad. Los alimentos que contienen granos o legumbres
procesadas, pueden contener cantidades apreciables de compuestos desfosforilados
de &cido fitico, tales como: inositol pentafosfato, tetrafosfato, trifosfato y, posiblemente,
di y monofosfatos. Dichos procedimientos no diferencian al IP6 del resto de los
inositoles fosfatos, debido a la dificultad de controlar las condiciones experimentales en

los mismos; de forma que soélo determinados inositoles sean obtenidos para su
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cuantificacion. Por lo tanto, los valores pueden resultar errébneos cuando se determina
el contenido de &cido fitico en alimentos procesados, ya que, durante el proceso de los

mismos, el IP6 suele degradarse en los demas inositol fosfatos®.

En un intento de comprobar lo anteriormente expuesto, relativo a la falta de
especificidad, Lehrfeld y Morris (1992)*° compararon el método empleado de la AOAC,
basado en la determinacion directa del extracto por fotocolorimetria, con un método que
emplea la técnica de HPLC. En ambos procedimientos, el acido fitico fue extraido de la
matriz con una disolucion de HCI al 2,4 %, y lavado y preconcentrado a través de una
columna de intercambio anidnico. Asi, la mayoria de las impurezas fueron eliminadas
de la muestra; mientras que el IP6 quedaba retenido en la columna. Luego, el IP6 es

eluido con una disolucion de NaCl 0,7 M.

En el caso de la AOAC, el extracto es digestado con H,SO, y HNO3 para obtener
ortofosfato. El fésforo inorganico total fue determinado por fotocolorimetria, empleando
una disolucion de molibdato; seguida por el reactivo de 1-amino-2-hidroxinaftaleno-4-
acido sulfonico para formar el correspondiente complejo coloreado. La absorbancia se
midié a 640 nm. Dicho procedimiento asume dos premisas; primero, que todo el IP6 es
retenido en la columna y, segundo, que sélo IP6 es eluido al pasar la disolucion de
NaCl. Lo anterior es valido, cuando la muestra en cuestion posee sélo IP6; como es el
caso de los cereales y granos en su estado natural. Sin embargo, los alimentos de
cereales y granos ya procesados, contienen un porcentaje considerable del resto de los
inositol fosfatos; los cuales son retenidos igualmente por la columna y también eluyen
junto al IP6 con la disolucion de NaCI*®.

A diferencia del método anterior, al emplear la técnica de HPLC, el extracto obtenido se
paso a través de una columna cromatogréfica capaz de separar las diferentes especies
de inositol fosfato. Como resultado de la comparacién de ambos métodos encontraron
gue, para muestras que contenian predominantemente IP6, los valores del contenido de

acido fitico eran iguales; mientras que, para muestras que contenian cantidades
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apreciables de otros inositoles fosfatos (IP5, IP4 e IP3), los valores resultaron
diferentes. Concluyeron entonces, que el método de la AOAC sobreestima el contenido
de acido fitico de los alimentos procesados; debido a la falta de especificidad del
mismo. De todos los fosfatos posibles, solo IP6 e IP5 parecen interferir apreciablemente
con la biodisponibilidad de elementos traza y minerales. Consecuentemente, la
inclusion de otros fosfatos en la determinacion de &cido fitico, llevard a sobreestimar los
efectos negativos que un alimento particular pueda tener en la biodisponibilidad de

elementos traza y minerales™®.

Debido a que el IP6 y los demés inositoles fosfato, producen efectos diferentes sobre la
asimilacion de nutrientes, los métodos que permiten la especificidad de los mismos son
considerados los mas meritorios y en la actualidad constituyen objeto de investigacion.
Los métodos modernos emplean la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography) para lograr el fraccionamiento de los
inositoles fosfatos en sus distintos componentes, permitiendo la determinacion exacta

de los mismos”.

En vista a lo expuesto en el parrafo anterior, se hara una revision correspondiente a los
métodos cromatograficos empleados para la determinacion de IP6 en cereales y

alimentos afines, con referencia a sus posibles inconvenientes y conclusiones.

1. 1. 6. METODOS DE EXTRACCION Y ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DEL IP6.

El primer trabajo que expone el uso de la técnica de HPLC, fue la investigacion
realizada por Tandgendjaja y col. en 1980%°. Emplearon una columna de fase inversa
(C18), con un detector de indice de refraccion diferencial. El analito fue extraido con
acido tricloroacético y luego filtrado e inyectado directamente en el sistema

cromatogréfico, para ser eluido con una fase mévil de acetato de sodio'®. Desde
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entonces, diversos investigadores emplearon la técnica de HPLC; ensayaron con
diferentes columnas, composicion de la fase mdévil, flujos y modificaciones en la
preparacion de los extractos de muestra; siempre con el &nimo de obtener una mejor
separacion de los diferentes derivados desfosforilados del IP6 y una mayor sensibilidad

de la técnica®t %.

En la mayoria de los métodos inicialmente ensayados, se encontré que el IP6 eluye con
el frente del solvente y con una pobre resolucion entre los diferentes inositol fosfatos.
Para resolver dicha problematica, algunos investigadores proponen un cambio del
método cromatografico y optan por emplear la cromatografia de par i6nico o la

cromatografia de intercambio i6nico™.

En 1989, Lehrfeld desarroll6 un método que engloba tres pasos fundamentales:
extraccion, preconcentracion y/o purificacion y andlisis cromatografico. La extraccion
implica el tratamiento de la muestra con 10 mL de HCI 0,5 M, y luego es llevada a
ultrasonido por un lapso de 1 a 1,5 min. La suspension resultante se centrifugd y el
liguido sobrenadante se diluy6é con agua para ser pasado por un cartucho de extraccion
en fase sélida (columna de intercambio anidnico, marca SAX). El &cido fitico retenido en
la columna se eluyé con 2 mL de HCI 2 M. Hecho esto, las muestras eluidas se secaron
por evaporaciéon. El residuo fue suspendido en 1 mL de agua y 15 pL de hidroxido de
tetrabutilamonio, para luego ser centrifugado. Una alicuota del liquido sobrenadante fue
inyectada en la unidad HPLC. Para este andlisis se emple6 una columna analitica de
polimero macroporoso (PRP-1) de la casa Hamilton; se utiliz6 como fase movil una
disolucién de acido formico en agua-metanol, adicionando hidroxido de tetrabutilamonio
(para propiciar la formacion del par i6nico). Se empleé un detector de indice de
refraccion. El método propuesto permite identificar y cuantificar los diferentes inositoles
fosfato (IP6, IP5 e IP4) de manera eficiente, reduciendo los tiempos de analisis en las
etapas de extraccion. De esta forma, se logré analizar hasta 60 muestras diarias. La

corrida cromatogréafica implica un tiempo de andlisis de 14 minutos, con anchos de
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bandas relativamente considerables y una degradacion de la columna con el tiempo de

uso?,

Cinco afos mas tarde (1994), Lehrfeld evalué el método propuesto por él en 1989, en
aras de disminuir el tiempo de andlisis y mejorar la resolucién cromatografica®*. El
tratamiento previo de la muestra, fue el mismo propuesto en el trabajo anteriormente
descrito. Las medidas se realizaron por HPLC en la modalidad de par iénico,
empleando una columna PRP-1; pero se evalud el uso de varios sistemas de solventes
empleados como fase movil, pH, asi como los problemas relacionados con las
columnas cromatogréficas empleadas. El uso de una columna PRP-1 nueva y una fase
moévil de metanol y acido formico en agua a pH 4,3, resuelve satisfactoriamente la
mezcla de inositoles (IP3, IP4, IP5 e IP6). Sin embargo, una vez que el desgaste en la
columna se hace evidente, resulta conveniente el uso de una fase moévil de acetonitrilo

y acido formico, al mismo pH.

Por otro lado, se observo la adsorcion del &cido fitico al metal del sistema
cromatografico, especificamente al acero inoxidable del contenedor de las columnas.
Para ello, se sugiri6 el uso de contenedores poliméricos (PEEK, polyether ether
ketone). En conclusion, este trabajo cita algunos problemas asociados al método
propuesto y las recomendaciones correspondientes para su solucién. Ademas, redujo el
tiempo de andlisis a 5 minutos; a diferencia del anterior que requeria unos 14 minutos?3.
En este sentido, el método de Lehrfeld ha sido ampliamente aceptado. Por otra parte, al
medir mas eficientemente los diferentes compuestos de acido fitico, se observaron
inconvenientes asociados a trazas de metales (proveniente de los acidos usados en la
extraccion y de la matriz de la muestra); para lo cual se recomendé el uso de EDTA. Se
concluyo que la presencia de metales causa la formacion de complejos fitato-metal, en
la etapa de la evaporacion del eluente de la columna de intercambio anidnico, lo cual
conduce a pérdidas de analito. Se recomendo, entonces, el empleo de acidos de mayor

pureza y tratamiento previo de las muestras con alto contenido de metales.
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A pesar de que el método de Lehrfeld es el mas ampliamente referido, se han reportado
procedimientos que no requieren pasos de pre-purificacion y que igualmente permiten,

la separacion de los diferentes inositol fosfatos por HPLC.

Existen investigaciones, donde la cromatografia de intercambio ionico resulta una
técnica mas apropiada para la determinacién del acido fitico, en ciertas muestras. En el
afio 2001, Brooks y Lampi* compararon dos métodos para cuantificar el acido fitico en
cereales infantiles comerciales, la cromatografia de par ionico (ion pair HPLC) y la de

intercambio iénico (ion exchange HPLC).

Para la cromatografia de par iénico, se hizo pasar la muestra por un cartucho de
intercambio anidnico; donde el IP6 retenido se eluyé con HCI 2 M. El liquido resultante
fue analizado con una columna PRP-1,5 pum; logrando reproducir el método de Lehrfeld
de 1994.

Para la cromatografia de intercambio i6nico, se usé acido tricloroacético 0,61 M y
ultrasonido para la extraccion del analito. Se emple6 una columna de PL-SAX 50 x 2,1
mm y un gradiente de fase movil de dos buffers. El detector empleado fue un UV-visible
a una longitud de onda de 500 nm, utilizando un reactor post columna.

El método de intercambio i6nico, dio valores de IP5 que fueron de 5 a 33 veces
mayores a los obtenidos por el método de par i6nico; mientras que los valores de IP6
fueron de 14 a 190 mayores. Al observar dichos resultados, se investigo la recuperacion
de analito obtenida por el método de par idénico, demostrando problemas relacionados
con la interaccion de todos los inositol fosfatos con la matriz de los alimentos. Se hizo
una serie de pruebas a cada uno de los pasos del método, determinando que la etapa
de extraccién es la que resulta problematica. Se sugiri6 que el gran contenido de
metales presentes en los alimentos infantiles; es el responsable de los bajos valores de
recuperacion. Dicha interferencia, resulta un problema en el paso de extraccion con la

columna de intercambio anidnico®.
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Los ultimos trabajos ya descritos, indican que es necesario dedicar especial atencion al
método de extraccion de la muestra; en particular a lo relativo a los bajos porcentajes

de recuperacion del acido fitico, por posibles interferencias de ciertos metales.

1. 1. 7. ACIDO FITICO EN CEREALES INFANTILES Y PRETRATAMIENTO DE LA
MUESTRA.

Varios autores han reportado bajos porcentajes de recuperacion de éacido fitico en
algunos cereales; empleando la técnica de HPLC-RI, lo cual va directamente asociado
a los procedimientos de pretratamiento de la muestra que hayan sido empleados® °. En
especial, resulta aun mas trascendente la obtencibn de bajos porcentajes de
recuperacion en cereales infantiles, tal como ha sido reportado en algunas
investigaciones® ?°; ya que es, precisamente, este tipo de cereales los de mayor interés
de estudio por la gran importancia que tienen en la dieta de los infantes, tal como se ha

hecho hincapié en los apartados anteriores.

La preparacion de la muestra, consiste en una 0 mas operaciones necesarias para
modificar la misma, y liberar el analito en una forma conveniente, para el andlisis
posterior por la técnica cromatografica elegida. El resultado final de esta operacién, es
una muestra procesada y tratada, que puede ser inyectada en el sistema
cromatografico. El procedimiento a emplear, contempla la simplificacion o eliminacion
de la matriz de la muestra, de manera que no existan interferencias en el analisis; y
asegurar que la cantidad inyectada al cromatdgrafo, tenga una concentracién adecuada

de analito con relacion al limite de detecciéon de la técnica.

La homogeneizacion y disolucién de la muestra son, frecuentemente, los primeros
pasos de la preparacion de ésta. Las muestras sélidas requieren de pulverizado y, en

algunos casos, tamizado. Cuando se hacen calculos basados en el peso original de la
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muestra, es recomendable secar las mismas y llevarlas a peso constante, de forma que
se elimine el contenido de humedad que, por lo general, no es constante®. En el caso
del acido fitico, se ha usado secado en horno, liofilizaciéon?®, pulverizacién y tamizado de

la muestra®® >,

Posterior a los pasos ya mencionados, la extraccion es la etapa a seguir en cualquier
procedimiento para la determinacién cuantitativa de acido fitico en plantas leguminosas,
cereales y en los productos derivados de éstos™*. Los solventes de extraccién de IP6
mas comunes, son el acido clorhidrico y el tricloroacético; los cuales, en las distintas
referencias, varian en su concentracion y la forma y tiempo en que son empleados.
Algunos procedimientos propuestos, emplean extracciéon bajo agitacion por algunas
horas. En otros casos, se utiliza ultrasonido reduciendo el tiempo de extraccion a
cuestion de minutos. Hecho esto, se lleva la muestra en &acido a centrifugar para

separar los sélidos y el extracto® > 92324,

El uso de &cido tricloroacético, tiene ventajas sobre el acido clorhidrico ya que coagula
y desnaturaliza efectivamente las proteinas en el extracto, previniendo la interferencia

de las mismas, en etapas posteriores del correspondiente anélisis™.

De acuerdo con algunos investigadores®’ 12

, el contenido de grasa de la muestra
interfiere con la extraccion del IP6 de los alimentos. Por ello, el contenido de grasa del
material debe mantenerse por debajo del 5 %, o debe reducirse antes del paso de
extraccion con el 4cido seleccionado™. Varios investigadores han empleado un paso de
extraccién previo, con solventes organicos como cloroformo y metanol® o también etil

éter en hexano o solamente hexano®.

En vista de que el procedimiento mas ampliamente usado, para la determinacién de 1P6
en alimentos, es el empleado por Lehrfeld (1994); el siguiente paso seria el proceso de
preconcentracion y purificacion de los analitos, mediante el uso de una columna con
resina de intercambio anionico. Se ha reportado el uso de columnas del tipo AG1-X8

X4, 8,9, 23, 24

con iones cloruro para ser intercambiados® o del tipo SA , entre otras.
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También se han utilizado cartuchos del tipo amino®. En todos los casos, emplean
disoluciones de HCI diluido para remover de la columna todos aquellos compuestos de
la matriz que no interesan, dejando el IP6 y sus derivados desfosforilados retenidos en
la columna. Luego, los compuestos retenidos se eluyen con una disolucion de HCI 2 M.
Hecho esto, para evitar la interferencia del HCI en el sistema de deteccién, se ha

recomendado la eliminacién del mismo por rotaevaporacion o liofilizacion® ® ® 2% 24,

Un estudio que manifiesta problemas asociados a dicha etapa de extraccion en fase
sélida, fue el realizado por Brooks y Lampi (2001); ya referido anteriormente®. Por ello,
resulta pertinente ampliar la informacion de este trabajo, en el cual se comparan dos
métodos de HPLC, esto es, par idnico e intercambio iénico, en la determinacién de IP6

en cereales infantiles.

Los bajos porcentajes de recuperacién obtenidos por el método de par ibnico, en
comparacion con los valores que resultaron del método de intercambio idnico, se
asociaron al uso de la resina de intercambio i6nico que fue empleada, sélo en este
primer método. Los investigadores plantean que la causa de estos resultados, es la
presencia de un alto contenido de metales en la matriz de la muestra, produciendo la
precipitacion del IP6. Cabe sefalar que, tras estas inferencias, los autores emplearon
varios métodos para eliminar el efecto de la presencia de los metales, tales como: el
uso de EDTA, acido ascorbico, 8-hidroxiquinolina, entre otros; sin obtener resultados

satisfactorios*.

Como resultado de la necesidad de brindar los nutrientes requeridos por los infantes
para su sano crecimiento, la mayoria de los cereales infantiles poseen una gran
cantidad de metales, tales como: Fe, Ca y Zn?. Debido a esto, y a la gran necesidad de
cuantificar el &cido fitico para asegurar que el contenido del mismo no es perjudicial, es
pertinente investigar el efecto que tiene la concentracion de los metales sobre el paso

de extraccion en fase sdlida, en la determinacion del IP6 en los cereales infantiles.
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Considerando, que la etapa de extraccion en fase sélida es objeto de estudio del
presente trabajo, se incluirdn a continuacion ciertos conceptos relacionados con esta

metodologia.

