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OBIJETO

El objeto de la presente Tesis Doctoral fue plantear y tratar de resolver una serie de
problemas analiticos que permitieran a la doctoranda conseguir una adecuada formacion en
el manejo de distintas técnicas instrumentales actuales, asi como en el disefio de
experiencias y el tratamiento de muestras y resultados.

Algunos de los problemas elegidos, ademas de por su interés en si, lo fueron por ser
solucion importante y util en su pais de origen, Bolivia y en el Sur del continente americano.
Otros, porque las metodologias empleadas podrian ser igualmente aplicables en su
Universidad cuando se produzca su retorno y la futura disponibilidad instrumental en la
misma lo permita.

Debido a que el grupo FQM 297 donde se ha realizado la presente tesis doctoral sigue
varias lineas de investigacién destinadas al “Control analitico, ambiental, bioquimico y
alimentario” y también al hecho de que al comienzo de esta tesis el grupo estaba
involucrado en diversos proyectos y contratos de investigaciéon, los objetivos planteados
fueron:

1) Viajar a la Antartida con el fin de realizar mediciones en muestras de agua “in situ” y
obtener muestras de las mismas para su posterior estudio en el laboratorio y Ia
caracterizacion de metales y la busqueda de compuestos organicos persistentes.

2) Dentro de la linea de sensores, desarrollar fases sensoras que permitan la deteccién
de didéxido de carbono a partir de nuevos materiales que ofrezcan la posibilidad de
desarrollar nuevas aplicaciones.

3) En las lineas de investigacién que emplean plataformas separativas, caracterizar y
cuantificar analitos de interés en matrices vegetales

Asi, los objetivos concretos que se pretenden perseguir en la presente tesis pueden
dividirse en dos grupos. Un primer grupo, destinado a generar informacién util en el campo
ambiental, que incluye:

e Manifestar la utilidad de las fases sensoras para la caracterizacion de la matriz
agua, “in situ”, en lugares remotos (Antartida) y la potencialidad de ICP-MS
para caracterizar metales en agua.

e Mostrar la potencialidad de las técnicas separativas acopladas a distintos
sistemas de deteccion (mediante distintos sistemas de ionizacidon) que

s
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permitan la deteccion de analitos inorganicos (metales) y organicos
(compuestos organicos persistentes) que pudiesen estar presentes en lugares
remotos.

e Desarrollar una fase sensora sensible a didéxido de carbono.

El segundo grupo de objetivos concretos correspondientes al campo alimentario
serian:

e Mostrar la potencialidad del uso de las técnicas acopladas para la
caracterizacion metabdlica de tres variedades de cebolla cultivadas en una
misma zona (Andalucia).

e Desarrollar un método que muestre la potencialidad de la técnica electroforesis
capilar acoplada a una trampa de iones mediante el sistema de ionizacién ESI
para la determinacion de metabolitos en aguacate.
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RESUMEN

En esta memoria se reunen los resultados obtenidos durante la realizacién de la tesis
doctoral titulada “Determinacién de contaminantes en lugares remotos y otros problemas
analiticos”, desarrollada dentro del grupo de investigacion FQM-297 “Control Analitico,
Ambiental, Bioquimico y Alimentario”. Cada capitulo comienza con una breve introduccién
que incluye informacidn acerca de la matriz estudiada y la técnica analitica empleada para su
determinacién, seguida de la parte experimental, discusién y resultados. Debido a los
problemas que aborda, se han conformado dos bloques, uno primero destinado al control
ambiental y uno segundo al control alimentario.

Dentro del primer bloque, el primer capitulo hace referencia al estudio de
contaminantes en un lugar remoto como es la Antartida, habiéndose elegido y propuesto
como nueva y potencial matriz de estudio para esta zona el agua dulce. Para ello, en una
primera instancia se caracterizd esta matriz con medidas bdsicas “in situ” durante la
campafia antdrtica y, en una segunda instancia, ya en Espafia, y mediante colaboraciones
realizadas con la Universidad de Cadiz y el Instituto del agua perteneciente al CSIC de
Barcelona, se determind el contenido de metales y la presencia de contaminantes organicos
persistentes, respectivamente.

En el segundo capitulo, se ha desarrollado y caracterizado una fase sensora util para la
deteccidon de didxido de carbono (CO,) en ambientes gaseosos y acuosos, en base a nuevos
materiales desarrollados dentro del grupo de investigacion; especificamente el copolimero
lineal NP1X, el cual es insoluble en agua, sensible al pH y fluorescente, caracteristicas
utilizadas para su aplicacién en la deteccién de CO,.

El tercer capitulo y cerrando la linea de investigacidn destinada al control ambiental, se
resume un proyecto desarrollado en Bolivia titulado “Importancia de la implementacién de
laboratorios bdsicos de control aguas en centros de formacién”. Este proyecto ha permitido
implementar en Bolivia, en la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Mayor de
San Simdn, un laboratorio basico de control de aguas, que permitird a través de la formacién
del estudiantado de esta institucion, el desarrollo de estudios de control de calidad de
aguas.

En el segundo bloque, el cuarto capitulo que se enmarca en este caso en la linea de
investigacion que tiene que ver con técnicas separativas acopladas a distintos sistemas de
deteccidn para el control alimentario. Asi se muestra la caracterizacion metabdlica de tres
variedades de cebolla producidas en la zona de Andalucia. En este estudio se logrd
determinar un gran numero de compuestos pertenecientes a diversas familias de
metabolitos, como son: acidos fendlicos, azucares, cumarinas, lignanos y flavonoides.
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Algunos descritos ya por otros autores pero también hubo un gran nimero de compuestos
no descritos, que fueron detectados, gracias a la potencialidad de la técnica analitica
aplicada.

Finalmente, en el quinto capitulo se describe un nuevo método basado en el uso de la
de Electroforesis capilar en zona CZE acoplado a una trampa de iones masas IT-MS para
determinacién de metabolitos en aguacate (Persea americana Mill) con el objetivo de
estudiar la evolucidn metabdlica de dicha fruta utilizando dos aproximaciones metodoldgicas
diferentes.
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INTRODUCCION

1. La Quimica Analitica como Ciencia actual

La Quimica Analitica es, hoy en dia, una Ciencia muy actual, que se ha constituido en
un eje motor del desarrollo de la mayoria de las Ciencias experimentales y que es util en la
solucion de los problemas de laboratorio a los que debe enfrentarse el cientifico, que cada
vez son mayores y quizds mas complejos y que deben ser afrontados con el fin de lograr
informacién. Estos problemas son entre otros: rango de analitos muy amplio, matrices muy
complejas y desconocidas y concentraciones de analitos muy pequefias.’.

Para este fin, la Quimica Analitica ha desarrollado diferentes técnicas y metodologias y
que estan provistas de alta sensibilidad, una alta selectividad, que son rapidas,
automatizables y en la medida de lo posible sencillas. Ademas,como cada medida que se
realiza conlleva cierto grado de incertidumbre es conveniente hacer uso herramientas
estadisticas que tienen cada vez mds relevancia, ya que ayudan a manejar la gran cantidad
de informacion que se genera.

Todo esto ha hecho que la Quimica Analitica actual sea considerada como una Ciencia
de la medida y caracterizacion,?una Cienciaracional que desempefia un efecto clave para
promover, entender y resolver problemas quimicos relacionados al ambiente y la vida®,
proporcionando informacién que permite, en muchos casos, tomar decisiones de
importancia social en muchas areas; algunos de estos problemas se trataran con detalle en
esta Memoria.

2. Soluciones de la Quimica Analitica en las Ciencias ambientales

En el campo ambiental la Quimica Analitica juega un papel fundamental, pues por
medio de sus diferentes técnicas y metodologias permite realizar medidas que indicanla
presencia o ausencia de contaminacion a través del seguimiento y determinaciéon de los

! Baeza Juan J. La Quimica Analitica y su metodologia [en linea]. octubre de 1997 [ref. de 2010-08-2]. Disponible
en Web: http://www.uv.es/baeza/metodo.html],

2 Erkang Wang. Future Trends in Analytical Chemistry-Conferences » 1st AACN Symposium. 2009. September
26, Sapporo, Japan.

* Pimentel,G. C. 1994. Oportunidades en la quimica: presente y futuro. McGraw-Hill / Interamericana De
Mexico. ISBN 9789701006115
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niveles de contaminantes. Por tanto, no sélo se encarga de medir o determinar la
concentracion de especies contaminantes nocivas, sino que ademds debe determinar la
concentracion de los constituyentes quimicos naturales en el ambiente de forma exacta,
para que se puedan aplicar modelos de prediccion que permitan evitar desastres. Dicho de
otro modo, la Quimica Analitica ambiental no séloincluye el estudio y evoluciéon de estos
compuestos quimicos, sino también de los procesos y metodologias de remediacién.*

Actualmente se dispone de esquemas de screening que permiten determinar la
presencia de contaminantes teniendo en cuenta la naturaleza de la muestra y las posibles
técnicas que permitan detectarlos; un ejemplo de ellos se muestra en la siguiente figura 1.

|LOReANICO_ | W

Actuacion para
NO

-

Fig.1. Screening de laboratorio para contaminantes quimicos.

Las principales familias implicadas en el binomio Quimica Analitica-Ciencias
Ambientales que se estudiaran en la presente memoria son: los Contaminantes
OrganicosPersistentes COPs y los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos HAPs, y trazas de
metales; de las cuales a continuacion se haran unas breves consideraciones respecto a sus
propiedades y analitos a estudiar.

4 Colin, B. 2004.Quimica Ambiental. Editorial reverte S.A. Barcelona. 622 p.
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2.1. Contaminantes organicos persistentes (COPs)

Los COPs o POCs (del inglés Persistent Organic Compounds), son compuestos que
deben su nombre a su naturaleza organica. Son una clase de contaminantes quimicos
altamente peligrosos que se reconocen como una seria amenaza global para la salud
humana y los ecosistemas. Tienen origen antropogénico y natural, pues son sustancias
quimicas que han sido producidas y liberadas en el medio ambiente de manera intencional
mediante un uso indiscriminado (plaguicidas y o productos quimicos industriales), o de
forma accidental® como subproductos no deseados de procesos industriales,® combustiones
y procesos naturales (como incendios forestales o procesos volcanicos). Muchos de ellos son
aun desconocidos, ignordndose los efectos perjudiciales para la salud publica.’

Segun el Protocolo de contaminantes orgénicos persistentes (Convenio de Estocolmo)®
las caracteristicas principales de estos compuestos son:

Elevada persistencia, que se debe a que son resistentes a la degradacién fotolitica,
quimica y bioldgica®, propiedad que les permite mantener sus caracteristicas quimicas y
funcionales a través del tiempo pese a su transporte.

Naturaleza lipofilica, que hace que presenten escasa solubilidad en el agua y alta
solubilidad en medios grasos (liposolubilidad), lo que facilita su ingreso a la cadena
alimentaria, pues permite que sean bioacumulados en los tejidos adiposos de los organismos
vivos y asciendan en la cadena alimentaria, donde manifiestan su bioacumulacion.

Elevada toxicidad, pues estos compuestos producen efectos negativos sobre la salud y
el ambiente. Asi, la exposicién crénica a concentraciones bajas en un periodo de tiempo

> OMS. Cuarto estudio coordinado por la OMS sobre contaminantes orgdnicos persistentes en la leche materna,
en colaboracion con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA). Revisado el 1 de
octubre de 2007

® http://www.greenpeace.org/argentina/contaminaci-n/contaminantes-persistentes

"Stockolm Convention Secretariat.2010. Stockolm Convention on Persistent Organic Pollutants POPs, as
amended in 2009.Disponible de: http://www.chm.pops.int/Convention/ConeventionText/tabid/2232/Default.
aspx [Acceso en: Diciembre 2.2011;modificado en: Diciembre 2012].

® Protocolo de Contaminantes Organicos Persistentes firmado el 24 de junio de 1998 en Dinamarca

° Ritter L, Solomon KR, Forget J, Stemeroff M, O'Leary C. 1995. A review of the persistent organic pollutants:
DDT, aldrin, dieldrin, endrin, chlordane, heptachlor, hexachlorobenzene, mirex, toxaphene, polychloirnated
biphenyls, dioxin and furans. Geneva: International Programme on Chemical Safety.


http://www.chm.pops.int/Convention/ConeventionText/tabid/2232/Default
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largo seria causante de afecciones como,por ejemplo,el cloroacné y la hiperpigmentacion, y
de alteraciones endocrinas,® inmunes, nerviosas, del sistema reproductor11 e incluso cancer.

Facilidad de transporte a largas distancias, que puede ser atmosférico y
transfronterizo?, pues manifiestan su amplia distribucion en el planeta, incluso en lugares

donde nunca se han utilizado o se han producido, como son las regiones articastal y como se

observa en lafigura 2. 13141

Aire  limpio  baja
cantidad de toxafeno
sobre NW Pacifico

Aire limpio baja cantidad

de clordanos y PCBs a

través del océano Artico
Elevada cantidad

de toxafeno desde 9%
la costa oeste de

US/Canadd 10 da cantidad

de PCBs y HCH
de Rusia/Siberia

Elevada cantidad
de PCBs y HCH
de Rusia/Siberia

Elevada cantidad de g i o
clordano originado Elevada cantidad

desde la costa oeste de PCBs y HCH

de US/Canada ' clordano originado

. desde Europa y la
zona occidental de
Rusia

Menm

Fig. 2. Distribucion Global de COPs en el Artico. Fuente: AMAP.

Over Colborn, Theo, et al. 2000.Nuestro Futuro Robado, Ecoespafia Editorial, Madrid, 1997 y Krimsky, Sheldon,
Hormonal Chaos.The scientific and Social Origins of the Environmental Endocrine Hypothesis, Jhon Hopkins

University Press, Baltimore y Londres.

11"Reproductive and Developmental Effects of Pesticides”, en Gina Solomon, Pesticides and Human Health.A
Resource for Health Care Professionals, California, Physicians for Social Responsibility, 2000, pp.39-44.

2 Directiva 96/59/CE  del Consejo, de 16 de septiembre de 1996, relativa a la eliminacién de los
policlorobifenilos y de los policloroterfenilos (PCB/PCT).

B OMS. Cuarto estudio coordinado por la OMS sobre contaminantes organicos persistentes en la leche
materna, en colaboracién con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA). Revisado
el 1 de octubre de 2007

 Atlas E, Giam C.S., 1981. Global transport of organic pollutants: ambient concentrations in the remote marine

atmosphere, Science 211, pp. 163-165.

" Rice DA. 2004. Consequences of Exposure from Persistent Organic Pollutants (POPs): Session X Summary and
Research Needs. NeuroToxicol; 25(4): 521-523.
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Estos hechos justificaron el crear un tratado mundial para controlar los COPs de
manera efectiva. Asi, el Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente PNUMA
propicié el desarrollo y la puesta en marcha del Convenio de Estocolmo sobre COPs (en
mayo de 1995),*° cuya funcion es proteger la salud humana y ambiental. Para ello
elaboraron una lista inicial de 12 COPs para los que se establecen medidas de control que
eliminan su produccién o uso (a nivel industrial o agricola) o que reducen su liberacidn
(como subproductos involuntarios)’’ (UNEP 2001). El convenio ademds, contiene
disposiciones para incluir en la lista otras sustancias quimicas téxicas con propiedades
similares para su control y eliminacion, como acontecié con la inclusién de los
hexaclorocicloxanos (HCH) en la misma.

Con el mismo fin se credé el Convenio de Rétterdam sobre Consentimiento
Fundamentado Previo (CFP), el cual establece una lista de sustancias compuesta por
plaguicidas y otros productos quimicos peligrosos objeto de comercio internacional, con el
fin de crear responsabilidad compartida respecto a la importaciéon de estos productos a
paises en desarrollo, donde el gobierno receptor puede rechazar o no la importacién®.
Ambos convenios entraron en vigencia en 2004.

Otro convenio que hace frente a estos compuestos es el Convenio de Basilea sobre el
Control de Movimientos Transfronterizos de los Desechos Peligrosos y su Eliminacidn. Al
igual que los otros convenios tiene como fin proteger la salud y el medio ambiente contra los
efectos adversos resultantes de la generacién, manejo, los movimientos transfronterizos y la
eliminacidn de desechos peligrosos y otros. Este convenio entré en vigor en 1992.

Finalmente la Convencion sobre contaminantes transfronteriza a larga distancia del
aire (LRTAP), mediante el Protocolo sobre POCsbusca reducir gradualmente e impedir la
contaminacién atmosférica, controlando, reduciendo o eliminando las descargas de estos.
Este entrd en vigor el 23 de octubre de 2003.

A continuacion pasaremos a describir las familias de los compuestos bajo estudio en la
presente memoria que fueron: lo pesticidasorganoclorados (OCs), los compuestos bifenilos
policlorados (PCBs), bifenildifenil esteres (BDEs), los hidrocarburos aromadticos policiclicos
(HAPS) y metales.

'® Decision 2006/507/CE del Consejo, de 14 de octubre de 2004, relativa a la celebracién, en nombre de la
Comunidad Europea, del Convenio de Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes.

17 .
Convenio de Estocolmo.

'8 Convenio de Rétterdam.
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2.1.1. Los compuestos organoclorados (OC)

Los compuestos organoclorados, mds conocidos por su acréonimo en inglés
(organochlorine compounds, OC), son compuestos quimicos orgdnicos que contienen en su
molécula uno o mas enlaces covalentes con dtomos de cloro.™

Los OC son raros en la naturaleza, por lo que su origen es meramente antropogénico.
Se desarrollardn para hacer frente a problemas derivados del desarrollo industrial y ante la
demanda de productos quimicos con actividad biocida contra plagas, por lo que su uso
intensivo se inicid en los anos 30 y durd hasta los afios 70. Debido a su toxicidad vy
bioacumulacion fueron retirados y algunos prohibidos, por lo que son principalmente de
interés histdrico.”® Sin embargo, siguen presentes debido a su lenta biodegradacion sin
pérdida notoria de su actividad®' y a su actual uso en los paises del tercer mundo como es el
caso del (DDT).

