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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Capitulo 12

Cromatografia: Una técnica esencial en la Biotecnologia

Agropecuaria
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Aprobado en: 02/07/2024 Ernesto Gonzilez-Gaona
4 10.46420/9786585756365cap12 Karla Vanessa De Lira-Ramos
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Apolinar Velarde-Martinez
José Mario Miranda-Ramirez

RESUMEN

La biotecnologia agropecuaria es una disciplina esencial que abarca el uso de organismos vivos y
sus componentes para mejorar la produccion agricola y ganadera. Dentro de este campo, la cromatografia
ha emergido como una técnica crucial para el analisis y purificacién de diversos compuestos bioldgicos,
permitiendo la identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos, esenciales para el desarrollo de
soluciones innovadoras en agricultura y ganaderia. L.a cromatografia es una técnica esencial en la
biotecnologia moderna, utilizada para la separacion, purificacion y analisis de biomoléculas, desde su
invencion, esta técnica ha evolucionado considerablemente, permitiendo a los cientificos abordar desafios
complejos en la investigacion y produccion biotecnoldgica. Este capitulo explora en profundidad como
se utiliza la cromatografia en la biotecnologfa agropecuaria, detallando sus principios, tipos, aplicaciones

especificas y estudios de caso relevantes.

INTRODUCCION

La cromatografia tiene un gran impacto en todos los ambitos del analisis y, por tanto, en el
progreso de la ciencia en general. La cromatografia se diferencia de otros métodos de separacion en que
se puede utilizar una amplia variedad de materiales, equipos y técnicas (Ismail, 2017). La cromatografia
es una herramienta indispensable en la biotecnologfa agropecuaria, proporcionando métodos precisos y
tiables para el analisis y purificaciéon de una amplia variedad de compuestos biolégicos. Cualquier método
bioanalitico incluye varios pasos, siendo todos ellos importantes para lograr resultados confiables. El
primer paso es tomar alicuotas de muestras para el analisis, seguido del procedimiento de extraccion y
limpieza de la muestra, analisis cromatografico y deteccion (Novakova & Vickova, 2009). Los principios

generales de extraccion se describen primero como base para comprender la cromatografia.

| 148 |


https://doi.org/10.46420/9786585756365cap12
https://orcid.org/0000-0001-5489-4183
https://orcid.org/0000-0002-2296-8210
https://orcid.org/0000-0002-2768-7012
https://orcid.org/0000-0003-0854-6430
https://orcid.org/0000-0002-6867-9414
https://orcid.org/0000-0003-3674-4629

Biotecnologia agropecuaria aplicada

Principios de la cromatografia

Cromatografia es un término general aplicado a una amplia variedad de técnicas de separacion
basadas en la distribucién (particién) de una muestra (soluto) entre una fase moévil y una fase fija o
estacionaria. Puede verse como una serie de equilibrios entre la fase mévil y estacionaria. La interaccion
relativa de un soluto con estas dos fases se describe mediante el coeficiente de particion (K) o distribucion
(D) (relaciéon entre la concentracion de soluto en la fase estacionaria y la concentracién de soluto en la
fase movil). La fase mévil puede ser gaseosa, liquida o un fluido supercritico. La fase estacionaria puede
ser un liquido o solido (Ismail, 2017). La cromatografia, en el ambito mas general, se clasifica segtin la
fase movil utilizada, cuando la fase moévil es un gas se le nombra cromatografia de gases, cuando la fase
moévil es un liquido se le conoce como cromatografia de liquidos y también encontramos a la
cromatografia de fluidos supercriticos. El campo de la cromatografia también se puede subdividir segin

las diversas técnicas aplicadas o segun los principios fisicoquimicos implicados en la separacion (Figura

1.

CROMATOGRAFIA
CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
DE GASES DE FLUIDOS DE LiQUIDOS
SUPERCRITICOS

GAS-Liguino

CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFiA CROMATOGRAFIA
EN PAPEL DE COLUMNA EN CAPA FINA

LiquIDo-LiguIDo
Liguipo-Liquioo LiQUIDO-50LIDC

Liquipe-Liguino LiouIDo-soUDo

Figura 1. Subdivisiones de la cromatografia, segin la técnica aplicada. Fuente: Ismail (2017).
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Separacion

Varios principios fisicoquimicos estan involucrados en los mecanismos cromatograficos
empleados para separar los diversos compuestos de interés, independientemente de las técnicas
especificas aplicadas. Hay que destacar que en una separaciéon puede intervenir mas de un mecanismo.
Cabe resaltar que, entre la fase mévil, la muestra (soluto) y la fase estacionaria debe de originarse una
reaccioén de interaccion y no una reaccion quimica (cambio molecular). Entre los tres componentes del
sistema cromatografico no debe ocurrir una reacciéon quimica, por lo que cada uno de sus componentes

debera mantener su identidad y propiedades quimicas.

Principios fisicoquimicos de la separacion

Adsorcion (liquido-sdlido)

En este tipo de interaccion, la fase estacionaria, también llamado adsorbente, se elige para permitir
la interaccion diferencial con los componentes de la muestra a resolver. La fase estacionaria es un solido
finamente dividido para maximizar el area superficial. Las principales fuerzas intermoleculares
responsables de la adsorcion cromatografica incluyen: fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostaticas,
interacciones hidrofébicas y enlaces por puentes de hidrégeno (Snyder & Dolan, 2023). La adsorcion es
un proceso dependiente de la concentracion y el coeficiente de adsorciéon no es una constante.

La cromatografia de adsorcion clasica utiliza principalmente silice, alimina o carbon vegetal (no
polar). Tanto la silice como la alimina son adsorbentes polares, poseen grupos hidroxilo en la superficie.
El orden de elucién de los compuestos de estas fases estacionarias adsorbentes a menudo puede
predecirse basandose en sus polaridades relativas. Los compuestos con los grupos funcionales mas
polares se retienen con mayor fuerza en los adsorbentes polares y, por lo tanto, eluyen en dltimo lugar, o
sea, se mantienen por mas tiempo en la fase estacionaria. Primero se eluyen los solutos no polares (con
menos afinidad con la fase estacionaria) Por lo tanto, para lograr la separaciéon del compuesto de interés,
se debera utilizar una fase movil con poca afinidad con la fase estacionaria (Dongare et al., 2023).

La fase estacionaria liquida también puede estar unida covalentemente a un soporte mediante una
reacciéon quimica. Estas fases unidas se han vuelto muy populares para el uso de HPLC y ahora esta
disponible una amplia variedad de fases estacionarias polares y no polares. Se utiliza ampliamente la
HPLC de fase inversa, con una fase estacionaria unida no polar (silice unida con grupos C8 o C18) y un
disolvente polar (agua-acetonitrilo) (Gupta & Biswas, 2023).

La cromatograffa de adsorcion se puede utilizar para separar compuestos aromaticos o alifaticos
no polares, basandose principalmente en el tipo y numero de grupos funcionales presentes. Los
pigmentos carotenoides y clorofila labiles y liposolubles de las plantas se han estudiado ampliamente

mediante cromatografia en columna de adsorcion.
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Particion (liquido-liquido)

En este tipo de interaccién, la fase estacionaria es un liquido inmévil, mientras que la fase moévil
es un segundo liquido, un disolvente inmiscible que fluye a través de la fase inmoévil, proporcionando asi
un contacto intimo entre las dos fases. Los solutos se dividen entre las dos fases liquidas segun sus
coeficientes de particiéon. En la cromatografia de particién, dependiendo de las caracteristicas de los
compuestos a separat, se puede variar la naturaleza de las dos fases liquidas, generalmente mediante
combinacion de disolventes o ajuste del pH de los tampones. A menudo, el mas polar de los dos liquidos
se mantiene estacionario sobre un soporte inerte y el disolvente menos polar se utiliza para eluir los
componentes de la muestra, pero puede utilizarse de la forma inversa (utilizando una fase estacionaria no
polar y una fase moévil polar) (Dayani et al., 2024).

La cromatografia de particiéon liquido-liquido ha sido de gran valor para la quimica de los
carbohidratos. La cromatografia liquida en columna sobre celulosa finamente dividida se ha utilizado
ampliamente en la cromatografifa preparativa de aztcares y sus derivados (Bharani et al., 2024). De la
misma forma, la fase estacionaria puede ser un liquido sobre una matriz sélida. El soporte solido debe
ser inerte o lo mas inerte posible y tener una gran superficie de contacto para maximizar la cantidad de
liquido retenido y tiene que ser capaz de retener una fina pelicula de agua, que sirve como fase
estacionaria. Algunos ejemplos de soportes sélidos que se han utilizado son silice, almidén, celulosa en
polvo y perlas de vidrio (Martins et al., 2024).

La Tabla 1 resume algunos de los procedimientos o métodos cromatograficos que se han
desarrollado en base a diferentes combinaciones de fases moévil-estacionaria. Dado que la naturaleza de
las interacciones entre las moléculas del soluto y las fases movil o estacionaria difiere, estos métodos

tienen la capacidad de separar diferentes tipos de moléculas.