2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Actualmente, la extraccion en fase solida (solid-phase extraction, SPE) es,
probablemente, el método de pretratamiento de muestra mas popular, usado para la
purificacion y/o preconcentracion de las muestras. En las ultimas décadas, se han
desarrollado numerosas mejoras en el campo de la SPE, tales como: nuevos formatos
(p. €j. cartuchos y discos sofisticados), nuevos sorbentes o el desarrollo de sistemas
automatizados; lo cual, ha conducido al amplio uso de la SPE?’. Esta es utilizada para
seis propositos principales en el pretratamiento de muestras: remocion de
interferencias, preconcentracion, desalinizacién, intercambio de disolvente,

derivatizacion in situ y almacenamiento y transporte de muestra.

La remocion o eliminacion de interferencias resulta necesaria en numerosos casos.
Existen interferencias que solapan las bandas de los analitos en las separaciones por
HPLC, lo cual, puede complicar el desarrollo del método o afectar los resultados del
analisis. También, las sustancias hidrofébicas (aceites o grasas), materiales poliméricos
0 material particulado, pueden tapar o desactivar la columna HPLC, hecho que puede

ser solucionado utilizando algun tipo de SPE.

Para la determinacién de trazas, es conveniente concentrar la muestra que se va a
analizar. En este caso, grandes volimenes de muestra son tratados en un cartucho de
SPE, de manera que se retenga el analito de interés, para luego eluir el compuesto con
un volumen pequeiio del solvente seleccionado. En el mejor de los casos, una

combinacion adecuada de solventes permite la inyeccion directa en el sistema HPLC,
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una vez eluido el analito del dispositivo de extraccion. Sin embargo, en los casos en los
gue se requiere eliminar el solvente, la evaporacion del mismo es mas rapida al tener
un volumen menor. Luego, el analito es redisuelto en la fase mévil que se vaya a usar
en la separacion HPLC. Por otro lado, la desalinizaciéon de muestras resulta importante
para los analisis por cromatografia de intercambio i6nico, para lo cual se puede emplear
la SPE con fase reversa. El resto de las aplicaciones mencionadas de la SPE, son

raramente usadas 0 menos relevanteszs.

La extraccion en fase solida constituye un procedimiento que utiliza un material sélido,
para retener compuestos especificos de una disolucion. La retencion toma lugar al
pasar la disolucién a ser extraida, a través de una cantidad especifica de fase sélida
porosa finamente dividida (adsorbente), usualmente contenida en una pequefia
columna, cartucho o disco®®. La SPE involucra cuatro pasos: acondicionamiento del
adsorbente, introduccion de la muestra, lavado (eliminacion de interferencias) y
recuperacién del analito (Figura 3).

El adsorbente es acondicionado al pasar pequefios volimenes de un solvente A
seleccionado, a través del cartucho o columna (Paso 1). Las caracteristicas del solvente
dependeran del adsorbente a utilizar. Este paso tiene la finalidad de remover las
impurezas que pueden depositarse en el cartucho, mientras éste es expuesto al
ambiente del laboratorio. También, permite la solvatacion del material sdlido y la
activacion de los centros del adsorbente. En ocasiones, el exceso de solvente puede
ser eliminado, pasando una corriente de aire al cartucho. También es util, lavar el

material sélido con agua antes de introducir una muestra acuosa.
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Figura 3. Pasos y modalidades de la SPE.

El segundo paso de la SPE consiste en la introduccion de la muestra. Para ello, es
disuelta en un disolvente débil y es inyectada al cartucho. Este solvente debe permitir
gue el analito se retenga fuertemente en la fase sélida. La muestra puede introducirse
con una pipeta o jeringa, o incluso puede ser bombeada al cartucho por algin sistema.
Es importante elegir la cantidad de muestra a inyectar, tomando en cuenta la capacidad
del adsorbente, de manera que no se sobrecargue la fase sélida. La disolucion de la
muestra debe pasarse sin permitir que el adsorbente se seque. El flujo no tiene que ser
preciso, pero se recomienda que no exceda los 4 mL/min, de manera que se

proporcione un tiempo adecuado de interaccion.

Una vez retenido el analito en la fase sélida, se pueden eliminar las interferencias que
gueden igualmente retenidas, lavando el cartucho con un solvente B de fuerza
intermedia (Paso 3). De esta manera, las interferencias que son retenidas con menos

fuerza que el analito, son removidas de la fase soélida; sin tener pérdidas del analito.
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El dltimo paso, involucra la elucion y recoleccion de la fraccion del analito (Paso 4). Si
se esta preconcentrando la muestra, se debe utilizar el volumen mas pequefio posible
para la elucién del compuesto. Esto se logra empleando un disolvente fuerte C.
Alternativamente, puede emplearse un disolvente un poco menos fuerte que eluya el
analito, pero que evite la elucion de interferencias fuertemente retenidas. Esta
consideracion es importante cuando la interferencia que se quiere eliminar, es una
especie que eluye con menos facilidad que el analito. Cuando se utilizan disolventes no
tan fuertes, se necesitan mayores volumenes del mismo para la elucién; sin embargo,
este solvente puede evaporarse por algun meétodo, para luego redisolver el analito en la
fase movil apropiada. Generalmente, los solventes empleados para eluir son muy
fuertes y resultan inadecuados para el andlisis HPLC; por ende, este paso de
eliminacién del solvente suele ser comun. Otros procedimientos contemplan la retencion
de las interferencias, dejando pasar los analitos (Seccion A en la Figura 3). En estos
casos la preconcentracion no es posible. Tampoco es posible separar el analito de
aquellas interferencias que no sean retenidas por la fase sélida. Por esta razon, esta

modalidad de SPE es menos utilizada?®.

Dependiendo de la naturaleza de la fase soélida, existen varios mecanismos de
retencidén de los solutos. EI mecanismo mas comun de retencion es la particion liquido-
liguido, aun cuando el nombre de la técnica indica fase sélida. La adsorcion liquido-

sélido y el intercambio i6nico, son también empleados en las separaciones.

Fases sodlidas.

En la extraccion en fase sélida se utilizan un gran niamero de fases estacionarias o
adsorbentes. Estas son fabricadas de forma similar a las empleadas en la cromatografia
de liquidos, con particulas de una sustancia porosa. Algunos materiales naturales
(como silice porosa o alumina), tienen propiedades especificas que permiten el proceso

de adsorcion. Otros materiales son sintéticos y son fabricados a partir de una base,
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sobre la cual, se unen quimicamente ciertos fragmentos organicos especificos (fase
unida quimicamente). Los materiales base mas comunes son la silice porosa y los

polimeros organicos, tales como el poliestirenodivinilbenceno o acrilatos.

Pueden ser clasificados en: no polares, polares y del tipo intercambio i6nico. Algunas
veces, los materiales que tienen un polimero orgénico sintético como material base, son
clasificados separadamente. Un numero significativo de adsorbentes tienen un
esqueleto de silice porosa, el cual es derivatizado con reactivos especificos, para
obtener una fase unida quimicamente con las propiedades deseadas. La silice utilizada
para este propdsito, es tipicamente un material amorfo, con un &rea de superficie
comprendida entre 50 y 500 m%g, y un didmetro de poro de 50 a 500 A. La superficie de
la silice contiene un nimero de grupos silanoles que pueden ser: silanoles individuales,
silanoles geminales o silanoles asociados mediante puentes de hidrogeno, entre ellos

mismos, 0 con moléculas de agua. Lo anteriormente expuesto se indica en la Figura 4.

H
H ~H H"- ~H H-. .o
E,. 0 D,r-"' 5?. (lj..-* D~,
|
l--~... 5"--.._\_ ..JH ..SI"‘--..., .,--'-"si‘-h.. i -SI"‘“-- Tl H
iy - — % O "'.-II Fl O -D L -D
RS ST S S W A
5 h C d

Figura 4. (a) Silanol individual, (b) Silanoles geminales, (c) y (d) Silanoles asociados.

Existe la silice denominada Tipo B, cuya estructura es mas uniforme, ya que sélo
contiene silanoles individuales asociados por puentes de hidrogeno. La silice no
modificada puede emplearse como adsorbente de SPE. Sin embargo, tal como sucede
en cromatografia al usar esta fase estacionaria, los enlaces entre el esqueleto y el agua
de la superficie de la silice, no son muy fuertes, de modo que dicha agua puede ser
removida por diferentes eluentes. Esto conduce a modificaciones en la naturaleza de la

superficie de silice, y por lo tanto, en la polaridad del material®.
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Por otro lado, los silanoles de la superficie de silice pueden ser modificados
guimicamente, generando materiales de polaridades diferentes. Existen numerosas
reacciones empleadas para crear fases sdlidas con esqueletos de silice. Una de estas

reacciones utiliza un organosilano reactivo, tal como se indica en la Figura 5.

Ré Ra
D-"H R. .sl.-
I o Tmb Fa = cadena carbonada corta
Si_ + X—Si—Rd —= .
CI’I \ O | '.S{HU . Rb = cadena carbonada larga
D v R' 'G 0 _____

X = Cl, OCH,. OCzHs
Figura 5. Reaccion de un grupo silanol con un organosilano.

De este modo, variando los grupos del organosilano se pueden obtener un gran nimero
de adsorbentes. Muchas reacciones son utilizadas para reemplazar los grupos OH
activos de la superficie de silice. Algunas estructuras de los materiales obtenidos

usando silice como base, se indican en la Figura 6.

R P
__~(CHz)a~NH; R . %,
0\ Sl';tcth N (CH) RS (CHg)z — —SOyH’
] [=] Ty _Si _/
. Simo.-" 9 R o R
o b Si si
S c o
Arminopropil S SCK

Figura 6. Algunos materiales obtenidos usando base de silice.

Dependiendo del proceso de derivatizacion, los grupos R pueden ser CHjs, Si(CH3)s, 0
para materiales obtenidos usando silanos con tres grupos reactivos (p. ej.

triclorosilanos), R puede ser el oxigeno unido a otro 4&tomo de Si de la base de silice®®.

Por otro lado, la alimina, florisil (MgSiO3), celulosa y el carbdn grafitado, también son

materiales usados como adsorbentes. La alimina ha sido utilizada por mucho tiempo
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como fase estacionaria, de la cual pueden obtenerse diferentes estados de hidratacion
y caracteres bésicos o0 &cidos, dependiendo del tratamiento del material. También se

han usado 6xidos de magnesio y zirconio como sorbentes para ciertas separaciones?®.

Otro tipo de material frecuentemente utilizado como material base, es el
poliestirenodivinilbenceno (SDVB o PS-DVB). Las unidades de divinilbenceno que
tienen dos grupos reactivos, determinan el grado de entrecruzamiento en el copolimero,
el cual influye en las propiedades del material. Cantidades alrededor de 8 y 12 % de
DVB en estireno, son comunes en productos comerciales. Otras sustancias de
entrecruzamiento pueden emplearse aparte del DVB, como el etilendimetacrilato.
También, se pueden llevar a cabo derivatizaciones que generen otros materiales. Asi
pues, la sulfonaciéon del SDVB produce un intercambiador cationico fuerte. La
clorometilaciéon del SDVB, seguida de la reaccion con una amina terciaria, genera un

intercambiador anionico (Figura 7).

wseen CH—CHy~-CH—CHy ). “CH—CHr~-CH—CHy ), - CH—CH;—~-CH—CHg ).

= —
CHNR,'CI SO, H’
H—CH, =L Hy H—CHy
SovE Intercambiadaor anidnico Intercambiador catidnico

Figura 7. Estructura del SDVB y algunos de sus derivados.

Los materiales utilizados como fases solidas deben estar libres de impurezas, que
provengan del proceso de derivatizacion; han de tener ciertas especificaciones (tamafio
de particula, porosidad, area de superficie, etc.), y deben tener una homogeneidad
adecuada. La seleccion de un adsorbente entre diferentes fabricantes, debe basarse en

este tipo de criterios?.
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El presente trabajo se enfoca en el uso de fases con grupos aminos (aminopropil),
ampliamente usadas para el tratamiento de muestras de &cido fitico. Este adsorbente
polar puede interactuar a través de enlaces de hidrégeno, y por sus propiedades de
intercambiador anidnico. En vista de que el pKa del adsorbente NH, es alrededor de
9,8; a cualquier pH por debajo de este valor, la mayoria de los grupos funcionales estan
cargados positivamente. EI NH, es un intercambiador aniénico més débil que sorbentes
como la SAX (Véase Figura 6), donde la amina cuaternaria de la fase sélida esta
siempre cargada. Esto lo hace un adsorbente mas eficiente para la retencién de
aniones fuertes tales como los acidos sulfénicos, los cuales pueden ser retenidos
irreversiblemente en una fase SAX. Debido a que el grupo propil est4 conectado a la
funcionalidad del NH;, esta fase también puede ser usada para aislar compuestos no
polares de muestras polares. Asi como la silice, los adsorbentes NH, son Utiles para la
separacion de isémeros estructurales. La silice aminopropil puede utilizarse para
matrices acuosas, especialmente cuando el volumen de la muestra es pequefio.
También, este adsorbente se emplea comunmente para la purificacion de muestras

biolégicas?®.

Dispositivos utilizados en la SPE.

Los materiales usados como adsorbentes en SPE son contenidos en columnas,
cartuchos o discos. La configuracion mas popular para un dispositivo de SPE es el

cartucho, el cual tiene un formato tipo jeringa, tal como se ilustra en la Figura 8.
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Reservario .
Disco poroso
(Palietilena)
Polipropileno —
Disco poroso
= Sorbente
Punta

Figura 8. Cartucho tipico tipo jeringa.

El material usado para el reservorio es generalmente polipropileno, aunque también se

usan otros materiales, inclusive vidrio.

Por otro lado, los discos son dispositivos que se parecen a los filtros de membranas en
cuanto a su apariencia; son planos de 1 mm de espesor y tienen diametros alrededor
de 4 cm. Estos combinan las ventajas de las membranas con la extraccién. En
comparacion con los cartuchos, estos dispositivos permiten mayores velocidades de
flujo®®. El disefio de columnas, cartuchos y discos, puede variar de modo que se ajusten
a los requerimientos, con respecto al volumen de muestra, sistemas de introduccién de

disolvente (jeringas) o automatizacion.

La retencién y elucion en la SPE, puede ser vista como un proceso de distribucion entre
una fase movil y una fase estacionaria, similar a la separacién por HPLC, pero llevada a
cabo en una columna mas corta; con un numero pequefo de platos tedricos, pero que
involucra compuestos con grandes diferencias en sus coeficientes de distribucion (K).
Los adsorbentes utilizados en SPE tienen diametros de particulas comprendidos entre
60 y 100 um, mientras que, para las columnas de HPLC se emplean diametros de 3 a 5
um. Esto representa una gran diferencia en la presion utilizada para pasar los fluidos a
través del dispositivo en cuestion. El nimero de platos tedricos de una columna

analitica de HPLC es aproximadamente 10.000, mientras que, para una columna de
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SPE, son alrededor de 70. En HPLC es posible separar compuestos con un a tan bajo
como 1,05. Esto no es factible para la SPE. Por estas razones, la SPE es vista como
una técnica diferente, donde la separacién no se basa en una elucidon gradual de los
analitos a lo largo de la columna; sino que, se basa en la retencidon completa del
compuesto de interés, para luego eluir el mismo rapidamente, empleando un cambio de

solvente®.

SPE vs. Extraccion liquido-liquido.

La SPE tiene varias ventajas sobre el uso de extraccion liquido-liquido. La SPE
conduce a una recuperacion mas completa del analito, permite una separacién mas
eficiente de las interferencias del analito, reduce el consumo de solventes organicos y
permite que la recoleccion total de la fraccion del analito sea mas facil. Ademas,
involucra procedimientos manuales mas convenientes, remueve el material particulado
y, por ultimo, su automatizacion resulta mas sencilla. En vista de que la SPE es un
proceso de separacion mas eficiente, resulta mas facil obtener grandes porcentajes de
recuperaciéon. Los procedimientos liquido-liquido, que requieren numerosas
extracciones sucesivas para recuperar un 99 % del analito, a menudo pueden
reemplazarse por métodos de SPE de un solo paso. Sin embargo, los dispositivos de
fase sdlida utilizados en estos métodos, pueden variar de un lote a otro, por lo cual, la
reproducibilidad en los métodos de SPE puede resultar un problema en algunos casos.
Ademas, puede existir adsorcién irreversible para el caso de algunos analitos sobre los

cartuchos de extraccion?®,

En la presente investigacion, las muestras tratadas por extraccion en fase soélida seran
analizadas por espectrometria de absorcion molecular UV-visible. Se desea emplear
esta técnica, por su mayor sensibilidad al compararse con el sistema de deteccion por
indice de refraccién, usado por Lehrfeld®®. Para estudiar la eficiencia del proceso de

extraccion se determinaran porcentajes de recuperacion del procedimiento.
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3. ESPECTROMETRIA DE ABSORCION MOLECULAR UV-VISIBLE.