El destino de estos pesticidas en el ambiente depende de procesos de retencién
(adsorcion, absorcién), de transformacién (degradacion), de transporte (que depende de la
volatilizacién, lixiviacién, flujo superficial) y las interacciones de estos procesos. Asi, muchos
estudios han detectado estos compuestos en aguas superficiales y subterrdneas en Europa y
Estados Unidos?; y en lugares lejanos como zonas subantdrticas a los que han podido
acceder por corrientes marinas®3, aéreas o migracion de animales intoxicados.

La mayor parte de los OC son sustancias cancerigenas y causan efectos sobre el
sistema inmunolégico, reproductor y nervioso, ademdas de muchas otras afecciones. Sus
efectos fisioldgicos, a menudo, tardan en aparecer o son indirectos, es decir, aunque la
exposicidn a corto plazo pueda parecer no peligrosa, a largo plazo, si lo es™.

“Beatriz Padilla Vivas, Fernando V. Diez Sanz y Salvador Ordéfiez Garcia. Tratamiento de efluentes acuosos
contaminados con compuestos organoclorados. Ingenieria del agua VOL. 12, N2 4 Diciembre 2005. p. 361

20 George Ware W. y Whitacre David M. 2004. Introduccién a los Insecticidas The Pesticide Book, 6th ed*.
Publicado por MeisterPro Information Resources Una division de Meister Media WorldwideWilloughby, Ohio

2t SPADOTTO, C.A. 2002. Comportamento e Destino Ambiental de Herbicidas. Comité de Meio Ambiente,
Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas.. [online] Disponivel:
http://www.cnpma.embrapa.br/herbicidas/ [Acessado em dd/mm/aaaa].

22 . . . .
Cuevas M. A. 1998. Jornadas sobre la contaminacién de las aguas subterrdneas: un problema pendiente.
Valencia.

2 Beatriz Padilla Vivas, Fernando V. Diez Sanz y Salvador Orddfiez Garcia. 2005. Tratamiento de efluentes
acuosos contaminados con compuestos organoclorados. Ingenieria del Agua. Vol. 12, N2 4.
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Los OC pueden ser divididos en cinco grupos™: 1) DDT y analogos; 2) HCH; 3)
ciclodienos y compuestos similares; 4) toxafeno y compuestos relacionados; y 5) Estructuras
tipo mirex y clordecone. En nuestro caso se han estudiado los compuestos pertenecientes a
las familias 1, 2 y 3 por lo que s mencionaran brevemente las mismas.

2.1.1.1 DDT y andlogos (DDT, DDD, DDE)

El DDT fue uno de los primeros insecticidas de 22 generacidn en crearse. Sus
propiedades fisicoquimicas se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del DDT

Cl Cl
Cl I I Cl
DDT

Férmula molecular C14HoCls
Masa molecular 354.49 g/mol
Densidad 0.99 g/cm3
Punto de fusidn 109 °C
Solubilidad Casi insoluble 0.00012ppm
Tension de vapor 1,5 10-7 mm de Hg a 202C

El DDT (2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano ) fue sintetizado en 1874 por Zeidler,
pero sus propiedades insecticidas fueron manifiestas por el quimico suizo Miiller, quien
descubrio su alta actividad biocida con insectos y su baja toxicidad en humanos, recibiendo
en 1948 el Premio Nobel. Pero afios mas tarde se fueron descubriendo problemas asociados
a su uso, por lo que alcanzd su auge en 1970. Fue a partir de entonces cuando su uso se fue
prohibiendo cada vez mas, descendiendo asi su produccién. La OMS ha estimado que hasta
1971, mas de 1 billédn de personas se han salvado del riesgo de contraer malaria por el uso
del DDT. (Gold et al. (1981)).

El DDT empleado en las formulaciones de plaguicidas no corresponde a un producto
puro, sino a una mezcla de isémeros (77% de p,p’-DDT; 14,9% o,p’-DDT; 0,3% p,p’-DDD;
0,1% o,p’-DDD; 4% p,p’-DDE; 0,1% o,p’-DDE y 3,5% de compuestos no identificados)® entre

24 Smith, AG. 1991. "Handbook of Pesticide Toxicology". Academia Press, Inc., pp 731-868.

25 Matsumura, F. 1985. "Toxicology of Pesticides", 22 edicidon, Plenum Press, New York.

s
-
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los cuales el mas abundante y activo es el p,p’-DDT. Le siguen en cantidades mas o menos
considerables el isémero o,p’-DDT y el p,p’-DDD.

El DDD (siglas del dicloro difenil dicloroetano) es un metabolito del DDT.

El p,p"-DDE es un producto resultado de la degradacion del DDT en los sistemas
biolégicos. Por hidrocloracién del DDT se forma DDE. Esta reaccién tiene lugar
principalmente en los seres vivos catalizada por el enzima deshidroclorinasa.

Desde entonces se fueron haciendo pruebas de sustitucion de algunos grupos
funcionales para lograr sustitutos que generen compuestos, menos persistentes, algo menos
activos, pero bastante uUtiles como lo fue el DDT. Como es el caso del metoxicloro (andlogo
del DDT) y el HCH.

2.1.1.2. Hexaclorociclohexano (HCH)

El HCH (hexaclorociclohexano) o hexacloruro de benceno (BCH) son términos utilizados
para designar el 1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano. Se sintetizé por primera vez por Michael
Faraday en 1825 y Van der Linden demostré la existencia de cuatro de los esteroisomeros
del HCH (a, 8, y y 6); mas tarde Dupire y Raucorurt 1943 y Slade 1945 describieron las
propiedades insecticidas del HCH, siendo Slade quien descubrié que el isémero y tiene
mayor efecto insecticida®®. Desde entonces se han utilizado como insecticidas por mas de 50
afios.”’

LosHCHs son sustancias de sintesis quimica (compuestos polihalogenados, derivados
de hidrocarburos aliciclicos) que presentan ocho formas o isémeros,?*?>* de los cuales
cuatro son de importancia comercial (y-HCH, a-HCH, B-HCH y 6-HCH).

% Metcalf, R.L., 1955. . Organic insecticides, their chemistry and mode of action Interscience, New York.

AMAP. AMAP Assessment 2002: Persistent Organic Pollutants in the Arctic. Arctic Monitoring and Assessment
Programme; Oslo, Norway, 2004; xvi + 310 pp.

2kutz et al., F.W. Kutz, P.H. Wood and D.P.1991. Bottimore, Organochlorine pesticides and polychlorinated
biphenyls in human adipose tissue, Rev. Environ. Contam.Toxicol. 120, pp. 1-82.

29Hayes W1J Jr & Laws ER Jr 1991. Handbook of Pesticide Toxicology, 3 vol. Academic Press Inc., San Diego, CA,
USA

30 Iwata, H.; Tanabe, S.; Sakai, N.; Tatsukawa, R. 1993. Distribution of persistent organochlorines in the oceanic
air and seawater and the role of ocean on their global transport and fate. Environ. Sci. Technol., 27, 1080-1098.
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Los HCHs son compuesto tdxicos que afectan el sistema nervioso central. Se ha
demostrado que segun el isémero difiere cualitativa y cuantitativamente la actividad
bioldgica. Los isomeros alfa y gamma son estimulantes del sistema nervioso central en
cambio beta y delta son depresores. En una mezcla de estos isémeros, uno de los
componentes pueden contrarrestar el efecto de otro elemento y el efecto final puede
depender de la composicién.®! También afecta el corazdn y el higado®® y son cancerigenos.
Las propiedades de estos compuestos se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de los HCHs
Fuente: Chemical and Physical Information

cl (]

cl

Estado Sélido cristalino a temperatura ambiente.
Densidad: 1.87 g/cm® a 20 C
Solubilidad en agua Baja
Solubilidad Alta aceites y solventes organicos
Coeficiente de particidon log Kow 3.72-3.78
Punto de ebullicion Alto 288 °C a 760 mmHg (y y a HCH),
Conductividad térmica Baja, constante dieléctrica baja
Presion de vapor 4.2x10- mmHg-3.6x10'7 at 20 °C.
Estabilidad Son altamente estables en condiciones normales

2.1.1.3. Ciclodienos y compuestos similares

Esta familia agrupa a tres grupos de plaguicidas que se caracterizan por tener una
estructura quimica similar, que consiste fundamentalmente en un anillo ciclico, con doble
enlace y puente metilénico, el cual puede estar unido o no a otro anillo u otros grupos. Estos
tres grupos son: 1) Derivados de dimetanonaftaleno: aldrin, dieldrin, isodrin y endrin; 2)
Derivados del indano: clordano y heptacloro; y 3) Derivados del biciclohepteno: telodrin,
endosulfan, ciclodan y bromodan.

*! Gosselin R.E., Smith R.P., Hodge H.C. 1984. Clinical Toxicology of Commercial Products, 5th ed, Williams and
Wilkins, Baltimore, MD, USA.

32 Ryan RP, Terry CE (eds). 1997. Toxicology Desk Reference, 4th edition, Volumes 1-3, Taylor & Francis,
Washington, DC, 1455p.
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En este caso nos referiremos sdlo a un compuesto perteneciente al tercer grupo de
esta familia, es decir a el endosulfan ya que es el representante mas importante del grupo.
Este compuesto es una mezcla de 2 isdémeros, alfa (70%) y beta (30%). Es un pesticida muy
usado en el control de insectos en alimentos, cultivos no alimentarios y como protector de la
madera.

Cuando se aplica, las particulas en aerosol pueden viajar a largas distancias por el aire.
Normalmente el endosulfan se elimina en unas pocas semanas, pero también puede ocurrir
que se una fuertemente a las particulas sdélidas, con lo que tarda afos en destruirse del todo.
Debido a que no se disuelve bien en agua se observa mas su presencia en muestras que
contengan particulas de sdlidos disueltas o en los sedimentos.

2.1.2. Policlorobifenilos (PCBs)

Los policlorobifenilos (PCBs), son también conocidos como bifenilos policlorados,
askareles o PCDs. Los PCBs son productos que no se presentan de manera natural en el
medio ambiente. Se sintetizaron a escala de laboratorio en 1881 por Schmitt-Schulz en
Alemania. Su produccién comercial se inicié en 1950 estimandose una produccién de 1,5

3334 Son hidrocarburos arométicos clorados, cuya

millones de toneladas en todo el mundo
formula general es Ci3H10.nCly, y estan constituidos por 209 congéneres divididos en diez

familias segun la sustitucién de cloros, como se puede observar en la tabla 3.

Sus propiedades habian hecho de estos compuestos, compuestos ideales para la
elaboracién de una amplia gama de productos industriales y de consumo, pero son estas
mismas cualidades las que hoy en dia hacen que los PCBs sean compuestos peligrosos para
el ambiente, especialmente por su resistencia extrema a la ruptura quimica y biolégica a
través de procesos naturales. De hecho, muchos cientificos estiman que el 70 por ciento de
todos los PCBs fabricados todavia estd en uso o en el medio ambiente.

lvanov V. and E. Sandell.1992.Characterization of Polychlorinated Biphenyl Isomers in Sovol and
Trichlorodiphenyl Formulations by High-Resolution Gas Chromatography with Electron Capture Detection and
High-Resolution Gas Chromatography - Mass Spectrometry Techniques. Environ. Sci. Technol. 26, 2012-2017.

* Rantanen J. 1992. Industrial and Environmental Emergencies; Lessons Learned. Organohalogen Compounds
10, 291-294
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Tabla 3. Estructura general de los PCBs: férmula molecular, nombre, numero de
isdmeros, masa molecular, porcentaje de cloro e isémeros identificados.
Fuente: a) Heidelore Fiedler, * y b) Ritteretal., 1995)%

Formula Familia de Masa % Numero de  Solubilidad log Kow
Molecular PCBs Molecular de Cloro Isémeros en agua g/l

(@) (a) (a) (@) (a) (b) (b)
Cy,HoCl Mono 188.65 18.79 3 1.21-5.5 4.3-4.6
Ci2HgCl, Di 233.10 31.77 12 0.06-2.0 4.9-5.3
Cy,H/Cl3 Tri 257.54 41.30 23 0.0015-04 5.5-5.9
Cy12HeCly Tetra 291.99 48.65 41 0.0043-0.010 5.6-6.5
Cy1,HsCls Penta 326.43 54.30 39 0.004-0.02 6.2-6.5
Cy12H4Clg Hexa 360.88 58.93 31 0.0004-0.0007 6.7-7.3
Cy1oHsCly Hepta 395.32 62.77 18 0.00005-0 6.7-7.0
Cy,H,Clg Octa 429.77 65.98 11 0.0002-0.0003 7.1
Cy,HCly Nona 464.21 68.73 3 0.00018-0.0012 7.2-8.26
C1,Clyg Deca 498.66 71.10 1 0.0000001-0 8.26

Su resistencia inusual y su tendencia a permanecer y acumularse en organismos vivos,
genera la presencia de PCBs en el ambiente y una amplia dispersion, pues se han podido
detectar en casi todos los lugares a lo largo del planeta (atmdsfera interior y exterior, aguas

superficiales y subterraneas, suelos y alimentos)*’ con sus consecuentes efectos® *°.

Las caracteristicas principales de los PCB se resumen en la tabla 4.

*Heidelore Fiedler Persistent Organic Pollutants (The Handbook of Environmental Chemistry / Anthropogenic
Compounds) Springer DEU ISBN:97835404372842003. Pg. 444

** PNUMA. Manual de Chile sobre el manejo de Bifenilos Policlorados (PCBs, askareles). Julio 2004.
7 http://www.medioambiente.cu/cops/conceptos_bifenilos_policlorados.asp

® Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente. Transformadores y condensadores con PCB:
desde la gestidn hasta la reclasificacidn y eliminacion Primera edicién. Mayo de 2002 Pg. 9.

9 Negoita T. G., Covaci A., A. G. and Schepens P. 2003. J. Environ. Monit., 5, 281-286-286
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Tabla 4. Caracteristicas Fisicoquimicas de los PCBs

2

3 2" 3
(Chn (Chin

5 6 6 5'

Estado Liquido a temperatura ambiente
Densidad: 1.182-1.566 kg / |
Solubilidad en agua Baja
Solubilidad en aceites y solventes orgdnicos Alta
Coeficiente de particidon log Kow, 4.46-8.18
Punto de ebullicion Alto 170-380 ° C no explosivos
Conductividad eléctrica Baja, constante dieléctrica baja
Conductividad térmica Muy alta
Presion de vapor Baja (semivolatiles). Forman vapores pesados con el aire
Resistencia térmica Pirorresistentes. Producen dibenzofuranos a 570-700 2C. No

cristalizan a bajas temperaturas forman resinas solidas

2.1.3. Polibrominados difenileteres (BDEs)

Los BDEs son sustancias quimicas medioambientalmente persistentes, especialmente
los congéneres menos bromados.Llamados también retardadores de llama, son sustancias
quimicas utilizadas como aditivos en pldsticos, espumas, tejidos y otros materiales. Son
importantes para la seguridad al ser productos quimicos ignifugos. Actualmente la Agencia
de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency-EPA) esta
trabajando con la industria, grupos ambientales y de salud publica, agencias federales y
gobiernos estatales, para investigar y entender los riesgos potenciales para la salud
planteados por los BDEs.

Se estima que existen alrededor de 209 congéneres de BDEs repartidos en 10 familias,
gue se clasifican en funcidn del numero de sustitucion de bromos que posea la molécula. Las
principales propiedades fisicas de estos compuestos se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas fisico-quimicas de los BDEs

O

BDEs estructura basica

Estado Liquido a temperatura ambiente
Densidad: 1.182-1.566 kg / |
Solubilidad en agua Baja
Solubilidad en aceites y solventes organicos Alta
Coeficiente de particion log Kow, 4,46-8.18
Punto de ebullicidn Alto 170-380 ° C no explosivos
Conductividad eléctrica Baja constante dieléctrica baja
Conductividad térmica Baja
Presidn de vapor Baja (semivolatiles) forman vapores pesados con el aire
Resistencia térmica Son pirorresistentes
Resistencia quimica Son altamente resistentes

La actividad de los mismos depende de su estructura y del nimero de sustituciones
gue posea. Asi, por ejemplo, el uso frecuente como retardantes de llama hace que su uso
sea amplio (en espumas de muebles (pentaBDE), plasticos para muebles de television,
electronica de consumo, aislamiento de cables, recubrimientos para volver cortinas y
tapiceria (decaBDE), y plasticos para los ordenadores personales y pequefios
electrodomésticos (octaBDE)*.

2.2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

Los HAPsconstituyen una familia de mas de 100 compuestos organicos diferentes
formados por dos o mas anillos bencénicos y, en algunos casos, un anillo pentagonal, con o
sin sustituyentes sobre sus atomos de carbono e hidrégeno que les confiere gran estabilidad
y, por tanto persistencia.Sus caracteristicas se resumen en la tabla 6.

“ http://www.epa.gov/oppt/pbde/



22 |Introduccidn

Tabla 6. Caracteristicas fisico-quimicas de los HAPs

Estructura quimica Naftaleno

Parametro Caracteristica
Estado A temperatura ambiente estdn en estado solido
Solubilidad en agua Baja
Solubilidad en aceites y solventes orgdnicos Alta
Coeficiente de particidn Valores elevados de log Kow
Punto de ebullicién Alto
Conductividad térmica Baja
Presion de vapor Baja
Establidad Altamente estables

Constituyen un grupo de COPs prioritarios que han recibido una especial atencidn,
pues muchos de ellos poseen propiedades carcinogénico-mutagénicos y por ser
responsables de contaminacién en matrices ambientales*. A nivel mundial existen estudios
que revelan su presencia en aire, agua”’y suelos, entre otros™.

