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Desarrollo de un método para la determinación de 

flavonoides y ácidos fenólicos por UFLC-MS

El solvente de extracción con el cual se obtuvo el mayor porcentaje de recuperación de los

compuestos fenólicos seleccionados fue acetonitrilo a un pH de muestra de 2,4; Sin embargo, el

acido clorogénico y el flavonoide rutina, presentaron porcentajes de recuperación menores al 70

% por lo que se recomienda evaluar en la extracción otros factores que permitieran aumentar su

recuperación, como son, la adición de solventes de diferente polaridades, en diferentes

proporciones.

El análisis se llevo a cabo en un cromatógrafo ultra-rápido

Shimadzu Prominence acoplado a un detector selectivo de

masas LCMS-2020; la columna empleada correspondió a una

Shim Pack (60 mm, 2 mm i.d., 2.1 mm con fase estacionaria

C18). Se realizó la separación a través de un gradiente lineal,

donde la fase móvil A estaba compuesta por 0,1 % de ácido

fórmico y 5 mM de acetato de amonio, la fase móvil B,

correspondía a acetonitrilo. El tiempo total de análisis fue de

6,5 min.

La muestra de trabajo fue una miel comercial, la cual se

fortificó con 8 flavonoides y 4 ácidos fenólicos, a

concentraciones entre 5 ng/g y 47 ng/g. El diseño

experimental usado para el desarrollo del método fue

completamente al azar, donde se evaluaron diferentes

solventes de extracción (acetonitrilo, acetonitrilo saturado en

hexano) a un pH de muestra de 2,4. Con el mejor solvente de

extracción, se evaluó el efecto del cambio en el pH de la

muestra (pH 2,0).

La Figura 1, muestra los valores de

porcentaje de recuperación obtenidos

para los diferentes solventes de

extracción, cuando el pH de la miel se ha

ajustado a 2,4 con una solución de ácido

fórmico. Se puedo observar en general

que los mejores porcentajes de

recuperación, mayores al 80 %, son los

obtenidos con acetonitrilo como solvente

de extracción; sin embargo, el ácido

clorogénico y la rutina presentan

porcentajes de recuperación muy bajos

en relación a los otros compuestos

analizados;

Siendo el acetonitrilo el solvente que

presento los mejores porcentajes de

recuperación, se procedió a evaluar la

extracción a dos diferentes pH de la

muestra; dichos valores fueron

seleccionados según estudios previos (1,

5). Los porcentajes de recuperación

obtenidos se muestran en la Figura 2

donde se observo que a un pH de 2,4, el

ácido cumárico, rutina, naringina e

isorhamnetina presentaron mejores

porcentajes de recuperación (diferencias

significativas, P<0,05). Para los

compuestos restantes, a excepción del

acido clorogénico, no se observaron

diferencias significativas entre el pH 2,0 y

el pH 2,4.

Figura 2. Porcentajes de recuperación a diferentes valores de pH de la muestra.
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Figura 1. Porcentajes de recuperación con dos diferentes solventes de extracción.
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Los bajos porcentajes de recuperación del acido clorogénico obtenidos de las extracciones se podrían

atribuir a la existencia de su forma iónica (pKa = 2,2), lo cual evitaría que la fase orgánica realizara la

extracción eficientemente.

Al evaluar la precisión de los ensayos realizados, se pudo observar que los coeficientes de variación

para la extracción con acetonitrilo a un pH de la muestra de 2,0 presentaron valores menores al 10 %,

mientras que para los otros casos alcanzaron valores hasta de 18 %.

Desde tiempos antiguos, la miel es reconocida por tener

innumerables propiedades nutricionales y terapéuticas

siendo la actividad antioxidante una de las mas reconocidas

(1). Esta actividad se atribuye principalmente a la presencia

de ácidos fenólicos y flavonoides (2), los cuales son

metabolitos secundarios de las plantas que han visitado las

abejas; es por esto que es posible establecer una relación

directa entre estos componentes y el origen botánico de la

miel (3; 4). La determinación de los compuestos

antioxidantes en la miel, involucra procesos de extracción

con solventes, que en muchos casos, son metodologías

dispendiosas y poco eficientes. En miras de proponer un

método alternativo al ampliamente usado con resinas para

extractos acuosos de matrices con altos contenidos de

azucares, es así, como el objetivo del presente trabajo fue el

de encontrar el mejor método de extracción de flavonoides y

ácidos fenólicos en miel, que permitan evaluar el mayor

contenido y composición de dichos compuestos