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes métodos cromatograficos. Fuente: Adaptado de Heftmann

(2004).
Método Fase movil Fase estacionaria Caracteristicas de separacion
Cromatografia Gas-Liquido Gas Liquido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia Gas-Sélido Gas Sélido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia de Fluidos Supercriticos Fluido Superctitico Solido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia Liquida Fase Reversa Liquido Polar Solido o liquido no | Tamafio molecular/Polaridad

polar

Cromatografia Liquida Fase Normal

Liquido menos Polar

Solido o liquido polar

Tamafio molecular/Polaridad

Cromatografia de Intercambio I6nico Solido o Liquido | Sélido I6nico Carga molecular

I6nico
Cromatografia de Exclusion Liquido Solido Tamafio molecular
Cromatografia de Interaccion | Liquido Polar Sélido o liquido no | Tamafio molecular/Polaridad
Hidrofobica polar
Cromatografia de Afinidad Agua Sitios de union Estructura especifica
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Extraccion

En su forma mas simple, la extraccion se refiere a la transferencia de un soluto de una fase liquida
o solida a otra para separarla de ésta (Jisha et al., 2023). La extraccion en innumerables formas es parte
integral de la biotecnologfa, ya sea que se utilice para la limpieza preliminar de la muestra, la concentracion
del componente de interés o como medio del andlisis real. Existen varios métodos de extraccion, la
extraccion con solventes (liquido-liquido), que pueden clasificarse como procesos discontinuos,

continuos o contracorriente, la extraccion acelerada con solventes y la extraccion en fase solida.

Métodos de extraccion

La extraccion de los analitos de la matriz es uno de los pasos principales en la preparacion de la
muestra. Actualmente existen numerosas técnicas de extraccion basadas en diferentes principios
fisicoquimicos. Los compuestos a extraer y la cantidad a la que se van a extraer depende de la técnica
utilizada. Lo mas importante es tener la informacién que te permita elegir la técnica de extraccion a
utilizar. También es importante conocer la matriz que se analizara. Por ejemplo, si se quiere trabajar con
compuestos altamente volatiles, las técnicas de destilacion o de espacio de cabeza (HS) son las mas
adecuadas. Para utilizar los métodos de extraccion SPE (Extraccion en fase solida) y ELL (extraccion
liquido-liquido), SPME (microextraccion en fase solida) y SBSE (extraccion con barra agitadora) se debe
conocer la solubilidad de los compuestos a analizar, su polaridad e informacion sobre la absorciéon de los

analitos (Costa-Freitas et al., 2012).

Extraccion liquido-liquido
Extraccion por lotes

En la extraccién por lotes, el soluto se extrae de un disolvente agitandolo con un segundo
disolvente inmiscible. Después de agitar, se dejan separar las fases y se retira la capa que contiene el

componente deseado. El soluto se divide o distribuye entre las dos fases (coeficiente de particion, K):

Concentracidn del soluto en la fase 1

~ Concentracién del soluto en la fase 2

En la extraccién por lotes, a menudo es dificil obtener una separacién completa por lo que, se
recomienda repetir el proceso de extraccion varias veces o realizar un proceso de extraccion en serie, para

extraer la mayor cantidad de soluto posible (Ismail, 2017).
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Extraccion continua

En este tipo de extraccion el disolvente se recicla de modo que el sélido se extrae repetidamente
con un disolvente nuevo. La extraccion continua requiere aparatos especiales, pero es mas eficiente que
la separacion por lotes. Se han disefiado equipos para la extraccion continua de sustancias de liquidos y/o
solidos, y se utilizan diferentes extractores para disolventes mas pesados o mas ligeros que el agua. Un
ejemplo de extraccion continua es el uso de un extractor Soxhlet para extraer grasa de solidos utilizando

disolventes organicos (Kanu, 2021).

Extraccion en Fase Solida

La extraccién en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) es una técnica que implica eliminar
analitos o eliminar interferencias de una matriz compleja. Se puede aplicar para aislar compuestos volatiles
de matrices acuosas. Actualmente es muy utilizado en el andlisis de compuestos volatiles (Li et al., 2000).
La selectividad de la extraccion y, por tanto, la separacion del analito de interés del resto de componentes
de la muestra, depende de la naturaleza de la muestra, el disolvente y el tipo de adsorbente utilizado
(Castro-Mejias et al., 2008; Li et al., 2017). La SPE es una herramienta versatil y eficaz que mejora la
precision y la eficiencia en el analisis de muestras complejas, permitiendo una mejor detecciéon y
cuantificacion de los analitos de interés.

La SPE se basa en la retencion selectiva de analitos en un material adsorbente (fase estacionaria),
y su posterior elucién con un disolvente que presenta mayor afinidad por los analitos que por el
adsorbente. Este proceso permite la separacion, purificacién y concentracion de analitos especificos de
una matriz compleja (Andrade-Eiroa et al, 2016). En la Figura 2 se observan los mecanismos de
separaciéon de una mezcla de solutos por SPE.

Los principios fundamentales de la SPE son los siguientes:

Seleccion del sorbente (adsorbente)

La eleccion del sorbente es crucial y se basa en la naturaleza quimica de los analitos y la matriz de

la muestra. Los tipos comunes de sorbentes incluyen:

e Silica modificada: Modificada con grupos quimicos (C18, C8, CN, NH2, etc) para

interactuar con analitos especificos.

e DPolimeros organicos: como el poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB), 1Ia

poliacrilamida, entre otros que ofrecen alta capacidad y selectividad.

e Carbones activados: Eficientes para la retencion de compuestos no polares y semipolares.
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Condicionamiento del Sorbente
Antes de aplicar la muestra, el sorbente debe ser acondicionado. Este paso incluye:
e Hidratacién: En el caso de sorbentes basados en silica.

e Activacion: Utilizando solventes para preparar la superficie del sorbente y mejorar la

interaccion con los analitos.

Aplicacion de Ia Muestra

La muestra liquida se pasa a través del sorbente, donde los analitos de interés son retenidos debido
a las interacciones especificas con el sorbente, mientras que el resto de la matriz fluye a través sin

retenerse.

Lavado

El lavado se realiza para eliminar los compuestos no deseados que estan débilmente retenidos en
el sorbente. Esto se hace utilizando un solvente que no desorba los analitos de interés pero que elimine

las impurezas.

Elucion de los Analitos

Los analitos de interés se desorben del sorbente utilizando un solvente que tiene una alta afinidad
por ellos. Este paso concentra los analitos y los separa de la matriz original, permitiendo su analisis

posteriof.

Parimetros que Afectan Ia SPE

e pH de la muestra: Puede afectar la ionizacién de los analitos y, por lo tanto, su interaccion

con el sorbente.

e TFuerza i6nica: La presencia de sales puede influir en las interacciones idnicas entre los

analitos y el sorbente.
e Volumen de muestra: Afecta la capacidad de retencién del sorbente.

e Velocidad de flujo: Debe ser controlada para asegurar una interaccion adecuada entre los

analitos y el sorbente.

Ventajas de Ia SPE

e Selectividad: La capacidad de seleccionar diferentes sorbentes y condiciones permite una

alta selectividad para los analitos de interés.
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e Concentracion: La SPE puede concentrar los analitos, mejorando la sensibilidad de las

técnicas de deteccion posteriores.

e Limpieza: Elimina interferencias y compuestos no deseados de la matriz de la muestra,

mejorando la calidad de los resultados analiticos.

e Automatizacion: La SPE es compatible con sistemas automatizados, lo que mejora la

reproducibilidad y la eficiencia del proceso.
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Figura 2. Procedimiento de separacion de una mezcla de solutos por cromatograffa en fase sélida
(SPE). Fuente: Andrade-Eiroa et al. (2016).

Aplicaciones Comunes

La extraccion SPE es esencial en el analisis farmacéutico, para la purificacién y concentracion de
farmacos en muestras bioldgicas, en el analisis ambiental, para la deteccién de contaminantes en agua,
suelo y aire, en el bioanalisis, en donde se utiliza para la preparacién de muestras para el analisis de
biomoléculas como proteinas, péptidos y acidos nucleicos y en la deteccion de residuos de pesticidas,

contaminantes y aditivos en alimentos y bebidas en la industria alimentaria.

Estudio de caso:

Las aminas biogénicas (BA) son compuestos generados por la descarboxilacion de sus
aminoacidos precursores. Su ingesta, incluso en bajas concentraciones, puede provocar varios tipos de
problemas de salud en personas sensibles, éstas pueden formarse facilmente en productos lacteos
fermentados, por la tanto su determinacioén cuantitativa es muy relevante. Se detectaron y cuantificaron

cuatro aminas biogénicas en diferentes productos lacteos (leche, yogur y kéfir). Las aminas se extrajeron
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selectivamente mediante extraccion en fase sélida, posteriormente se derivatizaron con carbamato de 6-
aminoquinolil- N- hidroxisuccinimidilo y se determinaron adicionalmente mediante cromatografia
liquida de alta resolucion con detecciéon de fluorescencia. No se detectaron BA en la mayoria de las
muestras de leche, pero se encontraron en niveles altos en muestras de yogur y kéfir, alcanzando valores

de hasta 79 mg/kg de BA totales en muestras de kéfir (Moniente et al., 2023).

MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

La Microextraccion en Fase Sélida (SPME, por sus siglas en inglés) es una técnica de preparacion
de muestras que combina extracciéon y concentracion en un solo paso, sin la necesidad de solventes.
SPME es ampliamente utilizada en la quimica analitica, especialmente para el analisis de compuestos
volatiles y semi-volatiles en matrices complejas como alimentos, bebidas, aguas y matrices biologicas (Pati
et al, 2021). La instrumentacién bastante simple de SPME y la posibilidad de automatizaciéon total
contribuyeron al desarrollo de nuevos adsorbentes y al nimero cada vez mayor de analitos separados y
matrices complejas analizadas, incluidos suelos y sedimentos. Las aplicaciones de SPME ocupan un lugar
destacado en la quimica analitica moderna (Moein et al., 2014; Zhang et al., 2016; Yao et al., 2022). Cabe
destacar que, a diferencia de la extraccion liquida y la SPE convencional, que implican la extraccion
cuantitativa de analitos y son métodos de separacion "exhaustivos", la SPME se basa en una particién en
equilibrio de un analito entre la fase adsorbente y la matriz de la muestra. La fibra, que es silice modificada,
puede sumergirse directamente en la muestra (DI, por sus siglas en inglés) o colocarse en el espacio de

cabeza de la muestra (HS, por sus siglas en inglés). Los principios de la SPME son los siguientes:

EQUILIBRIO DE PARTICION

LLa SPME se basa en el principio del equilibrio de particion entre la fase sélida (fibra recubierta
de un sorbente) y la fase liquida o gaseosa de la muestra. LLos analitos se distribuyen entre estas fases hasta

alcanzar un equilibrio.

Seleccion del sorbente
La eleccion del sorbente es crucial y depende de la naturaleza de los analitos y la matriz de la
muestra. Los sorbentes comunes incluyen:
e Polidimetilsiloxano (PDMS): Utilizado para compuestos no polares y semi-volatiles.
e Divinilbenceno (DVB): Eficaz para compuestos polares y no polares.
e Carboxeno (CAR): Adecuado para compuestos volatiles y gases.

e PDMS/DVB y CAR/PDMS: Sorbentes combinados para extraer una amplia gama de

analitos.
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Método de extraccion
La fibra recubierta se expone a la muestra (liquida o gaseosa). Los analitos se adsorben o absorben
en el recubrimiento de la fibra. La extraccién puede ser:
e Directa: La fibra se sumerge directamente en la muestra liquida.

e Headspace: La fibra se coloca en la fase de vapor (headspace) sobre la muestra liquida o

solida, util para compuestos volatiles.

Desorcion

Después de la extraccion, la fibra se transfiere a un instrumento de analisis, tipicamente un
cromatografo de gases (GC) o un cromatografo de liquidos (HPLC). La desorcion térmica o por solvente
libera los analitos de la fibra para su deteccion y cuantificacion. En la figura 3 se muestra el procedimiento
de extraccion por inmersion directa en un liquido y la desorcion del analito en el puerto de inyeccion del

cromatografo de gases.

Figura 3. Procedimiento de adsorcién (extraccion) y desorcion de una fibra SPME para analisis de
cromatograffa de gases (GC). Extraccion manual de SPME (1-3) e inyeccion (4-6). Fuente: Herrington
et al. (2020).

Parametros que afectan la SPME

e Temperatura: Afecta la velocidad de difusion y la volatilidad de los analitos.

e Tiempo de extraccion: Influye en el equilibrio de particion; tiempos mas largos pueden

aumentar la cantidad de analito extraido.
e Agitacion: Mejora la transferencia de masa de los analitos hacia la fibra.

e Tuerza i6nica y pH: Pueden influir en la ionizacién y solubilidad de los analitos.
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Ventajas de la SPME

e Sin uso de solventes: Mas ecolégico y reduce costos.
e Simplicidad: Combina extraccién y concentraciéon en un solo paso.
e Sensibilidad: Mejora la detecciéon de analitos en bajas concentraciones.

e Portabilidad: Las fibras SPME son faciles de manejar y transportar.

Aplicaciones Comunes

e Analisis ambiental: Monitoreo de contaminantes en aire, agua y suelo.

e Industria alimentaria: Detecciéon de sabores, aromas y contaminantes en alimentos y
bebidas.

e Forense: Analisis de drogas y compuestos volatiles en muestras biolégicas.

e Farmacéutica: Determinacion de compuestos activos y metabolitos en matrices
biologicas.

e Ecologia quimica: Identificaciéon y cuantificacién de compuestos volatiles organicos

(COVs) como feromonas y aleloquimicos.

Estudio de caso

Los compuestos organicos volatiles (COVs) involucrados en el proceso de fermentacion
contribuyen a la fragancia de la sidra. Se utiliz6 el método de microextraccion en fase sélida con espacio
de cabeza y la cromatografia de gases espectrometria de masas (HS-SPME GC-MS) para el analisis
quimico de COV de sidra. Se analizaron cuatro sidras maduras que se prepararon de manera idéntica,
salvo por la cepa de levadura. Se identificaron veintisiete COVs clave, se detectaron sabores desagradables
y se cuantificaron los olores en concentraciones deseables en comparaciéon con los umbrales de
percepcion. Los COVs variaron considerablemente después de la fermentacién con cuatro nuevas cepas
de . cerevisiae, lo que evidencia la importancia central de la cepa de levadura para el aroma de la sidra

terminada (Bingman et al., 2020).

TIPOS DE CROMATOGRAFIiA EN BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA

La cromatografia es una técnica de separacion esencial en la biotecnologia agropecuaria, utilizada
para purificar y analizar compuestos biolégicos, desde proteinas hasta metabolitos secundarios. Su
capacidad para separar componentes complejos ha revolucionado la investigacion y el desarrollo en la
agricultura y la produccién de alimentos, mejorando la calidad, la eficiencia y la sostenibilidad de los

procesos agropecuarios.
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En la biotecnologia agropecuaria se emplean diversos tipos de cromatografia, cada uno adecuado

para diferentes aplicaciones y tipos de compuestos. A continuacion, se describen los principales tipos:

a) Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) es una forma de cromatografia liquida que se
utiliza para separar los componentes individuales de interés presentes en una mezcla y/o disueltos en la
solucion de muestra. Se basa en el bombeo de la fase mévil a través de la columna empacada a alta
presiéon. El principio basico involucrado en HPLC se basa en el fendmeno de la cromatografia en columna
en el que la fase movil se bombea a través de una columna empaquetada aplicando alta presion (Akash
et al., 2020).

La HPLC permite la separacion de compuestos en una mezcla mediante el uso de alta presion
para forzar el paso de la fase mévil a través de una columna con fase estacionaria. Esta técnica es esencial
para analizar muestras labiles y no volatiles que no es posible analizar en cromatografia de gases. Se utiliza
extensamente para la purificacion de proteinas, acidos nucleicos y metabolitos secundarios en
biotecnologia agropecuaria.

La HPLC es ampliamente utilizada para la separacion y purificaciéon de proteinas, péptidos,
aminoacidos y otros compuestos bioactivos en plantas y animales. En el contexto agropecuario, esta
técnica permite:

e Analisis de calidad: Determinar la pureza y composiciéon de productos agricolas, como

aceites esenciales, flavonoides y antioxidantes.

e Control de contaminantes: Detectar y cuantificar residuos de pesticidas, herbicidas y otros

contaminantes en productos agricolas y alimenticios.

Principios basicos de HPLC

LLa HPLC funciona pasando una muestra liquida a través de una columna que contiene un material
adsorbente. Diferentes componentes de la muestra se separan en funcién de su interaccion con el material
de la columna y el solvente mévil utilizado. Los detectores, como el UV-Vis o el espectréometro de masas,

identifican y cuantifican los componentes separados.

APLICACIONES DE HPLC EN PRODUCTOS AGRICOLAS
Aceites Esenciales

Objetivo: Identificacion y cuantificaciéon de componentes volatiles y aromaticos.
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Procedimiento

Extraccion: Generalmente se realiza mediante destilacién por arrastre de vapor o extraccion con
solventes.

Preparacion de la muestra: La muestra extraida se disuelve en un solvente adecuado.

Antes de realizar el analisis, las muestras de aceites esenciales deben prepararse adecuadamente:

Dilucién: Los aceites esenciales suelen ser muy concentrados. Es necesario diluitlos con un
solvente adecuado (como metanol o acetonitrilo) para obtener una concentracion manejable.

Filtracién: Filtrar la solucién diluida a través de un filtro de membrana (0.45 pm) para eliminar

particulas que puedan obstruir la columna HPLC.

ANALISIS HPLC

Eleccion del sistema

Columna (fase estacionaria):

e Tipo: Columna de fase reversa (C18) es comunmente utilizada debido a su capacidad para
separar una amplia gama de compuestos no polares y moderadamente polares presentes

en los aceites esenciales.

e Dimensiones: Una columna tipica puede tener un tamafio de particula de 3-5 um y
dimensiones de 150-250 mm de largo por 4.6 mm de diametro interno.
Fase movil:
e Composicion: Consiste en una mezcla de un disolvente polar y un semipolar miscible
(ejemplo; agua: acetonitrilo) con un modificador de pH, como acido fostérico o

trifluoroacético).

e Gradiente: Se suele utilizar un gradiente de eluciéon para separar los componentes mas
eficientemente. Por ejemplo, comenzar con un 10% de acetonitrilo y 90% de agua, y
gradualmente aumentar la proporcion de acetonitrilo hasta un 90%.

Resultados: Un detector transforma los datos o sefales obtenidas en cromatogramas que
muestran los picos correspondientes a los diferentes componentes de los aceites esenciales, como
limoneno, cineol, y linalol. El tiempo de retencion (tiempo en el que eluyen los compuestos) nos indica
el tipo de compuesto y la altura y ancho del pico nos indica la concentracion relativa.

Detector:

e Tipo: Detectores de espectrofotometria UV/Vis son los mds comunmente usados.