Sus fuentes son naturales y antropogénicas, en un inicio eran compuestos naturales
presentes en el medio ambiente como producto de incendios forestales o actividades
volcanicas. Sin embargo, el crecimiento industrial supuso un aumento de gran numero de
contaminantes en el entorno natural. Esto se debe a que son producidos por combustiones
incompletas, procesos de alta temperatura y piroliticos.

Algunos de los HAPs son de fabricacidn especifica, como el naftaleno empleado como
insecticida, pero su produccion esta siendo sustituida por los compuestos clorados.Segun la

* CurtosiA.; PelletierE.; L.VodopivezC.; MacCormackW. P. 2007. Polycyclic aromatic hydrocarbons in soil and
surface marine sediment near Jubany Station ( Antarctica ). Role of permafrost as a low-permeability barrier.
Science of the Total Environment, 383(1-3), 193-204.

“Baum , E.J. 1978.0currente and Surveillance of Polycyclic aromatic Hydrocarbons. Polycclic Hydrocarbons and
cancer, Vol. 1, eds H.V. Gelboin and P.O.P. Ts’o. New York.Academic Press..45-70

®Método Analitico para detector hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua potable. Ciencia UANL/Vol. IV,
N2 4, Oct-Dic 2001.
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nueva normativa de agua de la Unién Europea el Benzo[a]pireno ha sido elegido como uno
de los indicadores mds importantes de presencia de HAPs en agua.

Los HAPs pueden incorporarse al organismo por ingestién, inhalacién o absorcién
dérmica y son reconocidos por su toxicidad y carcinogenicidad.Debido a su dificil
degradacion (especialmente para los mas pesados) puede decirse que son contaminantes
ubicuos; la forma mas habitual de eliminarlos de un suelo es mediante degradacién
microbiana. Sin embargo, también pueden sufrir procesos de fotooxidacion y oxidacidon
quimica que contribuyen a su degradacién. Si bien puede existir bioacumulacién en plantas,
los animales metabolizan los HAPs.Los mismos, se hallan asociados a particulas en aerosoles
y, de esta manera, pueden ser aerotransportados a largas distancias por la accién de los
vientos, llegando a la superficie terrestre a través de la lluvia y alcanzando aguas
superficiales y subterraneas.

2.3. Trazas de metales

El otro gran grupo de sustancias a tener en cuenta lo constituyen los metales,
fundamentalmente los metales pesados como Tl, Pb, Cd y Hg ademas de Cr, Co, Cu, Mo, Ni,
Pb, Sn, Ti, V o Zn. También se incluyen otros elementos como Ag, As, Ba, Be, B, Sb, Se, Te, Al
y U. Entre sus propiedades mas caracteristicas se pueden citar las siguientes: la mayoria de
ellos no tienen una funcidn biolégica conocida y se solubilizan facilmente en medio acido.

La peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser quimica ni biolégicamente
degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el ambiente durante cientos de afios.
Ademas, su concentracidn en los seres vivos aumenta a medida que son ingeridos por otros,
por lo que la ingesta de plantas o animales contaminados puede provocar sintomas de
intoxicacion. De hecho, la toxicidad de estos metales ha quedado documentada a lo largo de
la historia: los médicos griegos y romanos ya diagnosticaban sintomas de envenenamientos
agudos por plomo mucho antes de que la toxicologia se convirtiera en Ciencia.

4



24 |Introduccidn

3. Soluciones de la Quimica Analitica en elcampo alimentario

Otro campo importante en el que la Quimica Analitica ha aportado mucho
actualmente es el relativo a la alimentacién, que tan estrechamente unida esta al campo de
la vida y al de la salud. Estddemostrado que algunos compuestos minoritarios presentes en
muchos vegetales y frutos aportan importantes beneficios para la salud de tal forma que un
consumo equilibrado de los mismos, podrian tener un efecto positivo en quien lo consuma.
El estudio de estos compuestos denominados bioactivos es importante,siendo la Quimica
Analitica la Ciencia que permite aportar gran parte de las soluciones para su caracterizacion
y cuantificacion.

3.1. Alimentacion-Salud

Cada dia son mas las evidencias que muestran que la relacién entre dieta y salud va
mucho mas alla de anular o reducir las enfermedades de origen nutricional, sino que se halla
asociada a la baja incidencia de otras enfermedades. La buena dieta no sélo proporciona los
nutrientes adecuados para satisfacer las necesidades metabdlicas, sino que también
contribuye con sustancias que poseen actividad que dan lugar a la mejora de la salud
humana afectando de manera positiva las funciones cognitivas, inmunitarias, capacidad de
trabajo y rendimiento fisico.

Esta estrecha relacidn positiva entre dieta y salud no resulta ser nueva, pues ya hace mas
de 2500 aios que el médico griego Hipdcrates lo manifestaba con su frase "Que la comida
sea tu medicina y la medicina sea tu alimento”(Siglo IV a d. C.)*. Una de las evidencias claras
de esta relacidn son los diversos estudios realizados, que muestran con datos cientificos y
epidemiolégicos™ que el consumo de una dieta equilibrada como la dieta mediterrdnea
(DM), da lugar a una menor incidencia de enfermedades no transmisibles (ENT)*, principal
causa de muerte (60% aprox. tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo), que

* Wildman REC. 2001. Nutraceuticals: a brief review of historical and teleological aspects, in Handbook of
Nutraceuticals and Functional Foods, ed. by Wildman REC. CRC Press, New York, pp. 1-12.

* Menotti A, Keys A, Aravanis C, Blackburn H, Dontas A, Fidanza F, et al. 1989. Seven Countries Study.First 20-
year mortality data in 12 cohorts of six countries. Ann. Med. 21(3), 175-9

“6 Brownson R, Smith C, Jorge N, Dean C, Deprima L. 1992. Controlling cardiovascular disease: the role of the
local health department.Am J Public Health.
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incluye enfermedades antiinflamatorias, cardiovasculares®’, neurodegenerativas48, cancery
diabetes®.

La influencia positiva de la DM sobre la salud, se deberia a que la amplia variedad de
alimentos que la componen (frutas, verduras, legumbres, frutos secos, cereales, aceite de
oliva y vino),”® contendrfan y suministrarian una mezcla éptima de metabolitos que cuentan
con bioactividad. Asi lo sugieren estudios epidemiolégicos, realizados in vitro, in vivo y
ensayos clinicos, que han demostrado que algunos de estos alimentos poseen efecto anti-
inflamatorio,  antitumoral, antiaterosclerético,  antimutagénico,  anticancerigeno,

antibacteriano, antiviral en una mayor omenor medida®*?.

Por esta razén uno de los objetivos claves de la investigacion hoy en dia, es el estudio de
los alimentos mediante una caracterizacidn de sus componentes mayoritarios y minoritarios,
asi como de los metabolitos de los mismos para luego buscar establecer el tipo, modo,
numero y mecanismos bioquimicos por los que estos componentes afectan las funciones

>324 para ello se trabaja mucho sobre observaciones e hipétesis a

55,56

fisiolégicas de un individuo

través de ensayos clinicos y protocolos adecuados para cada caso. Actualmente los

i Hertog MGL. 1995. Flavonoid intake and long term risk of coronary heart disease and cancer in the 7
countries study. Arch Intern Med 155:1184-1195.

*“Middleton E, Kandaswami C and Theoharides TC. 2000. The effects of plant flavonoids on mammalian cells:
implications for inflammation, heart disease, and cancer. Pharmacol Rev 52:673-751

49WHO, World Health Organization Study Group.1990. Nutrition and the prevention of chronic diseases, R S
797: 30-39.

%0 Kaur, C., Kapoor,H. 2001. Antioxidants in fruits and vegetables the millennium's health. J. Food Sci. Tech.
36:703-725

>t Poulson, H.E., Prieme, H., Loft, S. 1998. Role of oxidative DNA damage in cancer initiation and promotion.
European Journal of Cancer Prevention 7 (1), 9-16.

> Clere, N., S. Faure, et al. 2011. "Anticancer properties of Flavonoids: Roles in various stages of

carcinogenesis." Cardiovascular and Hematological Agents in Medicinal Chemistry 9(2):62-77.
>*Brown M.L. 1990.Present Knowledge in Nutrition. 6th Ed. Intl. Life Sciences Institute, Washington.

> Camara, M. 2002. “Importancia del consumo de frutas y hortalizas y su incidencia en la salud”. En: Aspectos
relativos a la calidad de frutas y hortalizas frescas. Monografia I. Fundacién Sabor y Salud.

55Chi|ds, N.M. 1997. “Foods that enhance health- Time to validate and Pursue” J. Nutraceuticals, Functional &
Medical Foods. 1(1): 1-5.

56Lampe, JW. 1999.“Health effects of vegetables and fruits: assesing the mechanisms of action in human
experiments studies” Amer. J. Clin.Nutr.70, 475s-90s.

4
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alimentos que refieren propiedades positivas sobre la salud se han denominado alimentos
funcionales (AF).

3.2. Alimentos funcionales

El concepto de AF nacid a principios de los aifos 80 en Japdn, y fue impulsado por el
gobierno de este pais (a través de su Ministerio de Salud bajo una reglamentacién), el cual
dentro de sus politicas de salud ante un gasto en los sistemas de salud elevado, promovié el
proyecto de desarrollo de alimentos que ademds de proveer nutrientes, contuvieran otros
compuestos que desempeiiasen una funcién favorable y especifica en la salud de sus
consumidores; para ello cientificos japoneses estudiaron las relaciones entre nutricion,
satisfaccion sensorial, enriquecimiento y modulacién de sistemas fisioldgicos. Esto dio lugar
a los “alimentos para uso especifico en la salud” del inglés (Foods for specified health uses o
FOSHU) los cuales deberian de cumplir tres requisitos basicos:

3 Caracterizacion
analitica de sus

1 Evidencia cientifica
de su eficacia, que

incluya estudios
clinicos.

compuestos
bioactivos.

Fig. 3. Propiedades a cumplir para alimentos FOSHU

En el 2001, esta reglamentacién se amplié a los complementos alimenticios (cdpsulas,
perlas y comprimidos). También, establecié una nueva legislacion acerca de los “alimentos
con alegaciones sanitarias” (Foods with health claims), los cuales incluyen a FOSHU vy los
nuevos “alimentos con alegaciones nutricionales” (Foods with nutrient function claims FNFC)
que incluyen los diecisiete ingredientes (doce vitaminas y cinco minerales,entre ellas hierroy
calcio). Desde entonces este concepto se ha expandido a nivel global y ha sido ligeramente
modificado segun el pais de aplicacién.

Asi, en Estados Unidos el Consejo de Nutricidn y Alimentacién de la Academia de Ciencias
de los Estados Unidos los define como “alimentos modificados o de disefio” que contienen
uno o mas ingredientes con accién que incremente el bienestar del individuo®’.

’American Dietetic Association.Position of the American Dietetic Association.Functional foods.) Amer Diet
Assoc 1999; 99: 1278-1285.
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En Europa su legislacién fue promovida por la Seccidn Europea del International Life
Sciences Institute (ILSI) bajo el proyecto Functional Food Science in Europe (FUFOSE) que los
define como: “alimentos que contienen un componente, nutriente o no nutriente, con
efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, con efecto afadido por encima
de su valor nutricional y cuyos efectos positivos justifican que pueda reivindicarse su

caracter funcional o incluso saludable”. *%>°

Asi, en resumen, se puede decir que a medida que crecen las demostraciones de
interrelacién entre los alimentos y la salud, los alimentos funcionales se definen como
aquellos “capaces de promover la salud mas alla de su capacidad de nutrir”.

3.3. Compuestos bioactivos

Se denominan como compuestos bioactivos a los compuestos nutrientes y no
nutrientes, que cuentan con actividadbioldgica dentro del organismo, que se traduce en
bienestar para el individuo y menor riesgo de padecer determinadas enfermedades, y son
los que le confieren al alimento el caracter funcional.

Estos compuestos también fueron llamados en algln tiempo fitoquimicos por su
origen vegetal y quimiopreventores por su actividad preventiva.La principal fuente de estos
compuestos son las frutas y vegetales y, en menor medida, algunos cereales.?® Se harecogido
en bibliografia también que pueden ser producidos por algunas especies fungi y bacterias.

Los compuestos bioactivos se sintetizan a partir de los metabolitos primarios
(proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos y algunos acidos carboxilicos), componentes
guimicos vitales para el funcionamiento normal de los organismos que cumplen funciones
esenciales como fotosintesis, respiracidn, transporte de solutos, translocacidn y sintesis de
proteinas, asimilacion de nutrientes y diferenciacion de tejidos en las plantas. Los
compuestos sintetizados se denominan metabolitos secundarios, esta distinciéon essdlo

61,62

funcional, pues no hay una divisidon precisa entre metabolismo primario y secundario (ver

figura 4).

> Milner, JA. 2000. Functional foods: the US perspective. Am J Clin Nutr; 71:1654S- 1659S
> Araya L, H. c. and M. Lutz R 2003. "Alimentos funcionales y saludables." Rev. chil. nutr 2003, 30: 8-14.

60 Martinez-Valverde, 1., Periego, M., Ros, G. 2000. Significado nutricional de los compuestos fendlicos de la
dieta. Arch Latinoamer Nutr. 50:5-18

* Harborne 1982



28 |Introduccion
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Fig. 4. La siguiente figura muestra la relacién metabolismo primario y secundario y las vias
por las cuales se producen los metabolitos secundarios.
Fuente: “Secondary Metabolites and Plant Defense”

Cabe mencionar que no todos los metabolitos secundarios poseen bioactividad pero
una gran mayoria de ellos si, los cuales a diferencia de sus predecesores no cumplen
funciones especificas, por lo que son considerados no esenciales en la planta,® a excepcién
de clorofilas y reguladores del crecimiento (hormonas vegetales).

Los metabolitos secundarios tienen, por lo general, un bajo peso molecular, y son
producidos como familias de compuestos relacionados a momentos particulares del ciclo de
vida, (fase especifica de diferenciacién morfoldgica) y suelen ser genotipicamente especificas
para un grupo de especie, familia e incluso variedad, por lo que pueden utilizarse en
Botanica sistematica y en la identificacién de productos. Su presencia y concentracién es
funcién de diversos factores como son los: climatolégicos, agrondmicos, tecnoldgicos o
culinarios y otros.

Teniendo en cuenta el origen biosintético de los metabolitos secundarios en matrices
vegetales, estos se dividen en cuatro grandes grupos: 1) polifenoles, 2) terpenos y

®2Taiz, Lincoln y Eduardo Zeiger. 2006. "Secondary Metabolites and Plant Defense". En: Plant Physiology, Fourth
Edition. Sinauer Associates, Inc. Capitulo 13.
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esteroides, 3) glicdsidos y 4) sustancias nitrogenadase3. Vamos a describir brevemente estos
grupos.

3.3.1. Compuestos polifendlicos

Es el grupo mas amplio de metabolitos secundarios (8000 compuestos
aproximadamente), que se sintetizan a partir de los hidratos de carbono a través de la via
del acido shikimico y del metabolismo de fenilpropanoide564' 6>
menos, un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo unido a su estructura por lo que

. Se caracterizan por tener, al

puede variar desde moléculas simples, como los acidos fendlicos, hasta moléculas
poliméricas de elevada masa molecular, como los taninos.®

Compuestos fenolicos
Acidos fenolicos Polifenoles Otros compuestos

Acidos
hidroxicinamicos

Acidos Flavonoides Taninos | Cumarinas Lignanos Estilbenos

hidroxibenzoicos

Fig. 5. Clasificacion de compuestos polifendlicos. Fuente: Devanand L Luthria.

De todas estas familias son de particular importancia por su efecto probado en la salud®
los flavonoides, taninos y los acidos fendlicos®’.

A continuacion se describird brevemente cada familia:

®Crozier A., Clifford M.N. and Ashihara H. 2006.Plant secondary Metabolites — Ocurrence, estructures and role
in the human Diet. Ed. Blackwell Publishing Ltd. Uxford UK.

64RobardsK., PrenzlerP.D., TuckerG., Swatsitang P., and GloverW. 1999.Phenolic compounds and their role in
oxidative processes in fruits. Food Chem, 66. pp. 401-436.

% RobardsK. 2003. Strategies for the determination of bioactive phenols in plants, fruits and vegetables. J.
Chromatogr. A, 1000. pp. 657—691.

®®Harborne JB and Williams CA. 2000. Adavances in flavonoid research since 1992 Pytochemistry 55, 481-504.

*’Rice-Evans CA, Miller NJ and Paganga G. 1996.Structure—antioxidant activity relationships of flavonoids and
phenolic acids. Free Radical Biol Med 20:933-956.
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3.3.1.1. Acidos fendlicos
Este grupo a su vez estd compuesto por fenoles sencillos y acidos fendlicos.

Fenoles Sencillos. Son un grupo de compuestos poco abundantes, que suelen estar en
forma de heterésidos, son inestables pues se hidrolizan facilmente, son solubles en agua y
disolventes polares. Tienen efecto antimicrobiano, antiséptico y antioxidante.

Acidos fendlicos. Son compuestos organicos con un radical carboxilico y un grupo
hidroxilo fendlico, que pueden ser derivados del acido benzoico y cinamico (acidos
hidrobenzoicos e hidroxicindmicos, respectivamente). Tienen caracter acido, son inestables,
producen oxidaciones en medio alcalinos e isomerizaciones en medios alcalino o acidos y
son solubles en disolventes organicos polares, (agua o mezclas hidroalcoholicas). Son
esenciales para el crecimiento y la reproduccién de las plantas, y se producen como
respuesta a la defensa de patdgenos. Muestran actividad antioxidante y serian los
responsables de bajar el colesterol.

