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1 Resumen de las ideas clave

El empleo de altas temperaturas en alimentos puede dar lugar a sustancias
potencialmente toxicas como los compuestos derivados de la reaccion de Maillard,
entre los que se encuentra el hidroximetilfurfural (HMF).

La presencia de este compuesto es utilizada como control de calidad de diversos
alimentos procesados; sin embargo, la variabilidad detectada entre los diferentes
estudios y el importante potencial téxico del HMF sobre la salud, sefialan la
necesidad de optimizar su determinacion, lo que permitira estimar de manera fiable
la ingesta diaria de HMF entre la poblacion. El método analitico mas utilizado para
su determinacidon es la cromatografia liquida de alta resolucidn con deteccion
ultravioleta (HPLC-UV) debido a su bajo coste, alta resolucion y versatilidad y
elevada sensibilidad.

2 Introduccidn

Los tratamientos térmicos son aplicados a los alimentos con el objetivo de obtener
productos con unas caracteristicas sensoriales determinadas, asegurar su
estabilidad microbiolégica o inhibir la actividad enzimatica. Sin embargo, el empleo
de altas temperaturas puede dar lugar a ciertas reacciones entre los constituyentes
del alimento y generar nuevos compuestos, algunos de los cuales pueden tener un
efecto nocivo para la salud. Entre las sustancias potencialmente toxicas que se
forman como consecuencia de la aplicacion de este tipo de tratamientos
destacan; los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cloropropanoles y sus
ésteres, asi como los contaminantes derivados de la Reaccién de Maillard como las
aminas heterociclicas, el furano, el hidroximetilfurfural y la acrilamidalll.
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Figura 1. Férmula estructural del hidroximetilfurfural (HMF)

El hidroximetilfurfural, HMF o 5-(Hidroximetil)-2-furfural es un aldehido ciclico,
intermediario en la reaccion de Mailard, que también se forma por la
deshidratacibn de azlcares a elevadas temperaturas (caramelizacion). La
reaccion de Malillard es una reaccion de pardeamiento no enzimatico responsable
de la formacioén del sabor, color y aroma en diferentes alimentos procesados. La
presencia de HMF se ha identificado en una amplia variedad de alimentos
procesados incluyendo leche, zumos, café, bebidas alcohdlicas y mielBl.
Tradicionalmente, el contenido en HMF ha sido empleado como parametro de
calidad en determinados alimentos procesados, como frutas procesadas, café,
miel y leche, y también para el control de los tratamientos térmicos aplicados a
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derivados de cereales, como son los procesos de secado de la pasta, horneado y
tostado de pan o la extrusidon de cereales infantiles y de desayunol3l.

Diferentes estudios han demostrado que el HMF a elevadas concentraciones
presenta efecto citotdxico y provoca irritacién en 0jos, tracto respiratorio superior,
piel y mucosasl?. Sin embargo, el principal riesgo para la salud derivado de la
presencia del HMF en los alimentos se debe a que el HMF es transformado en el
organismo a 5-sulfoximetilfurfural (SMF) por sulfonaciéon de su grupo funcional
hidroxilo alllico por accion de las enzimas sulfotransferasas. Este derivado del HMF es
un compuesto con demostrado efecto genotdxico y mutagénico:l2l.

Existen estudios dodnde se cuantifica la concentracion de HMF en diferentes tipos de
alimentos y se evalla la exposicion real de la poblacidn a esta sustancia. Sin
embargo, existe cierta variabilidad entre los datos obtenidos en estos estudios, por
lo que algunos autores han sugerido que estas diferencias podrian deberse, en
parte, al empleo de técnicas de analisis diferentesl4. La variabilidad detectada
entre los diferentes estudios y los nuevos hallazgos sobre el potencial toxico del HMF
sobre la salud, sefialan la necesidad de determinar el contenido real de HMF en los
alimentos y optimizar los limites de deteccidon de estas determinaciones, lo que
permitiria estimar de manera fiable la ingesta diaria de HMF entre la poblacién. Las
técnicas cromatograficas son probablemente las técnicas analiticas mas
adecuadas para alcanzar este objetivo por su elevada sensibilidad, selectividad,
resolucion y rapidez.

Objetivos

Este articulo tiene como objetivo que el alumno sea capaz de:

e llevar a cabo la determinacion de HMF empleando la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccidn ultravioleta (HPLC-UV).

e Calcular la concentracion de HMF en una muestra de café a partir de los
resultados obtenidos en el analisis cromatografico.