Constituye una técnica analitica, basada en la absorcibn de la radiacion
electromagnética por parte de un analito. En este caso, se trabaja con la regién del
espectro electromagnético correspondiente a las longitudes de onda del UV-visible.
Cuando la radiacion atraviesa una capa de un sdlido, liquido o gas; que contiene al
analito, ciertas frecuencias se eliminan selectivamente por absorcion, transfiriendo la
energia electromagnética a los atomos o moléculas involucradas. La absorcion provoca
gue estas particulas pasen de su estado normal a temperatura ambiente, o estado
fundamental, a uno o mas estados excitados de energia superior. El estudio de las
frecuencias absorbidas permite caracterizar el analito de interés, ya que, los espectros

obtenidos a partir de dichas frecuencias, son particulares para cada especie®.

La espectrometria de absorcion implica la medida de la fraccion de radiacion, de una
longitud de onda dada, que pasa a través de una muestra. Para este fin, se utilizan

equipos con una geometria similar a la esquematizada en la Figura 9.

Entrada Luz
de luz transmitida
Selector de ; -
4 e (s .
Fuente longitud de onda Muestra »| Transductor Sahda
de luz (monocromador
o filtro)

T

Figura 9. Disefio de un equipo experimental para medir absorbancia o transmitancia, a
una Unica longitud de onda.

La muestra no emite radiacién por si misma, por lo que se debe incluir una fuente de

radiacion. La mayoria de las fuentes producen radiacion con longitudes de onda no

deseadas ademas de la requerida. Asi pues, el paso de la radiacién a través de un

monocromador o filtro, selecciona la longitud de onda deseada. La figura muestra el
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selector de longitud de onda entre la fuente y la muestra. Sin embargo, en otros
disefios, se colocan monocromadores en el lado opuesto de la muestra, es decir, entre

la muestra y el transductor.

Para los analisis, se hacen dos medidas de la cantidad de radiacion absorbida. En la
primera, se mide la cantidad de radiacién (a la longitud de onda elegida) que llega al
transductor, cuando se coloca un blanco. Este parametro se denomina intensidad P del
blanco, y corresponde a una concentracion igual a cero de analito. La medida final se
obtiene comparando la sefial de las muestras o los patrones de calibracion, con la del
blanco. Se denomina P a la intensidad que se mide con las muestras o con el estandar.
La comparacion que se hace implica la relacion P/P,, midiendo ambas intensidades a
las mismas condiciones instrumentales. La relacion P/Py se denomina transmitancia
(Véase ecuacion 1). Este parametro puede expresarse en porcentaje.

T = (ec. 1)

Po
El logaritmo negativo de T se conoce como la absorbancia (Ecuacion 2).

A= —10gp£= —logT (ec.2)
0

La absorbancia de una muestra es proporcional a la concentracién de la sustancia que
absorbe la radiacion incidente, tal como se indica en la ecuacién 3. Dicha relacion
corresponde a la ley de Lambert-Beer. El término ¢ se denomina coeficiente de
absortividad molar, y es una constante propia de la sustancia que se analiza, la cual
depende de la longitud de onda con la cual se trabaje. Las unidades de esta constante
son L mol * ¢cm . La longitud de paso 6ptico, a través del cual la radiacién viaja por la
muestra, estd denotada por b, y se expresa en centimetros. La concentracion C de la

muestra se expresa, en este caso, en molaridad™.

A =¢ebC (ec. 3)
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Se han encontrado desviaciones de la proporcionalidad entre la absorbancia y la
concentracion. En algunas ocasiones, estas desviaciones estan relacionadas con el
fundamento de la ley, de modo que representan limitaciones propias de la misma. Otras
veces, surgen como consecuencia de la forma en la cual se realizan las medidas de
absorbancia, o como resultado de cambios quimicos asociados con cambios de
concentracion. Las dos Ultimas, son conocidas como desviaciones instrumentales y

desviaciones quimicas, respectivamente.

La ley de Beer describe el comportamiento de absorcion de un medio que contiene
concentraciones de analito relativamente bajas; en este sentido, es una ley limite. A
concentraciones altas, la distancia media entre las moléculas responsables de la
absorcion, disminuye hasta el punto en que cada molécula modifica la distribucion de
carga de las moléculas vecinas. Esto altera la capacidad de las moléculas de absorber
radiacion. Este efecto puede ser considerable para medios que contienen bajas
concentraciones de analito, pero que tienen altas concentraciones de electrolitos. Por
otro lado, las desviaciones quimicas surgen cuando el analito se disocia, se asocia o
reacciona de alguna manera con el medio, afectando la concentracion de la especie de
interés. Las desviaciones instrumentales aparecen cuando existe la presencia de

radiacion policroméatica o parésita, durante la medicion.

Instrumentacion.

Los instrumentos utilizados para esta técnica se denominan espectrofotometros vy, tal
como se menciond anteriormente, constan — basicamente — de la fuente de radiacion,
selector de longitud de onda, un recipiente para contener la muestra y el sistema de
deteccidn. Las fuentes proporcionan la radiacién que va a ser absorbida por la especie
y, para este caso, son continuas, de manera que emiten radiacion con una potencia
constante, en un amplio rango de longitudes de onda. Se pueden enumerar algunas

fuentes de uso comun, como lo son: las lamparas de deuterio e hidrogeno, de filamento
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de wolframio y las lamparas de arco de xenon. En el caso de los recipientes para la
muestra, se usan cubetas o celdas pequefias (generalmente de 1 cm de ancho)
fabricadas de un material que deje pasar la radiacién sin absorber la misma, tal como:

el cuarzo, silice fundida o el plastico.

Por otro lado, los selectores de longitud de onda mas empleados son los
monocromadores, bien sea de prisma o de red, los cuales permiten aislar una longitud
de onda de trabajo. La Figura 10 muestra los elementos Opticos que hay en todos los
monocromadores, que son: una rendija de entrada, que proporciona una imagen optica
rectangular; espejos o lentes colimadoras, un prisma o una red, que dispersan la
radiacion en sus longitudes de onda individuales; algun elemento focalizador y una

rendija de salida, que permite aislar la banda espectral deseada.

Espejos
. concaEvos

K
Yol

AY )

Plano focal | /\
Rendija Lerte Prisma

de entrada colimadars ) Rendija II
Lente de salida | ]
focalizadora A { 1y

|||' Red de reflexion A - I"i B X
— PMano focal

Rendija Rendija
de entrada e salida

|
II

Figura 10. Monocromadores de prisma y de red.

Actualmente, casi todos los monocromadores comerciales llevan redes de reflexion,
porque son mas baratas de fabricar y proporcionan mejor separacion de las longitudes

de onda, para un mismo tamafio del elemento dispersante.

Por altimo, los detectores utilizados transforman la radiacion en una sefial eléctrica que
pueda ser digitalizada. Estos se basan en el efecto fotoeléctrico y, por ello, son

fabricados de materiales fotosensibles, que emiten electrones al ser irradiados con un
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haz. Entre ellos, podemos encontrar: celdas voltaicas, fototubos de vacio,

fotomultiplicadores y diodos de silicio.

Aplicaciones.

Las medidas de absorcion de radiacion UV-visible, tienen una gran aplicacion en la
identificaciébn y determinacién de una enorme cantidad de especies organicas e
inorganicas. Las aplicaciones cualitativas de esta técnica son limitadas, ya que, una
identificacién inequivoca es a menudo imposible. Esto se debe a que los espectros de
banda obtenidos, si bien poseen cierta especificidad, tienen anchos de banda
considerables que comprometen dicha caracteristica. Sin embargo, la espectrometria
de absorciébn molecular resulta muy uatil en los andlisis cuantitativos. Numerosas
especies, tanto absorbentes como no absorbentes de radiacién, pueden determinarse
usando meétodos espectrofotométricos. Las especies absorbentes en la region del
espectro visible, son moléculas cromoforas o especies inorganicas particulares.
Aquellas especies no absorbentes por si solas, se hacen reaccionar para formar
especies que si absorban radiacion en la regién visible. Las reacciones de formacion de

complejos coloreados, son las mas comunes para este tipo de técnica.

El procedimiento a seguir para desarrollar este método, comienza con la formacién del
complejo coloreado a partir del analito y otros reactivos especificos. La informacion
relacionada con las instrucciones necesarias para llevar a cabo la reaccion, se obtiene
a partir de la literatura. Inicialmente, la reaccion de formacion del complejo se lleva a
cabo usando un estandar del analito que se va a determinar. De esta forma, se verifica
gue la reaccion transcurre adecuadamente, y que los reactivos usados para la misma

estan en optimas condiciones.

Las medidas de absorbancia se hacen, normalmente, a una longitud de onda
correspondiente a un pico de absorcidn, para obtener la maxima sensibilidad. Por ello,
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una vez formado el complejo, se realiza un barrido de la absorbancia en funcion de la

longitud de onda, para determinar agquella con la cual se va a trabajar.

Después de decidir las condiciones para el analisis, es necesario preparar una curva de
calibracion que relacione la absorbancia con la concentracion. Para esto, se mide la
sefial de una serie de patrones preparados a partir de un estandar del analito. Luego, la
concentracion de la muestra es determinada a partir de dicha curva. Lo ideal, es que los
patrones de calibracion tengan una composicién parecida a la de las muestras a
analizar, no soOlo en cuanto a la concentracion del analito, sino también con respecto a

la concentracion de las otras especies presentes en la matriz de la muestra®.

Inicialmente, el presente estudio involucré la transformacion del IP6 en fosfato, el cual
puede cuantificarse por fotocolorimetria. Existen dos métodos comunes para la
determinacién de fosfato: el método del complejo azul de molibdeno y el complejo de

fosfovanadomolibdato.

3. 1. COMPLEJO AZUL DE MOLIBDENO.

El método de determinacion de fosfato, empleando el complejo denominado azul de
molibdeno, consiste en afiadir molibdato de amonio a una disolucién acida de fosfato. El
fosfomolibdato de amonio formado, es posteriormente reducido a un estado de
oxidacion menor, obteniéndose un complejo coloreado azul, el cual se sefiala que tiene
la composicion (MoO,.4MoO3),.HzPO .

La intensidad del color de una disolucién de azul de molibdeno depende de: el pH, la
relacion acido/molibdato, la cantidad de molibdato y la presencia de otros iones. El
tiempo que tarda en desarrollarse el color del complejo, depende de la temperatura y

del pH de la disolucion. Este ultimo parametro puede ajustarse adicionando algun acido
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0 base, o utilizando buffers. El color del complejo puede verse como un azul intenso o
un azul verdoso, de manera que la longitud de onda de trabajo depende del color que
se obtenga experimentalmente. Dicho color depende de la forma en la cual el complejo

es preparado, esto es, de los reactivos que se usen para la formacion del mismo.

Hasta ahora, muchos agentes reductores han sido utilizados para la formacién del
complejo. Se han empleado azucares tales como: glucosa, maltosa, lactosa o
galactosa; para reducir disoluciones de molibdato de amonio en H,SO,4, en presencia de
fosfato. También se ha utilizado tiosulfato de sodio, zinc, oxalato de amonio, sulfato de
hidracina, acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico, &cido ascorbico, 8-hidroxiquinolina,
hidroquinona, entre muchos otros. Practicamente cada reductor debe considerarse
como un problema separado, ya que, cada uno requiere condiciones de trabajo
diferentes. El agente reductor mas utilizado es el cloruro estannoso. En este caso, la
disolucién acida de fosfato/molibdato puede prepararse con HCl o H,SO,. El cloruro
estannoso, aun en HCI concentrado, tiende a perder su poder reductor. Como
consecuencia de lo anterior, pueden obtenerse disoluciones verdosas del complejo.
Entonces, el reactivo puede mantenerse bajo algun gas inerte para prevenir la

oxidacion, pero es siempre preferible preparar el reactivo fresco®.

3. 2. COMPLEJO DE FOSFOVANADOMOLIBDATO.

Cuando un exceso de una disolucion de molibdato, es afiadido a una disolucion &cida
de algun vanadato en presencia de ortofosfato, se obtiene una coloracién amarilla,
como resultado de la formaciéon de lo que se cree es acido vanadomolibfosforico. La
formula (NH4)3PO4.NH4VO3.16M00O3, ha sido sugerida tentativamente para este
complejo, aunque la composicidbn exacta es incierta. El color del complejo

vanadomolibfosforico es mas estable que el del complejo azul de molibdeno. Ademas,
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la determinacion por medio de este método es generalmente aplicado a un rango mas

amplio de concentraciones.

El tiempo que tarda en desarrollarse el color varia de 5 minutos a 30 minutos. En
algunos casos, se puede calentar la disolucion para acelerar la aparicion total del color,
pero esto puede hacerse sélo si silicatos y arsenatos estan ausentes. La seleccion de la
longitud de onda a la cual se hace la determinacion de fésforo, resulta importante. La
lecturas pueden hacerse a 430, 450 y 470 nm*. Otras referencias proponen trabajar a
400 nm*. El nitrato de cobre presenta una ligera absorcién a 420 nm, por lo cual debe
considerarse al trabajar a esta longitud de onda. El hierro interfiere levemente, lo cual
puede corregirse realizando un blanco con todos los reactivos excepto el molibdato. La
plata puede crear turbidez, y los iones cérico y estannico precipitan. Otros iones

reducen el complejo y lo trasforman en azul de molibdeno®2.

Los complejos descritos resultan muy Utiles, puesto que no existe ninguna reaccion
directa sobre el acido fitico, que genere una especie coloreada que pueda ser
empleada para su analisis fotocolorimétrico. Sin embargo, se conoce un método
fotocolorimétrico indirecto que permite cuantificar el acido fitico, sin necesidad de llevar

a cabo la digestion del mismo.

3. 3. METODO FOTOCOLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE ACIDO
FITICO, BASADO EN LA UTILIZACION DEL REACTIVO DE WADE.

En 1980, M. Latta y M. Eskin®* presentaron un procedimiento sencillo para cuantificar
acido fitico, basado en la reaccién que ocurre entre el cloruro férrico y el acido
sulfosalicilico. Dichos reactivos fueron usados por Wade y Morgan®®, para detectar

ésteres fosfatos separados por cromatografia en papel.
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Latta y Eskin prepararon una serie de patrones, que contuvieron entre 5y 40 mg/L de
acido fitico en agua destilada. Se afiadieron en tubos de centrifuga alicuotas de 3 mL
de los patrones, seguidas de 3 mL de agua destilada. A cada tubo de centrifuga, se
agrego 1 mL del Reactivo de Wade modificado (0,03 % de FeCl3.6H,0 y 0,3 % de acido
sulfosalicilico en agua destilada), y se mezclé en un vortex por 5 s. La mezcla se
centrifugd por 10 min, y el sobrenadante se midié en un espectrofotometro a 500 nm.
Utilizando el método de medida anterior, cuantificaron el acido fitico de una serie de
cereales, legumbres y semillas, las cuales fueron tratadas previamente. Los resultados
obtenidos en este método, fueron comparados con aquellos obtenidos al aplicar el

método de digestion acida del IP6, propuesto por Harland y Oberleas®’.

La reaccion entre el FeCl; y el &cido sulfosalicilico produce una disolucion de color
rosado. En presencia de &cido fitico, el hierro se enlaza al éster fosfato haciéndose
incapaz de reaccionar con el acido sulfosalicilico, de modo que se produce un
decaimiento de la intensidad del color. Dicha disminucién del color es proporcional a la
concentracion de &cido fitico. La curva de calibracion se construyé graficando el
decaimiento en la absorbancia, obteniéndose un coeficiente de determinacién (R?) igual
a 1. Al comparar los resultados obtenidos por el método propuesto y el de digestion, se
encontré que no existen diferencias significativas entre ambos procedimientos. Se
demostré entonces, que el método del Reactivo de Wade tiene varias ventajas sobre el
método de digestion, con respecto a la simplicidad y rapidez del procedimiento.
Concluyeron que el método de digestion consume mucho tiempo, y es bastante
impractico para monitorear los niveles de IP6 de muchas muestras. De este modo, este
trabajo establecié el método del Reactivo de Wade, como un procedimiento rapido y

efectivo para la determinacién de &cido fitico.
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4. OBJETIVOS.