3.3.1.2. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo amplio de compuestosfendlicos que se sintetizan a partir
de fenilalanina y malonil-CoA, comparten estructura quimica basica denominada nucleo
flavan y segln un patrén de sustituciones se pueden clasificar en: flavonas, flavanonas,
flavonoles, flavanoles y antocianidinas.

Una caracteristica de estos compuestos es que son hidrosolubles y que pueden
presentarse como agliconas o compuestos glucosados. A continuacién se describira cada
subclase brevemente:

Flavonas.Son pigmentos amarillos presentes en flores o en la piel de frutos un ejemplo
de las mismas son: tricetin, apigenina y lueteolina.

Flavonoles.-Son sustancias incoloras o amarillos y se encuentran en las flores y frutos.
Los mds importantes son: quercetina, miricetina, y kaempferol.

Flavanonas. Son precursores de otros flavonoides mds complejos, pero se encuentran
como tales en altas concentraciones en los citricos.

Isoflavonas. Son compuestos quimicos que corresponden al grupo de fitoestrogenos de
las plantas. Tienen una estructura semejante a la hormona estrogénica de los mamiferos 17-
B-estradiol, y poseen doble actividad (actuando a la vez como estrogénicas y
antiestrogénicas).
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Flavanoles. Son compuestos que contienen un nucleo aromatico caracteristico y
ampliamente distribuido en las plantas superiores, a menudo como un pigmento.

Antocianinas. Quimicamente son derivados de agliconas, glicosilados, polihidroxilados y
polimetoxilados unidos al grupo 2-fenilbenzopirilio™. Son pigmentos naturales (de color rojo
azul y purpura) presentes en frutas, plantas y verduras; son compuestos de potente efecto
antioxidante por lo que pueden ser beneficiosos para la salud. Muestran efectos preventivos
contra el cancer.Su andlisis resulta dificultoso, pues son sensibles a pH alcalinos,
temperatura y luz, por procesos de.

3.3.1.3. Taninos
Los taninos se subdividen en taninos hidrolizados y no hidrolizados.

Taninos hidrolizables. Son compuestos de elevado peso molecular (500-20000 Daltons
Da). Se encuentran especialmente en especies como sorgo y maiz (leguminosas). Son
llamados también gdlicos o pirogalicos y como su nombre indica son compuestos que se
hidrolizan con facilidad tanto en acidos como en dlcalis, se producen generalmente durante
procesos patoldgicos de la pIanta69.

Taninos no hidrolizables o proantocianidinas. Conocidos también como no hidrolizables
(pues se hidrolizan con dificultad). Por efecto del calor y dcidos minerales dan lugar a la
formacién de polimeros de alto peso molecular (flobafenos). Este tipo de taninos se
producen en el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran fisiolégicos; se
encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal. Las propiedades mas interesantes
de los taninos se deben a su capacidad de combinarse con diversas sustancias formando
complejos.

3.3.1.4. Otros compuestos

Entre los compuestos de este apartado en general se describen:

% petersson EV, Puerta A, Bergquist J, Turner C. 2008. Analysis of anthocyanins in red onion using capillary
electrophoresis-time of flight-mass spectrometry. Electrophoresis, 29(12):2723-2730.

69Nguyen Kim Lin, Preston T.R., Dinh Van Binh and Nguyen Duy Ly. 2003. Effects of tree foliages compared with
grasses on growth and intestinal nematode infestation in confined goats. Livestock Research for Rural
Development 15 (6).

| 4
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Cumarinas. Son un grupo muy amplio de principios activos fendlicos que se encuentran
en plantas medicinales y tienen en comun una estructura quimica de (2H-1-benzopireno-2-
ona), denominada cumarina. Sobre esta estructura, que se origina biosintéticamente por
lactonizacidon del acido cumarinico (2-hidroxi-cindmico), se disponen sustituyentes de
distinta naturaleza quimica, lo que da lugar a distintos tipos de cumarinas: sencillas y
complejas. Poseen efecto efectos sobre el sistema vascular (tanto a nivel arterial como
venoso) y muestran ademads propiedades fotosensibilizantes, por lo que son utilizadas en
dermatologia.

Estilbenos. Son polifenoles naturales que incluyen derivados hidroxi- y metoxi- del
estilbeno simple, asi como sus formas glicésido y polimeros. Se producen en la planta en
presencia de agentes patogénicos (mohos, insectos).

Lignanos. Son compuestos de naturaleza fendlica que se originan por la condensacién de
fenilpropanoides; el nimero de estas unidades y la forma de unién entre ellas determinan la
existencia de diferentes tipos de lignanos (lignanos propiamente dichos, neolignanos, etc.).
Su estudio revela que tienen efecto hepatoprotector.

3.3.2. Terpenos
Son compuestos generalmente lipdfilos, que incluyen a:

Carotenoides. Son sustancias no volatiles pigmentadas (licopeno, B-caroteno,
criptoxantina, etc.) responsables de los colores amarillos y anaranjados de muchas hortalizas
y frutas. Son también, precursores de la vitamina A y otras sustancias terpenoides que
aportan aromas caracteristicos en, el té negro por ejemplo, frambuesa o tomate. Poseen
actividad antioxidante.

Terpenos. Son sustancias volatiles que forman parte de las esencias de los citricos
(limoneno, etc.). Existen otros terpenos que tienen importancia en el sabor de las frutas y
hortalizas, como: las lactonas sesquiterpénicas que confieren el sabor amargo de las
escarolas (lactucopicrina), los triterpenos amargos de los citricos (limonoides) y las
sustancias responsables del sabor amargo de los pepinos (cucurbitacinas).
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3.3.3. Compuestos nitrogenados
Esta familia estd compuesta por:

Aminodcidos. Son moléculas organicas con un grupo amino (NH;) y un grupo carboxilo
(COOH). Los aminodcidos mas frecuentes y de mayor interés son aquellos que forman parte
de las proteinas.

Alcaloides. Son metabolitos secundarios que poseen un nitrégeno heterociclico.
Proceden del metabolismo de aminodcidos; si proceden de otra via, se definen como
pseudoalcaloides. Son compuestos bioldgicamente muy activos, pudiendo dar lugar a
problemas de toxicidad, aun en cantidades muy bajas, por lo que su uso es limitado y
controlado.”

3.3.4. Compuestos azufrados

Glucosinolatos.-Son compuestos glicosidicos que, al ser hidrolizados por la enzima
mirosinasa, liberan una serie de productos entre los que se encuentran: /os isotiocianatos,
gue son sustancias volatiles y biolégicamente activas y que son responsables del sabor
amargo y, algunas veces, picante.

Saponinas.-Estdn ampliamente distribuidas en el reino vegetal, encontrandose en una
gran cantidad de plantas. Las saponinas son glicdsidos en los cuales varias unidades de
monosacaridos se enlazan mediante un enlace glicosidico a nucleo esteroidal hidrofébico
denominado aglicona que puede ser triterpénico o esteroidal y, en funcién de esto, las
saponinas se clasifican en saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales, respectivamente.
Poseen un amplio espectro de diversidad biolégica, habiéndose atribuido propiedades
anticancerigenasn, antiinflamatorias, estimulantes del sistema inmune, antimicéticas’?,
antitrombaticas” e hipocolesterolémicas’”.

7 Azcén-Bieto,) y Talén, M. 2000. Fundamentos de Fisiologia Vegetal. Mc Graw Hill Interamericana de Espaina
SAU. ISBN 84-486-0258-7.

71Sung, M. K.; Kendall, C. W. C.; Rao, A. V. 1995.Effect of saponins and Gypsophila saponin on morphology of
colon carcinoma cells in culture.Food Chem. Toxicol. 33, 357-366.

72 Zamilpa, A.; Tortoriello, J.; Navarro, V.; Delgado, G.; Alvarez, L. 2002. Five New Steroidal Saponins from
Solanum chrysotrichum Leaves and Their Antimycotic Activity. J. Nat. Prod, 65, 1815-1819.

73Zhang, J.; Meng, Z.; Zhang, M.; Ma, D.; Xu, S.; Kodama, H. 1999. Effect of six steroidal saponins isolated from
Anemarrhenae rhizoma on platelet aggregation and hemolysis in human blood. Clin.Chim.Acta. 289, 79-88.
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También se pueden mencionar por su importancia los selenocompuestos (Se-metil
selenocisteina y selenocisteina y-glutamil-Se-metilo), en los que se ha detectado actividad
contra el cancer.

Todas estas sustancias, o sus productos de degradacién, son responsables del sabor y
olor caracteristico de diversas hortalizas y sufren transformaciones quimicas durante su
coccidn y la digestion en el tracto gastrointestinal humano, que dan lugar a la liberacién de
metabolitos responsables de su actividad biolégica. Para varios compuestos aun no queda
bien determinado su papel fisiolégico o su funcién en el metabolismo de la planta. Se ha
propuesto que, en algunos casos, son el resultado de un proceso evolutivo vegetal que
confiere mayor resistencia a las especies vegetales que los presentan; actualmente se ha

confirmado un papel ecolégico importante””®.

4. Técnicas Separativas

Estas se dividen en dos grandes grupos las técnicas separativas cromatograficas y las
técnicas separativas no cromatograficas.

4.1. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia fue introducida en 1970 por Mikhail Tswett y engloba a un conjunto
de técnicas variadas, pero que todas ellas tienen como objetivo principal separar los
componentes contenidos en las muestrasen base a las propiedades fisico-quimicas de los
distintos componentes buscando las diferencias entre ellos que dé lugar a su separacién.

Las técnicas cromatograficas son variadas y se han clasificado de diferentes formas;
una de ellas las divide en técnicas cromatograficas continuas y discontinuas, entre las
técnicas discontinuas se usa la cromatografia en capa fina (TLC del inglésThin Layer
Cromatography), que se sigue utilizando, debido a que es una herramienta simple, rapida,
versatil y util para separacién de analitos contenidos en una muestra permitiendo el
fraccionamiento de los mismos.

74Sauvaire, Y.; Ribes, G.; Baccou, J. C.; Loubatier’es-Mariani, M. M. 1991.Implication of steroid saponins and
sapogenins in the hypocholesterolemic effect of fenugreek. Lipids, 26, 191-197.

75Harborne, J. B. 1989. Recent advances in chemical ecology. Natural.Natural Products Reports 6: 85-108.

"®*Maldonado, R. 1985. Los productos en las plantas. Vol. I. Centro de Investigacion en Quimica Aplicada.
Coahuila.México.
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Entre las técnicas cromatograficas continuas destaca la Cromatografia Liquida de altas
prestaciones (HPLC del inglés High Perfomance Liquid Chromatography) como método de
eleccidn para el andlisis cualitativo y cuantitativo de compuestos de interés.

En esta técnica, la fase estacionaria es un sdlido poroso, que se encuentra por lo
general, en forma particulada, o como una fina capa de sustancia liquida ligada a un soporte
sélido, contenido en el interior de un tubo habitualmente metalico que da lugar a la columna
cromatografica. La fase movil es un liquido, ya sea un disolvente o una mezcla de
disolventes, a veces con un pH modificado mediante adicion de acidos, bases o solucidnes
reguladoras.

Un sistema de HPLC estd formado por: a) depdsitos para las fases moviles, b) sistema
de bombeo para proporcionar presién a la fase moévil, c) sistema de inyeccién de muestras,
d) columna cromatografica (a veces precedida por una precolumna), e) horno
termostatizado f) detector y g) sistema de adquisicion de datos. Los cuales se pueden
observar en la siguiente figura 6.

En una separacion utilizando HPLC, la fase movil es impulsada por la bomba que
transporta una banda de muestra a través de la columna cromatografica. La inyeccidon se
realiza normalmente a través de una vdlvula de seis vias que permite introducir en el flujo
del disolvente, la muestra contenida en un aro o loop de volumen calibrado. Una vez en la
columna los analitos interaccionan con la fase estacionaria de tal forma que aquellos que
sean mas afines con la fase movil seran menos retenidos por la fase estacionaria y eluiran
antes, mientras que aquellos que tengan mads afinidad por la fase estacionaria avanzaran
mas lentamente a través de la columna y eluiran, por tanto, mas tarde. La fase movil puede
ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes. Cuando se trata de una mezcla, puede
programarse la bomba para que tome disolventes de diferentes botellas en una proporcién
determinada y realice la mezcla en una cdmara de mezclado. Cuando durante toda la
separacion se utiliza el mismo solvente, se denomina isocratica, sin embargo, es normal
realizar un gradiente de composicidon del disolvente a lo largo del analisis cromatografico
para mejorar la eficacia y acortar la duracién del proceso.

\t
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Fig. 6. Componentes basicos de HPLC.

Una vez eluido cada compuesto debe ser detectado. Para ello, se colocan a la salida de
la columna cromatografica uno o varios detectores que proporcionaran una respuesta al
paso de los analitos (absorbancia, emision fluorescente, conductividad...). El procesado de
esta sefial produce el cromatograma, en el que se representa la respuesta obtenida por el
detector frente al tiempo. La intensidad de cada pico serd directamente proporcional al
factor de respuesta y a la concentracion del analito correspondiente en la muestra.

4.1.1. Tipos de cromatografia liquida

Segun la naturaleza de la fase estacionaria y del tipo de fenémeno fisico que permita la
separacién, existen diferentes tipos de cromatografia liquida’’ que se resumen enla
siguiente tabla.

7 SkoogD.A, Learyl.). 1996. “Cromatografia de liquidos de alta resolucién” en “Analisis instrumental”. Ed.
McGraw-Hill/Interamericana de Espafia, S. A. Madrid. Pp 730-777.
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Tabla 7.Tipos de Cromatografia liquida

Tipos de cromatografia Fase estacionaria activa

Particion Liquido retenido por un sélido soporte
Adsorcion Solido con propiedades superficiales
Cambio idnico Sélido con propiedades cambiadoras de iones
Afinidad Sélido con propiedades de retencion bioespecificas
Exclusion por tamaiios Soélido con porosidad controlada

El conocimiento de la estructura molecular de los componentes de la muestra puede
ser muy util en la seleccién de una metodologia concreta de cromatografia liquida. En
general, podemos decir que la cromatografia de particion o reparto se aplica a compuestos
polares no idnicos; la cromatografia de adsorcién separa especies no polares, isomeros e
hidrocarburos alifaticos; la cromatografia de intercambio idnico permite analizar
compuestos idnicos de peso molecular bajo; los analitos de peso molecular superior a
10.000 uma se separan mediante cromatografia de filtracién sobre gel (de exclusion).

4.1.1.1. Cromatografia de particion o reparto

La cromatografia de particién o de reparto es el tipo de cromatografia de liquidos mas
ampliamente utilizado y la que se ha empleado para desarrollar el trabajo experimental que
se incluye en esta memoria en el capitulo 4.

El fundamento de este tipo de cromatografia es el reparto o la distribucion de los
solutos entre una fase movil liquida y otra estacionaria inmiscible soportada sobre un sdlido
inerte; es decir, la causa de la discriminacion entre los solutos se encuentra, de manera
genérica, en las diferencias de solubilidad.Considerando las polaridades relativas de las fases
moviles y estacionarias, se distinguen dos tipos de cromatografia:

a) Cromatografia en fase normal (HPLC). La fase estacionaria es polar, mientras que la
elucidn se lleva a cabo con disolventes no polares, como etil éter, cloroformo o n-hexano.

b) Cromatografia en fase inversa (RP-HPLC). La fase estacionaria es no polar,
tratandose normalmente de hidrocarburos tales como Cg (n-octilo) o Cy5 (n-octadecilo) y la
elucién se lleva a cabo con una fase moévil de polaridad elevada, como disoluciones acuosas
conteniendo metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano.




38 |Introduccion

La cromatografia de liquidos en fase inversa es el modo de HPLC mas empleado en la
actualidad, ya que una gran mayoria de muestras de interés en diversos ambitos tienen
naturaleza hidrofilica. En esta modalidad de fase inversa, el tiempo de retencién es mayor
para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen
mas rapidamente.

4.1.2. Optimizacién de la metodologia

Cuando se pretende poner a punto un método cromatografico, se persigue una buena
resolucién, precisidn, altura de pico, tiempo de analisis reducido, trabajando a una presién
adecuada y consumiendo la menor cantidad de disolvente posible.

La seleccién de la fase estacionaria (columna cromatografica) y de la fase mdvil, para la
separacion de una mezcla determinada, es muy importante, ya que los componentes de la
muestra interaccionan con ambas fases. Normalmente se elige en primer lugar una fase
estacionaria adecuada de una manera general y, seguidamente, se selecciona la fase mévil
empiricamente, después de realizar una serie de ensayos. Esta debe tener una composicién
tal que sea compatible con la fase estacionaria, que disuelva los componentes a analizar y
que permita una buena separacién. Luego se optimizan las condiciones de flujo del
disolvente, tiempo de separacién, cantidad de muestra a inyectar y, se determinaran la/s
longitud/es de onda de deteccidn que resulten mas idéneas.

En fase reversa se utilizan fundamentalmente dos tipos de fases estacionarias (C-18 y
C-8) como ya se menciono en secciones precedentes, estando formadas por grupos no
polares unidos a la silice. Ademas del tipo de fase estacionaria habra que seleccionar la
longitud de la columna, su diametro y el tamafio de particula mas adecuado.