También se pueden usar detector de arreglo de diodos (DAD) y detector de masas.
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e Longitud de onda: Dependiendo de los componentes especificos a analizar, la longitud
de onda puede variar. Muchos componentes de aceites esenciales absorben en el rango
de 200-300 nm.

Identificacion y cuantificacion

e Estandares: Se utilizan estandares conocidos para identificar picos en el cromatograma.
Esto puede incluir compuestos especificos como linalool, eugenol, limoneno, entre otros.

e Curva de calibracién: Preparar una serie de diluciones de los estandares para crear una
curva de calibracion que permita la cuantificacion de los componentes en la muestra.

e Analisis de datos: El software del HPLC se utiliza para integrar los picos y comparar los
tiempos de retenciéon y areas de los picos con los estaindares que nos hablara del tipo de
compuesto y de su concentracioén en la muestra.

Validacién del método

e Repetibilidad: Realizar multiples inyecciones de la misma muestra para verificar la
consistencia de los resultados.

e DPrecision y exactitud: Evaluar mediante la recuperacién de estandares afiadidos a la
muestra.

Flavonoides

La deteccion de flavonoides por HPLC es un proceso critico en la investigacion y analisis de estos
compuestos debido a sus importantes propiedades bioldgicas y farmacoldgicas. Los flavonoides son una
clase de polifenoles presentes en muchas plantas y alimentos, y su analisis requiere una metodologfa
adecuada para garantizar la precision y reproducibilidad. A continuacion, se detalla un esquema general
del proceso de analisis de flavonoides por

Objetivo: Evaluar el contenido y la composiciéon de flavonoides en frutas, vegetales y otras

plantas.

DETECCION DE FAVONOIDES POR HPLC
Preparacion de Ia muestra
Extraccion de flavonoides

Material vegetal: Tomar la muestra de planta, secar y pulverizar.
Solvente de extraccién: Utlizar solventes como metanol, etanol, o una mezcla de metanol/agua.
Método de extracciéon: Maceracion, sonicacion o extracciéon Soxhlet.

e Maceracién: Remojar el polvo vegetal en el solvente por vatias horas/dias a temperatura

ambiente.
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e Sonicacién: Someter la muestra a ultrasonidos durante 30-60 minutos para mejorar la

extraccion.

e Soxhlet: Realizar una extraccidon continua con solvente calentado durante varias horas.

Preparacion de la soluciéon para HPLC:

e Filtrar la solucion de extracciéon a través de un filtro de membrana (0.45 um) para eliminar

particulas.

e Diluir si es necesario con el solvente mévil utilizado en el HPLC.

ELECCION DEL SISTEMA HPLC
Columna:

e Tipo: Las columnas de fase reversa (C18) son comunmente utilizada debido a su
capacidad para separar una amplia gama de flavonoides.

e Dimensiones: Una columna tipica puede tener un tamafio de particula de 3-5 um y
dimensiones de 150-250 mm de largo por 4.6 mm de diametro interno.

Fase movil:

e Composicion: Mezcla de agua (con un modificador de pH, como acido fosférico o acido
acético) y un solvente organico (como metanol o acetonitrilo).

e Gradiente: Se suele utilizar un gradiente de elucion para separar los flavonoides de manera
eficiente. Por ejemplo, comenzar con un 10% de acetonitrilo y 90% de agua, y
gradualmente aumentar la proporcion de acetonitrilo hasta un 70-80%.

Parametros de deteccion
Detector:

e Tipo: Detector de arreglo de diodos (DAD) o espectrofotometria UV/Vis son
comunmente usados.

e Longitud de onda: Muchos flavonoides absorben en el rango de 250-370 nm, siendo 280
nm y 340 nm longitudes de onda tipicas para deteccion.

Identificacién y cuantificacion:

e [Estandares: Se utilizan estandares conocidos de flavonoides como quercetina,
kaempferol, apigenina, etc., para identificar picos en el cromatograma.

e Curva de calibracién: Preparar una serie de diluciones de los estandares para crear una
curva de calibraciéon que permita la cuantificacion de los flavonoides en la muestra.

e Analisis de datos: El software del HPLC se utiliza para integrar los picos y comparar los

tiempos de retencion y areas de los picos con los estandares.
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Validacion del método:

e Repetibilidad: Realizar multiples inyecciones de la misma muestra para verificar la
consistencia de los resultados.

e Precisién y exactitud: Evaluar mediante la recuperaciéon de estandares afiadidos a la
muestra.

Ejemplo de procedimiento
Preparacion de la muestra:

e Tomar 1 gde polvo de planta y extraer con 20 mL de metanol en un bafio de ultrasonidos
durante 30 minutos.
e Filtrar la solucion resultante y diluir con metanol si es necesario.
Analisis por HPLC:
e Columna: C18, 150 x 4.6 mm, 5 pm.
o Fase moévil: Gradiente de acetonitrilo (A) y agua con 0.1% de acido acético (B).
o 0-5min: 10% A, 90% B.
o 5-25 min: 10-70% A, 90-30% B.
o 25-30 min: 70-80% A, 30-20% B.
e Flyjo: 1 mL/min.
e Detector: UV/Vis, 280 nm y 340 nm.
Interpretacion de resultados
e Comparar los tiempos de retencion de los picos con los estandares para identificar los
flavonoides.

e Usar la curva de calibracion para cuantificar los flavonoides identificados.

Este enfoque proporciona una base sélida para el analisis de flavonoides mediante HPLC,

permitiendo la identificacién y cuantificacion precisa de estos compuestos en diversas muestras vegetales.

b) Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia de gases es una técnica de cromatografia en columna, en la que la fase movil es
un gas y la fase estacionaria es principalmente un liquido inmovilizado sobre un soporte sélido inerte en
una columna empaquetada o de tipo capilar. L.a GC se utiliza para separar los componentes volatiles
térmicamente estables de una mezcla. La cromatografia de gases, especificamente la cromatografia gas-
liquido, implica vaporizar una muestra e inyectarla en la cabeza de la columna. Bajo un gradiente de
temperatura controlado, la muestra se transporta a través de la columna mediante el flujo de una fase
movil gaseosa. Luego, los volatiles se separan en funciéon de varias propiedades como son el punto de

ebullicién, el tamafio molecular y la polaridad. La fase moévil es un gas inerte, como helio o nitrégeno.
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Los componentes de la muestra se volatilizan y son transportados por el gas portador a través de la

columna, donde se separan segun su afinidad con la fase estacionaria (Kumar et al., 2013).

Instrumentacion y Metodologia

La instrumentacion moderna de CG esta diseflada para proporcionar resultados rapidos y
precisos. Combinada con técnicas de preparacion de muestras avanzadas, como la extraccioén en fase
solida (SPE, por sus siglas en inglés) y la microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés),
la CG permite la deteccion de contaminantes en matrices complejas con una minima interferencia. Los
desarrollos en columnas capilares, detectores selectivos y software de andlisis han mejorado atun mas la
sensibilidad y la resolucién de la técnica. La GC es empleada para separar y analizar compuestos que
pueden vaporizarse sin descomponerse. Es 1til para el andlisis de 4cidos grasos, terpenos y pesticidas en
productos agropecuarios. Es ideal para la separacion y analisis de compuestos volatiles y semivolatiles

(Sikuten et al., 2021).

APLICACIONES
Cromatografia de gases en el analisis de aromas y sabores

La cromatograffa de gases (CG) se ha establecido como una herramienta indispensable en el
campo del analisis de aromas y sabores, permitiendo la separaciéon precisa y la identificacion de

compuestos volatiles que contribuyen a las caracteristicas sensoriales de alimentos, bebidas y otros

productos (Cheng et al., 2023).

Identificacion de compuestos aromaiticos

En la industria alimentaria y de bebidas, la CG se utiliza extensamente para identificar los
compuestos que contribuyen a los aromas caracteristicos. Por ejemplo, en el analisis del vino, la CG
puede separar y detectar los ésteres, alcoholes y aldehidos que determinan el perfil aromatico tnico de
cada variedad. La evaluacion del perfil de aroma de los productos alimenticios y bebidas es crucial para
mantener la consistencia y la calidad. Mediante la CG, los técnicos pueden cuantificar los compuestos
aromaticos en diferentes muestras y asegurar que cumplan con los estandares de sabor esperados.
También se emplea para investigar la estabilidad de los aromas en diferentes condiciones de
almacenamiento y procesamiento. Esto es vital para prevenir la degradaciéon de aromas deseables y para
comprender como los cambios en las condiciones pueden alterar el perfil sensorial de un producto (Zhou
et al., 2024).

Las fermentaciones agropecuarias representan un campo vital en la producciéon de alimentos y
bebidas, donde microorganismos transforman sustratos naturales en productos deseables. El control

preciso de estos procesos es esencial para garantizar la calidad y la eficiencia. La cromatografia de gases
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(CG) se ha convertido en una herramienta indispensable para el monitoreo detallado de estos procesos.
Los avances en continuos en la resolucién, sensibilidad y automatizacién de la CG, permite un monitoreo
mas rapido y preciso de las fermentaciones y juega un papel crucial en el monitoreo y control de
fermentaciones agropecuarias, ofreciendo herramientas poderosas para optimizar procesos, mejorar la
calidad del producto final, como vinos, cervezas, quesos y productos lacteos fermentados y garantizar la
seguridad alimentaria en la industria agroalimentaria global. La integracion con técnicas complementarias
como la espectrometrfa de masas ofrece resultados fiables en el anilisis de metabolémica y la
caracterizacion detallada de los productos fermentados (Zhang et al., 2024).