Los conceptos detallados en los apartados anteriores, relacionados con las
observaciones y conclusiones expuestas en los trabajos referenciados; conllevan a
estudiar el efecto de la concentracién de los metales, presentes en los cereales
infantiles fortificados, sobre el paso de extraccion en fase sdlida. Se trabajara con
muestras sintéticas de IP6 que seran tratadas con SPE, y se analizardn luego por
fotocolorimetria. La utilizaciébn de muestras sintéticas permitira observar el efecto de los
metales de forma aislada, evitando otros efectos posibles asociados a la matriz de las
muestras reales. De esta manera, los resultados obtenidos se atribuiran Unicamente a

la presencia de dichos metales.

4. 1. GENERAL.

Estudiar el efecto de la concentracion de metales, existentes en la matriz de los
cereales infantiles; como posible causa de los bajos porcentajes de recuperacion de

acido fitico, durante el paso de extraccion en fase solida.
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4. 2. ESPECIFICOS.

v' Estudiar y determinar los porcentajes de recuperaciéon para la etapa de
preconcentracion y purificacion, que se realiza en la extraccion en fase soélida
(columna de intercambio anionico); empleando muestras sintéticas de acido fitico

a diferentes concentraciones.

v' Estudiar y determinar los porcentajes de recuperacion en la etapa de
preconcentracion y purificacion, que se realiza en la extraccion en fase sdlida,
empleando muestras sintéticas de acido fitico en presencia de cantidades fijas

de los metales comunes en cereales infantiles.

v' Comparar los resultados obtenidos para ambos tipos de muestras, esto es, para
aguellas que contienen solo acido fitico y para las que contienen metales en

adicion al acido.

v' Considerar posibles soluciones al problema de la baja recuperacién del analito
durante la extraccion y aplicar las mismas al analisis de las muestras de cereales

infantiles por el método HPLC-RI.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Esta seccion contiene informacion relativa a los reactivos, equipos y metodologias
empleadas. Cabe destacar que durante la realizacibn del presente trabajo, se
ejecutaron una gran cantidad de experiencias, sin embargo, con la finalidad de no
perder de vista el objetivo principal, solo se resefiaron aquellas que suministraron

informacion que se considero significativa.

En cuanto a las metodologias empleadas, en una primera etapa se describen las
experiencias llevadas a cabo, para seleccionar el método espectrofotométrico mas
practico en la cuantificaciéon del &cido fitico (IP6). Originalmente, se propuso una
digestion &cida para la transformacién del IP6 en ortofosfato (PO3), y posteriormente
medirlo por la formacion de un complejo coloreado. Asimismo, se plante6 el uso de otro
método en el cual la etapa de digestion no fuese necesaria, como es el basado en el

Reactivo de Wade. De todos ellos, se analizaron sus ventajas y desventajas.

Una vez seleccionado el método mas adecuado para cuantificar el IP6, se procedio a
ensamblar el montaje de extraccion en fase sélida. Seguidamente, se evaluod el sistema
combinado de extraccién y medida UV-Visible, tratando de eliminar o al menos
minimizar, los efectos de matriz producidos en la etapa de medida, motivado a ciertos

reactivos involucrados en el proceso de extraccion.

Finalmente, ya establecido el procedimiento global, se procedi6 a observar las
interferencias del calcio y el hierro en la etapa de extraccion. Para ello, se prepararon
muestras sintéticas, compuestas por acido fitico con y sin metales, en composiciones
similares a las contenidas en cereales comerciales. Se determinaron los porcentajes de
recuperacion para su posterior comparacion, y también, inferir sobre las posibles
dificultades de los andlisis de IP6, en cereales con altos contenidos de dichos

minerales.



5. 1. MATERIALES EMPLEADOS.

5.1. 1. REACTIVOS.

Los reactivos utilizados en el presente trabajo, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos empleados y sus caracteristicas.
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Peso
Nombre Formula quimica Marca Pureza | molecular
(%) (9/mol)
Dihidrogenofosfato
de potasio KH,PO, Riedel-de Haén 99 136,09
Molibdato
de amonio
tetrahidratado (NH4)sM07024.4H,0 Riedel-de Haén 99 1235,86
Cloruro estannoso
dihidratado SnCl,.2H,0 Riedel-de Haén 98 225,63
Metavanadato
de amonio NH,VO3; Hopkin&Williams 100 116,99
Cloruro férrico
hexahidratado FeCl;.6H,0O Merck 99 270,30
Acido
5-sulfosalicilico
dihidratado C7HgO06S.2H,0 Merck 99 254,22
Sal dipotasica
de acido fitico CeH16K2024Ps Sigma-Aldrich 95 736,20
Amonio e hierro (1)
sulfato-6-hidrato | (NH4)2[Fe(S04)2].6H2.0 | Riedel-de Haén 99 392,14
(sal de Mohr)
Carbonato 98,5-
de calcio CaCO3 Riedel-de Haén 100,5 100,09
Acido clorhidrico HCI Riedel-de Haén 37 36,46
Acido sulftrico H,SO, Riedel-de Haén | 95-97 98,08
Acido nitrico HNO3 Merck 65 63,01
Hidréxido de
amonio NH,OH Riedel-de Haén 25 35,04
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5. 1. 2. EQUIPOS.

ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE.

Se utilizé un espectrofotbmetro UV-visible de longitud de onda variable, de la casa

comercial Thermo Electron Corporation, modelo Genesys 10uv (Figura 11).

Las caracteristicas del espectrofotometro se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas del espectrofotometro Genesys 10uv.

Fuente Lampara de xenon

Disefio optico Haz dividido

Deteccion Detectores duales de estado sélido
Ancho de banda espectral 5mm

Figura 11. Espectrofotometro Genesys 10uv.
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ROTAEVAPORADOR.

Para la eliminacién de los disolventes, se empled un rotaevaporador marca Buchi,
modelo R-1100 (Figura 12). Acoplado a éste, se adapto un criostato para refrigerar el
condensador y una bomba de vacio, para ayudar a la evaporacion de los disolventes.

Figura 12. Rotaevaporador.

ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA DE LLAMAS.

Se utilizé6 un espectrofotometro de haz sencillo fabricado por la GBC, Scientific
Equipment PTY LTD, modelo Avanta, que posee un fotomultiplicador como detector.
Dicho instrumento se ilustra en la Figura 13.
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Figura 13. Espectrofotometro de absorcion atdbmica de llamas.

CARTUCHO DE EXTRACCION Y FILTRO.

Se utilizaron cartuchos de intercambio anionico, del tipo amino, modelo clasico tipo
Sep-Pak®, de Waters (Figura 14). El cartucho esta fabricado a base de silice, con una
fase polar de caracter basico (aminopropil) unida quimicamente. Puede emplearse
como adsorbente polar, con diferente selectividad para los analitos basicos y acidos; o
como un intercambiador anionico débil, en medio acuoso. Posee un tamafo de

particula de 55 a 105 um y opera en un rango de pH entre 2y 8.

Figura 14. Cartucho clasico Sep-Pak® NH,.

Se emplearon filtros de jeringa con membranas de nylon (diametro de 25 mm y tamafio
de poro de 0,45 um), de Millipore.
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5. 2. SELECCION DEL METODO DE MEDIDA DEL ACIDO FITICO.

5.2.1. METODO FOTOCOLORIMETRICO DEL COMPLEJO AZUL DE MOLIBDENO.

El primer método propuesto para la determinacion del IP6, fue su transformacion previa
por digestién acida a PO, y su posterior medida espectrofotométrica, con la formacion
del complejo azul de molibdeno.

Formacion del complejo azul de molibdeno.

La primera etapa para el estudio de la formacion del complejo, se realiz6 con un
estandar de ortofosfato en vez de IP6. Establecidas las condiciones Optimas de medida,
se procedio a realizar los mismos ensayos con un estandar de IP6, que previamente
habia sido sometido al tratamiento acido para su transformacién a ortofosfato. Para ello,

se prepararon las siguientes disoluciones:

v" Disoluciéon estandar de fosforo.

Para preparar esta disolucién, se pesé (0,0910+0,0002) g de KH,PO, al 99 % de
pureza, y se enrasO con agua destilada en un balon aforado de (200,0+0,1) mL. La

concentracion final fue de (102,5+0,1) mg/L expresada como P.

v" Disolucién de molibdato de amonio.

Se pesd 4 g de (NH;)sM0,024.4H,0 y se disolvio en 40 mL de agua destilada en
caliente. Se dejé enfriar la disolucion, y se le afadi6 30 mL de HCI concentrado.

Finalmente, se llevé a 100 mL con agua destilada.
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v" Disolucioén de cloruro estannoso.

Se prepar6 una disolucién concentrada de SnCl,, tras disolver 5 g de la sal en 12,5 mL
de HCI concentrado. El sélido no se disuelve completamente en el acido, obteniéndose
una suspension que se almacend en un frasco ambar tapado. Dicha disolucion debe
prepararse frecuentemente. Posteriormente, se tom6 1 mL de la suspension anterior y
se llevo a 100 mL con agua destilada. Esta ultima es muy inestable, por lo cual, se debe

preparar fresca al momento de ser utilizada.

v Disolucion del complejo azul de molibdeno.

Una vez preparadas las disoluciones anteriores, se tomé una alicuota de (1,00+0,01)
mL del estdndar de P, y se diluyé con agua destilada hasta la mitad, en un baldn
aforado de (100,00+0,08) mL. Luego, se afiadio 10 mL de la disolucion de molibdato de
amonio, seguidos por 1 mL de la disolucion de SnCl, y se enraso6 con agua destilada. El
patron obtenido fue una disolucién de un color azul intenso, con una concentracién de
(1,02+0,01) mg/L como P.

Seleccion de la longitud de onda de trabajo.

Con el patrén de (1,02+0,01) mg/L se busco la longitud de onda de trabajo, para lo cual,
se realizd6 un barrido desde los 500 a los 900 nm, midiendo las respectivas

absorbancias. El espectro de absorcion obtenido se muestra en la Figura 15.
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ABSORBANCIA EN FUNCION DE LA LONGITUD DE ONDA
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Figura 15. Grafico de la absorbancia en funcion de la longitud

de onda, del complejo azul de molibdeno.

Cabe destacar que, el espectrofotometro empleado so6lo puede realizar barridos a
intervalos de 100 nm; de tal manera que se midié la absorbancia para los siguientes
rangos de longitudes de onda: (500-599) nm, (600-699) nm, (700-799) nm y (800-899)
nm. En este equipo, cada cambio en el rango de A, precisé nuevamente del
establecimiento de la linea base, por lo cual, el espectro en la Figura 15 presenta

ligeros ruidos a 600, 700 y 800 nm.

El espectro de absorcidon presentdé un maximo de absorbancia en el rango comprendido
entre los 724 y los 733 nm. La longitud de onda de trabajo seleccionada fue la central,
correspondiente a 727 nm (hay que denotar que el equipo posee un ancho de banda

relativamente amplio de 5 nm).
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Cinética en la estabilidad del complejo azul de molibdeno.

Se ha reportado en la literatura®, que el complejo azul de molibdeno tiende a
degradarse, lo que implica cierta estabilidad temporal; razén por la cual, se decidié
estudiar la absorbancia en funcién del tiempo de un patrén recién preparado del

complejo. La gréfica obtenida se muestra en la Figura 16.

CINETICA
0,700
0,600 | ——
Abs (UA) 0,500
0,400
0,300 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
t (min)

Figura 16. Gréfica de la absorbancia en funcion del tiempo,

del complejo azul de molibdeno.

La caida de la absorbancia al transcurrir el tiempo, indica una ligera degradacion del
complejo hasta 40 minutos, tal como se observa en la Figura 16. Dicha caida resulta
mayor en los primeros 14 minutos, y luego se hace menor hasta los 40 minutos. El
tiempo elegido para medir fue a los 14 minutos, lapso relativamente breve para evitar

tiempos de analisis muy prolongados.



Curva de calibracion.
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Siguiendo el procedimiento ya descrito, se prepararon 6 patrones del complejo y su

correspondiente blanco. Las concentraciones de los mismos y sus respectivas sefiales

de absorbancia, medidas a los 14 minutos, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones y sefiales de Abs de los patrones.

Patron C (mg/L P) Abs (UA)
Blanco 0,000 0,021
1 0,126 0,073
2 0,252 0,114
3 0,379 0,179
4 0,504 0,277
5 1,004 0,524
6 1,506 0,715

La curva de calibracion, obtenida al graficar la absorbancia de los patrones en funcion

de la concentracién de los mismos, se observa en la Figura 17.

CURVA DE CALIBRACION
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y=0,4810x + 0,0113
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0,500
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0,300
0,200
0,100

0,000
0,00

T T

0,50 1,00

C(mg/LP)

1,50 2,00

Figura 17. Curva de calibracion del complejo azul de molibdeno
(y = 0,4810x + 0,0113; R = 0,9925).
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Cabe destacar, que el coeficiente de determinacién (R%) obtenido no esta dentro de lo
esperado normalmente para este tipo de técnica, por lo tanto, los patrones fueron
preparados varias veces y se rehicieron las curvas de calibracion; presentdndose la
misma irregularidad. Esto puede atribuirse, a las posibles fluctuaciones de las
absorbancias debido a la degradacién del complejo, a pesar de medir a los 14 minutos
establecidos. Sin embargo, a pesar de esta dificultad, se decidié continuar con la

digestién del acido fitico.

Evaluacion de la digestién del acido fitico, empleando el complejo azul de

molibdeno para la posterior cuantificacion del fosfato liberado.

Para este estudio, se prepar6 una disolucion estandar de &cido fitico, correspondiente a
(200,3+0,2) mg/L como IP6. Para llevar a cabo la digestién, se mezclé en un beaker:
una alicuota de (1,00+0,01) mL de la disolucion estandar de IP6; 0,5 mL de H,SO,
concentrado, 3 mL de HNOj concentrado y 15 mL de agua destilada. La mezcla se
calentd a ebullicion durante 30 minutos y para evitar la evaporacion completa del
liquido, se afiadié agua destilada constantemente. Luego, el producto de la digestion se
trasvasé cuantitativamente a un balon aforado de (50,00+0,05) mL; se diluyé hasta la
mitad de dicho volumen, y se afiadieron los reactivos necesarios para la formacion del
complejo. Al enrasar, y asumiendo la conversion completa de todo el IP6 en ortofosfato,
se esperaba obtener una disolucion de (1,13+0,01) mg/L de P. El procedimiento anterior

se ilustra en la Figura 18.
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1,00 mL DE UNA DISOLUCION DE 200,3 mg/L DE IP6

— 0,5 mL DE Hz50: (c)

— 3 mL DE HNO3s (c) REACTIVOS PARA
FORMAR COMPLEJO
- 15 mL DE H20 L

ENRASE 50,00 mL
~1mg/LP

Figura 18. Procedimiento para la digestion del IP6.

Al agregar el molibdato de amonio seguido por el SnCl,, no se formé el esperado color
azul, caracteristico del complejo. La posible interferencia fue atribuida al &cido

excedente de la digestion del IP6.

En vista a lo anteriormente planteado, se decidié evaluar el efecto de la acidez de la
matriz sobre la formacién del complejo. Para ello, se prepararon dos patrones de un
estandar de ortofosfato, con y sin la mezcla de acidos, tal como se indica en la Figura
19. La concentracion final de los patrones fue igual a (1,02+0,01) mg/L expresados

como P.
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) PATRON 2
PATRON 1
PO,3
PO,
0,5 mL DE H,S0,
REACTIVOS PARA 3 mL DE HNO,
FORMAR COMPLEJO
REACTIVOS PARA
- — FORMAR COMPLEJO

Figura 19. Ensayos para el estudio de la acidez sobre el complejo.

Noétese que el patréon 1 fue preparado en una matriz netamente acuosa, mientras que, el
patron 2 contiene los acidos empleados en la digestion. Para el patron 1 se obtuvo una
absorbancia de 0,574 UA; mientras que, para el patrén 2 no se observo la formacién del
complejo. Se puede decir entonces, que los acidos utilizados para la digestion, impiden

la formacion del complejo.

La conclusion anterior nos conllevé a neutralizar los acidos de la digestion del patrén de
IP6, previo a su analisis espectrofotométrico. Sin embargo, se presenté un problema
adicional que se evidencié con la formacion de un precipitado azul verdoso en las
disoluciones. Tras analizar lo sucedido, se determind que el reactivo de molibdato se
habia dafiado. Se concluyd entonces, que la disolucién de molibdato de amonio debe
ser preparada cada vez que se vaya a utilizar; tal como se hizo con la disolucién de
SﬂClz.