El didmetro interno de la columna de HPLC a utilizar es un aspecto critico que
determina la cantidad de muestra con la que se puede trabajar y que también influye en su
sensibilidad. Las mas utilizadas son las de didmetro interno entre 2-5 mm denominadas
columnas de rango analitico. Las columnas de didmetro interno mas grande (>10 mm) se
utilizan normalmente para el aislamiento y purificacion de compuestos, y se denominan
columnas semipreparativas.

En cuanto al tamafo de particula puede ser muy variado, siendo las de 5 um de
didametro las que tradicionalmente se han usado. Particulas mas pequenas ofrecen una
mayor superficie y una mejor separacion, consiguiendo una mejor eficacia y resolucion. Sin
embargo, con instrumentos de HPLC convencionales, no se pueden usar particulas de
tamafio mucho menor de 5 um, ya que se produciria un gran aumento de presién, no
tolerado por los equipos. Es de hecho, bastante improbable trabajar con columnas rellenas
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con fases estacionarias de menos de 3 um de didmetro de particula’® en instrumentos
convencionales. Los aparatos mas modernos de HPLC incorporan mejoras para poder
trabajar a presiones mas altas y, por lo tanto, poder utilizar particulas de tamafio mas
pequefio en las columnas (< 2um) "°. Asi destacan los equipos denominados RRLC (Rapid
Resolution Liquid Chromatography) 80 que trabaja con valores de hasta 600 bares.

En cuanto a la fase movil se pueden aprovechar las variaciones tanto de su fuerza
retencion (eluyente), como de su naturaleza (selectividad) de una forma dinamica,
modificandolas en el tiempo durante la propia elucién. Debido a que un sélo disolvente no
resulta en ocasiones adecuado para una determinada separacion, pueden utilizarse mezclas
binarias o ternarias para potenciar la fuerza eluyente. Con ello se consigue aumentar la
eficacia de la separacion.Los disolventes que se van a combinar deben ser miscibles a
cualquier concentracién. Otra modificacion de la fase movil que puede afectar a la retencion
del compuesto es, por ejemplo, la adiciéon de sales inorganicas, que provoca un aumento
lineal en la tension superficial, y como la entropia de la interfase compuesto-disolvente estd
controlada precisamente por la tensién superficial, se produce un aumento del tiempo de
retencion.

Otros parametros que habran de optimizarse relacionados con la fase mdvil son por
ejemplo: pH, el flujo y la temperatura®’. El pH de la fase movil afectara la retencién si la
estructura de las moléculas del soluto resulta afectada. Tipicamente, las especies que
pueden presentarse en forma protonada y desprotonada en el intervalo de pH de trabajo
usual en RP-HPLC seran afectadas, puesto que ambas formas, manifestardan diferente
retencidn. A efectos practicos, si se quiere utilizar el pH como un pardmetro capaz de alterar
sustancialmente la separacién, tendrd que ajustarse el pH de la fase mdvil de modo que su
valor esté comprendido entre el pK,x 1 de la especie o especies de interés. Para controlar el
valor del pH que puede afectar a la retencién del compuesto muchos métodos utilizan un
una soluciénreguladora. Estos tampones controlan el pH, pero también neutralizan la carga

78 Eeltink S., Decrop W. M. C., G. P. Rozing, P. J. Schoenmakers, W. T. Kok. 2004.“Comparison of the efficiency
of microparticulate and monolithic capillary columns”.J. Sep. Sci. 27 (17-18) 1431-1440.

"Cunliffe J.M., Adams-Hall S.B., T.D. Maloney.“Evaluation and comparison of very high pressure liquid
chromatohraphy systems for the separeation and validation of pharmaceutical compounds” J. Sep. Sci. 30 (8)
1214-1223.

% yoshida T., Majors R.E. 2006.“High-speed analyses using rapid resolution liquid chromatography on 1.8-um m
porous particles” J. Sep. Sci. 29.2421-2432.

¥ RubinsonK.A., Rubinson).F. 2000.“Cromatografia liquida” en “Analisis Instrumental”. Ed. Pearson Education S.

A. Madrid. Pp 636-676
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o cualquier resto de silica de la fase estacionaria que haya quedado expuesta y actian como
contraiones que neutralizan la carga del compuesto.

El flujo y la temperatura afectan a la retencion relativa de los diferentes compuestos
de una mezcla y, por lo tanto, a su resoluciéon. Aumentando el flujo, se reducen los tiempos
de analisis y se suele mejorar la resolucién, pero se produce un aumento de presion. Para
disminuir la presién se aumenta la temperatura, ya que a temperaturas elevadas la
viscosidad del disolvente disminuye, dando lugar a que el eluyente fluya mas rdpidamente.
No necesariamente se suelen modificar simultdaneamente ambos pardmetros para conseguir
separaciones adecuadas. Se deben optimizar trabajando en el rango de valores de presién
indicados por el fabricante, para tener el maximo tiempo de vida de la columna. No es
necesario el control estricto de la temperatura de la columna, pero las separaciones resultan
mas reproducibles cuando la temperatura se mantiene constante.

Debido a que se utilizan altas presiones, se debe evitar la presencia de particulas que
puedan obstruir los conductos y la formacién de burbujas que puedan deteriorar el relleno
de las columnas y que produzcan inestabilidad en la sefial del detector. Para evitar las
obstrucciones, los disolventes y las muestras a inyectar se filtran con membranas de 0,45 a
0,22 pm. Para evitar la formacién de burbujas, los equipos de HPLC cuentan con
desgasificadores de disolvente por vacio o por burbujeo con He y, en el caso de no contar
con los mismos, se deben desgasificar los disolventes por medio de ultrasonidos antes de
utilizarlos como fase movil.

4.2. Cromatografia de gases (GC)

En la cromatografia de gases (GC) se utiliza como fase mévil un gas portador inerte,
que eluye los componentes de una mezcla a través de una columna que contiene una fase
estacionaria inmovilizada. La forma mas usual de hacer cromatografia de gases es utilizando
como fase estacionaria un liquido que recubre la pared interna de una columna o un soporte
sélido, lo que recibe el nombre de cromatografia gas-liquido(CGL). Existe otro tipo de
cromatografia de gases menos utilizada, denominada cromatografia gas-sdlido (CGS) donde
el analito se adsorbe directamente sobre las particulas sélidas de la fase estacionaria®®. El
gas portador es un gas inerte generalmente helio, nitrégeno o argdn de elevada pureza, con
un caudal conocido y controlado.

% RubinsonK.A., RubinsonJ.F. 2000.“Cromatografia de gases y cromatografia de fluidos supercriticos” en
“Andlisis Instrumental”. Ed. Pearson Education S. A. Madrid. Pp 680-701.
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La fase mdvil no interacciona con el analito y su Unica misién es la de transportar la
muestra. Las columnaspueden ser derelleno, en las que la fase estacionaria liquida estd
retenida sobre un sélido inerte (soporte) contenido en el capilar,en las que la fase
estacionaria se fija sobre las paredes interiores del capilar. En la inmensa mayoria de los
analisis se utilizan columnas capilares, largas y estrechas, hechas de silice fundida (SiO;) y
recubiertas de poliimida como soporte y como proteccién frente a la humedad atmosférica y
una posible rotura de la columna. Los didmetros internos tipicos son de 0.1-0.53 mm vy las
longitudes tipicas de 15 a 100m.

Las partes esenciales de un cromatdgrafo de gases son® (ver figura 7): a) fuente de gas
portador (botella a presion), b) sistema de regulacion de caudales (valvula reguladora y
mandmetro), c) bloque de inyeccion de muestras, d) columna termostatizada conteniendo la
fase estacionaria, e) detector termostatizado con amplificador de sefial y registro grafico.

Microjeringa
[=}
Divisor de fluj I .
’mrr—’i Electrometro
Septum H o pLEnte
Regulador ~,
de flujp =
Regulador DAC
de presicn
Py
A - Ordenador
~ Rotametro)
Columna
Gas portador

Horno termostatizado

Fig. 7. Diagrama de un cromatdgrafo de gases

Principios de funcionamiento

La muestra de un liquido volatil o de un gas se inyecta, a través de un septum, en la
camara de inyeccién donde se vaporiza y se arrastra hasta cabeza de columna. La
temperatura inicial de la columna se fija a 40°C por debajo del punto de ebullicion del
disolvente, que condensa, por tanto, en la cabeza de la columna. Como los solutos van

% Loro Ferrer).F. 2001. “Cromatografia de gases” en “Manual de Cromatografia”. Ed. Direcciéon General de
Universidades e Investigacion. Consejeria de Educacion, Cultura y Deporte. Gobierno de Canarias. Pp 107-156.
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guedando atrapados lentamente en la porcién de disolvente condensado, forman una
estrecha banda al principio de la columna. Los analitos, en forma gaseosa, se hacen pasar a
través de la columna, arrastrados por el gas portador, y por equilibrios sucesivos entre fase
movil y estacionaria, cada componente se desplaza por la columna a velocidades diferentes.
La columna debe estar suficientemente caliente a fin de que los analitos alcancen una
presién de vapor suficiente para que se eluyan en un tiempo razonable. Finalmente, los
analitos después de separados llegan al detector cuya respuesta aparece en la pantalla de un
ordenador o un registrador en forma de cromatograma. El detector se mantiene a una
temperatura mds alta que la columna, de forma que los analitos se encuentran en forma
gaseosa.

4.2.1. Tipos de cromatografia de gases
Como se ha mencionado ya existen dos tipos de cromatografia de gases ®*:
4.2.1.1. La cromatografia gas-sdlido

Tiene una fase estacionaria sélida en la cual se produce la retencién de los analitos
debido a la adsorcion fisica sobre la superficie del sélido. Esta modalidad cromatografica ha
tenido una aplicacién limitada debido a la tendencia de los compuestos a formar colas y a la
retencién semipermanente de gases activos sobre la fase estacionaria.

4.2.1.2. La cromatogrdfia gas-liquido

Que ha sido empleada en la parte del trabajo experimental incluido en esta memoria
se basa en la distribucion del analito entre una fase mévil gaseosa y una fase estacionaria
liqguida inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte (soporte) o en las paredes
interiores de la columna, si ésta es capilar. Este tipo de cromatografia de gases es la mas
utilizada.

4.3. Electroforesis Capilar (CE)

La electroforesis capilar (CE) es una herramienta de separacidon, que cred grandes
expectativas cuando se introduccidn en la quimica analiticalas cuales luego fueron
reduciéndose por la baja reproducibilidad que ofrecia sin embrago en los ultimos afios ha
vuelto a recobrar gran importancia por la versatilidad que presenta, separando aminoacidos,

8 Skoog D.A., Leary JJ. 1996. “Cromatografia de gases” en “Andlisis instrumental”. Ed. McGraw-

Hill/Interamericana de Espafia, S. A. Madrid. Pp 704-729.
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acidos organicos, iones inorganicos, carbohidratos, esteroides, tioles, contaminantes
alimenticios, material genético y algunos farmacos.

Las sustancias a analizar se separan en funcién de su diferente movilidad, en sentido y
velocidad, bajo la accidon de un campo eléctrico en el interior de un tubo capilar lleno de una

disolucion solucion reguladora®®. El

tubo capilar normalmente es de silice fundida
recubierto por una capa polimérica para su proteccién, y con unas dimensiones que oscilan

entre 10-100 cm de longitud y 25-100 um de didmetro interno.

Las principales caracteristicas de la CE son:

=

Elevada rapidez de analisis.

2. Altas eficacias, de 10°-10° platos tedricos por metro de columna.

3. Requerimiento de pequeios volimenes de muestra (nanolitros) y reactivos.
4. Gran variedad de aplicaciones.

5. Facilidad de automatizacion.

Los componentes basicos de un equipo de CE son un generador de alto voltaje, viales
fuente de destino y muestra, capilar (normalmente de silice fundida recubierto de
poliimida), sistema de termostatizacién, sistema de inyeccidon de la muestra, sistema de
deteccion y sistema de registro.

Sistena de detecdon
Gaodo U ' \ Citodo
Vial fuente Wial muestra Vialdestine
am;ﬂl’ EE

alto Unlﬂ'e

Fig.8. Esquema basico de un equipo de electroforesis capilar (CE)

.S, F. Y.1996.“Capillay Electrophoresis: principles, practice and applications. Elsevier, Amsterdam.

8 GrossmanP.D., Colburnl.C. 1992. “Capillary Electrophoresis. Theory and Practice” Academic Press, San Diego.
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Principios de funcionamiento

Los extremos del capilar se colocan en dos viales rellenos de disolucion reguladora que
contienen cada uno de ellos un electrodo, ambos conectados a una fuente de alto voltaje
(generalmente de hasta 30kV). La muestra se inyecta dentro del capilar a través de un vial
que sustituye temporalmente el vial inicial aplicando un potencial eléctrico (inyeccién
electrocinética) o una presidén externa (inyeccién hidrodinamica) durante unos segundos.
Después se vuelve a reemplazar el vial de muestra por el inicial, conteniendo la disoluciéon
reguladora, y se aplica un potencial eléctrico a lo largo del capilar que produce la separacion.
Los analitos pueden ser detectados directa o indirectamente con deteccidon éptica (UV-
visible, fluorimétrica, fosforimétrica, quimioluminiscente o infrarroja) a través de la ventana
del capilar que habitualmente se encuentra cerca del extremo opuesto a donde se hizo la
inyeccién (normalmente cerca del cdtodo cuando se trabaja en polaridad normal) -deteccién
on-columna-, o al final del capilar mediante el uso de otros sistemas de deteccién como la
espectrometria de masas o las técnicas eléctroquimicas que dan lugar a la deteccién off- o
post-columna.Donde la migracion de las especies quimicas dentro del capilar se rige por dos
fendbmenos, que se dan simultdneamente como son: la electromigracién vy

electrodsmosis®’®°,

La electromigracidnconsiste en el movimiento neto de las especies cargadas que
forman la muestra a través de la disolucidn reguladora dentro del capilar, bajo la influencia
del campo eléctrico. Cada analito tiende a migrar hacia su polo correspondiente (cationes al
catodo, aniones al danodo) a distinta velocidad. A esta velocidad se le denomina velocidad
electroforética y se calcula por la siguiente expresién:

v=uE

donde v es la velocidad de migracién de cada ion (m s'l), Le €s la movilidad electroforética
(m*Vv's?) y E es el campo eléctrico aplicado (Vm™). La intensidad del campo eléctrico es
funcién del voltaje aplicado dividido por la longitud total del capilar. La movilidad
electroforética es un factor que indica como de rapido se mueve un ién o soluto a través de
la disolucion de separacidn. Es una expresion del balance de fuerzas que actian sobre cada

¥ 0daR.P., Landersl.P. 1997. “Introduction to Capillary Electrophoresis” en “Handbook of Capillary

Electrophoresis”. Ed. J. P. Landers. CRC Press. Pp 1-49.

% Marina M.L., Rios A., Valcarcel M. 2005. “Fundamentals of Capillary Electrophoresis” en “Analysis and
Detection by Capillary Electrophoresis”. Ed. M. L. Marina, A. Rios, M. Valcarcel. Elsevier. Pp 1-28.

8 Cruces Blanco C. 1998."Electroforesis capilar". Ed. Universidad de Almeria, Servicio Publicaciones Almeria.
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ion individual; la fuerza del campo eléctrico actia a favor del movimiento y las fuerzas de
friccion y rozamiento, en contra. Puesto que estas fuerzas son constantes durante la
electroforesis, la movilidad electroforética es una constante para un ién dado bajo unas
condiciones dadas. La ecuacidn que describe la movilidad electroforética es:

_ 9
He =——

6nr
donde q es la carga del ion, 1 es la viscosidad de la disolucidn y r es el radio de la particula o
i6n en disolucidn. La carga del idn, g, es estable para los iones totalmente disociados, como
son acidos fuertes o pequefios iones, pero puede estar afectada por cambios de pH en el
caso de acidos o bases débiles. De la ecuacién anterior se puede ver que las diferencias en
las movilidades electroforéticas seran causadas por las diferencias en la relacién entre la
carga y el tamafio de idn. Las moléculas pequenas de gran carga se moverdn mas rapido a
través del capilar que las moléculas con menor carga. Con esta expresion se deduce también
que las moléculas neutras, al ser q=0, tendrdn una movilidad electroforética igual a cero.

La electroésmosis es un fenédmeno que se produce siempre gque se aplica un campo
eléctrico a un sistema liquido (como es el medio electroforético) que esté en contacto
directo con una superficie cargada (como es el interior del capilar de silice fundida). La pared
interna del capilar tiene grupos silanoles que, en contacto con el solucidénreguladora de
separacion, se ionizan. El grado de ionizacion se controla principalmente mediante el pH del
electrolito de separacion (aparecen cargas negativas con disoluciones de pH superior a 2.5-
3). De este modo, la pared cargada negativamente del tubo de silice atrae a los iones con
carga positiva del solucidonreguladora y bajo la accién del campo eléctrico estas cargas
positivas se desplazan hacia el catodo y arrastran con ellas el agua de solvatacion asociada.
El movimiento global del solucidnreguladora en el interior del capilar, llamado flujo
electrosmotico (EOF), viene determinado por su respectiva velocidad electroosmaética, veo:

Veo = Moo E
Meo €S lamovilidad electrosmotica definida como:

&

Heo :m

\t
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donde¢ es la constante dieléctrica del soluciénreguladora, , su viscosidad y ¢ (llamado

potencial zeta) el potencial que se genera aproximadamente entre la superficie del capilary
el soluciénreguladora. El EOF va a afectar a todas las sustancias en el interior del capilar del
mismo modo, ya que se trata de una propiedad del sistema capilar-soluciénreguladora.

Al existir los dos fendmenos de migracion (electromigracién y electrodsmosis), la
velocidad de migracion de un soluto esta relacionada con una combinacién de la movilidad
electroforética y electroosmética:

V= (e  14,)E
El tiempo de migracién de la sustancia cargada vendra dado por la expresion:

o L
" (e 44, )E

donde L es la longitud del capilar hasta el punto de deteccién.

