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1 Resumen de las ideas clave

La raiz de regaliz (Glycyrrhiza glabra) es una de las hierbas medicinales mds
consumidas en Europa, Asia y Estados Unidos. La glicirricina se encuentra en la raiz
de la planta de regaliz, es el principio activo mds importante y se utiliza en la
industria de alimentos principalmente como edulcorante y saborizante, y en la
industria farmacéutica por su actividad antiinflamatoria, antivirica, antialérgica y
hepatoprotectora. Sin embargo, su consumo a altas concentraciones incrementa
la presion sanguinea y favorece la retencién de agua y de cloruro sédico.

En este objeto de aprendizaje vamos a describir cémo separar e identificar
glicirricina en distintas muestras de alimentos empleando cromatografia en capa
fina (CCF) y cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Por ofro lado,
mediante un ejemplo prdctico en un alimento, se calculard la concentracién de
glicirricina a partir de los datos de las dreas de los picos obtenidas por HPLC vy se
valorard su mencidon en el etiquetado.

2 Infroduccion

La raiz de regaliz (Glycyrrhiza glabra) es una de las hierbas medicinales mds
consumidas en Europa, Asia y Estados Unidos (Figura 1). Debido a su actividad
expectorante, se usa en numerosas preparaciones farmacoldgicas y debido a su
sabor dulce se anade a muchas infusiones para mejorar su sabor. Es nativa del
Mediterrdneo y se encuentra distribuida en climas templados y subtropicales. Se
trata de una planta de la familia Fabaceae, de mds de 2 m de altura, perenne, y
se cultiva en Europa, Irdn, Afganistdn e India. Su uso en medicina tradicional se
extiende a paises como China, Marruecos, Tailandia, Turquia o India. Asi, las raices
se emplean como afrodisiacos, diuréticos, en el tratamiento de bronquitis, tos,
fiebre, gastroenteritis...

Figura 1. Raiz de Regaliz (Glycyrrhiza glabra)

2.1 Propiedades quimicas y fisiolégicas de la glicirricina.
Riesgos de su consumo

La glicirricina o d&cido dlicirrico (Figura 2) tiene estructura de saponina, se
encuentra en la raiz de la planta de regaliz, del que es el principio activo mdas
importante (2-15%). Este triterpeno se forma al unirse el dcido glicirretinico con el
dcido O-B-D-glucuronosil-(1,2)-B-D-glucurdnico; su sal de amonio es un potente
edulcorante, hasta 100 veces mds dulce que la sacarosa. Por ello se utiliza en la
industria de alimentos principalmente como edulcorante y saborizante, y en la
industria farmacéutica como compuesto antiinflamatorio, antivirico, antialérgico y
hepatoprotector.
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Sin embargo, su consumo a altas concentraciones incrementa la presidn
sanguinea y favorece la retencién de agua y de cloruro sédico. Los efectos
adversos se manifiestan en dosis que oscilan entre los 100 y 400 mg/dia
(equivalentes a 50-200 g de dulces con un contenido de 0.2% de dlicirricina).
Segun estudios in vivo y evidencia clinica, se acepta como dosis diaria 0.015-0.229
mg glicirricina /kg peso corporal/dia (Isbrucker y Burdock, 2006). Por lo tanto, el
contenido en glicirricina de los alimentos ha de ser cuidadosamente evaluado.

OH OH

Figura 2. Estructura quimica de la glicirricina

Debido a los efectos adversos que puede producir el consumo abusivo de
regaliz, en julio de 2005 (RD 892/2005, de 22 de julio) se modificd la Normativa
General de Etiguetado, Presentacién y Publicidad de los productos alimenticios
(RD 1334/1999 de 31 julio), en lo que respecta a los productos alimenticios que
contienen dcido dlicirricico y su sal amdnica. Asi, en cuanto al etiquetado de
productos que contengan esta sustancia, se tendrd que recoger de manera
obligatoria las siguientes indicaciones (Reglamento UE 1169/2011 del parlamento
europeo y del Consejo de 25 octubre de 2011) sobre la informacién alimentaria
facilitada al consumidor:

v “Contiene regaliz": esta leyenda debe aparecer en dulces y bebidas que
contengan dcido glicirrico o su sal de amonio, por adicién de la sustancia o
sustancias en si, o de la planta del regaliz “Glycyrrhiza glabra”, con una
concentracién > 100 mg/kg 6 10 mg/L, a menos que la palabra “regaliz” ya
conste en la lista de ingredientes o en la denominaciéon del alimento.

v' “Contiene regaliz: las personas que padezcan hipertensién deben evitar un
consumo excesivo”: esta leyenda debe aparecer en dulces que contengan
dcido glicirrico o su sal amdnica por adicién de la sustancia o sustancias en si, o
de la planta de regaliz “"Glycyrrhiza glabra”, en una concentracién > 4 g/kg vy
en bebidas en una concentracién > 50 mg/L, o > 300 mg/L en el caso de las
bebidas que contengan mds de un 1.2 % de alcohol.