Las fermentaciones agropecuarias involucran una variedad de procesos que producen

compuestos volatiles esenciales para la calidad del producto, por lo que la CG se utiliza para:

¢ Monitoreo de Metabolitos
Durante la fermentacién, los microorganismos producen una diversidad de metabolitos,
incluyendo alcoholes, acidos organicos, ésteres y compuestos sulfurados. La CG permite identificar y
cuantificar estos metabolitos, proporcionando informacion crucial sobre el progreso de la fermentacion

y la calidad del producto.

e Control de Contaminantes
Las fermentaciones pueden ser susceptibles a contaminaciones que afectan el perfil aromatico y
la seguridad alimentaria. La CG detecta trazas de contaminantes como pesticidas, residuos de antibidticos
y productos de degradacion, garantizando la conformidad con las normativas alimentarias y la seguridad
del consumidor.
e Optimizacioén de procesos
La optimizacién de las condiciones de fermentaciéon es fundamental para maximizar la
produccion de compuestos deseables y minimizar subproductos no deseados. .a CG evalia como los
cambios en variables como la temperatura, pH y tiempo de fermentacién afectan la composicion del
producto final, facilitando ajustes precisos y eficientes en el proceso.
Casos destacados de aplicacion de CG
e Monitoreo de fermentaciones de vinos: Identificacion de ésteres y alcoholes que
contribuyen al aroma y sabor del vino.
e Producciéon de quesos: Cuantificacion de acidos grasos volatiles y compuestos aromaticos
para mejorar la calidad sensorial.
e Fermentacién de cerveza: Analisis de compuestos fendlicos y volatiles que afectan el perfil
de sabor y estabilidad del producto final.
Anailisis de hormonas esteroides: La GC es eficaz en la separacion y analisis de hormonas

esteroides como la testosterona y el estradiol, que son volatiles y termolabiles.
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APLICACIONES EN EL CONTROL DE CONTAMINANTES

La cromatografia de gases desempefia un papel crucial en el control de contaminantes en
productos agropecuarios, proporcionando a los productores, reguladores y consumidores la tranquilidad
de que los alimentos y materias primas agropecuarias cumplen con estandares rigurosos de seguridad y
calidad. La demanda global de alimentos seguros y saludables sigue creciendo, por lo que la CG es una
herramienta indispensable en la vigilancia y el monitoreo de la cadena alimentaria, asegurando que los
productos agropecuarios lleguen al mercado libres de contaminantes nocivos.

e Plaguicidas y herbicidas

Uno de los usos mas criticos de la CG en productos agropecuarios es la deteccion y cuantificacion
de pesticidas y herbicidas. Estos productos quimicos, disefiados para proteger cultivos y ganado de plagas
y malezas, pueden acumularse en los tejidos vegetales y animales si no se aplican correctamente o si se
utilizan en exceso. La CG permite identificar residuos de pesticidas por debajo de los limites maximos de
residuos (LMR) establecidos por las autoridades reguladoras, asegurando que los productos sean seguros

para el consumo humano (Li et al., 2020).

e Micotoxinas
LLas micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por ciertos hongos que pueden
contaminar los cultivos, especialmente granos y forrajes. La exposicion a micotoxinas puede tener efectos
adversos graves en la salud humana y animal. .a CG se utiliza para detectar y cuantificar estas toxinas
con alta sensibilidad y precisiéon, asegurando que los productos agropecuarios estén libres de

contaminacion fungica a niveles perjudiciales (Muriana, 2023).

Cromatografia de Intercambio Iénico
LLa cromatografia de intercambio i6nico (CII) es una técnica de separacion que se basa en las
diferencias de carga de los compuestos. L.a CII se basa en el principio de separaciéon de iones mediante
intercambio i6nico reversible entre una fase estacionaria cargada y los iones presentes en la muestra
liquida. Utiliza resinas con grupos cargados que interactuan con los iones de las muestras. La CII es
fundamental para separar iones y moléculas polares, siendo crucial en:
e Nutricion vegetal: Analisis de suelos y soluciones nutritivas para determinar la
disponibilidad de nutrientes esenciales.
e Producciéon de bioproductos: Purificaciéon de enzimas y proteinas recombinantes

utilizadas en la mejora genética de cultivos.

Aplicacion de Ia CII en Ia nutricion vegetal

La Cromatografia de Intercambio I6nico (CII) ha revolucionado la manera en que entendemos y

optimizamos la nutricién vegetal. A través de esta técnica analitica avanzada, los cientificos y agronomos
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pueden caracterizar con precision los nutrientes esenciales en el suelo y en las soluciones de nutrientes,
proporcionando asf una herramienta invaluable para mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos.
Esta técnica permite la determinacion cuantitativa y cualitativa de macronutrientes como nitrato (NO3%),
fosfato (PO4"3-), potasio (K”*+), calcio (Ca”™2+), magnesio (Mg"2+), y micronutrientes como hierro
(Fe™2+/Fe”3+), manganeso (Mn"2+), zinc (Zn"2+), entre otros (Sparks, 2003).

APLICACIONES PRACTICAS EN LA NUTRICION VEGETAL

e Diagnéstico de deficiencias y excesos nutricionales

La CII permite a los agrénomos y cientificos determinar con precisiéon la disponibilidad de
nutrientes esenciales en el suelo y en soluciones hidroponicas. Mediante la medicion directa de los iones
especificos, es posible identificar deficiencias o excesos que puedan afectar el crecimiento y desarrollo de
los cultivos. Por ejemplo, una baja concentraciéon de nitrato puede indicar la necesidad de ajustar las
aplicaciones de fertilizantes nitrogenados. Al conocer los perfiles iénicos del suelo o de las soluciones
nutritivas, los agricultores pueden ajustar las férmulas de fertilizaciéon de manera precisa. Esto no solo
mejora la eficiencia en el uso de los fertilizantes, reduciendo costos y minimizando el impacto ambiental,
sino que también maximiza la absorciéon de nutrientes por parte de las plantas, mejorando su salud y

rendimiento (Kozaki et al., 2021).

e Monitoreo continuo y mantenimiento de la salud nutricional de los cultivos
La capacidad de realizar analisis rapidos y repetitivos con CII permite un monitoreo continuo de
la disponibilidad de nutrientes en diferentes etapas de crecimiento de los cultivos. Esto es crucial para
ajustar las estrategias de fertilizacion a medida que cambian las condiciones ambientales o los
requerimientos de los cultivos, asegurando asf una nutricién éptima y reduciendo el riesgo de deficiencias
o toxicidades nutricionales (Jones, 2005).
e CII en el analisis de oligonucle6tidos
La cromatografia de intercambio i6nico es ampliamente utilizada para purificar acidos nucleicos,
lo que es esencial para técnicas como la PCR y la secuenciacion genética. Es una técnica analitica poderosa
utilizada en la bioquimica y la biologfa molecular para separar, identificar y purificar compuestos
quimicos, incluidos acidos nucleicos como el ADN y el ARN. Su aplicacion en el analisis de ADN y ARN
es crucial para diversas investigaciones y aplicaciones practicas. LLa cromatografia de intercambio i6nico
separa moléculas basandose en sus cargas eléctricas.
e Separacion de fragmentos de ADN: Diferentes fragmentos de ADN o ARN pueden tener
diferentes cargas netas, permitiendo su separacion eficiente mediante intercambio iénico.
e PDurificacion de ARN: Se utiliza para purificar ARN de alto peso molecular de

contaminantes mas pequefos o de otros tipos de ARN.
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Cromatografia de Afinidad

La cromatografia de afinidad (CA) es una técnica de separacion avanzada basada en la interaccion

especifica entre una proteina objetivo y un ligando que se encuentra unido a una matriz solida. En el

contexto de la biotecnologia agropecuaria, esta técnica es esencial debido a su alta especificidad y

capacidad para purificar proteinas en grandes cantidades y con alta pureza (Rodriguez et al., 2020).

Tipos de ligandos utilizados

Existen diversos tipos de ligandos utilizados en la cromatografia de afinidad, dependiendo de la

naturaleza de la proteina objetivo y de los objetivos especificos de purificacion. Algunos ejemplos

comunes incluyen:

Anticuerpos y antigenos: Utilizados para la purificaciéon de proteinas que tienen una
interacciéon especifica con anticuerpos, como en el caso de proteinas recombinantes

utilizadas en vacunas.

Hapténos: Ligandos que se unen a anticuerpos especificos, como en el caso de toxinas
vegetales o componentes alergénicos en plantas modificadas genéticamente.

Metaliones: Utilizados en la purificacion de enzimas metalo-dependientes o proteinas que

contienen sitios de unién de metales.

Aplicaciones en la Biotecnologia Agropecuaria

En la produccién agricola y ganadera, la cromatografia de afinidad juega un papel crucial en varias

aplicaciones:

Purificacién de enzimas: Muchas enzimas utilizadas en la modificacion genética de
cultivos o en la producciéon de biocombustibles deben ser purificadas en grandes
cantidades y con alta especificidad. La cromatografia de afinidad permite la separacion de
estas enzimas con alta pureza, minimizando la contaminacién con otras proteinas
celulares.