Un esquema de la existencia de estos dos fendmenos sobre el movimiento neto de las
especies contenidas en una muestra se representa en la figura 9.

Electromigracion
N
ANODO (+} = = = it b et CATODO (3
N
Elediroésmosis
Rz N/ PNV NI/
5, 7 i i
+ = FEO
ANODO (+) > s Bt Al CATODO (3
O e
- N vy

Fig. 9. Representacion de los fendmenos de electromigracién y electroésmosis.

4.3.1. Tipos de Electroforesis Capilar

La CE es una técnica muy versatil, y muy variada que a diferencia de la cromatografia
liquida donde el cambio de un modo a otro suele requerir el cambio de columna y fase
movil, en electroforesis capilar suele implicar Unicamente el cambio de la composicién de la
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disolucién reguladora empleada. Los tipos de CE mds comunes junto con el principio de
separacion de cada uno de ellos se resumen en la tabla 8°*.

Tabla 8. Relacién de tipos de con su mecanismos de separacion empleados.

Modo de separacion Acréonimo Principio de separacion
Electroforesis capilar en zona CZE Carga/tamario
, . L . Interaccién hidrofébica/idnica con
Cromatografia capilar electrocinética micelar MEKC .
micelas del surfactante
. . . Formacion de complejos estéreo-
Electroforesis capilar quiral CCE o
especificos
. . . Interacciones moleculares entre
Electroforesis capilar por afinidad CAE . e
ligando y analito "objetivo
Cromatografia capilar electrocinética micelar SRR Mecanismos electroforéticos vy
con microemulsiones reparto cromatografico
Electroforesis capilar en gel CGE Tamano molecular
Isoelectroenfoque capilar CIEF Punto isoeléctrico
. . Capacidad de migracion entre
Isotacoforesis capilar CITP o
tampones de distinta naturaleza
, . Movilidad en una solucion libre y
Electrocromatografia capilar CEC

retencidén cromatografica

4.3.1.1. Electroforesis capilar en zona

Es el tipo de electroforesis mas versatil y simple de los modos en CE, fue la primera

modalidad que se desarrolld, siendo pioneros los trabajos de Jorgenson y Luckas®>*?

El mecanismo de separacion se basa en las diferencias de carga/masa de las diferentes
sustancias que componen la muestra al aplicar un campo eléctrico que implica distintas
movilidades electroforéticas. Tiene la limitaciéon de ser util sélo para la separacion de
especies cargadas, no permitiendo separar las neutras.

Puesto que las muestras son introducidas normalmente desde el anodo y el detector
se encuentra al lado del catodo, el orden de elucion determinado por la relacidon

*! Fernandez GutiérrezA., Segura CarreteroA., Carrasco PancorboA. 2005. “Fundamentos tedricos y modos de
separacién” en “Electroforesis capilar: Aproximacién segun la técnica de deteccion”. Ed. Univ. Granada. Pp 11-
54,

2 Jorgensonl). W., LuckacsK. D. 1981. “Zone Electrophoresis in open-tubular glass-capillaries”. Anal Chem. 53
1298-1302.

% Jorgenson J. W., Luckacs K. D. 1983. “Capillary Zone Electrophoresis”. Science 222. 266-272.
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carga/tamaiio de los analitos, corresponde a: cationes, sustancias neutras y aniones (ver
figura 10).

Neutros
Cationes Aniones

Pequefio Pequefio
Altamente car'godo—>| | 4= Altamente cargado

[
L

Tiempo de migracién

Fig. 10. Representacién de un electroferograma por CZE indicando el orden de elucién.

Este orden de elucidn se debe a que los cationes se mueven a través del capilar en la
misma direccidon que el EOF, por lo que sus velocidades de migracién serdn mas rapidas que
el propio EOF. Las moléculas neutras, que se mueven a través del capilar empujadas sélo por
el EOF, eluyen después de los cationes, pero sin separarse. Los aniones, finalmente, al
poseer carga negativa, tenderdan a moverse hacia el anodo en sentido opuesto al EOF, pero
generalmente éste es mayor que las velocidades electroforéticas de los aniones, por lo que
los aniones se desplazan hacia el catodo eluyendo en ultimo lugar.

El modo de electroforesis capilar en zona ha sido el que se ha utilizado en la presente
memoria en el capitulo 5.

Condiciones a optimizar

Las variables mas importantes a optimizar en el desarrollo de un método de

. . .. 4-
electroforesis capilar se pueden dividir en dos grupos.’*°

* Arce- JiménezL., Segura-CarreteroA., Cortacero-RamirezS. 2005.“Aspectos practicos para el desarrollo de
metodologias analiticas mediante electroforesis capilar” en “Electroforesis capilar: aproximacién segun la
técnica de deteccién”. Ed. Univ. Granada. Pp 126-155.

95McLaughIinG.M., WestonA., HauffeK.D. 1996.“Capillary electrophoresis methods development and sensitivity
enhancement strategies for the separation of industrial and enviromental chemicals”. J. Chromatogr. A 744
123-134.

*®DolnikV. 1996.“Selectivity, differential mobility and resolution as parameters to optimize capillary
electrophoretic separation”. J. Chromatogr. A 744 115-121.
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Variables instrumentales Variable quimicas del medio electroforético
- Seleccion del capilar -pH

- Voltaje - Capacidad reguladora

- Temperatura - Fuerza idnica

- Tiempo de inyeccion - Presencia de aditivos

Variables instrumentales
Seleccion del capilar: dimensiones y acondicionamiento

La eleccion del capilar resulta muy importante; asi, la longitud del capilar se relaciona
con la resolucién de picos que se quiera obtener y el tiempo de separacién, y el didmetro del
capilar influyen en la sensibilidad. Cuanto mas largo sea un capilar, mayor es el tiempo de
analisis y mayor la separacion o resolucién entre picos, y cuanto mas grande sea el didametro,
mayor sera la sensibilidad. Se recomienda utilizar capilares con diametros entre 50-75 um,
ya que diametros mayores pueden dar lugar a problemas de calentamiento interno.
También es importante optimizar el ciclo de lavado del capilar para obtener buena
reproducibilidad.

Voltaje

Tanto la velocidad electroforética como la electroosmdtica son directamente
proporcionales al campo eléctrico. Un voltaje elevado proporciona mayor rapidez y por lo
tanto, tiempos de migracién mas cortos, pero se pueden producir pérdidas en la resolucién y
eficacia de los picos, ya que la generacidén de un calor excesivo dentro del capilar a altos
voltajes, contribuye significativamente a la dispersién de los analitos y, por ende, al
solapamiento de los picos. El voltaje limite que se puede emplear en la practica es de 30 kV
(en la mayor parte de los instrumentos de CE comerciales) para que no se produzcan efectos
de calentamiento del capilar que se conocen con el nombre de efecto térmico o efecto
Joule.

Temperatura

El control de la temperatura es siempre importante para evitar el efecto Joule.
Ademas, los cambios en la temperatura afectan a la movilidad de los analitos y al EOF, e
incluso pueden afectar al pH de la disolucién reguladora. El intervalo de temperatura
permitido estd comprendido normalmente entre 10 y 509C. El uso de temperaturas altas en
CE disminuye el tiempo de andlisis y mejora la forma de los picos, debido a la disminucién de
la viscosidad, pero también se pierde resolucidén en especial cuando se trata de analitos muy
semejantes o de un numero elevado de ellos.

| 4
1% y
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Tipo y tiempo de inyeccién

La muestra se puede introducir en el capilar usando la modalidad hidrostatica o
hidrodinamica (gravedad, presidn o vacio) y la electrocinética. La inyeccién hidrodindmica es
la modalidad mas cominmente usada.

El tiempo de inyeccidn es habitualmente la ultima variable experimental a optimizar en
un método. Se usara mayor o menor tiempo en funcidon de la sensibilidad que se quiera
conseguir (mayor tiempo de inyeccion, mayor sensibilidad) sin empeorar la separacion entre
los analitos bajo estudio. En general, se deben inyectar volimenes pequefios que puedan ser
detectados, pero que den lugar a las mejores eficacias.

Variables quimicas del medio electroforético

Las caracteristicas de la disolucién de separacion (pH, capacidad reguladora, fuerza
idnica, presencia de aditivos, etc.) juegan un papel mds que decisivo en la separacion
electroforética que los parametros instrumentales.

pH

Es una variable de gran repercusion en la selectividad de los métodos electroforéticos,
pues influye en el grado de ionizacién de especies acidas o bdsicas débiles, y por tanto, en
sus movilidades electroforéticas. En general, para la separacion de solutos catiénicos se
debe trabajar a un pH de una o mas unidades por debajo de su pK, y para solutos anidonicos
por encima de su pK,. Ademas, tedricamente a medida que aumenta el pH, aumenta la
movilidad electroosmética y por tanto, disminuyen los tiempos de migracién. El aumento de
la movilidad electroosmética se debe a que elevados valores de pH producen mas
disociacion de los grupos silanoles Si-OH a Si-O” dentro de las paredes del capilar y también
porque se produce un aumento del potencial zeta.

Capacidad reguladora y composicion

Esta debe ser alta sin un aumento excesivo de la conductividad en una zona lo mas
amplia posible de pH, para que se obtenga buena reproducibilidad y una baja fuerza idnica
para minimizar el efecto Joule. La eleccion es generalmente empirica y suele recurrirse a la
informacién proveniente de los métodos previamente optimizados.

Fuerza idnica

Tiene una influencia decisiva en las movilidades electroforéticas y electroosméticas.
Normalmente, al aumentar la concentracion de la disolucién de separacion (fuerza idnica),
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se mejora la resolucién de los analitos y su forma de pico. Sin embargo, se genera mas calor
dentro del capilar y es necesario un buen sistema para regular la temperatura (por ejemplo
uso de capilares de pequefio diametro).

Presencia de aditivos

Los aditivos afiadidos a las disoluciones solucidonreguladora son de vital importancia
para mejorar la separacién electroforética. El empleo de ligandos como ciclodextrinas [*] y
poliéteres macrociclicos permite un notable incremento de la selectividad, mientras que la
adicion de sales neutras, anfolitos, alquilaminas y polimeros neutros consiguen reducir (o
controlar) el EOF y la adsorcion de proteinas a la pared del capilar. La adiciéon de disolventes
orgdanicos (acetonitrilo, alcoholes, etc.) y alcoholes de mayor peso molecular (glicerina,
propanol...) puede modificar la polaridad y viscosidad de la disolucion de separacion,
cambiando las movilidades electroforéticas y electroosméticas de los analitos. Ademas,
pueden usarse para potenciar la solubilidad de analitos hidrofébicos. También pueden
adicionarse sustancias poliméricas solubles (metilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa) para
reducir el potencial zeta de la pared interna del capilar, y por tanto minimizar el efecto de la
electrodsmosis y reducir significativamente los fenédmenos indeseables de la adsorcién.

5. Sistemas de Deteccion Analitica

Los sistemas de deteccion que se utilizan acoplados a los sistemas de separacién tal y
como su nombre indica tienen como principal objetivo el asegurar que los analitos
previamente separados serdn detectados adecuadamente. Entre los requisitos quedeben
cumplir podemos mencionar los siguientes:

- Tener una buena sensibilidad.
- Proporcionar limites de deteccion bajos.

- Presentar una determinada selectividad a una serie de analitos (o a uno determinado)
evitando asi posibles interferencias en la sefial por parte de otras sustancias presentes
en la muestra.

- Respuesta rapida ante un cambio en la concentracién de analito.
- La presencia del detector no debe perjudicar a la eficacia de la separacién.

- Proporcionar sefiales fiables: reproducibles y estables en el tiempo.

97 RodriguezM.R.A., CaramaoE.B., Arcel., RiosA., ValcarcelM. 2001. “Use of cyclodextrins for the separation of
monoterpene isomers by micellar electrokinetic capillary chromatography” J. Microcol. 293-299.

)
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- ldealmente, la sefial debe ser nula en ausencia de analito.

- Proporcionar cambios en su sefial en el margen mas amplio posible de concentracion o
masas del analito, es decir que presente un amplio intervalo lineal.

Son varios los detectores que se pueden acoplar a las técnicas de separacion descritas
y, se podrian clasificar en tres categorias: técnicas dpticas, electroquimicas y otras, donde se
incluiria la espectrometria de masas.

5.1. Espectrometria de masas

En el trabajo experimental que se recoge en la presente memoria, se ha empleado la
detecciéon por espectrofotometria de masas acoplada a HPLC y GC en sus distintas
modalidades, con distintos sistemas de ionizacién y con distintos analizadores asi también se
ha trabajado con la espectrometria de masas (MS) independiente como ICP-MS . Por ende a
a continuacion se ha tenido a bien realizar una descripcion mas detallada de los
mencionados sistemas de deteccidn en los préximos apartados.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que se basa en ionizar moléculas
gaseosas, acelerarlas en un campo eléctrico, y luego separarlas de acuerdo con su relacion
masa-carga. El proceso de ionizacién, a veces, suministra suficiente energia para que las
moléculas se rompan en diversos fragmentos. La corriente total de todos los iones
generados se registra en un intervalo amplio seleccionado de masas. El cromatograma que
representa la corriente idnica total frente al tiempo de migracion se denomina TIC (Total lon
Current o Total lon Chromatogram).

La MS es probablemente, de entre todas las herramientas analiticas al alcance del
cientifico, la de aplicacién mas general. Cada véz con mas frecuencia, se utiliza no sélo en
investigacidn, sino también en analisis de rutina de los procesos industriales, en control de
calidad, etc.

Sus principales cualidades son:

v/ -Capacidad de dar una posible identificaciéon, ya que proporciona un espectro
caracteristico de cada molécula.

v Cuantitativa, pues permite medir la concentracién de las sustancias.

v' Bueno sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de ppm o
ppb.

v Universal y especifica, pues permite hacer andlisis en modo full o scan.
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v Proporciona informacién estructural sobre la molécula analizada.
v Suministra informacién isotdpica.

v Es una técnica rapida: se puede realizar un espectro en décimas de segundo, por lo
que puede monitorizarse para obtener informacidn en tiempo real sobre la
composicion de una mezcla de compuestos o extracto de una muestra ambiental o
alimentaria.

Se puede utilizar directamente sin necesidad de poner delante una técnica separativa
(experimentos de infusion directa)gg, sin embargo, la combinacién de una técnica de
separacion de alta eficacia con la espectrometria de masas como sistema de deteccién, da

lugar a una herramienta muy Util en el analisis de muestras complejas *'%,

Los analitos que previamente han sido separados mediante GC, HPLC o CE son
introducidos por infusién directa en la fuente de ionizacién donde se evaporan, se ionizan y
se aceleran. Los iones acelerados pasan a uno de los numerosos tipos posibles que hay de
analizadores de masas donde se separan, de modo que diferentes tipos de iones llegan al
detector a diferentes tiempos. Esta pequefia corriente de iones se amplifica y da la sefal de
salida que se registra y procesa a través de un sistema informatico. La versatilidad de la
espectrometria de masas se debe en parte al amplio abanico de posibilidades de cada una
de las tres secciones de un espectrometro de masas: fuente de ionizacién, analizador vy
detector. El resultado que se obtenga de un espectrometro de masas, depende
notablemente de cudles sean la interfase (o fuente de ionizacion) y el analizador utilizados.

El mayor problema que surge a la hora de acoplar las diferentes técnicas separativas
con la espectrometria de masas esta relacionado con la forma de introducir la mezcla en la
fuente de ionizacion. Para ello se han descrito diversos tipos de interfases donde se produce
la evaporacion y/o ionizaciéon de las moléculas®®. Como caracteristica general a todas ellas

® Lerma-Garcia M.J, Ramis-Ramos G, Herrero-Martinez J.M, Simo-Alfonso E.F. 2008. “Classification of
vegetables oils according to their botanical origin using profiles established by direct infusion mass
spectrometry” 22 973-978.

% IbanezE, CifuentesA. 2001. “New analytical techniques in food science”. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 41413-450.

100 HaoC.Y, ZhaoX. M., YangP. 2007. “GC-MS and HPLC-MS analysis of bioactive pharmaceuticals and personal-

care products in environmental matrices” Trac-Trends in Anal. Chem. 26 569-580.

101Ge|pi, E., 2002.“Interfaces for coupled liquid-phase separation/mass spectrometry techniques. An update on

recent developments” J. Mass Spectrom., 37, 241.

\t
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podemos sefialar que una ionizacion exitosa requiere que una cierta energia sea transferida
al analito.

Los sistemas de ionizacion se suelen clasificar atendiendo al grado de fragmentacion
gue provoquen en la estructura del compuesto a estudiar. Técnicas de ionizacidn fuertes,
como impacto electréonico (ElI) y otras mas suaves entre las que se pueden encontrar
electrospray (ESI), ionizacidon quimica a presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presién
atmosférica (APPI), ionizacidon quimica (Cl), bombardeo atédmico (FAB), desorcion/ionizacién
laser asistida por matriz (MALDI), etc. En el siguiente esquema se clasifican algunas de las
interfases de uso mas extendido considerando el rango de analitos y peso molecular de los
mismos que pueden analizar.

A pesar de la variedad de interfases desarrolladas para estos acoplamientos, la mas
utilizada es la interfase ESI. Esta interfase ademas de permitir la transferencia directa de los
compuestos desde el capilar de separacion hasta el espectrémetro de masas, permite un
andlisis eficaz de compuestos polares, labiles, y/o de compuestos con un alto peso molecular
(normalmente hasta 100000 Da). Por otro lado, es facil de implementar, es sensible y puede
usarse en un amplio intervalo de aplicaciones. Como en la presente memoria se emplearon
varias interfases se explicara brevemente el fundamento de cada una de ellas con algo mas
de detalle las cuales se mencionan segun al grupo al que pertenecen.