2.2 Técnicas de analisis

Las técnicas cromatogrdaficas consisten en la separacién de una mezcla de dos o
mds compuestos por distribucion entre dos fases inmiscibles: una fase movil, que
transporta las sustancias que se separan y que progresa en relacién con la otra,
denominada fase estacionaria. La fase moévil puede ser un liquido o un gas vy la
estacionaria puede ser un sélido o un liquido. Todas las técnicas cromatograficas
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dependen de la distribucién de los componentes de la mezcla entre esas dos fases.
Segun lo anterior, son posibles varios tipos de cromatografia, dependiendo de la
naturaleza de las dos fases involucradas: pueden ser sélido-liquido (capa fina, papel
o columna), o bien liguido-liquido o gases-liquido (fase vapor).

e La cromatografia en capa fina (CCF) es la técnica de andilisis mds comun
para la determinacién de glicirricina, especialmente cuando se requieren andlisis
cualitativos y cuantitativos rdpidos, y de bajo coste. En CCF se utiliza una placa
recubierta con el adsorbente (fase estacionaria) en forma de una capa delgada,
de espesor constante, adherida sobre un soporte rigido, que puede ser una placa
de vidrio, aluminio o poliéster. Hay adsorbentes que contienen un indicador de
fluorescencia para facilitar la identificacién de muestras. Si no se usa indicador y los
componentes no son coloreados, se requerirdn otras técnicas de revelado.

El eluyente (fase movil) ascenderd por capilaridad por la placa y arrastrard los
componentes en forma diferenciada a lo largo de ésta, produciendo "manchas”. El
grado de elucién de las sustancias dependerd tanto de su propia polaridad como
de la polaridad del eluyente utilizado.

e Por ofra parte, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es un fipo
de cromatografia en columna donde por accién de una bomba, se hace pasar
una mezcla de compuestos en un sistema disolvente, cominmente conocido como
fase movil. La fase moévil pasa, a un flujo especificado, a través de una columna
cromatogrdfica que contiene la fase estacionaria. La separaciéon de los
compuestos ocurre en base a la interaccién de éstos con la fase moévil y la fase
estacionaria. La utilizacién de diferentes detectores dependerd de la naturaleza de
los compuestos a determinar.

3 Objetivos

Con este objeto de aprendizaje se persigue que los alumnos sean capaces de:

= Separar e identfificar la glicirricina en distintas muestras de alimentos
mediante cromatografia en capa fina (CCF).

= Aplicar la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para separar,
idenfificar y cuantificar el contenido en dlicirricina de distintas muestras de
alimentos.

= Calcular la concentracién de glicirricina a partir de los datos de las dreas
de los picos obtenidas por HPLC.

» Indicar correctamente su aparicién en el etiquetado de un alimento.

4 Desarrollo

A continuacién, vamos a describir el material necesario y las metodologias
analiticas para cuantificar la glicirricina por dos técnicas cromatogrdficas: CCF y
HPLC. Ademds, se detallard cdmo calcular su contenido a partir de la resolucion
de un supuesto prdctico.

4.1 Material y reactivos

Para llevar a cabo la determinacion de glicirricina que se describe en este articulo
se necesitard el siguiente material:
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Material e instrumentacion:
e Balanza analitica
e Espdtula
e Pinzas
e Maftraces aforados de 10 mL
e Matraz Erlenmeyer de 50 mL
e Vaso de precipitados de 100 mL
e Placa calefactora con agitacién
e Probeta 25 mL
e Centrifuga
e Bano refrigerante
e Tubos de centrifuga
e Micropipetasde 10y 1 mLy 2 uL
e Jeringa y filtros de jeringa de nylon de 0.45 ym.
e Embudo Butchner y Kitasatos para la filtracién de la fase movil
e Sistema de desgasificaciéon de la fase mévil: bafio ultrasonidos
e Viales de inyecciéon
e Equipo cromatogrdfico: HPLC con detector UV-visible
e Cdmara cromatogrdfica
e Cromatoplaca (silicagel 60)

e FEstufa
e Disolvente eluyente (cloroformo:metanol:dcido acético glacial: agua (8: 4:
1.5:1)

e Reactivorevelador (Mezcla 1:1 de una disolucién de 1 g de vainillina disuelta
en 100 mL de etanol al 95% y una disolucién de 5 mL de d&cido sulfirico
disuelto en 100 mL de etanol 95%).