Produccién de vacunas: La purificaciéon de proteinas recombinantes utilizadas como
antigenos en vacunas es esencial para garantizar la eficacia y seguridad de los productos
finales. La cromatografia de afinidad permite la separaciéon de estas proteinas con alta
eficiencia, eliminando contaminantes que podrian afectar la respuesta inmune en los
animales o humanos vacunados.

Mejora de cultivos: En la ingenierfa genética de plantas y cultivos, la purificaciéon de
proteinas clave involucradas en la resistencia a plagas o enfermedades es crucial. La
cromatografia de afinidad facilita la obtencion de estas proteinas en cantidades suficientes
para la investigacion y la aplicacion practica en el campo.
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e DPurificacién de hormonas: La cromatografia de afinidad puede usarse para purificar
hormonas especificas de una mezcla compleja, mejorando la exactitud de los analisis

subsecuentes.

e Estudios de interaccién Hormona-Receptor: Permite estudiar las interacciones entre
hormonas y sus receptores, lo cual es crucial para entender los mecanismos de accién

hormonal (Hirpessa et al., 2020).

CII en el desarrollo de vacunas y antigenos en Biotecnologia Agropecuaria

La cromatografia de afinidad ha revolucionado el campo de la biotecnologia agropecuaria al
facilitar el desarrollo eficiente y preciso de vacunas y antigenos. Este método se ha convertido en una
herramienta indispensable para la purificaciéon de proteinas especificas, permitiendo a los investigadores
y cientificos obtener productos de alta pureza y biolégicamente activos para su aplicacion en la industria

agricola y ganadera.

e Desarrollo de vacunas
En el contexto de la biotecnologia agropecuaria, la cromatografia de afinidad desempefia un papel
crucial en la produccién de vacunas recombinantes. Las vacunas recombinantes se basan en la expresion
de proteinas virales o bacterianas clave en sistemas de expresion heterélogos, como bacterias o levaduras.
Una vez producidas, estas proteinas necesitan ser purificadas para eliminar impurezas y otros
componentes celulares que podrian ser inmunogénicos o causar efectos adversos. I.a cromatografia de
afinidad permite la purificaciéon rapida y eficiente de antigenos recombinantes mediante la captura
selectiva de la proteina de interés utilizando ligandos especificos. Esto no solo aumenta la pureza del
antigeno, sino que también asegura que la vacuna resultante sea segura y efectiva, minimizando la
presencia de contaminantes que podrian inducir respuestas inmunitarias no deseadas en los animales o
humanos vacunados (Razak et al., 2023).
e Produccion de antigenos para diagnostico y tratamiento
Ademas de las vacunas, la cromatografia de afinidad se utiliza ampliamente en la produccién de
antigenos para diagnostico y tratamiento en el campo agropecuario. Los antigenos purificados se emplean
en pruebas diagnosticas para detectar enfermedades especificas en animales y en la evaluacion de la
inmunidad en poblaciones ganaderas. La alta pureza obtenida mediante este método asegura resultados

precisos y confiables en las pruebas de diagnoéstico, mejorando asi la salud y la productividad animal.

Cromatografia de exclusion por tamafio
La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, por sus siglas en inglés) ha emergido como una
herramienta indispensable en la biotecnologfa agropecuaria, proporcionando métodos precisos para la

separacion y purificacion de biomoléculas clave utilizadas en diversos procesos agricolas y ganaderos.
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Esta técnica se fundamenta en la capacidad de separar moléculas segun su tamafio y forma,
independientemente de su carga o afinidad por el soporte estacionario, lo que la convierte en una opcion
versatil para la industria biotecnoldgica. La SEC se basa en el principio de que las moléculas mas grandes
son excluidas de los poros internos del material de empaque, permitiendo que las moléculas mas pequefias
entren en esos poros y, por lo tanto, se retarden en su movimiento a través de la columna (Kumari et al.,

2023).

APLICACIONES DE LA SEC
Purificacion de proteinas y enzimas

En la biotecnologia agricola y ganadera, la purificaciéon de proteinas y enzimas es crucial para el
desarrollo de productos y procesos mejorados. La SEC permite la separacion eficiente de proteinas de
interés a partir de complejas mezclas bioldgicas, como extractos celulares o fluidos corporales de
animales, asegurando que los productos finales sean altamente purificados y funcionales (Wongngam et
al., 2023).

Caracterizacion de vacunas y antigenos

En la produccién de vacunas y antigenos para uso en animales, la SEC desempefia un papel
esencial en la caracterizacion de estos productos biolégicos. Permite evaluar la homogeneidad y la pureza
de las formulaciones vacunales al separar las proteinas virales o bacterianas de los contaminantes
potenciales, garantizando la seguridad y eficacia de los productos finales utilizados en la inmunizacién del

ganado y otros animales (Hossienizadeh et al., 2021).

Andilisis de polisacdridos y dcidos nucleicos

Los polisacaridos y acidos nucleicos son componentes fundamentales en la biotecnologia
agropecuaria, ya sea como moduladores de la respuesta inmune en plantas o como vectores para la entrega
de genes en la ganaderfa. L.a SEC facilita la separacion y purificaciéon de estos compuestos segin su
tamafio molecular, lo que permite investigaciones mas precisas sobre sus propiedades bioquimicas y su

interaccién con otros componentes biolégicos (Jiang et al., 2020).

Cromatografia en columna

La cromatografia en columna (CC) es una técnica de separaciéon basada en la distribucion
diferencial de los componentes de una mezcla entre una fase moévil (eluyente) y una fase estacionaria
(columna). La eleccion de la fase estacionaria y el eluyente es crucial para el éxito de la separacion. Se
utilizan columnas rellenas con materiales como silica gel, alimina o resinas poliméricas, que interactdan

selectivamente con los compuestos basandose en sus propiedades fisico-quimicas. El solvente eluyente
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debe ser compatible con los compuestos a separar y tener propiedades adecuadas de solubilidad y

polaridad (Robards & Ryan, 2021).

Preparacion de Ia muestra y carga de Ia columna

Antes de cargar la muestra en la columna, es esencial prepararla adecuadamente. Esto puede
implicar la extracciéon de los compuestos de interés utilizando solventes organicos apropiados y
concentrando la muestra para aumentar la eficiencia de la separacién. La muestra disuelta se carga
cuidadosamente en la parte superior de la columna, generalmente mediante una técnica de gravedad para

evitar la perturbacion de la fase estacionaria.

Proceso de elucion y recoleccion de fracciones

Una vez que la muestra esta cargada, se procede con la elucién, donde el eluyente se pasa a través
de la columna. Durante este proceso, los compuestos se separan segun sus afinidades con la fase
estacionaria y la fase movil. Se recolectan fracciones individuales en tubos de ensayo o frascos,
monitorizando la elucion mediante técnicas analiticas como la cromatografia en capa fina (TLC) para

determinar la composicion de cada fraccion.

Andlisis y caracterizacion de los compuestos

Finalmente, las fracciones recolectadas se analizan para determinar la presencia y pureza de los
compuestos de interés. Técnicas avanzadas como la espectroscopia UV-Vis, espectrometria de masas y
resonancia magnética nuclear (RMN) se utilizan para caracterizar estructuralmente los compuestos
aislados. Este proceso es crucial para identificar nuevas moléculas bioactivas con potencial farmacolégico

o industrial.

Aplicacion de Ia CC en fitoquimica

La fitoquimica, el estudio de los productos quimicos naturales encontrados en las plantas, ha
experimentado un notable avance gracias a técnicas analiticas como la cromatografia en columna. Esta
técnica, fundamental en el arsenal del fitoquimico moderno, permite la separaciéon y purificacion de
compuestos bioactivos de manera eficiente y precisa. La CC ha revolucionado la fitoquimica al permitir
la purificacién de compuestos bioactivos a partir de plantas con fines terapéuticos y biotecnoldgicos. Los
avances recientes en técnicas de columnas automatizadas y el desarrollo de fases estacionarias mas
selectivas han mejorado la eficiencia y la resolucién de esta técnica, ampliando asi su aplicacion en la

investigacion fitoquimica (Cheng et al., 2023).
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Estudio de caso:

Se extrajeron los principios activos de la Nigella sativa 1., una poderosa planta medicinal y
antioxidante con muchas aplicaciones terapéuticas. La extraccion se realizé mediante Soxhlet y extractos
madre y los principios activos se separé mediante cromatografia en columna de silice con los eluyentes
adecuados. Se determinaron las propiedades antioxidantes todas las fracciones recolectadas. A las
fracciones se les realizaron pruebas fitoquimicas cualitativas para determinar las familias quimicas a las
que pertenecen, identificados y caracterizados por GC-MS y HPLC-DAD. El analisis fitoquimico reveld
metabolitos secundarios como polifenoles, flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenos, cumarinas,
taninos y saponinas. Solo dos disolventes (hexano, acetona) de diferentes polaridades podian extraer y
separar facilmente los componentes de Nigella sativa L. Por lo tanto, la actividad antioxidante de Nige/la

sativa L se atribuyé mas a los flavonoides y polifenoles que a los 4cidos grasos (Tiji et al., 2021).

APLICACIONES ESPECIFICAS DE LLA CROMATOGRAFIA EN LA BIOTECNOLOGIA
AGROPECUARIA

Mejora genética de cultivos

La cromatografia juega un papel crucial en la identificacion y cuantificacion de metabolitos
secundarios y compuestos bioactivos en plantas y en plantas transgénicas mejoradas genéticamente (Kaur
et al., 2021; Ojiewo et al.,, 2020; Yang et al,, 2021). Esto permite:

e Seleccion de variedades superiores: Detectar marcadores quimicos asociados con rasgos
deseables, como resistencia a enfermedades y mayor contenido nutricional.

e FDvaluaciéon de la seguridad alimentaria: Asegurar que los cultivos transgénicos no
contienen compuestos toxicos o alérgenos.

