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DEPARTAMENTO DE NUTRICION y BROMATOLOGIA 
FACULTAD DE FARMACIA. UNIVERSIDAD DE GRANADA 

"DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE DIACETILO EN 
MANTEQUILLA PREVIA FORMACION DEL COMPLEJO 

DIACETIL DIISONICOTIN HIDRAZONA-Zr(lV)". 

García Estepa, R. Mª* Y García-Villanova , R. J. ** 

RESUMEN 

Se ha desarrollado un nuevo método espectrofotométrico para la determinación 
de diacetilo. Se basa en la formación de diacetildiisonicotin hidrazona por reacción 
de diacetilo con isoniacida. La hidrazona compleja con Zr (IV) a pH ácido (1,7) 
formando un quelato amarillo y soluble. La absortividad molar es 1,7.104 1.mol·1 
cm·1 a 410 nm. El método ha sido aplicado a la determinación de diacetilo en 
mantequilla. 

SUMMARY 

A new spectrophotometric method for determination of diacetyl has been 
developed. This method make use of the abili ty of diacety 1 to react with isoniazid 
forming diacetyl diisonicotin hydrazone. This hydrazone then complexes Zr (IV) at 
acid pH ( 1, 7) giving rise to a yellow and soluble chelate. The molar absorptivity is 
1, 7.104 1 mol·1 cm·l. The method has been applied tothemeasure of diacetyl in butter. 

INTRODUCCION 

El aroma natural de la mantequilla tiene su origen en la maduración de la nata 
antes del batido y a él contribuye un complejo conjunto de sustancias, dentro de las 
cuales, el diacetilo ocupa un lugar primordial. 

Juntamente con el diacetilo, se encuentra también otra dicetona, 2, 3-pentanodio­
na en concentración mucho menor que la del primero, e influye en el aroma de modo 
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igual al diacetilo, aunque el umbral de detección sensorial de cada una es bien 
distinto. 

El interés por el control y conocimiento de la cantidad de dice tonas vecinales más 
importantes en los alimentos (diacetilo y 2, 3-pentanodiona) reside en que la 
presencia o ausencia de la primera preferentemente, condiciona la calidad de los 
mismos, al ser en muchos casos un índice de su óptima maduración y en otros del 
deterioro. 

Entre los numerosos métodos de determinación de diacetilo se encuentran los 
cromatográficos (1, 2, 3), los polarográficos (4, 5, 6) Y más aún, los espectrofotomé-
tricos (7, 8, 9). 

• 

Nosotros proponemos un nuevo método espectrofotométrico para la determina­
ción conjunta de diacetilo y 2, 3-pentanodiona basado en la formación de las 
correspondientes hidrazonas al condensar a-dicetonas con isoniacida. Las diisoni­
cotin hidrazonas correspondientes complejan al Zr (IV) originando un complejo de 
color amarillo estudiado por GARCIA-VILLANOVA y col. (10, 11); en el caso del 
diacetilo 

y en una reacción similar se formaría el complejo de Zr (IV) con diisonicotin 
hidrazona de 2, 3-pentanodiona de propiedades espectrofotométricas muy similares 
al diacetil diisonicotin hidrazona-Zr (IV) (dDIH-Zr (IV). 

PARTE EXPERIMENTAL 

Material: Espectrofotómetro UV NIS, Perkin Elmer, modo 551-S con registra­
dor de igual marca modo 561. Potenciómetro Radiometer modo pH-meter 26 con 
electrodos de vidrio G 202 C y calomelanos saturado K 401. 

Reactivos: Diacetilo, cloruro de circonilo (Merck), Isoniacida .(Hidracida del 
ácido isonicotínico) (Sigma), el resto de los reactivos son de pureza analítica. 

RESULTADOS Y D1SCUSION 

Fundamento del Método 

El diacetilo condensa con dos moléculas de isoniacida en presencia de ácido 
acético para formar la diacetil diisonicotin hidrazona (dDIH). Posteriormente, ésta 
reacciona con Zr (IV), a pH de 1,7, obteniéndose un complejo de color amarillo que 
presenta un máximo de absorción a 410 nm. 
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En su condensación con diacetilo, la cantidad de isoniacida necesaria es 300 
veces como mínimo la estequiométrica, el tiempo no supera los cinco minutos y la 
calefacción no acelera la formación de la hidrazona. 

En la reacción de complejación, hace falta un exceso de Zr (IV) de al menos, 50 
veces la concentración de diacetilo ensayada, desarrollándose la máxima coloración 
después de mantener la muestra 30 minutos a temperatura ambiente. 