Desarrollo

A continuacion, describiremos el procedimiento de extraccion de HMF en una
muestra de café y posterior andlisis empleando cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC). Finalmente, veremos un ejemplo practico dénde calcularemos la
concentracion de HMF en una muestra café.

4.1 Fundamento

Existen diferentes métodos para la determinacién de HMF en alimentos. En matrices
simples, como miel o zumos de frutas, el empleo de un método espectrofotométrico
en la regién ultravioleta basado en la reaccién del HMF con bisulfito de sodio es un
procedimiento sencillo para su cuantificaciéon. Sin embargo, la reaccién de otras
sustancias presentes en el alimento podria dar lugar a una sobreestimaciéon del
contenido en HMF en determinados tipos de productoslsl. En este sentido, el empleo
de las técnicas cromatograficas para la determinacion de HMF en alimentos es una
técnica esencial cuando se trata de matrices complejas o cuando es necesario
detectar concentraciones muy bajas de este compuesto en el alimento. La
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cromatografia liquida de alta eficacia (HLPC) ha sido empleada para el andlisis e
HMF en muestras de café con resultados satisfactoriosl®l. Antes del andlisis
cromatografico, es necesario realizar una extraccion del HMF de la muestra con
agua y una clarificacion del extracto empleando los reactivos Carrez (1 y Il) o acido
tricloroacéticolsl.

4.2 Materiales y reactivos

Material e instrumentacion:

¢ Balanza anallitica

¢ Tubo Falcon de 50 mL

¢ Micropipetas

¢ Jeringa y filtros de jeringa de nylon de 0.45 um

e Matraces aforados de 10 mL

¢ Viales de inyeccion

¢ Equipo cromatografico: HPLC con detector UV-visible

Reactivos quimicos:

e Agua calidad HPLC

¢ Metanol calidad HPLC

e Acido férmico

¢ Disolucidn estandar de hidroximetilfurfural a 1000 ppm

e Solucion Carrez |: Disolver 1,5 g de ferrocianuro de potasio trihidratado
(KaFe(CN)6 - 3 H20) y diluir con 10 mL de agua destilada

¢ Solucion Carrez II: Disolver 3 g de acetato de zinc dihidratado (Zn(AcO): -
2 H20) y disolver a 10 mL con agua destilada

4.3 Procedimiento experimental

Podemos encontrar en la bibliografia diferentes procedimientos para la extraccion y
analisis de HMF en alimentos. A continuacion, vamos a detallar el procedimiento para
el analisis del contenido de HMF en una muestra de café empleando cromatografia
liguida de alta eficacia con detector ultravioleta (HPLC-UV)LI,

1. Preparacion de las disoluciones patron

Partimos de una disoluciéon patrén de hidroximetilfural (HMF) de 1000 mg cafeina/lL, a
partir de la cual prepararemos una serie de disoluciones patron que seran empleadas
para la elaboracidon de la recta de calibrado. Las disoluciones de hidroximetilfurfural
obtenidas a partir de esta disoluciéon madre son 1, 2.5, 5, 10 y 25 ppm de HMF (mg HMF/L
disolucion patrén).

2. Preparacion del extracto de la muestra

Para la extraccion de HMF en la muestra de café se procede del siguiente modo:

1. Enun tubo de centrifuga de 10 mL se pesan 500 mg de la muestra de café a los
que se incorporan 5 mL de una disolucién de acido férmico al 0.1%. La mezcla
se agita vigorosamente durante 1 minuto y se clarifica afadiendo 250 mL de los
reactivos Carrez (1 y II).

2. Esta disolucion se centrifuga a 4500 g durante 10 minutos a 4 °C.

Pagina 4 de 8



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

3. Tras la centrifugacion, el sobrenadante se recoge en un matraz aforado de 10
mL y la extraccion se repite dos veces afiadiendo 2 mL de la disoluciéon de acido
formico al 0.1% en cada extraccion.

4. Finalmente, los sobrenadantes obtenidos en cada extraccion se combinan en
un matraz aforado, el cual se enrasa hasta un volumen de 10 mL con la disolucién
de 0.1% de acido férmico.

3. Analisis de los extractos y patrones

Los extractos de las muestras, y los patrones se filtran empleando un filtro de jeringa de
nylon de 0.45 um y se trasvasan a un vial de cromatografia. Finalmente, los viales se
introducen en el muestreador automatico del equipo cromatografico y se inyectan 20
uL de cada uno de ellos para su analisis.