La utilizacion del complejo azul de molibdeno requiere, tal como se expuso
anteriormente, que los diversos reactivos que forman el complejo, se preparen en el

momento de ser empleados. También, es necesario medir tanto patrones, muestras y el
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blanco, exactamente a los 14 minutos de ser formado el complejo. Por otra parte, es
evidente la gran dependencia del complejo del medio que lo circunda (efecto matriz).

Tales requerimientos hacen que este método de medida sea bastante delicado y
tedioso; caracteristicas que resultan indeseadas en el presente trabajo, donde se
requiere que el método de medida sea lo mas rapido, sencillo y robusto. Por esta razén,

se decidio evaluar otro complejo coloreado.

5. 2. 2. METODO FOTOCOLORIMETRICO DEL COMPLEJO AMARILLO DEL ACIDO
DE VANADOMOLIBFOSFORICO.

Otro método propuesto para la determinacion del IP6, fue su transformacion previa por
digestién acida a PO,™ y posterior medida espectrofotométrica, con la formacién del

complejo amarillo de vanadomolibfosférico.

Formacion del complejo amarillo del 4cido de vanadomolibfosforico.

Al igual que en el caso anterior, la primera etapa para el estudio de la formacion del
complejo, se realiz6 con un estandar de ortofosfato y, una vez establecidas las
condiciones, se procedié a realizar los mismos ensayos con un estandar de IP6, que
previamente habia sido sometido al tratamiento acido. Para ello, se prepararon las

siguientes disoluciones:

v" Disolucién estandar de fésforo.

Para preparar esta disolucion, se pes6 (0,0910+0,0002) g de KH,PO, al 99 % de
pureza, y se enrasd con agua destilada en un balon aforado de (200,0+0,1) mL. La
concentracion final fue de (102,5+0,1) mg/L como P.
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v" Reactivo de molibdovanadato.

Se disolvieron 10 g de molibdato de amonio tetrahidratado en 100 mL de agua caliente,
y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Por otro lado, se disolvieron 0,5 g de
metavanadato de amonio en 63 mL de agua caliente. La disolucion anterior se dejé
enfriar y se le afladieron 88 mL de HCI concentrado. Una vez preparadas ambas
disoluciones, se mezclaron gradualmente y removiendo, para finalmente llevarlas a un

volumen final de 500 mL con agua destilada.

v Disolucion del complejo amarillo del acido de vanadomolibfosférico.

Se tomo una alicuota de (1,50+£0,01) mL de la disolucion estandar de P. Se diluy6é hasta
la mitad del volumen de un balon aforado de (25,00+0,03) mL, y se afiadieron 6 mL del
reactivo de molibdovanadato. Posteriormente, se enrasd con agua destilada hasta la
marca del aforo. La disolucién del complejo resulté de un color amarillo brillante con una

concentracion de (6,15+0,01) mg/L como P.

Seleccién de la longitud de onda de trabajo.

Empleando el patron de (6,15+0,01) mg/L de P, se midi6 la absorbancia en funcién de

la longitud de onda, cuyo espectro de absorcidon se muestra en la Figura 20.
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ABSORBANCIA EN FUNCION DE LA LONGITUD DE ONDA
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Figura 20. Grafico de la absorbancia en funcion de la longitud

de onda, del complejo amarillo de vanadomolibfosférico.

En la Figura 20, se observa como la absorbancia decae al aumentar la longitud de
onda; tanto es asi, que a partir de los 500 nm la sefal es practicamente nula. Por otro
lado, en el rango comprendido entre 350 y 380 nm, la caida de la sefial es muy abrupta.

El inicio del barrido del espectro corresponde a la zona del umbral del UV-Visible (350
nm), donde la absorbancia resulta alta; lo cual puede atribuirse a que en esta region
otros componentes de la matriz pueden presentar absorcion. Por esta razon, se decidio

trabajar a A = 400 nm, longitud de onda recomendada en la literatura.

Cinética de la estabilidad del complejo amarillo.

Para estudiar la estabilidad del complejo amarillo, se midio la absorbancia del patron en

funcion del tiempo. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 21.
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CINETICA
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Figura 21. Gréfica de la absorbancia en funcion del tiempo,

del complejo amarillo vanadomolibfosforico.

Obsérvese que la absorbancia se mantuvo constante, en el tiempo durante el cual se
realizo el estudio. Se puede decir entonces, que la disolucion se mantiene estable al
menos durante 60 minutos. De lo anteriormente expuesto, la medida de las disoluciones
de este complejo, pudieron realizarse en cualquier momento de los 60 minutos

establecidos.

Curva de calibracion.

Siguiendo el procedimiento ya descrito, se prepararon 4 patrones del complejo y su
correspondiente blanco. Las concentraciones de los mismos y sus respectivas sefiales

de absorbancia, se muestran en la Tabla 4.



56

Tabla 4. Concentraciones y sefnales de Abs de los patrones.

Patron C (mg/L P) Abs (UA)
Blanco 0,000 0,107
0,108
1 2,118 0,163
0,163
2 3,241 0,258
0,259
3 5,386 0,435
0,436
4 10,774 0,913
0,914

La curva de calibracion, obtenida al graficar la absorbancia de los patrones en funcion

de la concentracién de los mismos, se observa en la Figura 22.

CURVA DE CALIBRACION
1,000
y = 0,0868x - 0,0248 _*
0,800
R?=0,9998
0,600
0,400 /
0,200 -
0,000 ; ; ; ; \
0,00 2,00 4,00 8,00 10,00 12,00

Figura 22. Curva de calibracion del complejo amarillo
(y = 0,0868x - 0,0248; R? = 0,9998).
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Para este caso, el valor del R? resulté méas alto que el obtenido para el complejo azul,
representando una mejor linealidad. Sin embargo, la sensibilidad medida a través de la

pendiente resulté aproximadamente cinco veces menor.

Una vez construida la curva de calibracion del complejo, se procedié a estudiar la

digestién del acido fitico.

Evaluacion de la digestion del acido fitico, empleando el complejo amarillo del

acido de vanadomolibfosférico, para la cuantificacidn del fosfato liberado.

Para este estudio se prepar6 una disolucién estandar de acido fitico, correspondiente a
(200,3+0,2) mg/L como IP6. Tal como en el caso anterior, la digestion del &cido fitico se
llevé a cabo, mezclando una alicuota de (3,00+0,01) mL del estandar, 0,5 mL de H,SO,
concentrado y 3 mL de HNO3; concentrado. Posteriormente, se agrego el reactivo de
molibdovanadato y se enras6 a un volumen de (50,00+0,05) mL; obteniéndose una

disolucién del complejo con una concentracién de (3,39+0,01) mg/L como P.

Transcurridos los 30 minutos de la digestion, se mezclaron con el reactivo acomplejante
y se observé que el color de las disoluciones, era muy por debajo de lo esperado para
esta concentracion; indicando que el complejo no se formaba satisfactoriamente.
Considerando que el tiempo requerido para la digestibn era mayor al propuesto, se

procedio a realizar una serie de ensayos para determinar el tiempo optimo de digestion.

Para ello, se realiz6 una evaluacion preliminar (sin réplicas) con cuatro alicuotas iguales

del estandar de acido fitico:

v En el primer ensayo, el patron se sometid solo al procedimiento descrito
anteriormente, es decir, calentamiento en una plancha por 30 minutos a la

temperatura de ebullicién.
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v" En el segundo ensayo, a parte del procedimiento anterior, se dej6é reposar por
24 horas.

v En el tercer ensayo, a parte de ambos procedimientos anteriores, se probé
calentar por 2 horas mas.

v" En el cuarto ensayo, un patrén original se calent6 directamente por 1 %2 h a la

temperatura de ebullicion.

Los 4 ensayos se esquematizan en la Figura 23. El producto de cada uno de los
ensayos fue tratado con el reactivo de molibdovanadato, para formar el complejo, y se
midieron las respectivas absorbancias a la longitud de onda de trabajo. En la Tabla 5,
se presentan las alicuotas tomadas y sus respectivos equivalentes en peso, expresados
como P y en la Tabla 6 se presenta el peso esperado, medido y la exactitud, expresada

como el error relativo porcentual.

1 2 3 4

‘ CALENTAMIENTOAT
DE EBULLICIONPOR 1% h
4' 24 HORAS AT AMBIENTE ]

CALENTAMIENTOAT
DE EBULLICION POR 2 h

l

A=0,079 A=0,184

A=0,204

Figura 23. Esquema de la digestion de los 4 ensayos.



Tabla 5. Alicuotas tomadas de la disolucion de IP6 y sus equivalentes

en peso.
Ensayo Vol (£ 0,0002) mL Peso (mg P)
1 3,0121 0,1701
2 2,9996 0,1694
3 3,0228 0,1708
4 3,0296 0,1711

Tabla 6. Absorbancia promedio, peso esperado y medido de cada ensayo.

59

Ensayo | Abs Promedio (UA) Peso esperado (mg P) Peso medido (mg P) %*
1 NO DETECTABLE 0,1701 - -
2 0,079 0,1694 0,0595 -65
3 0,204 0,1708 0,1315 -23
4 0,184 0,1711 0,1200 -30

*Error relativo porcentual entre el peso esperado y el peso medido.

El producto del primer ensayo dio un valor muy cercano a la absorbancia del blanco, de

manera que la concentracién de P no pudo ser determinada de la curva de calibracion.

El segundo ensayo dio una cantidad de P, que comparandolo con el peso original, se

observé que el resultado estaba por debajo de lo esperado. Para el tercer ensayo, la

cantidad medida de P resulté mas cercano al valor esperado. El ensayo final dio un

peso muy parecido al tercer ensayo.

Se concluye entonces, que lo ideal consiste en calentar la mezcla de reaccion por un

tiempo mayor a 2 horas. Se propuso emplear un tiempo de 3 horas para asegurar la

digestién completa del analito.
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Evaluacion de la digestion de IP6 empleando 3 horas de calentamiento.

Con la idea de evaluar la reproducibilidad del procedimiento de digestion acida descrito
anteriormente (empleando 3 h de calentamiento), se analizaron tres réplicas de una

disolucion estandar de IP6 (Tabla 7).

Tabla 7. Alicuotas de la disolucion de IP6 y sus equivalentes en peso.

Réplicas Vol (+ 0,0002) mL Peso (mg P)
1 3,0106 0,1701
2 2,9981 0,1694
3 2,9893 0,1689

El producto de la digestion de cada réplica, fue tratado con el reactivo acomplejante y
enrasado a (50,00+0,05) mL. Los pesos esperados y medidos, se indican en la Tabla 8.
Cabe destacar, que las curvas de calibracion se realizaron a diario, encontrandose muy
poca variacion de los diferentes parametros estadisticos, lo que indica robustez en el

sistema de calibracion.

Tabla 8. Absorbancia promedio, peso esperado y medido de cada réplica.

Réplicas | Abs Promedio (UA) | Peso esperado (mg P) | Peso medido (mg P) %
1 0,214 0,1701 0,1376 -19
2 0,166 0,1694 0,1099 -35
3 NO DETECTABLE 0,1689 - -

La exactitud de los valores obtenidos, expresada como el error relativo porcentual, fue

baja, y ademas, bastante irreproducible.
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Recordando, que en el caso del complejo anterior (azul de molibdeno) se comprobé una
interferencia debida a la matriz 4cida; se decidié evaluar el efecto de la mezcla de

acidos sobre la absorbancia de este complejo.

Efecto de la matriz acida sobre la absorbancia del complejo.

Para evidenciar el efecto acido sobre la formacion del complejo, se decidié medir dos
patrones de ortofosfato con una concentracion de (5,13+0,01) mg/L expresada como P,

con y sin acidos de digestion. Véase la Figura 24.

PATRON 1 PATRGN2
PO,3
PO,
[ 0,5 mL H,SO, y 3 mL HNO, ]
REACTIVO
ACOMPLEJANTE REACTIVO
) ACOMPLEJANTE
T

v

Figura 24. Patrones preparados para el estudio

del efecto de la matriz acida.

La absorbancia del patron 1 fue de 0,540 UA; mientras que, la correspondiente al
patron 2 fue 0,436 UA. NoOtese que a pesar de que ambos patrones tienen la misma
concentracion, éstos dieron sefiales diferentes. Se observa entonces, que la presencia

de una matriz acida conduce a la variacién de la absorbancia del complejo.
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El efecto acido sobre la formacion del complejo puede ser atacado por dos vias:
neutralizar los acidos, previo a la medida de la absorbancia, o simular la matriz acida de
la digestibn en los patrones de calibraciébn. A continuacion describimos ambos

procedimientos.

Simulacion de la matriz acida en los patrones.

Para esta prueba, se propuso digestar una cantidad de IP6 y realizar una comparaciéon
directa con un patrén de ortofosfato, que contuvo la misma matriz acida de la digestion.
Dicho patrén tuvo una concentracion de (5,088+0,007) mg/L de P, cantidad que se

esperd recuperar en las disoluciones digestadas.
Se sometieron tres alicuotas (Tabla 9), al procedimiento de digestion acida.

Tabla 9. Alicuotas tomadas de la disolucion de IP6 y sus equivalentes en peso.

Réplicas Vol (+ 0,0002) mL Peso (mg P)
1 5,0357 0,2930
2 5,0609 0,2944
3 5,0574 0,2942

Una vez llevada a cabo la digestion, se trataron con el reactivo de molibdovanadato,
para luego medir la absorbancia de cada una de ellas. Por otro lado, se prepar6é un

blanco del complejo que tuviese la misma matriz 4cida.

Las sefales de absorbancia obtenidas para cada réplica, y los valores esperados y

medidos, se muestran a continuacion en la Tabla 10.
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Tabla 10. Absorbancia promedio de cada réplica y los pesos esperados y medidos.

Réplicas | Abs promedio (UA) | Peso esperado (mg P) | Peso medido (mg P) %
1 0,475 0,2930 0,3067 5
2 0,088 0,2944 0,0565 -81
3 0,245 0,2942 0,1582 -46

Los valores obtenidos para esta prueba, resultaron igualmente irreproducibles. Esto

puede atribuirse a que las mezclas resultantes de la digestion, contienen siempre

cantidades variables de los acidos; lo cual genera diferencias en las medidas de

absorbancia. En conclusion, resulta conveniente eliminar los acidos de la matriz, para lo

cual se resolvid neutralizar los mismos.

Neutralizaciéon de la matriz &cida.

Para este caso, se sometieron tres alicuotas (Tabla 11) al procedimiento de digestion, y

se afladi6 a cada una la cantidad de NH4OH necesaria para ajustar el pH de la

disolucién a un valor de 4,5. Una vez neutralizadas, se trataron las disoluciones con el

reactivo de molibdovanadato, para formar el complejo.

Tabla 11. Alicuotas tomadas de IP6 y sus equivalentes en peso.

Réplicas Vol (+0,0002) mL Peso (mg P)
1 5,0875 0,2960
2 5,0290 0,2926
3 5,0636 0,2946

Se realizé una comparacion directa con un patrén de ortofosfato de (5,144+0,005) mg/L

como P, que contuvo los acidos utilizados para la digestion y se ajustd a un pH de 4,5.
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El blanco se prepar6 afadiendo el H,SO,4 y el HNO3, seguido por el NH,OH vy el reactivo

acomplejante.

La absorbancia de cada réplica y los valores esperados asi como los medidos, se

indican en la Tabla 12.

Tabla 12. Absorbancia promedio de cada réplica y cantidad esperada y medida de P.

Réplica | Abs Promedio (UA) | Peso teorico (mg P) Peso medido (mg P) %
1 0,184 0,2960 0,0738 -75
2 0,208 0,2926 0,0863 -71
3 0,219 0,2946 0,0918 -69

DSR (%) 3

Considerando que los procesos de digestidn, no suelen ser del todo idénticos para cada
réplica sometida al procedimiento; los valores obtenidos resultaron mas reproducibles
gue en los casos anteriores (3 %). Se concluye entonces, que para garantizar la
reproducibilidad del procedimiento, es necesario ajustar las réplicas y patrones al

mismo pH.

Por otra parte, se observo que el error relativo porcentual resulta bastante alto para
todas las réplicas (los valores medidos resultaron muy diferentes a los valores
esperados). Para una mejor comprension, se calculdé el porcentaje de recuperacion
obteniéndose un valor promedio de (29 £ 3) %. Esto nos llevé a concluir que la digestion

aun no era suficientemente completa.

Para resolver esta problematica, se decidié llevar a cabo el proceso de digestidon
utilizando un tiempo de calentamiento mayor. Para ello, se requiri6 del uso de un

sistema cerrado donde no hubiese pérdida de solvente, debida a los prolongados
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tiempos de digestion. Entonces, se planted el uso de un sistema de calentamiento con

reflujo.