Reactivos gquimicos:

e Cloroformo e Acido sulfurico
e Acido acético glacial e Vainilina

e Metanol e Acetonitrilo

e Efanol e Agua ulfrapura

e Gilicirrizina

4.2 Procedimiento experimental
Preparacion de los extractos

Pesar entre 0.5-1 g de muestra triturada, traspasar a un mafraz de 50 mL y anadir 20 mL
de etanol:agua (1:1 v/v). Mantener la mezcla en agitacion a 60 °C durante 20 min,
enfriar y cenftrifugar durante 10 min a 3000 rom. Tomar el sobrenadante.

Preparacion del patrén de glicirricina

Preparar una disolucion concentrada de 2000 ppm (disolucién madre): para ello
disolver 20 mg del patrén Glicirricina en 10 mL de agua bidestilada.

4.2.1. Separacion de la glicirricina mediante CCF

Los extractos diluidos en etanol (50%) de las muestras se analizardn mediante CCF para
separarlos de ofros fitoconstituyentes presentes. Emplear como disolvente la mezcla
cloroformo:metanol:dcido acético glacial: agua (8:4:1.5:1). En la figura 3 se resumen
los pasos que se describen a continuacion.
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Figura 3. Andlisis por cromatografia en capa fina

En una placa de CCF trazar con Idpiz una linea a 2 cm del borde inferior y 2.5 cm
de los bordes derecho e izquierdo. Senalar sobre ella varios puntos equidistantes.
Depositar en la cromatoplaca con una micropipeta 2 ul, la solucion standard de
glicirricina, y el exiracto de las muestras anteriormente obtenido. Al tocar
brevemente la placa con la micropipeta el liquido se absorbe en la placa por
capilaridad. Pinchar brevemente tres veces en el punfto para conseguir una
mancha de pequeno tamano.

Para desarrollar el cromatograma, depositar la placa en una cubeta de
cromatografia a la que previaomente se ha anadido una pequena cantidad del
eluyente. Hay que tener cuidado de que el nivel de eluyente esté por debajo del
punto donde ha sido "pinchado" el producto. Tapar la cubeta y dejar que el
eluyente ascienda por capilaridad. Los cromatogramas se desarrollan por
cromatografia ascendente usando como eluyente una disolucién de
cloroformo:metanol:édcido acético glacial: agua (8: 4: 1.5: 1). El disolvente arrastra
la muestra a su paso, separando sus componentes. Las distintas moléculas tienen
distinta polaridad, es decir, distinta afinidad por la fase moévil y por la estacionaria,
por lo que se mueven a velocidades diferentes y alcanzan alturas diferentes sobre
la placa.

Antes de que el frente del disolvente ascienda por capilaridad hasta el ofro
extremo de la placa, ésta se saca de la cubeta con unas pinzas y con un ldpiz se
hace una senal indicando hasta dénde ha llegado el eluyente.

Tras dejar evaporar el disolvente de la placa en una estufa, revelar la placa y
medir la distancia recorrida por la muestra y compararla con el patrdén, tal y como
se describe a continuacion.

Revelado de las placas cromatogrdéficas

El siguiente paso es el revelado de las placas cromatogrdficas, para ello, pulverizar
ligeramente los cromatogramas desarrollados con el agente revelador en spray
(vainilla-sulfurico) y secar a 100 °C hasta el completo desarrollo del color.

Identificacion de glicirricina

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen
de la placa se conoce como relacion de frentes (Rf), y tiene un valor constante para
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cada compuesto en unas condiciones cromatogrdficas determinadas (adsorbente,
disolvente, famano de la cubeta, temperatura, etc.). Para calcular el Rf se aplica la
siguiente expresion (Figura 4, ecuaciéon 1):

__ distancia recorrida por el compuesto (a)

Rf =

N
distancia recorrida por el eluyente (b) (ec )

4 Frente del eluyente

a) | —— Muestra

Punto de aplicaciéon

/

(@ @®

Figura 4. Relacién de frentes (Rf)

4.4.2. Determinacioén de glicirricina por HPLC
Preparacién de disoluciones patrén

A partir de la disolucién de dglicirricina de 2000 ppm preparada anteriormente
(disolucion madre), preparar disoluciones de 1000, 500, 400, 300 y 100 ppm.

Inyeccion de las muestras y de las disoluciones patrén

e Filtrar a través de un filiro de jeringa de nylon de 0.45 um tanto el sobrenadante
procedente de la extraccién de la muestra, como las disoluciones de patrén de
glicirricina.

* Recoger el filtrado en un vial de inyeccidn.

* Introducir el vial en el muestreador automdtico.