MALDI
200,000 (A

P Electrospray

JDJN23J0U 0534
-
o
[

1000 = ( APChemical Ionization (APCT)
I

L

No polar Polaridad de/ analito Muy polar

Fig.11. Rango al que trabajan los sistemas de ionizacién mas comunes.
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5.1.1. Procedimientos de ionizacion a vacio

5.1.1.1. lonizacion por impacto electronico (El)

Antes conocida como ionizacién por impacto de electrones, es un método de
ionizacion en el que los electrones energéticos interactian con los atomos o moléculas en
fase gaseosa para producir iones. A continuacidon se describe el proceso de ionizacidon
electronica:

Filament

M+e — M™ 42, w

Donde M es la molécula de analito que se esta ionizado

e es el electrén

Repeller
_ 1
=

3

y M" es el ion resultante.

Trap
electrode

Asi, las moléculas gaseosas entran en la fuente de ionizacién y son bombardeadas por
electrones emitidos por un filamento calentado (generalmente tungsteno) con una energia
cinética de 70 electronvoltios. Esta energia es suficiente para ionizar las moléculas (M + e®a
M* + 2 ) y para romperlas en fragmentos mas pequefios. El ién M" tiene una relacién m/z
correspondiente a la masa molecular del analito y se llama ién molecular. Dependiendo de
su estructura y de la cantidad de energia absorbida, este ién puede atravesar el analizador
intacto o fragmentarse generando iones mas pequenos. Este proceso de fragmentacion
tiene lugar en la mayoria de los casos, donde el ion molecular M* puede ser poco abundante
e incluso no estar presente. Una fragmentacidn muy intensa de moléculas grandes crea
dificultades para interpretar el espectro de masas. También se pueden generar iones
negativos.

5.1.1.2. lonizacidn quimica positiva (NCl)

La ionizacién quimica estadirigida a potenciar la abundancia del iédn molecular en
aquellas sustancias en las que su presencia en el espectro de El es escasa o no aparece. La
ionizacion quimica utiliza un gas ionizable (gas reactante) como el metano, isobutano,
amoniaco, etc., como paso intermedio del proceso de ionizacién de los analitos. Como la
relacion de gas presente a muestra es muy elevada, la ionizacién se producira preferente
sobre aquel y posteriormente, debido a la alta presidon, a partir de reacciones ion-molécula
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se consigue la ionizacién de la muestra mediante reacciones de transferencia proténica o
reacciones de adicion. Se obtiene asi una abundante cantidad de iones (M+H)+.

M + [Reagent gas + H]+ --> [M + H]+ + Reagent gas

M + [Reagent gas - H]- --> [M - H]- + Reagent gas

5.1.2. Procedimiento de ionizacidn a presiéon atmosférica

5.1.2.1. lonizacidn por electrospray (ESI)

Esta técnica de ionizacién revolucioné el campo de los acoplamientos entre técnicas
analiticas de separacidon que trabajan en fase liquida y la espectrometria de masas. En
ocasiones no se considera el ESI como un procedimiento de ionizacién en si, ya que no
produce iones, sino mas bien la transferencia de estos desde una fase liquida a una fase
gaseosa; sin embargo, de lo que no hay duda es de que tiene el potencial suficiente para, a
través de colisiones idn-molécula, producir cambios en la naturaleza y cargas de los iones en
fase gas.

En el proceso de formacién del electrospray, el cual se lleva a cabo a presion
atmosférica, intervienen diversos mecanismos al mismo tiempo. La muestra con la ayuda de
un gas nebulizador, se carga y dispersa simultdneamente. El disolvente se va evaporando
(desolvatacioén) de las microgotas formadas y éstas van aumentando su densidad de carga
eléctrica. Como consecuencia, las gotas se encogen y los iones que se encuentran en la
superficie se ven forzados a aproximarse entre si debido al campo electrostatico que se
aplica entre la salida del capilar y la entrada al equipo MS (+2-5 kV). En cierto momento, la
repulsidon de los iones se hace mayor que la tension de la superficie que mantiene unidas las
gotas en forma esférica, y las pequenas gotas se rompen (el punto donde se pronostica que
las gotas se romperan se llama limite de Rayleigh, pero la ruptura se suele producir un poco
antes de que se alcance dicho punto). Debido a fuerzas de repulsién coulémbica aumenta la
tensién superficial de las microgotas y éstas acaban “explotando” (“explosiones de
Coulomb”), formandose asi una serie de pequefias gotas cargadas que seguiran sufriendo
procesos de evaporacién y explosion sucesivos hasta que finalmente se forman iones
cargados desnudos que pasan a fase gaseosa con una o mas cargas y son atraidos hacia la

entrada del espectrdmetro de masas como consecuencia del voltaje aplicado 102,103

%severs).C., SmithR.D. 1997. “Electrospray ionization mass spectrometry”. R.B. Cole (Ed.). John Wiley & Sons,

New York.
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Fig. 12. Esquema donde se explica el proceso de formacion del electrospray.

La ionizacidn se puede llevar a cabo en el modo positivo o negativo. En el modo
positivo, se podran formar iones multiplemente protonados [M+nH]" donde n es el niumero
de protones cargados positivamente en la molécula. Del mismo modo, es posible también la
formacién de aductos con iones sodio, litio, potasio, amonio, etc. En el modo negativo, se
observa normalmente la desprotonacion de las moléculas, pudiéndose formar también iones
multiplemente desprotonados [M-nH]™".

5.2. Principales analizadores

Una vez que en la interfase se ha llevado a cabo la transferencia de los iones desde la
fase liquida a la fase gaseosa y la ionizacién, los iones son dirigidos hacia el analizador de
masas. Los analizadores de masas permiten la separacion, fragmentacién, deteccién vy
cuantificacién de los analitos en estudio con un grado de sensibilidad y selectividad muy
elevado, proporcionando informacién sobre su masa molecular.En lo que concierne al
analizador de masas, el analista puede encontrar disponibles numerosas opciones, entre las
gue podemos senalar como mdas comunes: cuadrupolos (Q), trampas de iones (IT), triples
cuadrupolos (QQQ), tiempos de vuelo (TOF), transformada de fourier-resonancia de ién
ciclotréonica (FT-ICR), orbitrap (OT), acoplamientos entre varios de los mencionados, etc.
Todos ellos se distinguen en la exactitud que ofrecen al determinar la masa molecular de los
analitos (error entre la masa exacta determinada y el valor tedrico), la capacidad o
incapacidad para determinar distribuciones isotdpicas (True isotopic pattern), el poder hacer
MS" (de gran utilidad para determinar estructuras quimicas), la velocidad de scan, el rango

1% Martin SmithR 1999.“Instrumentation” en “Understanding Mass Spectra. A basic approach”. Ed. K. L. Busch.
John Wiley & Sons, Inc. 1-40.

4
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de masas en el que pueden medir, y la resolucién (el valor de la masas dividido entre la
diferencia de masa Am entre dos iones muy préximos).

En el trabajo desarrollado en esta tesis se ha utilizado la espectrometria de masas y
TOF acoplada a CE y HPLC respectivamente.

Como ya se ha indicado con anterioridad existen diferentes tipos de analizadores, pero
los utilizados en el trabajo experimental de esta memoria fueron la trampa de iones (Tl) y el
tiempo de vuelo (TOF), el cuadrupolo acoplado al tiempo de vuelo (Q-TOF). Estos
analizadores, tal y como mencionabamos antes, difieren en como los fragmentos de un
compuesto se separan de acuerdo a su relacién masa/carga y también en la velocidad al
adquirir datos, el limite de deteccidn, la resolucién, la capacidad de hacer analisis MS/MS y
la calidad del espectro de masas que se obtiene.

5.2.1. Analizadores de tiempo de vuelo

El analizador de tiempo de vuelo (TOF) discrimina segun la distinta velocidad que
104 <
. Estd

basado en el principio de que todos los iones generados en la fuente de ionizacién tienen la

adquieren los iones en el interior del analizador en funcién de su relacion m/z

misma energia cinética, por lo que su velocidad es inversamente proporcional al cuadrado
de su masa. Se aplica un voltaje determinado para acelerar los iones, lanzandolos a un tubo
de alto vacio con una energia cinética constante. Los iones que tienen la misma energia
cinética pero diferentes valores de m/z adquieren distinta velocidad de forma que no todos
llegardn al extremo contrario a la vez; es decir, se diferencian los iones basandose en la
distinta velocidad que adquieren en el interior del analizador en funcién de su relacion m/z.
Los iones de mayor m/z “volaran” a menor velocidad que los de menor m/z. La resolucion
entre los iones de diferente m/z sera mejor cuanto mayor sea longitud del tubo (habra una
mayor separacion de los iones en el tiempo) y cuanto menor sea la dispersidon en energias de
los iones formados en la fuente.

El siguiente esquema nos muestra las partes que posee el MicroTOF empleado para
llevar a cabo parte el desarrollo experimental de la presente memoria.

104 Rubinson K. A., Rubinson J. F. 2000. “Espectrometria de masas” en “Andlisis Instrumental”. Ed. Pearson

Education S. A. Madrid.Pp 522-577.
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Fig. 13. Esquema detallado de las partes de las que consta un ESI-MicroTOF.

Por orden, vamos encontrando la cdmara de formacidn del spray (spray chamber), la
unidad de desolvatacién (desolvation unit), la zona de “guia y convergencia” de iones (ion
guide and beam focusing), la zona de aceleracion ortogonal (orthogonal acceleration), el
detector de referencia, el camino o tubo de vuelo (flight path), el reflector (reflector) y el
detector (detector). Cuatro de los compartimentos han de estar sometidos a alto vacio.

La muestra entra en la cdmara de nebulizacién, donde tiene lugar la formacién del
electrospray. Los iones formados atraviesan la unidad de desolvatacidn, que separa las zonas
a presién atmosférica de la primera zona a alto vacio, y que consta de un calentador del gas
de secado y un capilar de cristal. Se llega a través de ella a la zona de transmisién o
transferencia éptica que consta de tres mddulos que estan a alto vacio, separados entre si
por varios skimmers. El primero de ellos (stage |) es el Unico que estd conectado a una
bomba externa rotatoria; mientras que los tres médulos (stages |, Il y 1ll) estan conectados a
una bomba turbo molecular que posee distintos niveles de vacio. Estan separados entre si
por varios skimmers. Los dos hexapolos son los que transfieren los iones hasta la zona de
alto vacio, mientras que las lentes (1-5) enfocan o dirigen dichos iones.

La zona de aceleracién ortogonal contiene dos de las ultimas lentes mencionadas
anteriormente (lentes 4 y 5) y acelera los iones hacia el tubo de vuelo aplicando un campo
eléctrico intermitente.

\t
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En funcién de su masa, los iones se introducen en mayor o menor medida en el
reflector. Detrds del mismo hay zonas de tensidon que repelen los iones que le llegan;
légicamente, los iones pequefios seran repelidos con mas facilidad.

El detector es un detector de impacto electrénico que consiste en una serie de placas a
alto voltaje que convierten el impacto de los iones en sefiales eléctricas. En el detector hay
millones de poros muy pequefios que estan internamente recubiertos con una capa
semiconductora; cada uno de ellos trabaja como un multiplicador de electrones
independiente. También hay un detector de referencia.

Este analizador de tiempo de vuelo (TOF) es rapido y sensible, permite Ia
determinacién de masas exactas empleando TIP (True Isotopic Pattern) para el andlisis en
dos dimensiones, y da dptimos resultados en un rango muy amplio sin requerir tediosos
procesos rutinarios de re-calibracion. Es decir, aporta una mayor fiabilidad de los resultados
aplicando un método analitico casi bidimensional: combinando la determinaciéon de masas
exactas con el andlisis de la distribucién isotdpica. Una de sus principales ventajas es que
estos proporcionan una resolucién elevada, lo que permite obtener valores de masa
molecular muy exactos; ademas permiten obtener espectros de masas con una transmisién
idnica eficaz y proporcionan ciclos muy rapidos

Algunas de sus especificaciones mas notables son:

El rango de masas que puede analizar en modo estandar es 50-3000 m/z.
Resolucién: 10000 (en modo normal (MicrOTOF)) y 15000 en modo MicrOTOF.

Exactitud: 3 ppm con calibracién interna y 5 ppm con calibracién externa.

5.2.2. Analizadores cuadrupolo

Los espectrémetros de masa con analizadores cuadrupolares son normalmente mas
compactos, menos caros y mas robustos que los de sector magnético. También ofrecen la
ventaja deemplear tiempos de barrido bajos (esto es, < 100 ms), lo que es particularmente
util pararealizar barridos de picos cromatograficos a tiempo real. Los analizadores
decuadrupolo han sido durante mucho tiempo los de utilizacién mas frecuente. Hoy en dia la
informacién generada por cuadrupolo es habitualmente completada con aquella que se
obtenga de ITy TOF.

Un cuadrupolo es parecido a un filtro de banda estrecha variable, yaque en unas
determinadas condiciones de operacidn transmite sdlo iones de un pequenointervalo de
relaciones m/z. Todos los otros iones son neutralizados y eliminados comomoléculas sin



Introduccion]|e6l

carga. Variando las sefales eléctricas de un cuadrupolo es posible variarel intervalo de
valores m/ztransmitidos, haciendo asi posible el barrido espectral.

Debido a que los cuadrupolos funcionan por eliminacién selectiva de iones, se llaman
amenudo filtros de masas, en vez de analizadores de masas.

La Figura 14 muestra un diagrama simplificado de un espectrémetro de masas de
cuadrupolo. La parte mas importante del instrumento es el conjunto de cuatro
barrascilindricas de metal que sirven de electrodos del filtro de masas. Los iones de la
fuenteson acelerados por un potencial de 5 a 15 V e introducidos en el espacio entre las
barras.

Las barras opuestas se conectan eléctricamente, un par al polo positivo de una
fuentevariable de corriente continua y el otro par a la terminal negativa. Ademas, se aplican
acada par de barras potenciales variables de corriente alterna de radiofrecuencia, queestan
desfasados 180 grados. Las barras cilindricas son normalmente de 6 mm dedidmetro y
raramente tienen mds de 15 cm de longitud. Estan sujetas rigidamente sobresoportes
ceramicos construidos con precision que proporcionan una buena estabilidadmecanica
aungue cambie la temperatura.Para entender la capacidad de filtracion de un cuadrupolo, es
necesarioconsiderar el efecto de los potenciales de corriente continua y de corriente alterna
sobrela trayectoria de los iones cuando pasan a través del canal entre las barras.
Lasecuaciones diferenciales que se necesitan para describir el comportamiento de los
ionesde distinta masa en un cuadrupolo son complejas y dificiles de tratar analiticamente
yestan fuera del alcance de este texto. Por ello debe bastar entender que para que un
ionatraviese el cuadrupolo hasta el detector, debe tener una trayectoria estable en los
dosplanos formados por cada par de electrodos opuesto. El ién debe de ser
suficientementepesado para no ser eliminado por el filtro de paso de masa elevada en uno
de los planosy suficientemente ligero para no ser eliminado por el filtro de masa baja en el
otroplano. El cuadrupolo total transmite una banda de iones que tienen un intervalo
limitadode valores de m/z. El centro de esta banda puede variarse ajustando los potenciales
decorriente alterna y continua.

\t
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Fig. 14. Espectrémetro de masas de cuadrupolo.

La aplicacion a cada par de barras opuestas de un voltaje y una
radiofrecuenciaposibilita un control de la trayectoria de los iones. Esto permitird al ion m/z
seguir unatrayectoria rectilinea y cruzar el tdnel alcanzando el detector, mientras que las
demdsmasas, al ser inestables sus trayectorias, no alcanzan el detector, siendo desviadas
fueradel conjunto de barras.

5.2.3. Analizadores de trampa de iones

El analizador de trampa de iones (IT) consiste fundamentalmente en un electrodo
anular y dos electrodos laterales de geometria hiperbdlica, que poseen una perforacién que
permite la entrada y la salida de los iones. Los iones formados en la fuente entran en el
analizador donde se aplican diferentes voltajes generando un campo eléctrico tridimensional
en la cavidad de la trampa. Este campo atrapa y concentra los iones dada su trayectoria de
oscilacién estable. La naturaleza de la trayectoria depende del potencial y de la relacién
masa/carga (m/z) de los iones. Para llevar a cabo la determinacion de todas las especies que
entran o se forman en la trampa, los potenciales de los electrodos se alteran sometiéndolos
a una rampa lineal de radiofrecuencia (RF) para provocar inestabilidad en las trayectorias de
los iones y expulsarlos en la direccidn axial en funcion de su relacion m/z. Una vez que estos
iones llegan al detector, la sefial se procesa y da lugar al espectro de masas.
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Fig. 15. Esquema de un analizador de trampa de iones (y del optopolo y lentes previas al
analizador).

El siguiente esquema nos muestra las partes que posee la IT (con una fuente de

ionizacion ESI) empleada para llevar a cabo parte del desarrollo experimental de la presente
memoria.

lon Trap

,«;IL_

Si= N

heated N,

Waste

Fig. 16 Esquema de un espectrometro de masas ESI-IT.

Estd formado por cuatro partes: la interfase (ESI en este caso); la zona de “transporte y

convergencia” de iones formada por skimmers, optopolos y lentes; el analizador (IT); y el
detector.
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La primera zona es la cdmara de formacién del spray (interfase) donde, como ya
comentamos en la correspondiente seccion, se nebuliza la solucién de la muestra y se ioniza
a través de un proceso de desolvatacidon. La zona de “transporte y focalizacién” de iones
posee cuatro zonas que estan a alto vacio originado por una serie de bombas que hay en el
sistema. Los iones pasan a través de un capilar de vidrio hasta un skimmer que elimina el
volumen del gas de secado; a continuacion pasan por los octépolos que los transporta y
guian desde justo detrds del skimmer hasta el detector atravesando una serie de lentes. Por
ultimo los iones entran en el analizador de trampa de iones donde se separan en funcién de
su relacién m/z.