Digestion del acido fitico empleando 15 horas de calentamiento.

Se coloc6 una alicuota de (4,9533+0,0002) mL de una disolucién de (206,3+0,2) mg/L
de IP6 en un balon de reaccion. Seguidamente, se colocaron los acidos empleados
para la digestion y 10 mL de agua destilada. Luego, se coloco el balon en un sistema de
calentamiento con reflujo (Figura 25), y se calent6 la mezcla durante 15 horas a la

temperatura de ebullicién.

Figura 25. Sistema con reflujo.

El producto de la digestiéon se ajusté a un pH de 4,5, y se tratd con el reactivo
acomplejante. Por otro lado, se prepard el blanco y el patron de ortofosfato para la
comparacion directa (de 5,1265 mg/L expresado como P), ajustando el pH de ambas
disoluciones a 4,5. Asumiendo la digestion total de la alicuota tomada de IP6, se
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esperaba obtener 0,2882 mg de P. Las sefiales de absorbancia obtenidas para cada

disolucién se indican en la Tabla 13.

Tabla 13. Absorbancia promedio del blanco,

patrén y del producto de la digestion.

Disolucién Abs Promedio (UA)
Blanco 0,0400
Patron 0,4770

Digestion 0,4675

La cantidad de P medida para la disolucion resultante de la digestion, se indica en la
Tabla 14.

Tabla 14. Cantidad esperada y medida de P de la disolucion.

Peso esperado (mg P) Peso medido (mg P) %
0,2882 0,2512 -13

Para este caso, la cantidad de P medida fue mucho mayor que en el caso anterior, lo
cual, indica que el proceso de digestion fue mas efectivo. El porcentaje de recuperacion
fue igual a 87 %, observando que para lograr la digestién completa del acido fitico, se

requieren mas de 15 horas de calentamiento.

El procedimiento de digestion utilizado involucra un tiempo de calentamiento de 15
horas, que resulta excesivo. Debido a esta razon, se decidid investigar otro método de
medida que fuese mas rapido, sencillo y adecuado a los requerimientos del presente
trabajo. Fue entonces, que se planteé evaluar el método fotocolorimétrico propuesto por
Latta y Eskin en 1980.
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5. 2. 3. METODO FOTOCOLORIMETRICO BASADO EN LA UTILIZACION DEL
REACTIVO DE WADE.

Formacion del complejo vinotinto, Reactivo de Wade.

El Reactivo de Wade es una disolucién de una mezcla de &cido sulfosalicilico con
cloruro de hierro a una concentracion final de 0,3 y 0,03 %, respectivamente. La
disolucién se torna de un color vinotinto intenso. Es pertinente recordar, que este
reactivo pierde coloracion en presencia del acido fitico, lo que implica que el aumento
de la concentracion del mismo, conlleva a una disminucion en la absorbancia; razon por

la cual, este analisis es considerado una medida indirecta.

La concentracion de la disolucién anterior como sefal de partida, da valores de
absorbancia muy altos, que producen la saturaciéon del detector, por lo cual, este
reactivo suele diluirse (normalmente 7 veces). La disolucion diluida del Reactivo de
Wade, corresponde al blanco utilizado por el presente trabajo. Dicho blanco fue siempre

preparado al momento de realizar cualquier medida.

Seleccion de la longitud de onda de trabajo.

Para determinar la A de trabajo, se realizdé un barrido de la longitud de onda en funcién
de la absorbancia, empleando la disolucion del blanco. El espectro de absorcién

obtenido, se muestra a continuacion en la Figura 26.
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ABSORBANCIA EN FUNCION DE LA LONGITUD DE ONDA
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Figura 26. Gréfico de la absorbancia en funcion de la longitud

de onda, del Reactivo de Wade.

El espectro obtenido presentd un maximo de absorbancia en el rango comprendido
entre los 499 y los 506 nm. En vista de lo anterior, la longitud de onda de trabajo

seleccionada fue 500 nm (recomendada en la literatura).

Curva de calibracion.

Los patrones se prepararon en viales, tomando alicuotas de una disolucién de
(50,91+0,05) mg/L de IP6. Luego, se agregé agua destilada hasta completar un
volumen de 6 mL. Finalmente, se afiadi6 1 mL del Reactivo de Wade y se agit6 la
disolucién. Los valores de las alicuotas y de cada enrase, asi como las respectivas

concentraciones, se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Alicuotas de los reactivos utilizados para la preparacion de los patrones.

Patron Vol alicuota de IP6 Vol alicuota del RW Enrase C (mg/L IP6)
(£0,0002) mL (x0,0002) mL (£0,0002) mL
Blanco 0,0000 1,0076 6,9373 0,0000
1 0,2740 1,0114 7,1163 1,9604
2 0,7045 1,0081 7,0073 5,1188
3 1,4069 1,0088 6,9136 10,3609
4 2,0425 0,9994 6,9301 15,0059

El blanco y los patrones se midieron a 500 nm. Las sefiales obtenidas se indican en la
Tabla 16.

Tabla 16. Sefales de Abs obtenidas para los patrones y el blanco correspondiente.

Patrén Abs Neta (UA) Abs Analito (UA)
Blanco 0,330 0,000
1 0,300 0,030
0,301 0,029
2 0,272 0,058
0,271 0,059
3 0,219 0,111
0,219 0,111
4 0,170 0,160
0,169 0,161

Cabe destacar que la Abs Neta, es la sefial resultante de la disminucion de la
absorbancia del blanco por la adicién del estandar de IP6 (tomada directamente del
equipo), mientras que la Abs Analito es la sefal resultante de la diferencia entre la
absorbancia del blanco y la neta. La curva de calibraciéon graficada se indica en la

Figura 27.
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CURVA DE CALIBRACION
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C (mg/L1P6)

Figura 27. Curva de calibracién con el Reactivo de Wade
(y = 0,0101x + 0,0083; R? = 0,9992).

Se obtuvo un valor de R? satisfactorio, comprobando la linealidad de la curva de
calibracion; la cual fue empleada para todos los analisis posteriores.

Es importante sefalar, que se realizaron diversas pruebas a fin de optimar las
condiciones de medida. Una de ellas, fue acrecentar la sefal del blanco, es decir,
aumentar la concentracion de partida del Reactivo de Wade; con la idea de establecer
un rango mayor de concentraciones para el IP6. El resultado fue una pérdida de la

linealidad, debido posiblemente a la saturacion del detector.

Otra observacion importante, fue la necesidad de afadir el Reactivo de Wade de la
forma mas precisa posible, y en el mismo lapso para cada uno de los patrones. De lo

contrario, se presentaban problemas de linealidad.

En definitiva, este método resulté un procedimiento sencillo y rapido; por consiguiente,
se decidiéo emplearlo en la medida del acido fitico. Seguidamente, se procedi6 a trabajar
en la etapa mas importante del presente trabajo, es decir, con el estudio de la

extraccion del IP6 mediante la técnica de SPE.
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5. 3. EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

5. 3. 1. DESCRIPCION DEL MONTAJE DE EXTRACION EN FASE SOLIDA.

Se dispuso de un montaje de extraccion formado por un mdédulo dispensador,
constituido por un cilindro polimérico con su respectivo embolo (tipo inyectadora de 60
mL); el cartucho de extraccion propiamente dicho (360 mg de adsorbente, intercambio
anionico), un filtro de disco acoplado al sistema de inyeccion (NY, 0,45 um de poro,

diametro 25 mm) y un vial de recoleccioén, tal como se indica en la Figura 28.

El estudio de la optimizacion de la extraccion esté orientado para su futura aplicacion en
la determinacién del acido fitico en cereales, en especial para los de uso infantil, con
mayor contenido de minerales. Sin embargo, en este trabajo empleamos como
muestras, patrones de concentracion conocida, con el objetivo de tener un mejor control
sobre las diferentes variables matriciales. Dichos patrones seran referidos como

muestras simuladas o sintéticas.

INYECTADORA

S FiURO

CARTUCHO
DE EXTRACCION
D VIAL

Figura 28. Montaje instalado para la extraccion.
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5. 3. 2. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION.

Activacion del cartucho de extraccion.

El cartucho de intercambio anidnico, fue activado al hacerle pasar alicuotas sucesivas
de 10 mL de las siguientes disoluciones: agua destilada; 0,5 M de HCI; 2 M de HCI; 0,5
M de HCIl y agua destilada.

Introduccién de la muestra en el cartucho de extraccion.

Se afiadid, aproximadamente, 5 mL de agua destilada a la inyectadora; después una
alicuota exacta de un patrén de concentracion conocida (muestra sintética), y
finalmente se completd el volumen de la inyectadora a 20 mL aproximadamente. Esto
se hizo con el objetivo de no pasar a través del lecho extractor, un frente muy

concentrado del analito de interés. El flujo estuvo entre 0,9 y 1,0 mL/min.
Lavado del cartucho de extraccion.

El cartucho fue lavado con 5 mL de agua destilada, seguidos de 10 mL de una
disolucién de 0,05 M de HCI. Estas alicuotas fueron afiadidas en la misma inyectadora,

de manera que se arrastrara todo el analito que pudo haber quedado en la misma.
Elucion del acido fitico del cartucho de extraccién.

El acido fitico retenido en el cartucho, fue eluido con 8 mL de la disoluciéon de 2 M de
HCI. La disolucién se pas6 lentamente, tratando de lograr el mismo flujo empleado

anteriormente.

Una vez extraido el IP6, la etapa final consisti6 en tomar una alicuota de dicha
disolucién y someterla al tratamiento con el reactivo de Wade, para luego medirla en el
espectrofotometro UV-Visible. Como podemos observar, el IP6 queda en una matriz

acida luego de la extraccion, que si bien es cierto, no es tan fuerte como en los casos
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anteriores, puede tener algun efecto sobre el analisis espectrofotométrico. Es por ello
gue desde un principio, se decidid evaluar el efecto de la presencia de HCI en el

complejo utilizado.

5. 3. 3. EFECTO DE LA MATRIZ ACIDA SOBRE EL COMPLEJO.

Se prepararon dos patrones con la misma concentracion de IP6, esto es, (10,00+0,01)
mg/L. Luego, a uno de ellos se le afiadié una alicuota de una disolucién de HCI, de
manera que la concentracion final fuese 0,1 M. Dicha concentracién, fue calculada
como el valor maximo de HCI que podrian contener las muestras sintéticas, una vez

extraidas y tratadas para ser medidas con el Reactivo de Wade.

El patron sin HCI se llamo6 1 y el patrén con &cido fue denominado como 2. La

absorbancia de cada patron y la del blanco, se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Absorbancia del blanco y de los patrones 1y 2.

Patrén Abs (UA)

Blanco 0,3340
1 0,2340
2 0,1340

La absorbancia del patrén con HCI, resulté practicamente la mitad de la sefial del que
no contenia acido. Se puede decir entonces, que la presencia de HCl a la concentracién

mencionada, conduce a una disminucion de la absorbancia de la disolucion.

Posteriormente, se realizaron algunas pruebas para determinar el procedimiento mas
adecuado para minimizar o eliminar este efecto; las cuales fueron resumidas a

continuacion.
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Cabe sefialar que, las disoluciones eluidas del cartucho de extraccion fueron siempre
diluidas para su analisis posterior. Las alicuotas tomadas para hacer las diluciones,
variaron dependiendo de la concentracion inicial de la muestra sintética; por lo cual, las
disoluciones finales contendrian concentraciones de HCI que variaban entre 0,02 y 0,10
M. Por esta razon, la primera experiencia fue un estudio del comportamiento de la
absorbancia en funcion de la concentracion de HCI; con la finalidad de determinar si
existia un rango de concentracibn del mismo, en el cual, la interferencia fuese
constante. De esta manera, al preparar dentro de ese rango tanto patrones como
muestras, se podia corregir la interferencia. Se prepararon 5 patrones con la misma
cantidad exacta de IP6 (10 mg/L) y con concentraciones de HCI que variaron de 0,02 a
0,10 M. Las sefales obtenidas se graficaron en funciéon de la concentracion de HCI.

Véase la Figura 29.

ABSORBANCIA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE HCI

0,250

0,200 \
0,150

Abs (UA) e
0,100
0,050
0,000

000 002 004 006 008 010 0,12
C HCl (M)

Figura 29. Efecto de la concentracion de HCI sobre la absorbancia.

Se observo que la absorbancia disminuye en la medida que aumenta la concentracion
de HCI, de manera que no existe un rango de concentraciones de acido, en el cual la
absorbancia se mantenga estable. Por ello, pequefias variaciones en la concentracion

de HCI de las disoluciones, conducirian a errores en la medida.
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Consecuentemente, se realizdé una segunda prueba que consistié en un analisis donde
tanto patrones como muestras fueron preparados en una misma matriz acida. La curva
de calibracién obtenida dio una correlacion muy lineal con un r de 0,9995; lo que indica
gue la interferencia del acido afecta por igual al rango de concentraciones estudiado, y
pudiera ser usado para corregir dicho efecto. Sin embargo, la muestra tratada en el
cartucho de extraccion y analizada posteriormente, dio porcentajes de recuperacion que
variaron considerablemente entre las réplicas realizadas. Esto se atribuye a que no es
posible controlar una cantidad constante de acido, en el procedimiento de extraccion.
Por lo expuesto anteriormente, se resolvio eliminar el HCI de la matriz de las

disoluciones.

5. 3. 4. ELIMINACION DEL ACIDO CLORHIDRICO.

A continuacion, se describe el procedimiento general utilizado para la eliminacion del
acido clorhidrico, de las disoluciones eluidas del cartucho de SPE. La disolucion acida
resultante de la elucién del IP6, se recolectd en un balébn y se colocé en el
rotaevaporador (conectado a una bomba de vacio) durante 15 minutos, calentando a 40
°C. Transcurrido este tiempo, el baldbn quedaba completamente seco. Luego, se
agregaron (10,00+0,02) mL de agua destilada para restituir la disolucién, la cual, se

agité varias veces empleando un vortex.

Hecho esto, se procedid a preparar las disoluciones coloreadas para ser medidas en el
espectrofotometro. Para ello, se afiadi6 en un vial una alicuota de la disolucion
restituida, agua destilada hasta completar un volumen de 6 mL, y finalmente 1 mL del

Reactivo de Wade.

Para verificar la efectividad del procedimiento descrito, se tratdé por triplicado una
muestra de (149,8+0,3) mg/L de IP6 en 0,2 M de HCI. El blanco preparado en agua
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destilada y las disoluciones coloreadas, fueron medidos a una longitud de onda de 500
nm. Las alicuotas utilizadas para la preparacion de las disoluciones, y las sefiales

medidas, se exponen en las Tablas 18 y 19, respectivamente.

Tabla 18. Alicuotas empleadas en la preparacion de las disoluciones coloreadas

de la muestra.

Alicuota muestra Alicuota RW Enrase
Réplicas (x0,0002) mL (x0,0002) mL (x0,0002) mL
1 0,5984 1,0082 7,0326
2 0,5945 1,0044 7,0339
3 0,6001 1,0068 7,0096

Tabla 19. Sefales obtenidas para las disoluciones de la muestra.

Patron Abs Neta (UA) Abs Analito (UA) A Promedio (UA)
Blanco 0,331 - -
1 0,273 0,058 0,0580
0,273 0,058
2 0,271 0,060 0,0605
0,270 0,061
3 0,272 0,059 0,0590
0,272 0,059

Con los valores de absorbancia y la curva de calibracién, y tomando en cuenta todos
los factores de dilucion efectuados, se calculdé la cantidad de IP6 recuperada. La
cantidad inicial y obtenida de IP6, con sus respectivos porcentajes de recuperacion, se

indican en la Tabla 20.
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Tabla 20. Peso inicial y obtenido, y porcentaje de recuperacion.

Réplica Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
1 0,7491 0,5783 77
2 0,7491 0,6115 82
3 0,7491 0,5863 78

En este caso, se obtuvo un porcentaje de recuperacion del orden del 79 %, con una
desviacién estandar relativa (DSR) de 2,5 %. Del andlisis de ambos valores,
consideramos que la reproducibilidad resulté bastante aceptable, pero por otra parte, se
observo una pérdida considerable del analito (alrededor del 20 %). En este punto, se
planted precisar la fuente de dicha pérdida, la cual puede ser atribuida a dos factores:
arrastre del acido fitico en el procedimiento de evaporacion a baja presion (en la etapa
de la eliminacion del &cido extractor) o en el procedimiento de extraccion propiamente
dicho.

5. 3. 5. ESTUDIO DE LA RECUPERACION EN LA ETAPA DE EVAPORACION DEL
HCL.