La cromatograffa, una técnica analitica utilizada para separar y analizar compuestos quimicos,
tiene aplicaciones significativas en la mejora genética de cultivos. Aqui se describen algunas formas en las

que esta técnica se emplea en este campo:

Analisis de metabolitos secundarios

La cromatograffa, especialmente la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se utiliza
para identificar y cuantificar metabolitos secundarios en las plantas. Estos compuestos, como alcaloides,
flavonoides y terpenoides, pueden influir en la resistencia a plagas y enfermedades, asi como en la calidad

nutricional y organoléptica de los cultivos.
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Seleccion de variedades con caracteristicas deseadas

La cromatografia de gases (GC) y HPLC se emplean para analizar perfiles de metabolitos en
diferentes variedades de cultivos. Esto permite a los mejoradores seleccionar aquellas variedades que
presentan concentraciones 6ptimas de compuestos beneficiosos, contribuyendo a la creacion de cultivos

con mejores propiedades nutritivas, sabor y aroma.

Identificacion de marcadores bioquimicos

La cromatografia puede ayudar a identificar marcadores bioquimicos asociados con rasgos
agronémicos importantes, como la resistencia a enfermedades, tolerancia a estrés ambiental y eficiencia
en el uso de nutrientes. Estos marcadores pueden utilizarse en programas de seleccion asistida por

marcadores (MAS) para acelerar el desarrollo de nuevas variedades.

Desarrollo de cultivos con propiedades nutricionales mejoradas

Mediante la cromatografia, se puede evaluar la presencia y concentracion de vitaminas,
aminoacidos esenciales y otros nutrientes en las plantas como la composicién de acidos grasos en cultivos
oleaginosos como soja, canola y girasol. Esto permite a los mejoradores genéticos trabajar en la mejora
del contenido nutricional de los cultivos, abordando problemas de desnutricion y deficiencias

alimentarias.

Estudio de Ia respuesta al estrés

La cromatografia se utiliza para estudiar los cambios en el perfil de metabolitos en respuesta a
diferentes tipos de estrés, como la sequia, la salinidad y el ataque de patdgenos. Estos estudios ayudan a

entender los mecanismos de resistencia y a desarrollar cultivos mas resilientes.

Deteccion de compuestos no deseados

La cromatograffa puede detectar la presencia de compuestos toxicos o alérgenos en los cultivos.
Esto es crucial para garantizar la seguridad alimentaria y desarrollar variedades que no acumulen estos

COI’IlleCStOS.

Estudio de caso

Se realiz6 retrocruzamiento asistido por marcadores entre variedades endogamicas de mafz dulce
pobres en B-caroteno y lineas endogamicas ricas en B-caroteno para mejorar la concentracién de
carotenoides. Por técnicas cromatograficas (HPLC), se midi6 la concentraciéon de carotenoides y se
determiné que los hibridos producidos mediante el cruce de lineas mejoradas estaban a la par de los

hibridos originales en cuanto al contenido de 3-caroteno (Rathinavel et al., 2023).
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Produccion animal

En la produccién animal, la cromatografia desempefia un papel crucial en la mejora de la salud
animal, la seguridad alimentaria y la eficiencia de la produccién. Esta técnica permite la separacion,
identificacién y cuantificacion de los componentes de mezclas complejas, facilitando el analisis de
sustancias como hormonas, antibiéticos, vitaminas, acidos grasos y toxinas (Hirpessa et al., 2020; Kumar
et al,, 2020; Stachnjuk et al., 2021). En la produccién animal, la cromatograffa se utiliza para:

e Monitoreo de la alimentacién animal: Analizar la composicion de piensos y suplementos para

asegurar una nutricion equilibrada.

e Diagnostico de enfermedades: Detectar biomarcadores especificos en sueros y tejidos animales

para un diagnéstico temprano y preciso de enfermedades.

e Deteccion de residuos de antibioticos: Uno de los usos mas criticos de la cromatografia en la
produccion animal es la deteccion de residuos de antibidticos en productos carnicos y lacteos.
Los antibiéticos son ampliamente utilizados en la produccién animal para prevenir
enfermedades y promover el crecimiento. Sin embargo, el uso indebido o excesivo puede
resultar en residuos en los productos animales, lo que puede ser perjudicial para la salud
humana.

Anilisis de contaminantes y toxinas: Ademas de los residuos de antibiéticos, la cromatografia se
utiliza para detectar otros contaminantes y toxinas, como micotoxinas, pesticidas y metales pesados. Estos
contaminantes pueden entrar en la cadena alimentaria animal a través del pienso contaminado o del medio
ambiente. .a HPLC y la GC, a menudo en combinacién con MS, son herramientas esenciales para el
analisis de estas sustancias. Por ejemplo, la cromatografifa de gases acoplada con espectrometria de masas
(GC-MS) es extremadamente eficaz para la deteccion de pesticidas, mientras que la HPLC-MS es ideal

para el analisis de micotoxinas.

Andlisis de hormonas y metabolitos

La monitorizacién de hormonas y metabolitos en los animales es vital para evaluar su estado de
salud y bienestar. I.as hormonas, como el cortisol, pueden indicar niveles de estrés, mientras que otros
metabolitos pueden reflejar el estado nutricional y metabodlico. La HPLC es una técnica dominante en el
analisis de hormonas debido a su capacidad para separar compuestos complejos y su compatibilidad con
diversos detectores, como el detector UV y el MS. Por otro lado, la GC es util para el analisis de

metabolitos volatiles.
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Diagnéstico de Enfermedades

La cromatografia se emplea en el diagnéstico de enfermedades mediante el analisis de

biomarcadores especificos en muestras biolégicas como sangte, orina y tejidos.

Estudios de Digestibilidad

La cromatografia se utiliza para estudiar la digestibilidad y el metabolismo de los nutrientes en los
animales. Esto incluye el analisis de acidos grasos, aminoacidos y otros componentes del alimento a lo
largo del tracto digestivo.

Mejora reproductiva (deteccion de ciclos estrales): El analisis de hormonas reproductivas
permite la deteccion precisa de los ciclos estrales en hembras, lo que es fundamental para la sincronizacion
de la inseminacion artificial y la mejora de las tasas de concepcion.

Produccion de hormonas y bioensayos

¢ Produccion de hormonas recombinantes: La cromatografia se utiliza en la purificacion
de hormonas recombinantes utilizadas en tratamientos de fertilidad y en la produccién
ganadera.

e Bioensayos de actividad hormonal: Se emplea para desarrollar bioensayos que miden

la actividad biolégica de las hormonas en diferentes condiciones experimentales.

Biocombustibles y bioenergia

La cromatografia es una técnica analitica que se utiliza ampliamente en la investigacion y
producciéon de biocombustibles y bioenergfa. Su uso en este campo abarca varias etapas, desde la
caracterizacion de materias primas hasta el analisis de productos finales y subproductos (Beccaria et al.,
2021; Singh et al., 2022; Vinoth-Kumar et al,, 2020). A continuacién, se detallan algunos de los usos
especificos de la cromatografia en la generacién de biocombustibles y bioenergfa:

Optimizaciéon de procesos de fermentacién: Monitorear la produccién de etanol, biogas y otros
biocombustibles a partir de biomasa agricola.

Analisis de subproductos: Identificar y cuantificar compuestos secundarios que puedan afectar la

eficiencia del biocombustible.

Caracterizacion de materias primas

Las materias primas para biocombustibles incluyen biomasa como algas, residuos agricolas, y
aceites vegetales. La cromatografia, especialmente la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC), se utilizan para:
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e Identificacién y cuantificaciéon de componentes: Determinar la composiciéon quimica

de las materias primas, incluyendo lipidos, azucares, lignina y celulosa.

e Analisis de impurezas: Identificar y cuantificar impurezas que podrian afectar la

eficiencia de la conversién a biocombustibles.

Monitoreo del proceso de produccion
Durante la produccién de biocombustibles, la cromatografia es esencial para monitorear y
optimizar las reacciones quimicas involucradas. Esto incluye:

e Fermentacion: Seguimiento de la fermentacioén de azdcares a etanol o butanol mediante

HPLC para cuantificar la concentracion de productos y subproductos.

e Transesterificacién: En la producciéon de biodiésel a partir de aceites vegetales, la GC
se utiliza para analizar los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) y asegurar la calidad

del biodiésel.

e DPirdlisis y gasificacion: Anilisis de los productos gaseosos y liquidos obtenidos
mediante pirolisis y gasificacion de biomasa utilizando GC para evaluar la eficiencia del

proceso y la composicion del gas de sintesis.

Control de calidad del producto final
Para asegurar que los biocombustibles cumplen con las normas y especificaciones, la
cromatografia se emplea en el control de calidad:

e Pureza del producto: Determinacion de la pureza del biodiésel, bioetanol, biobutanol,

etc., mediante GC y HPLC.

¢ Deteccion de contaminantes: Identificaciéon de contaminantes como glicerol, metanol,

y otros subproductos que puedan afectar el rendimiento del motor y las emisiones.