Condiciones cromatogréaficas

« Columna C18 (1540 x 4,6 mm y 5 um) con pre-columna
o Fase movil A: Acetonitrilo
o Fase movil B: Agua acidificada con acido fémico al 0.1%
« Modo de elucién: isocratico
5%: Acetonitrilo: 95% agua acidificada (0.1% acido férmico)
« Detector: UV-vis a A=280 nm
« Volumen de inyeccion: 20 ulL

4. ldentificacion y cuantificacion del HMF presente en la muestra

La identificacion del HMF en la muestra se lleva a cabo comparando los
cromatogramas de las muestras con los cromatogramas de los patrones. Para ello,
en primer lugar, se identifica el HMF en los cromatogramas de los patrones y se
determina su tiempo de retencion (tr). La comparacion de los tr de los picos
obtenidos en el cromatograma de las muestras y de los patrones permite identificar
el HMF en las muestras.

La cuantificacion del HMF se realiza mediante el método del estandar externo. Para
ello, se calcula el area del pico correspondiente al HMF en los cromatogramas de
las disoluciones patrén. A continuacion, se representan los valores de estas areas
frente a su concentracidn correspondiente y finalmente, se construye una recta de
calibrado que nos permitira calcular la concentracion de HMF en los extractos de
las muestras inyectados en el equipo cromatografico.

4.4 Caso practico

Durante el tostado del café, las reacciones de Malillard dan lugar a un conjunto de
sustancias que aportan aroma y color al café, pero también a otras sustancias
nocivas como el HMF. Existen numerosos trabajos donde se indica la alta
variabilidad del contenido en HMF de los cafés comerciales, con contenidos que
oscilan entre 100 y 1900 mg/kg2l. Estos estudios parecen indicar que el café, junto
con el pan, es el alimento que contribuye en mayor medida a la ingesta de HMF
entre la poblacién, debido a su elevado consumolsl.

Siguiendo el protocolo de analisis descrito, vamos a ver un ejemplo donde se
determina la concentracidon de HMF en una muestra de café.
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En primer lugar, y tal y como se ha indicado en el apartado anterior, el andlisis
cromatografico de las disoluciones patréon nos permite identificar el pico del
cromatograma que corresponde al HMF en nuestra muestra de café. En este caso,
tal y como se observa en la figura 2, el tiempo de retencidén para el HMF es 2.80 min.
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Figura 2. Cromatograma de las disoluciones patron de HMF

La integracion de los cromatogramas de los patrones nos permite obtener las areas
correspondientes al pico de HMF en cada una de estas disoluciones (Tabla 1).

Patrén (mg HMF/L) tr Area
1 2,793 684786
25 2,797 1536964
5 2,800 2632150
10 2,803 4959272
25 2,782 12913425

Tabla 1. Tiempo de retencion y area de los picos obtenidos a partir de los
cromatogramas de los patrones de HMF.
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La figura 3 muestra la representacion de los valores del area del pico
correspondiente al HMF frente a su concentracion en cada una de las disoluciones
patréon. El ajuste lineal de estos valores permite obtener la ecuacidon que sera
empleada para calcular la concentraciéon de HMF en las muestras a partir de su
analisis cromatografico.
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Figura 3. Recta de calibrado obtenida con los datos de la Tabla 1

Para identificar el pico correspondiente al HMF en nuestra muestra tendremos que
comparar los tiempos de retencién, e identificar el pico cuyo tiempo de retencion
sera aproximadamente de 2.8 min.

La integracidon del pico correspondiente al HMF en la muestra nos da el valor del
area para este compuesto. Al sustituir el valor del area obtenida en la ecuacién del
ajuste lineal (Figura 3), podemos calcular la concentracion de HMF en el extracto
que ha sido analizado en el equipo cromatografico:

Area (y) = 3905202 — y =508906x + 126535 — concentracion (x)= 7,435 mg/L

Para determinar la concentracion de HMF en la muestra de café tenemos que volver
al procedimiento empleado para preparar la muestra.

)= 148,705 mg/kg

10 mL disolucién 103 g 1L
HMF = 7.435 mg/L x X (

0.5 g muestra kg 103 mL

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto como se determina la
concentracion de hidroximetilfurfural (HMF) en una muestra de café mediante
cromatografia liquida de alta eficacia con deteccidn ultravioleta (HPLC-UV). Con
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ayuda de un ejemplo, hemos puesto en practica como identificar el HMF en el
cromatograma y como cuantificar su concentracibn en una muestra de café
molido.
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