Para estudiar si la pérdida ocurre durante la etapa de evaporacion, se preparé una
muestra sintética de (153,9+0,1) mg/L de IP6, en una matriz de 2 M de HCI (simulando
gue la muestra ya ha sido eluida del cartucho de extraccion). Se tom6 una alicuota de
(5,00£0,01) mL de la muestra, y se colocé en el rotaevaporador. Posteriormente, se
sometiéo la misma al resto del procedimiento. El peso inicial y obtenido, con su

respectivo error porcentual, se presentan en la Tabla 21.



Tabla 21. Peso inicial y peso obtenido de la muestra.

Réplicas Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) %*
1 0,7694 0,6455 -16
2 0,7694 0,6507 -15
3 0,7694 0,6450 -16
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*Error relativo porcentual.

Se observa que el procedimiento presenta pérdidas, por lo cual, se puede concluir que

la misma esta asociada al método de evaporacion y no a la extraccion en el cartucho.

En una serie de experiencias posteriores, se modificaron algunas variables de la

evaporacion, con la finalidad de minimizar la pérdida observada. Un primer cambio fue

reducir el tiempo de evaporacion; resultando que el HCI no era removido en su

totalidad. Por otro lado, se disminuy6 la cantidad de vacio del sistema; sin encontrar

resultados satisfactorios.

Para determinar si el HCI contribuye con la pérdida del analito (por arrastre con vapor),

se evapord una muestra que no tuviera dicho acido. Para ello, se evapor6 una alicuota

de la disolucién de (206,3+0,2) mg/L de IP6 en agua destilada. Los resultados de este

ensayo se indican en la Tabla 22.

Tabla 22. Peso inicial y peso obtenido, de una alicuota de la disolucion de IP6

en agua destilada.

Réplicas Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) %
1 1,0316 1,0789 4
2 1,0316 1,0672 3
3 1,0316 1,0696 4
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La recuperacion es completa para este caso. En vista de ello, se puede decir que la
presencia del HCI en la matriz de la disolucion, de alguna manera contribuye a que el

acido fitico sea arrastrado por el vacio generado en el sistema de evaporacion.

Considerando, que el uso de la disolucion de 2 M de HCI es estrictamente necesario, se
decidi6 trabajar con el procedimiento propuesto; sabiendo que existe una pérdida de
alrededor del 15 %, en la etapa de la eliminacién del HCI. Trabajar en estas condiciones
resulta perfectamente viable, ya que, el objetivo del presente trabajo, consiste en
comparar la recuperacion en dos tipos de muestras sintéticas. Asi, las pérdidas
asociadas a la metodologia propuesta, seran iguales para ambos tipos de muestras

sintéticas; de modo que la comparacion sera completamente valida.

Finalmente, la metodologia propuesta para el andlisis de muestras de IP6 con y sin
metales, consta de tres procesos fundamentales: la extraccion en fase sélida en el
cartucho de intercambio anidnico, la eliminacion del acido clorhidrico y el tratamiento
con el Reactivo de Wade para la medida espectrofotométrica. El procedimiento

detallado se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Procedimiento definitivo empleado para el analisis de las muestras sintéticas.
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5. 4. EVALUACION DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION Y MEDIDA SIN
METALES.

Para evaluar la eficiencia en la recuperacion del procedimiento de extraccion propuesto,
se escogid un rango de concentraciones de IP6 de 60 a 250 mg/L; el cual, se
selecciond con valores ligeramente por encima y por debajo, del rango acorde al

encontrado en muestras de cereales comerciales.

Para ello, se prepararon 5 muestras sintéticas de &cido fitico, correspondientes a 58,70;
90,99; 149,83; 199,72 y 252,77 mg/L como IP6. Todas ellas se elaboraron en una
matriz de 0,2 M de HCl y se denominaron A, B, C, D y E, respectivamente.

Se procedié a tomar una alicuota de (5,00 £ 0,01) mL de cada una de las muestras
mencionadas anteriormente, y se sometieron al procedimiento de extraccion planteado
anteriormente. Luego de la evaporaciéon del HCI, la muestra fue reconstituida en (10,00
+ 0,02) mL de agua destilada, y una alicuota de ella fue combinada con el Reactivo de
Wade. Posteriormente, se midio la absorbancia y se determiné su concentracion. Cabe

destacar, que cada muestra fue analizada por triplicado.

En la Tabla 23 se detallan las alicuotas tomadas después del proceso de extraccion y
evaporacion de cada una de las muestras, con sus respectivas réplicas. Ademas, se

puntualizan las alicuotas del Reactivo de Wade, asi como los volumenes de enrase.
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Tabla 23. Alicuotas empleadas de la muestra restituida, del Reactivo de Wade, y del

volumen final de la disolucién.

Alicuota muestra sintética Alicuota RW Enrase
Muestra (Vol+0,0002) mL (Vol+0,0002) mL (Vol+0,0002) mL

Al 1,5013 1,0167 7,0685
A.2 1,5235 1,0134 6,9504
A.3 1,4953 0,9999 7,0322
B.1 0,9986 1,0014 6,9677
B.2 0,9974 1,0009 7,0701
B.3 1,0012 1,0038 6,9998
C.1 0,5984 1,0082 7,0326
C.2 0,5945 1,0044 7,0339
C.3 0,6001 1,0068 7,0096
D1 0,4401 1,0153 6,9675
D.2 0,4434 1,0131 6,9994
D.3 0,4443 1,0020 7,0097
E.1 0,3986 1,0147 6,9772
E.2 0,3878 1,0158 6,8941
E.3 0,3977 1,0048 7,0310

Las disoluciones obtenidas se midieron en el espectrofotémetro y las absorbancias de

cada muestra y del blanco (preparado en el momento), se indican en la Tabla 24.

Tabla 24. Absorbancia del blanco y de cada réplica analizada.

Muestra Abs Neta (UA)

Abs Analito (UA) | A Promedio (UA)

Blanco 0,331
Al 0,275 0,056 0,0555
0,276 0,055




A.2 0,277 0,054 0,0535
0,278 0,053
A.3 0,271 0,060 0,0595
0,272 0,059
Blanco 0,330
B.1 0,271 0,059 0,0595
0,270 0,060
B.2 0,268 0,062 0,0620
0,268 0,062
B.3 0,271 0,059 0,0585
0,272 0,058
Blanco 0,331
C.1 0,273 0,058 0,0580
0,273 0,058
C.2 0,271 0,060 0,0605
0,270 0,061
C.3 0,272 0,059 0,0590
0,272 0,059
Blanco 0,331
D.1 0,278 0,053 0,0530
0,278 0,053
D.2 0,274 0,057 0,0565
0,275 0,056
D.3 0,271 0,060 0,0595
0,272 0,059
Blanco 0,330
E1l 0,272 0,058 0,0585
0,271 0,059
E.2 0,276 0,054 0,0540
0,276 0,054
E.3 0,267 0,063 0,0635
0,266 0,064
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Con el valor de la absorbancia promedio y la curva de calibracion, se calcul6 la cantidad
obtenida de IP6; y con este ultimo valor se determiné el peso. A partir del valor del peso
inicial se calculé el porcentaje de recuperacion para cada muestra (%R). Véase la Tabla
25.

Tabla 25. Peso inicial, obtenido, y porcentaje de recuperacion.

Muestra Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
Al 0,2935 0,2200 75
A2 0,2935 0,2042 70
A.3 0,2935 0,2384 81
B.1 0,4550 0,3537 78
B.2 0,4550 0,3769 83
B.3 0,4550 0,3475 76
C.1l 0,7491 0,5783 77
C.2 0,7491 0,6115 82
C.3 0,7491 0,5863 78
D.1 0,9986 0,7007 70
D.2 0,9986 0,7533 75
D.3 0,9986 0,7998 80
E.l 1,2639 0,8700 69
E.2 1,2639 0,8044 64
E.3 1,2639 0,9662 76

Un resumen de los porcentajes de recuperacion promedio, con su desviacion estandar,

se muestra en la Tabla 26.
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Tabla 26. Resumen de los porcentajes de recuperacion con sus
desviaciones estandar (s).

C IP6 (mg/L) % Recuperacion (+ S)
60 75+ 6
90 79+3
150 79+2
200 75+5
250 70+ 6

Los porcentajes de recuperacién obtenidos variaron entre 70 y 79 %. Se observa un
sesgo negativo (por defecto) y aproximadamente constante. Es de esperar que esto se
deba a la pérdida en la etapa de evaporacion del acido y a la extraccion propiamente
dicha.

5. 5. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS METALES SOBRE LA EXTRACCION DEL
IP6.

Para las siguientes experiencias, se decidié trabajar en un rango mas estrecho de
concentraciones de IP6 (intermedio, de 90 a 200 mg/L), ya que éstas son las mas

comunmente encontradas en cereales infantiles.

Generalmente, los cereales infantiles son enriquecidos con hierro y calcio. Debido a
esto, se prepararon muestras que contuvieran cantidades afiadidas de los mismos, en

el orden de concentracidén en que se encuentran en dichos cereales.
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5.5. 1. MUESTRAS DE IP6 CON CALCIO.

Las muestras fueron preparadas a las siguientes concentraciones exactas: 91,79;
154,10; y 200,47 mg/L de IP6; en una matriz de Ca (160 mg/L) y 0,2 M de HCI. Las

muestras se denominaron F, G y H, respectivamente.

Las muestras fueron sometidas al procedimiento anterior y medidas en el
espectrofotometro. En la Tabla 27 se detallan las alicuotas de las disoluciones
utilizadas y en la 28 las absorbancias de cada muestra. Los porcentajes de

recuperacion obtenidos para cada una de las muestras, se presentan en la Tabla 29.

Tabla 27. Alicuotas empleadas de la muestra restituida, del Reactivo de Wade, y del

volumen final de la disolucién.

Alicuota muestra sintética Alicuota RW Enrase
Muestra (Vol+0,0002) mL (Vol+£0,0002) mL (Vol+0,0002) mL

F.1 1,0047 1,0148 6,9470
F.2 1,0076 1,0145 6,9789
F.3 1,0125 1,0185 7,0074
G.1 0,5994 1,0119 6,9995
G.2 0,5925 1,0132 6,9215
G.3 0,6051 1,0136 6,9593
H.1 1,0143 1,0153 6,9599
H.2 1,0123 1,0160 7,0444
H.3 1,0110 1,0191 6,9606




Tabla 28. Absorbancia del blanco y de cada réplica analizada.

Muestra Abs Neta (UA) Abs Analito (UA) | A Promedio (UA)
Blanco 0,328
F.1 0,276 0,052 0,0520
0,276 0,052
F.2 0,273 0,055 0,0545
0,274 0,054
F.3 0,272 0,056 0,0560
0,272 0,056
Blanco 0,332
G.1 0,269 0,063 0,0630
0,269 0,063
G.2 0,273 0,059 0,0585
0,274 0,058
G.3 0,269 0,063 0,0630
0,269 0,063
Blanco 0,327
H.1 0,203 0,124 0,1240
0,203 0,124
H.2 0,201 0,126 0,1260
0,201 0,126
H.3 0,201 0,126 0,1260
0,201 0,126
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Tabla 29. Peso inicial, obtenido, y porcentaje de recuperacion para cada muestra.

Muestra Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
F.1 0,4590 0,2992 65
F.2 0,4590 0,3168 69

F.3 0,4590 0,3269 71
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G.1 0,7705 0,6324 82
G.2 0,7705 0,5806 75
G.3 0,7705 0,6229 81
H.1 1,0024 0,7860 78
H.2 1,0024 0,8109 81
H.3 1,0024 0,8023 80

En la Tabla 30, se presenta un resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos
para todas las muestras sintéticas con calcio. En la misma tabla, se incluyen los valores

obtenidos en el apartado anterior para las muestras sin calcio.

Tabla 30. Resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos para las muestras

sintéticas que contienen sélo IP6, y para aquellas que contienen calcio.

Muestra % Recuperacion Muestra % Recuperacion
C IP6 (mg/L) (sin Ca) (x9) (con Ca) (x9)
90 B 79+3 F 69 +3
150 C 792 G 794
200 D 75+5 H 80+1

Indudablemente, las muestras sintéticas C y G presentan el mismo porcentaje de
recuperacion. Esto se comprob6 al analizar las dos muestras al mismo tiempo
(repitiendo el andlisis de C, obteniéndose el mismo valor de la primera vez). Igualmente,
las muestras sintéticas D y H presentan valores muy parecidos. Aparentemente, sélo la

muestra sintética F parece sufrir un efecto debido a la presencia del calcio.

En este orden de ideas, se sefiala que el calcio afecta el porcentaje de recuperacion,

solo si se utiliza una concentracién de IP6 igual a 90 mg/L.
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5. 5. 2. MUESTRAS DE IP6 CON HIERRO.

Las muestras fueron preparadas a las siguientes concentraciones exactas: 92,11;
154,77; y 199,44 mg/L de IP6; en una matriz de Fe (10 mg/L) y 0,2 M de HCI. Las

muestras se denominaron I, J y K, respectivamente.

En la Tabla 31 se detallan las alicuotas de las disoluciones utilizadas y en la 32 las
absorbancias de cada muestra. Los porcentajes de recuperacién obtenidos para cada

una de las muestras, se presentan en la Tabla 33.

Tabla 31. Alicuotas empleadas de la muestra restituida, del Reactivo de Wade, y del

volumen final de la disolucion.

Alicuota muestra sintética Alicuota RW Enrase
Muestra (Vol+0,0002) mL (Volx0,0002) mL (Vol+0,0002) mL

l.1 0,9979 1,0038 7,0883
1.2 1,0004 1,0009 6,9338
1.3 1,0005 1,0043 7,0228
J.1 0,6047 1,0086 6,9227
J.2 0,6058 1,0065 6,9764
J.3 0,6053 1,0066 6,9897
K.1 0,4562 1,0175 6,9472
K.2 0,4547 1,0103 6,9989
K.3 0,4580 0,9933 6,9130




Tabla 32. Absorbancia del blanco y de cada réplica analizada.

Muestra Abs Neta (UA) Abs Analito (UA) | A Promedio (UA)
Blanco 0,328
1.1 0,273 0,055 0,0555
0,272 0,056
1.2 0,277 0,051 0,0515
0,276 0,052
1.3 0,274 0,054 0,0545
0,273 0,055
Blanco 0,328
J.1 0,276 0,052 0,0515
0,277 0,051
J.2 0,273 0,055 0,0550
0,273 0,055
J.3 0,273 0,055 0,0555
0,272 0,056
Blanco 0,333
K.1 0,292 0,042 0,0415
0,292 0,042
K.2 0,286 0,048 0,0470
0,287 0,047
K.3 0,284 0,050 0,0490
0,285 0,049
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Tabla 33. Peso inicial, obtenido, y porcentaje de recuperacion de cada muestra.

Muestra Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
1.1 0,4606 0,3320 72
1.2 0,4606 0,2965 64

1.3 0,4606 0,3211 70
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J.1 0,7739 0,4897 63
J.2 0,7739 0,5325 69
J.3 0,7739 0,5396 70
K.1 0,9972 0,5006 50
K.2 0,9972 0,5898 59
K.3 0,9972 0,6082 61

A continuacién, se muestra un resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos

para todas las muestras sintéticas con hierro.

Tabla 34. Resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos para las muestras

sintéticas que contienen soélo IP6, y para aquellas que contienen hierro en adicion al

IP6.
Muestra % Recuperacion Muestra % Recuperacion
C IP6 (mg/L) (sin Fe) (x9) (con Fe) (x9)
90 B 79+3 I 69 +4
150 C 792 J 67 +4
200 D 75+5 K 576

Para este caso,

las muestras que fueron preparadas con

hierro, presentaron

porcentajes de recuperacion menores, que los obtenidos para las muestras que no

contenian metales. Ciertamente, la presencia del hierro en las disoluciones conduce a

una mayor pérdida, la cual origina la disminucion de los porcentajes de recuperacion.



5. 5. 3. EFECTO COMBINADO. MUESTRA SINTETICA CON HIERRO Y CALCIO.
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Se propuso estudiar el efecto de la presencia del calcio y el hierro, combinados en la

misma muestra sintética. Para ello, se prepard una muestra sintética de 91,47 mg/L de

IP6, con las concentraciones de hierro y calcio empleadas hasta ahora, esto es, 10 y

160 mg/L, respectivamente. Se decidi6 trabajar a la concentracion de IP6 mencionada,

ya que, en el estudio del calcio, se observd un efecto s6lo a esta concentracion. La

matriz de la muestra sintética fue 0,2 M de HCI. En la Tabla 35 se detallan las alicuotas

de las disoluciones utilizadas y en la 36 las absorbancias de la muestra. El porcentaje

de recuperacion obtenido para esta muestra, se indica en la Tabla 37.

Tabla 35. Alicuotas empleadas de la muestra restituida, del Reactivo de Wade, y del

volumen final de la disolucién.