Características Espectrofotométricas 

El complejo dDIH-Zr (IV) así formado cumple la Ley de Lambert-Beer para 
concentraciones de diacetilo comprendidas entre 0,29.10-5 M Y 5,80.10.5 M con un 
coeficiente de correlación de 0,9999. La zona de mínimo error fotométrico 
(representación de Ringbom) varía desde 0,8.10-5 M a 4,9.10-5 M; la absortividad 
molar posee un valor de 1,7.104 1 mol-1cm-1 y el límite d e detección, calculado según 
el criterio de la Analytical Chemistry Division (IUPAC) (12), es de 15 ppb. 

Recuperación y Forma de Recolección 

Como el procedimiento de determinación de diacetilo en mantequilla que se 
propone requiere la previa destilación de la muestra, se realizó un estudio de la 
recuperación y forma de recolección de destilados de disoluciones que lo contenían. 

En primer lugar se ensayó la recolección de destilado de disoluciones de diacetilo 
sobre agua y sobre disoluciones de isoniacida y ácido acético. A la vista de los 
resultados (Tabla 1) se eligió el último procedimiento para los sucesivos ensayos. 

TABLA I 

FORMA DE RECOLECCION DE DESTILADOS DE DISOLUCIONES DE 
DlACETILO 

Forma de Recolección 

Agua 
Isoniacida-Acético 
Muestra sin destilar 

Absorbancia 

0,455 
0,506 
0,507 

% Recup. 

89,74 
99,80 
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Posterionnente, se practicaron determinaciones en un vinagre artificial, prepa­
rado en el laboratorio a modo de "sistema modelo", fonnado por: ácido acético 
glacial 40 g, ácico tartárico 2,5 g, acetoína 250 mg, butilenglicol 300 mg, di acetilo 
5,0 mg, etanol de 96Q 12,5 mI, agua destilada hasta 1.000 mI. Se .destilaron las 
muestras previa neutralización con NaOH, recolectando sobre la disolución de 
isoniacida y acético, que como ya se ha comentado es el procedimiento más eficaz. 
Los resultados obtenidos, (Tabla 11) indican una.recuperación prácticamente total. 

TABLA II 

ESTUDIO DE LA RECUPERACION DE DIACETILO DE UN SISTEMA 
MODELO DE VINAGRE 

Diacetilo A A 

ug Teórica exp. % recup. 

100,0 0,416 0,414 99,5 
125,0 0,509 0,508 99,8 
150,0 0,607 0,608 99,8 

Determinación de diacetilo en muestras de mantequilla 

Se colocaron en un matraz de destilación 200 g de mantequilla junto con 50 mI 
de disolución saturada de NaCl. 

Se le adaptó una refrigerante con un terminal recto introducido en el seno de 10,0 
mI de disolución de isoniacida 0,175 M Y unas gotas de ácido acético. Se recogen 
30,0 mI de destilado, se añaden 5,0 mI de disolución de Zr (IV) 3,0.1O·2M, se ajusta 
el pH a 1,7 y se enrasa en matraz de 50 mI. Después de mantener la muestra 30 
minutos a temperatura ambiente, se midió la absorbancia a 41 ° nm frente al blanco. 
Los resultados obtenidos expresados como ppm de diacetilo se encuentran en la 
Tabla IIL 

TABLAill 

CONTENIDO DE DIACETILO, VALORES DEL ERROR RELAHVO SOBRE 
EL VALOR MEDIO (E.R.V.M.) y COEFICIENTE DE VARlACION (C.V.) DE 

LAS MUESTRAS DE MANTEQUILLA ENSAYADAS. 

Mantequilla ppm Diacetilo E.R.V.M. C.V. 
Muestra nQ fu % % 

1 0,200 2,21 1,95 
2 0,283 0,98 0,86 
3 0,217 1,53 1,35 
4 0,313 0,86 0,76 
5 0,347 1,16 1,02 
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Precisión del Método. Estudio Estadístico 

Se ha realizado con los valores obtenidos para diez determinaciones de cada 
muestra de mantequilla, operando como ya se ha descrito. En la Tabla III se expresan 
el "error relativo, sobre el valor medio" (am.t.I OOíx ) y el "coeficiente de variación" 
(a. lOO/x ). 

Si seguimos la clasificación que, según paneles de degustación y la cantidad de 
di acetilo (1 3), designa a las mantequillas con contenidos en esta a-dicetona 
superiores aO,25 ppm como de "calidad extra" , la mayoría de las muestras analizadas 
estarí� incluidas en este grupo. 
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