Condiciones cromatogréficas

e Fase estacionaria: columna C18 (250 x 4.6mm) con tamano de particula 5um

e Volumen de inyeccion: 20 yL

e Deteccién : UV 254 nm

e Fase movil: A, acetonitrilo:agua:dcido acético glacial (35:64:1,v/v/v); y B,
metanol. Flujo 1 mL/min.

e Programacién:

Tiempo Composicidn fase movil (%)

(min) A B

0 99 1

10 90 10

13 80 20

15 70 30

20 60 40
30-45 50 50
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4.3 Interpretacion de los resultados mediante la resolucion
de un supuesto practico

Vamos a imaginar que hemos extraido la glicirricina de unas muestras de caramelos
de regaliz, segun hemos explicado en el apartado 4.2 y hemos preparado las
correspondientes disoluciones patrén de glicirricina segun 4.4.2.

1. ldentificacién

En primer lugar se inyecta en el sistema cromatogrdfico la disolucidn madre de
glicirricina (2000 ppm). El cromatograma obtenido nos permite comprobar el
tiempo de retencion (tr) del compuesto (Figura 5).

L mAU WVL:284 nm o |

1-26.240

Gly 242

50+ 00

1 o
€0+
] 0
0+
| 0
20+
100

100+
1 4

. 100 4=

Figura 5. Cromatograma obtenido por HPLC (izquierda) y espectro UV a 254 nm
(derecha) de la disolucion patrén de glicirricina (2000 ppm)

Como puede observarse en la Figura 5, en este caso se obtiene que el tiempo de
retencion para la glicirricina es de 25 min. La posterior identificacidon de esta sustancia
en la muestra se realiza por comparacién de los tr del patrdn con los picos de los
cromatogramas obtenidos.

2. Cuantificacién

La determinacion del contenido en dlicirricina en las muestras se realiza por el método
del patrén externo. Para ello, en primer lugar se inyectan las disoluciones patrén
preparadas de 2000, 1000, 500, 400, 300 y 100 ppm de glicirricina.

e A partir de los cromatogramas obtenidos se calculan las dreas de los picos
correspondientes para cada concentracion.

¢ Larepresentaciéon de las dreas de los picos frente a los valores de concentracién nos
permite obtener la recta de calibrado, que serd utiizada para calcular la
concentracién de esta sustancia en las muestras (Figura 6).
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Figura 6. Recta de calibrado de patrén glicirricina obtenida

A continuacioén, se inyecta el extracto de la muestra y se analiza el cromatograma
obtenido (Figura 7). En el cromatograma podemos identificar el pico correspondiente
a la glicirricina y obtener su drea.

e Sustituyendo el valor del drea del pico correspondiente a la glirricina en la muestra
de caramelo, en las ecuaciones de la recta de calibrado, podemos calcular la
concentracién de glicirricina en el extracto de muestra inyectado en el cromatégrafo.

Vedmoslo mds claro resolviendo el ejemplo:

Area (y) = 25040 — y = 20821x + 2678.4 — concentracion (x)= 1073.99 mg/L

e Por Ultimo, para determinar la concentracion de glicirricina en el caramelo (mg/ por
100 mg) tenemos que considerar las diferentes diluciones realizadas en el protocolo
analitico.

H

4-um
'-'531'
| £ 341K

2-1808)- 15488 5-2213:\
a " 'V | W

Figura 7. Ejemplo de cromaftograma de una muestra de caramelo de regaliz

e Asi en nuestro ejemplo, si hemos pesado 1 g de caramelo y hemos extraido con 20
mL de disolvente:

P&gina 8 de 10



2\ UNIVERSITAT
F) POLITECNICA
DE VALENCIA

L 1073.99mg 0.021L mg g
Glicirricina = X = 22554 — =~ 225 —
L 0.001kg kg kg

Con los resultados obtenidos, screes que seria necesario indicar alguna mencidén en la
etiqueta del producto?

Segun hemos comentado en el apartado 2.1, puesto que el valor obtenido de
glicirricina en el caramelo de regaliz es superior a 4 g/Kg. segun el Reglamento UE
1169/2011, debe indicarse en la etiqueta del producto: “Contiene regaliz: las personas
que padezcan hipertensidon deben evitar un consumo excesivo™.

5 Cierre

En este objeto de aprendizaje se ha descrito el procedimiento para extraer y
determinar la cantfidad de gliciricina en alimentos mediante dos técnicas
cromatogrdficas diferentes, por lado mediante cromatografia en capa fina, y por
otro, mediante cromatografia liquida de alta resolucién. Ademds, mediante un
ejemplo prdctico se ha explicado cédmo realizar los cdlculos para obtener la
concentracién de dlicirricina en g/kg a partir de los resultados obtenidos en el
andlisis cromatogrdfico y se ha valorado la mencién a indicar en la etiqueta del
alimento, tal y como lo exige la correspondiente legislacion.
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