Alicuota muestra sintética Alicuota RW Enrase
Muestra (Vol+£0,0002) mL (Vol+£0,0002) mL (Vol+£0,0002) mL
L.l 1,0170 1,0158 6,9816
L.2 1,0144 1,0152 6,9261
L.3 1,0176 1,0136 7,0010
Tabla 36. Absorbancia del blanco y de cada réplica analizada.
Muestra Abs Neta (UA) Abs Analito (UA) | A Promedio (UA)
Blanco 0,330
1.1 0,296 0,034 0,0340
0,296 0,034
1.2 0,297 0,033 0,0330
0,297 0,033
1.3 0,296 0,034 0,0340
0,296 0,034
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Tabla 37. Peso inicial y obtenido, y porcentaje de recuperacion, calculados para la

muestra sintética L.

Réplica Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
L.1 0,4573 0,1747 38
L.2 0,4573 0,1670 37
L.3 0,4573 0,1751 38

% R = (38 + 1)

Para este caso, se puede apreciar una disminucion considerable del porcentaje de
recuperaciéon, al compararlo con la muestra que no contuvo metales. Asimismo, la
recuperacién para esta muestra sintética, resulta menor que para las muestras que
poseen solo calcio o hierro. Resulta evidente, el efecto combinado que tiene la

presencia de los metales sobre el porcentaje de recuperacion del método utilizado.

5. 6. POSIBLE CORRECCION DEL EFECTO DE LOS METALES: USO DE ACIDO
TRICLOROACETICO.

A continuacion, se plante6 evaluar el uso del acido tricloroacético (TCA), como posible

solucion a la interferencia de los metales, en el proceso de extraccion en fase sdélida.

Se ha propuesto el uso del TCA**, aparte del HCl comtnmente utilizado, para la
extraccion del IP6 de la matriz de la muestra; el cual posee ventajas sobre otros acidos
debido a que reduce las interferencias ocasionadas por las proteinas. Cabe sefalar,
gue la utilizacién de uno u otro acido extractor se han hecho indistintamente; aunque el
TCA suele ser mayormente empleado en el método de cromatografia de intercambio

idnico.
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Resulta curioso que en ciertos trabajos donde se han reportados altos porcentajes de
recuperacion del IP6%°, se ha empleado &cido tricloroacético, aunque dichos resultados
no hayan sido atribuidos al uso de este reactivo en especifico. Entonces, se pensoé que

el uso de este acido pudo influir en la obtencion de una recuperacién mayor del analito.

Para estudiar el efecto del acido tricloroacético, se prepararon dos muestras con la
misma concentracion de acido fitico y de metales, pero variando la matriz acida de las
disoluciones. Una de las muestras fue preparada en 0,2 M de HCI, mientras que, la otra
se elabor6 en 0,6 M de TCA. Dicha concentracion de TCA fue la misma concentracion
empleada en el trabajo de Brooks y Lampi (2001). Ambas muestras tuvieron 160 mg/L
de Ca y 10 mg/L de Fe, de manera que, se tuviera el efecto combinado de ambos
metales. Las dos muestras fueron tratadas y medidas al mismo tiempo. Cabe destacar
gue, la muestra preparada en HCI, fue la muestra L analizada en el apartado anterior.
La muestra preparada en TCA, se denomind muestra N. Los porcentajes de
recuperacion obtenidos, se presentan en la Tabla 38.

Tabla 38. Peso inicial, obtenido, y porcentaje de recuperacién de cada muestra.

Muestra Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
L.1 0,4573 0,1747 38
L.2 0,4573 0,1670 37
L.3 0,4573 0,1751 38
N.1 0,4656 0,2916 63
N.2 0,4656 0,2862 61
N.3 0,4656 0,2984 64

Al comparar la muestra L (preparada en HCI), con la muestra N (preparada en TCA), se

puede apreciar la diferencia en los porcentajes de recuperacién. Véase la Tabla 39.
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Tabla 39. Resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos para las

muestras sintéticas L y N, preparadas en diferentes matrices.

% Recuperacion
Muestra | CIP6 (mg/L) | C Ca (mg/L) | C Fe (mg/L) Matriz (x5s)
L 90 160 10 0,2 M HCI 38+1
N 90 160 10 0,6 MTCA 63+1

El porcentaje de recuperaciéon de la muestra preparada en TCA, resulté mayor que el
obtenido para la muestra preparada en HCI. Claramente, el &cido tricloroacético
contribuye a disminuir el efecto de los metales, aumentando asi el porcentaje de
recuperacion. Aparentemente, el uso del TCA no corrige completamente el efecto de los
metales. No obstante, dicha afirmacion no puede asegurarse si s6lo se ha empleado

una sola concentracion del acido tricloroacético.

5. 6. 1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ACIDO TRICLOROACETICO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DEL MISMO.

Se analizaron tres muestras sintéticas que tuvieron, cada una: 90 mg/L de IP6, 160
mg/L de Ca y 10 mg/L de Fe; variando en cada caso, la concentracion de &cido
tricloroacético en las cuales fueron preparadas. Las concentraciones de TCA
empleadas fueron: 0,3 M, 0,6 M y 0,9 M; obteniéndose tres muestras llamadas M, N y
O, respectivamente. Observe que la muestra N fue la misma analizada en el punto
anterior. Dicha muestra fue preparada nuevamente y analizada al mismo tiempo que las
otras dos muestras. Los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada una de las
muestras, se presentan en la Tabla 40.
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Tabla 40. Peso inicial, obtenido, y porcentaje de recuperacion de cada muestra.

Muestra Peso inicial (mg IP6) Peso obtenido (mg IP6) % R
M.1 0,4688 0,3472 74
M.2 0,4688 0,3122 67
M.3 0,4688 0,3344 71
N.1 0,4701 0,3163 67
N.2 0,4701 0,2837 60
N.3 0,4701 0,3145 67
0.1 0,4724 0,1891 40
0.2 0,4724 0,1634 35
0.3 0,4724 0,2285 48

A continuacién, se muestra un resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos

para todas las muestras sintéticas con TCA.

Tabla 41. Resumen de los porcentajes de recuperacion obtenidos para las muestras

sintéticas M, N y O, preparadas en diferentes concentraciones de TCA.

% Recuperacion
Muestra | CIP6 (mg/L) | C Ca (mg/L) | C Fe (mg/L) Matriz (xs)
M 90 160 10 0,3MTCA 71+4
N 90 160 10 0,6 MTCA 65+ 4
0 90 160 10 09 MTCA 41+7

El porcentaje de recuperacion que resultd mas alto, fue el obtenido para la muestra

preparada con la menor concentracion de TCA. Dicho valor resulta muy cercano al

porcentaje de recuperacion obtenido para la muestra sin metales. Se puede decir

entonces, que utilizando una concentracién de 0,3 M de &cido tricloroacético, se logra

minimizar el efecto de los metales.
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5. 7. ESTUDIO DE LA POSIBLE PRECIPITACION DEL ACIDO FITICO.

En un estudio adicional del presente trabajo, se quiso indagar un poco acerca de la
interaccion que se da entre el acido fitico y los metales, la cual conduce a la
disminucion de los porcentajes de recuperacion. Varias referencias®* proponen que los
metales provocan la precipitacion del IP6, haciéndolo inasequible para interactuar con

el adsorbente del cartucho SPE.

Sin embargo, este precipitado no es visible durante el procedimiento, ya que, si el sélido
se forma durante la extraccion con HCI, éste se confunde con el mismo cereal y luego
es filtrado de la disolucién. Por otro lado, es probable que dicho precipitado sea muy

fino, y por lo tanto, no pueda distinguirse a simple vista.

Para evaluar lo anterior, se pasé una muestra sintética a través de un filtro de nylon y
se cuantificé antes y después de ser filtrada. Esto se realizé bajo la premisa de que el
precipitado quedaria depositado en el filtro. Cabe destacar, que el método de medida se
ve afectado por la presencia del hierro, por lo cual, el IP6 no pudo cuantificarse en este
caso, ya gque las muestras no fueron tratadas en el cartucho de extraccion, que permitia
la eliminacion de la matriz. Por esta razon, se prepararon muestras con hierro, de
manera que se midid la concentracion de este metal antes y después de pasar por el

filtro, empleando la técnica de espectroscopia de absorcion atomica en llamas (EAA).

Se preparo una muestra de 150 mg/L de IP6 y 10 mg/L de Fe en 0,2 M de HCI. Luego,
se tomo6 una alicuota de 5 mL de dicha muestra y se diluyé a la mitad (se denoming P).
Por otro lado, se tomé otra alicuota de 5 mL de la muestra, y se agregé en una
inyectadora de 60 mL, dispuesta verticalmente sobre el filtro de 0,45 um. Lentamente,
se filtro todo el liquido y se recolectd en un envase limpio y seco. Luego, se lavo la
inyectadora con 5 mL de agua destilada, y se recolecté dicho lavado en el mismo
envase. El procedimiento anterior se realizé por triplicado (réplicas 1, 2 y 3).
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Se prepararon 4 patrones con concentraciones de 2 a 8 mg/L de Fe. Posteriormente,
tanto los patrones como las muestras filtradas, se midieron en el espectrofotometro de
absorcion atémica. La curva de calibracion obtenida para el Fe dio la ecuacién: y =
0,008x - 0,004 (R? = 0,996). Los valores de concentracién de las muestras, se indican

en la Tabla 42.

Tabla 42. Concentracion de hierro de la muestra diluida

P, y de las tres réplicas filtradas.

Muestra C Fe (mg/L)
P 5,6
1 6,6
2 6,3
3 6,0

La muestra sintética antes de pasar por el filtro dio 5,6 mg/L de Fe. Por otro lado, la
muestra ya filtrada dio una concentracién igual a (6,3 = 0,3) mg/L de Fe. La
concentracion de Fe de la muestra sintética, antes y después de ser filtrada, resultd
similar. En este punto existen dos conclusiones que resultan validas: no se forma
precipitado entre el IP6 y el Fe, o éste es de un tamafo de particula tan pequefio que

atraviesa el filtro utilizado.

En otra experiencia, una muestra de 90 mg/L de IP6 y 10 mg/L de Fe (llamada | segun
la nomenclatura de los apartados anteriores) se guard6 bajo refrigeracion durante 5
dias desde su preparacion. Transcurrido este lapso, se observé que la disolucion
estaba turbia. Claramente, se habia formado una especie de coloide que solo fue visible

tras su coagulacion, después de varios dias.

Se sometio la muestra al analisis de hierro por EAA ya descrito anteriormente, pero se

empled un filtro con un tamafio de poro mas pequefio (0,20 um). Los patrones de Fe y
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las réplicas filtradas de la muestra fueron medidos en el espectrofotdmetro de absorcion
atbmica. La curva de calibracion y los resultados obtenidos, se presentan a

continuacion.

Curva de calibracién del Fe: y = 0,043x + 0,005 (R? = 1).

Tabla 43. Concentracidon de hierro de la muestra |

diluida, y de las tres réplicas filtradas.

Muestra C Fe (mg/L)
| diluida 4,3

1 <2

2 <2

3 <2

Las réplicas filtradas, dieron concentraciones menores a la concentracion del primer
patron. Claramente, el contenido de hierro de las muestras filtradas fue menor al valor
obtenido para la muestra sin filtrar. El hierro de la disolucion queda depositado en el

filtro utilizado.

Por otro lado, la muestra fue analizada por el procedimiento de extracciéon de los
apartados anteriores junto a una muestra sin Fe. Los porcentajes de recuperacion

obtenidos para las muestras (denominadas B e [), se presentan en la Tabla 44.

Tabla 44. Porcentajes de recuperacion obtenidos para las muestras B e |.

Muestra % Recuperacion Muestra % Recuperacion
C IP6 (mg/L) (sin Fe) (% £ s) (con Fe) (% £ s)
90 B 81,4+0,2 I 24 + 4
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Para la muestra B se obtuvo el mismo valor anterior, sin embargo, la recuperacién de la
muestra | disminuyé considerablemente. En el caso de la muestra |, no hubo
repetitividad, pero el efecto del hierro se hizo mas evidente. El efecto del metal se hace
mayor si la muestra se deja interactuando por varios dias. Dicha observacion no habia
sido evidente puesto que, todas las muestras sintéticas analizadas hasta el momento

fueron analizadas de un dia a otro.

A partir de los resultados anteriores, se puede decir que la turbidez observada en la
muestra |, corresponde a un coloide formado entre el acido fitico y el hierro afiadido a la
disolucion. Dicha interaccion se hace mas fuerte con el transcurso de los dias, por lo
cual, el factor tiempo resulta un parametro importante en el procedimiento. En la
determinacion de muestras reales, donde se quieran altos porcentajes de recuperacion,
se sugiere que las muestras sean tratadas en el cartucho de extraccion en fase sélida,
lo mas rapidamente posible una vez extraidas de los cereales infantiles. De esta
manera, el acido fitico y los metales extraidos en la disolucion de HCl empleada,

tendran el tiempo minimo de interaccion.
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6. CONCLUSIONES.

A pesar de que existen varios métodos espectrofotométricos ampliamente usados para
la determinacion de IP6, se encontré una fuerte interferencia matricial en los sistemas
de medida, en especial cuando disponemos de un excedente de acido. Ademas, la
transformacion del IP6 en ortofosfato requirio tiempos de calentamiento muy
prolongados. El método més rapido, sencillo y adecuado para cuantificar el IP6, que
ademas no requiere transformarlo en ortofofato, fue el basado en el Reactivo de Wade.

En el procedimiento de tratamiento de muestras de acido fitico, las preparadas sin
metales, dieron porcentajes de recuperacion del analito que comprendieron entre 70 y
79 %. En este caso, la pérdida fue atribuida al método utilizado para la eliminacion de
acido clorhidrico, mas que a la extraccion propiamente dicha. Hay que hacer notar, que
si no fuese necesaria la etapa de eliminacion de &cido, la recuperacion estuviera en el
orden del 95 %.

Se observo que los porcentajes de recuperacion de acido fitico, tienden a disminuir
cuando existe calcio o hierro en la matriz de la muestra, a las concentraciones

estudiadas en el presente trabajo.

La presencia del calcio en la matriz tiene un efecto negativo sobre la recuperacion, para
una sola de las concentraciones de acido fitico estudiadas en el presente trabajo. Los
porcentajes de recuperacion de las muestras preparadas con acido fitico y hierro,
fueron menores a los obtenidos para las muestras sin metales. Dichos porcentajes

variaron entre un 57 y 69 %.

Observamos que la presencia del hierro en la matriz tiene un efecto mas negativo sobre
la recuperacion que la manifestada por el calcio. Por otra parte, el efecto combinado de
ambos metales tiende a disminuir considerablemente el porcentaje de recuperacion del
acido fitico (38 %).
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El uso de acido tricloroacético para simular la matriz acida de la muestra, en lugar de la
utilizacion de &cido clorhidrico, atenta los efectos producidos por la presencia de
metales. De esta manera, se obtienen mayores porcentajes de recuperacion de acido

fitico, alcanzando hasta un 71 %.

La concentracion de acido tricloroacético que gener6 un mayor porcentaje de

recuperacién del analito, entre aquellas estudiadas en el presente trabajo, fue 0,3 M.

Si bien es cierto que se reporta la formacién de complejos insolubles de IP6 y metales,
nuestras observaciones denotaron que dicho precipitado no es inmediato, sino a las
horas de su interaccién o en el caso de formarse, deben ser coloides de muy bajo
diametro de particulas. Se puede concluir que hay una interaccién importante IP6-
metales, que conduce a una disminucion de la concentracion de IP6 libre en la

extraccion.
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7. RECOMENDACIONES.

Considerando las conclusiones presentadas en este trabajo, se sugiere realizar un
estudio del efecto de los metales sobre los porcentajes de recuperacion de acido fitico,
obtenidos en la etapa de extraccidn en fase sodlida, utilizando muestras reales de

cereales infantiles y empleando la técnica HPLC-RI.

Se recomienda evaluar los métodos de eliminacién de acido clorhidrico generalmente
usados, en aras de disminuir las pérdidas que puedan producirse en esta etapa del

procedimiento y de emplear un método robusto y satisfactorio.

Se propone el estudio del efecto de otros metales, igualmente presentes en la matriz de

los cereales infantiles, que puedan comprometer la recuperacién del acido fitico.

Se recomienda la utilizacion de acido tricloroacético para la extraccion del acido fitico

de la matriz, para disminuir el efecto de los metales presentes en la muestra.

También, se sugiere analizar inmediatamente las muestras ya extraidas con el acido
seleccionado, de manera que las interacciones 4cido fitico — metal no tengan tiempo de

evolucionar.
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