Andlisis de subproductos y residuos
La produccion de biocombustibles genera varios subproductos y residuos que también necesitan
ser analizados como:

e Valoraciéon de subproductos: La cromatografia permite analizar subproductos como
glicerol (en la produccién de biodiésel) para su posible uso en otros procesos industriales.

e Tratamiento de residuos: Identificacion de compuestos presentes en residuos para su

tratamiento adecuado y minimizacién de impactos ambientales.

| 176 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada
Ejemplos de aplicaciones en Ia produccion de biocombustibles

o Analisis de lipidos en algas: La HPLC se utiliza para analizar el contenido de lipidos en algas,
que son una fuente potencial de biodiésel.

. Determinacién de azicares en biomasa lignocelulésica: La GC y HPLC permiten cuantificar
los azucares liberados durante la hidrélisis de la biomasa lignocelulésica, crucial para la produccion

de bioetanol.

. Caracterizacion de biocombustibles avanzados: Para biocombustibles de segunda y tercera

generacion, la cromatografia ayuda a caracterizar y optimizar nuevos procesos de produccion.

Aplicaciones en ecologia quimica

La ecologia quimica estudia las interacciones quimicas entre organismos y su entorno. La
cromatograffa es una herramienta clave para identificar y caracterizar los compuestos quimicos

implicados en estas interacciones (Mbaluto et al., 2020).

Identificacion de semioquimicos

Los semioquimicos son sustancias quimicas que median la comunicacion entre organismos. Estos

incluyen feromonas, aleloquimicos y kairomonas, entre otros.

e Feromonas: Son sustancias quimicas emitidas por un individuo que afectan el
comportamiento o la fisiologfa de otro individuo de la misma especie. Por ejemplo, las
feromonas sexuales en insectos que se utilizan para el monitoreo y control de plagas.

Aplicacion de GC-MS: La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
permite la identificacién precisa de feromonas en mezclas complejas, facilitando el desarrollo de trampas
y cebos especificos para el control de plagas.

e Aleloquimicos: Son compuestos quimicos que influyen en organismos de diferentes
especies. Estos pueden ser alelopaticos, que inhiben el crecimiento de otras plantas, o
atractivos para polinizadores y otros organismos beneficiosos.

Uso de HPLC: La HPLC se utiliza para aislar y cuantificar aleloquimicos en extractos de plantas,
ayudando en el desarrollo de cultivos con propiedades alelopaticas para el control de malezas.

e Kairomonas: Son sustancias quimicas emitidas por un organismo y detectadas por un
organismo de otra especie, beneficiando al receptor, pero no al emisor. Un ejemplo es el
uso de kairomonas en trampas para el manejo de insectos plaga. El identificar kairomonas
activas en insectos plaga, mejora las estrategias de manejo integrado de plagas. La CG es
ideal para este tipo de analisis (Montagné et al., 2022).

Beneficios de la cromatografia en la Biotecnologfa Agropecuaria
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La integraciéon de técnicas cromatograficas en la biotecnologfa agropecuaria ofrece multiples

beneficios:

e Mejora en el manejo de plagas: La identificacion de semioquimicos especificos permite
desarrollar métodos de control de plagas mas efectivos y ambientalmente amigables.

e Optimizacién de produccién agricola: El analisis de compuestos bioactivos en plantas
contribuye a la selecciéon de cultivos con caracteristicas deseables, como resistencia a

enfermedades o mayor eficiencia en el uso de nutrientes.

e Sostenibilidad ambiental: La cromatografia ayuda a detectar y monitorizar contaminantes y
residuos quimicos en el medio ambiente, promoviendo practicas agricolas mas sostenibles

(Bandeira et al., 2021).

Cromatografia en la deteccion de plaguicidas en el campo agropecuario

La cromatografia es una técnica esencial en la deteccion y analisis de plaguicidas en el campo
agropecuario. Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para proteger los cultivos de plagas,
enfermedades y malezas, pero su uso indebido puede tener efectos perjudiciales en la salud humana y el
medio ambiente. Por lo tanto, el monitoreo preciso y eficiente de los residuos de plaguicidas es crucial
para garantizar la seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental (Narenderan et al., 2020).

La deteccion de plaguicidas mediante cromatografia implica varios pasos clave: la extraccion de
los plaguicidas de las muestras agropecuarias, la separaciéon de los componentes mediante técnicas
cromatograficas, y la identificacion y cuantificacion de los plaguicidas mediante detectores adecuados.

Extraccion de plaguicidas: La extraccion es el primer paso crucial y puede realizarse mediante
diversos métodos como la extracciéon en fase solida (SPE), la extracciéon liquido-liquido (LLE), y la
microextraccion en fase soélida (SPME). Estos métodos buscan aislar y concentrar los plaguicidas
presentes en las muestras.

Separacion Cromatografica: Una vez extraidos, los plaguicidas se separan utilizando técnicas
cromatograficas. La eleccion de la técnica depende de las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas.
La GC es preferida para plaguicidas volatiles, mientras que la HPLC es adecuada para aquellos que no
son volatiles.

Detecciéon y Cuantificacion: Los plaguicidas separados se detectan y cuantifican utilizando
diversos detectores. Los detectores de espectrometria de masas (MS) acoplados a GC o HPLC son
altamente sensibles y especificos, permitiendo la identificacién y cuantificaciéon precisa de los plaguicidas.
Otros detectores incluyen el detector de captura de electrones (ECD) y el detector de fotometria de llama

(FPD) (Mandal et al., 2023).
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Tipos de Cromatografia utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC):
e Principio: Separacién de compuestos basada en su interaccion con una fase estacionaria
y una fase movil liquida.
e Aplicaciones: Utilizada para plaguicidas polares y no volatiles.
e Ventajas: Alta resolucién, precision y capacidad de manejar una amplia gama de
compuestos.
Cromatografia de Gases (GC):
e Principio: Separaciéon de compuestos volatiles en una fase gaseosa a través de una
columna.
e Aplicaciones: Ideal para plaguicidas volatiles y semi-volatiles.
e Ventajas: Alta sensibilidad y selectividad, especialmente cuando se acopla con detectores

especificos.

Meétodos de Deteccion
Deteccion por Espectrometria de Masas (MS):
e Principio: Ionizaciéon de moléculas y andlisis de su relacion masa/carga (m/z).
e Aplicaciones: Usado conjuntamente con HPLC o GC (HPLC-MS, GC-MS) para
identificar y cuantificar plaguicidas.
e Ventajas: Alta sensibilidad y especificidad, capaz de identificar compuestos en

concentraciones muy bajas.

Detecciéon por Fotometria de Llama (FID):
e Principio: Deteccion basada en la ionizacién de compuestos organicos en una llama de
hidrégeno.
e Aplicaciones: Frecuentemente usado en GC.
e Ventajas: Alta sensibilidad para compuestos organicos, simple y robusto.
Deteccion por Captura de Electrones (ECD):
e Principio: Detecta compuestos que capturan electrones, tipicamente halogenados.
e Aplicaciones: Adecuado para detectar plaguicidas organoclorados.

e Ventajas: Muy sensible para compuestos con alta afinidad electrénica.

Procedimiento general

a) Muestreo y preparacion de la muestra:
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e Las muestras de frutas y vegetales son recolectadas y preparadas (lavadas, peladas,
cortadas) segun protocolos estandarizados.
e Se realiza una extraccion de plaguicidas utilizando disolventes apropiados, seguido de una
limpieza del extracto (p.ej., mediante técnicas de QuEChERS).
b) Analisis cromatografico:
e FEl extracto purificado se inyecta en el sistema cromatografico (HPLC o GC).
e Se procede a la separacion de los compuestos de interés en la columna cromatografica.
¢) Detecciéon y cuantificacion:
e Los compuestos separados son detectados mediante los detectores mencionados (MS,
FID, ECD).
e Los resultados son comparados con estandares conocidos para identificar y cuantificar

los plaguicidas presentes en la muestra.

Ventajas y Desafios

e Ventajas: Alta sensibilidad, especificidad y capacidad para analizar multiples plaguicidas

simultaneamente.

e Desafios: Necesidad de equipamiento especializado y personal capacitado, costos

elevados y la complejidad de la preparacién de muestras.

Normativas y Regulaciones

El analisis de plaguicidas en frutas y vegetales esta regulado por organismos internacionales y
nacionales (COFEPRIS, EFSA, EPA, FDA). Estas entidades establecen limites maximos de residuos
(LMRs) y proporcionan directrices para los métodos analiticos aceptables.

En resumen, la cromatograffa y la detecciéon de plaguicidas son esenciales para garantizar la
seguridad alimentaria y proteger la salud publica. L.a combinacion de técnicas avanzadas de separacion y

deteccion permite un analisis preciso y confiable de residuos de plaguicidas en frutas y vegetales.

CONCLUSIONES

La cromatografia es una herramienta indispensable en la biotecnologia agropecuaria,
proporcionando métodos precisos y fiables para el analisis y purificaciéon de una amplia variedad de
compuestos biolégicos. Su aplicaciéon en la produccion de proteinas, el analisis de metabolitos
secundarios, la detecciéon de contaminantes, el mejoramiento genético y la evaluacion de la composicion
nutricional es crucial para el avance y la sostenibilidad de la agricultura y la ganaderia. Con el continuo
desarrollo de nuevas tecnologfas y métodos, la cromatografia seguira siendo un pilar fundamental en la

biotecnologia agropecuaria, contribuyendo a la mejora de la productividad y la calidad en este sector vital.
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