Una vez que los iones se encuentran atrapados dentro de este analizador se puede
llevar a cabo tanto el analisis de sus masas (obteniéndose el espectro de MS) como el
aislamiento de uno o varios iones precursores y su posterior fragmentacién (dando lugar a lo
gue se denomina espectros de MS-MS o espectros MSZ).

Algunas de las especificaciones mds destacables de la trampa de iones son:
v El rango de masas que puede analizar es 50-2200 m/z.

v" Resolucién: podemos tener una resolucidon normal o maxima segun la velocidad
deescaneo de 1.000 a 15.000

v Posibilidad de llevar acabo anélisis MS/MS. Permite llevar a cabo fragmentaciones
sucesivas de los iones seleccionados dando lugar a espectros MS" que aportan
informacidn sobre la estructura de los analitos.

v Equipo relativamente barato y presenta menos dificultades técnicas.

5.3. Espectrometria de Masas de Plasma Acoplado (ICP-MS)

La ICP-MS es una técnica de andlisis inorganico que es capaz de determinar vy
cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica en un rango dindmico lineal de
8 érdenes de magnitud (ng/l — mg/l). Su principal caracteristica reside en que posee unos
limites de deteccidn para la mayoria de los elementos de unas pocas ppb — ppt, que la hace
ideal para el analisis de elementos traza. Esto se debe a que la misma combina dos
propiedades analiticas que la convierten en una técnica de gran potencial en el campo del
analisis de trazas multielemental. Por una parte, obtiene una matriz libre de interferencias
debido a la eficacia de ionizacién del plasma de Ar y, por otra parte, presenta una alta
relacion sefial-ruido caracteristica en las técnicas de espectrometria de masas. El plasma
acoplado por induccién (de argdn) es usado como una fuente muy eficaz de iones en su
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estado M+. El espectro de masas de esta fuente de iones es en la mayor parte de los casos
medido por medio de un espectrometro de masas cuadrupolar. Esto es posible mediante
una zona de interfase capaz de introducir los iones del plasma a través de un orificio (Cono)
por medio de una unidad de vacio diferencial y posteriormente dentro del filtro cuadrupolar
de masa (Skimmer).

L Wkeracive
Argon
Plasma
“cn
- [\ 6% Abundance

Fig. 17. Esquema de ICP-MS
Fundamento de la técnica

Los componentes de la muestra se ionizardn por efecto de un plasma de argoén
(plasma: volumen de gas con parte de sus atomos o moléculas ionizados). Estos iones
producidos seran separados en base a su relacion masa/carga en un espectrometro de
masas y posteriormente cuantificados por un detector multiplicador de electrones. Esta
técnica tiene una amplia aplicacién en la determinacién de elementos de interés
medioambiental, pudiendo analizar mas de 70 elementos de forma simultanea.

6. Sensores

Aunque los sensores son también herramientas analiticas y podrian haberse incluido
en el apartado anterior de esta memoria, no se ha hecho debido a su relevancia y auge en la
Quimica Analitica actual, por lo que se ha decidido tratarlos en un apartado independiente.

El término “sensor” define de forma genérica “a cualquier dispositivo robusto, de uso
sencillo y preferiblemente portatil, capaz de transformar (transducir) la magnitud de un

fenédmeno cuya identificacion resulta de interés en una sefial fisica medible, proporcionando

1105,106

de forma directa y continua informacion de su entorno Estos dispositivos se pueden

1% janata J., Bezegh A., 1988. Chemical Sensors, Anal.Chem. 60, R62.

1% valcarcel M., Luque de Castro M.D. 1994. Flow-through (bio)chemical sensors. Elsevier.
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dividir en dos grupos dependiendo del tipo de cambio que detecten: parametros fisicos
(temperatura, presion, etc.) o bien pardmetros quimicos (concentracion de oxigeno, pH,
etc.). Los sensores fisicos son sensores capaces de cuantificar fenédmenos fisicos y a los
disefados para medir especies (bio) quimicas se les conoce como sensores (bio) quimicos.

6.1. Sensores Quimicos

Los sensores quimicos nacen como una subdiciplina de la Quimica Analitica que
permite el desarrollo de instrumentos de medida sencillos, portatiles y econdmicos que
fueron desarrollados como una buena opcidn a los sistemas complejos antes decritos que
requieren personal entrenado e intalaciones y mantenimiento adecuado.

La aportacién de una definicion exacta y universal de un sensor quimico resulta
complicada. Roe y col’. Definen un “sensor quimico ideal” como un dispositivo capaz de
detectar y/o cuantificar a tiempo real una especie quimica en un medio complejo (muestra
de interés) a través de una interaccion quimica selectiva.

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) propone otra definicidn
mediante la cual un sensor quimico es un dispositivo que transforma la informacién quimica,
variando desde la concentracién de un componente especifico de la muestra hasta el analisis
total de su composicidn, en una sefial analitica util. La informacién quimica puede ser
originada a través de una reaccion quimica del analito o de una propiedad fisica del sistema
investigado. Ademads, el sensor puede incluir dispositivos que posean las siguientes
funciones: toma de muestra, transporte de muestra y procesamiento de sefial y datos'"”.

Las caracteristicas ideales mds importantes de un sensor quimico son el
funcionamiento de forma continua y reversible, directamente sobre la matriz de la muestra
y la capacidad de proporcionar informacién sobre la distribucién espacial y temporal de una

|108

especie molecular o idnica a tiempo real ™. Otras caracteristicas ideales que deberia cumplir

un sensor son las siguientes: portatil, econdmico, minimo mantenimiento y facil manejo.

El principal objetivo que se persigue con un sensor ideal es la integracion de dos de los
tres pasos generales del proceso analitico.

107 Hulanicki, A.; Glab, S.; Ingman, F. Chemical sensors definitions and classification. Pure and Applied Chemistry
1991, 63, 1247-1250.

108 Valcarcel, M.; Luque de Castro, M. D. Flow-through (bio)chemical sensors.; Elsevier 1994.
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Fig. 18. Importancia de los sensores en el proceso analitico

Las prestaciones de un sensor se obtienen a partir de criterios analiticos generales asi
como de requerimientos especificos como son la estabilidad a largo plazo, miniaturizacidn,
estabilidad mecdnica, tiempo de respuesta, estabilidad con el tiempo, temperatura,
compatibilidad con la presién, explosividad, radiactividad, condiciones bioldgicas y
esterilizacion.

No obstante, muy pocos sensores cumplen estrictamente todas las especificaciones
anteriores. Por ello, numerosos autores denominan también sensores a ciertos disefios que
no son capaces de medir de forma continua la concentracién de ciertas especies, es decir,
gue son irreversibles y solamente permiten una determinacion. En este caso, se denominan

sensores “desechables o de un sélo uso”'”.

En determinadas ocasiones puede ocurrir que la selectividad del sensor no sea lo
suficientemente elevada; en este caso, la incorporacion de alguna técnica simple de pre-
tratamiento en linea con la deteccidn, para separar el analito de las especies interferentes
presentes en la muestra pudiera ser de gran utilidad'".

Finalmente, en un amplio sentido podriamos definir un sensor como cualquier
dispositivo de uso sencillo que sea para los instrumentos de medida lo que los sentidos son
para los seres vivos''!, es decir, un sistema que proporcione una determinada respuesta a un
estimulo exterior, la cual posteriormente es analizada y procesada.

109 Janata, J.; Bezegh, A. Chemical sensors. Analytical Chemistry 1988, 60, R62-R74.

110 Cammann, K. Continuous pollution-control by chemical sensors. Sensors and Actuators BChemical 1992, 6,
19-24.

111 pereiro, R., Universidad de Oviedo, Oviedo, 1991.
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6.1.1. Componentes de un sensor quimico

Un sensor quimico capaz de informar sobre una especie quimica consta bdsicamente
de tres partes'”, '’ (véase Figura 19):

1. Zona de reconocimiento o fase sensora: En la cual se produce la interaccién
selectiva con el analito (o analitos) de interés, lo que origina un cambio del sistema
cuya magnitud estd relacionada con la concentracion de la especie a determinar.

El receptor puede basarse en diferentes principios:

& principio fisico: No se produce reaccidn quimica. Ejemplos tipicos son aquellos
basados en medidas de absorbancia, luminiscencia, indice de refraccion,
conductividad, temperatura, cambio de masa, etc.

& principio quimico: Una reaccién quimica donde participa el analito que genera
la sefial analitica.

& principio bioquimico: Un proceso bioquimico es la fuente que genera la sefial
analitica. Ejemplos tipicos son los sensores potenciométricos microbianos o los
inmunosensores. Como hemos comentado anteriormente, estos son
considerados como un subgrupo de los sensores quimicos y son denominados
biosensores.

En determinadas ocasiones no es facil averiguar inequivocamente si un sensor opera
segln un principio quimico o fisico; ya que en algunos casos se da un proceso mixto de
reaccidon quimica y principio fisico medido. Por ejemplo, esto se produce cuando la sefal se
debe a un proceso de adsorcion.

2. Transductor: Donde se transforma la energia que lleva la informacién quimica de la
muestra en una sefial analitica util (se genera una sefial dptica, eléctrica, etc.). El
transductor por si mismo no muestra selectividad.

112 Hulanicki, A.; Glab, S.; Ingman, F. Chemical sensors definitions and classification. Pure and Applied Chemistry
1991, 63, 1247-1250.

113 Janata, J. Principles of chemical sensors; CRC Press: Boca Raton, FL, 1991.
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3. Elemento electrénico: De tratamiento y medida de seiiales eléctricas y que
muestra los resultados.

Figura 1-5. Partes de ur

Fig. 19. Partes de un sensor quimico.

La magnitud de la sefal fisica obtenida se relaciona posteriormente con la
concentracién de analito a través de una curva de calibrado realizada previamente.

En resumen, un sensor consiste en una capa sensible o sistema de reconocimiento
(receptor), un transductor para convertir la informacién quimica en una sefial eléctrica y/u
Optica y una electrénica para la evaluacién de datos y aporte de resultados, normalmente
integrada en el sensor.

6.1.2. Disefo de un sensor quimico

La determinacién de los pasos basicos a seguir en el disefio de un sensor quimico es
crucial para la resolucién de un problema analitico concreto.

Las consideraciones practicas de mayor importancia a tener en consideracion en el
disefio de un sensor quimico son:

& Transductor: Seglin se midan cambios en alguna propiedad eléctrica, 6ptica,
cambios de masa, etc., como consecuencia del reconocimiento, se puede
hablar de transductores electroquimicos, dpticos, piezoeléctricos, etc

& Inmovilizacién del reactivo: Existen diferentes métodos (adsorcidn pasiva,
entrecruzamiento, enlace covalente, idnico, etc.) con sus ventajas e
inconvenientes. Debe tenerse en cuenta que dicha inmovilizacidn puede alterar
profundamente las caracteristicas del analito en disolucién.

4
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& Mecanismo de reconocimiento: La fase sensora debe reconocer la especie a
determinar (analito) a través de una interaccién facilmente detectable y cuya
magnitud sea funcion de la concentracién del analito.

6.1.3. Clasificacion de los sensores quimicos

Se pueden establecer diferentes clasificaciones de los sensores atendiendo a diversos
criterios. El gran auge que existe en los ultimos afios en el mundo de los sensores ha
incentivado que éstos evolucionen continuamente y por tanto, irdn apareciendo
seguramente otras clasificaciones a medida que se desarrollen nuevos tipos de sensores.

Los criterios mas utilizados y la clasificacion de sensores quimicos correspondientes a
cada criterio son los siguientes®*:

& Atendiendo al modo de reconocimiento, los sensores pueden clasificarse en
sensores quimicos o bioquimicos. Cuando la etapa de reconocimiento se
produce mediante un elemento sensible bioldgico (por ejemplo, un anticuerpo,
una célula, una enzima, etc.) el dispositivo resultante se conoce como
biosensor. Asi pues, la diferencia entre un sensor quimico y un biosensor esta
en la reaccion (quimica o bioldgica) de reconocimiento del analito.

& De acuerdo con la naturaleza de la interaccién medible los sensores se pueden
clasificar en reversibles o irreversibles.

& Segun su forma externa en sensores tipo célula de flujo, tipo sonda o tipo
microchip.

& En funcidn de la relacién entre la zona de reconocimiento y el transductor, en
sensores conectados o integrados.

& Teniendo en cuenta el modo de operacién en sensores de medidas discretas o
de medidas de flujo (optosensores).

& Considerando el nimero de especies a determinar en sensores simples o
multiples, (monoparamétricos y multiparamétricos, respectivamente).
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& Atendiendo a la naturaleza de la sefial fisica que se genera y se mide, es decir,
atendiendo al tipo de transductor, los sensores quimicos se han ido clasificando

en sensores electroquimicos, dpticos, térmicos, piezoeléctricos, etc. 108,114

Esta ultima clasificacion, basada en la naturaleza de la senal fisica generada o medida,
es bastante general y cominmente utilizada para clasificar los sensores quimicos.

» Los sensores electroquimicos miden cambios en alguna propiedad eléctrica del
sistema y ese cambio producido en las magnitudes eléctricas esta relacionado
con la concentracién de analito. Asi, existen sensores amperométricos,
conductimétricos, impedimétricos, potenciométricos e ISFETs (transistores de
efecto de campo).

» Los sensores opticos son aquellos en los que se producen cambios en alguna
propiedad o6ptica del sistema: transmitancia, transflectancia, optotérmicos,
reflexion interna atenuada (ATR), cambio de indice de refraccion, reflectancia
(UV, NIR, IR), fluorescencia y fosforescencia (intensidad, tiempo de vida,
atenuacién), transferencia de energia, espectroscopia Raman, refractometria,
turbidimetria, elipsometria, polarimetria o espectroscopia fotoacustica.

» Los sensores térmicos miden calores de reaccién o cambios en la temperatura
del sistema.

» Y los piezoeléctricos cuantifican cambios de masa, de viscosidad, etc.

También se han desarrollado, aunque en menor medida, sensores que utilizan otros
tipos de deteccién como los de ondas acusticas de superficie y los magnéticos, en donde se
utilizan medidas de paramagnetismo.

Finalmente, no existe un principio universal para desarrollar un sensor quimico, ya que
cada caso requiere una adaptacion especifica de un principio de medida.

6.2. Sensores Opticos

6.2.1. Generalidades de los sensores épticos

Los sensores Opticos se fundamentan en el empleo de zonas de reconocimiento o fases
sensoras quimicamente activas y su implementacion en dispositivos de medida, de modo

114 Edmonds, T. E. Chemical Sensors; Blackie & Son: UK 1988.
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que la interaccidon del analito a analizar con la fase sensora provoca un cambio en sus
propiedades 6pticas, que es proporcional a la concentracion del analito en cuestion.

El aumento de la importancia y el potencial de los sensores dpticos han crecido
progresivamente durante las Ultimas décadas. Los primeros trabajos descritos en la
literatura sobre sensores quimicos estaban orientados desde el punto de Vvista
electroquimico. Sin embargo, el gran volumen de conocimiento disponible hoy en dia sobre
los métodos dptico-espectroscopicos y las diversas posibilidades que los mismos ofrecen,
han dado lugar a la busqueda e investigacion en el campo de los sensores con deteccién

dptica-espectroscépica’ 1%,

La espectroscopia de emisién luminiscente ha desarrollado métodos analiticos que se
caracterizan por su elevada sensibilidad, selectividad y versatilidad; la industria de las
telecomunicaciones ha puesto a la venta fibras dpticas de bajo coste que permiten transmitir
luz a largas distancias; se han fabricado nuevas fuentes de radiacién como laseres y diodos

)""® que permiten la excitacién del analito practicamente en todo el

fotoemisivos (LEDs
intervalo de longitudes de onda de la regién visible del espectro electromagnético; se han
desarrollado fotodiodos y CCDs de bajo coste; y finalmente, nuevos métodos
guimiométricos junto con microprocesadores de alta capacidad y pequefio tamafiio permiten
almacenar y procesar datos, incluso en el caso de la existencia de relaciones complejas de

sefial-concentracion.

Por tanto, la conjuncién de las excelentes caracteristicas que ofrecen las fibras dpticas
como vias de transmisién de luz a través de largas distancias, el desarrollo instrumental en el
campo de la foténica (laseres, LEDs, CCDs, fotodiodos, etc.), la apariciéon en el mercado de
dispositivos baratos y miniaturizados, los avances en computacién (microprocesadores,
redes neuronales, etc.), junto con la abundante informacidn quimica cuantitativa y
cualitativa obtenida a través de las diversas técnicas analiticas espectroscépicas han
producido, en las Ultimas décadas, un impresionante avance de los sensores épticos para el

111,113 114 118 119

andlisis y/o control de parametros de interés quimico , ambiental” ***, clinico'®, ', etc.

115 Roe, J. N.; Szoka, F. C.; Verkman, A. S. Fiber optic sensor for the detection of potassium using fluorescence
energy-transfer. Analyst 1990, 115, 353-358.

116 Ballantine, D. S.; Callahan, D.; Maclay, G. J.; Stetter, J. R. An optical wave-guide acid vapor sensor. Talanta
1992, 39, 1657-1667.

117 Costa Fernandez, J. M.; Sanz Medel, A. In Fosforescencia molecular analitica: una aproximacién practica;
Fernandez Gutiérrez, A., Schulman, S. G., Eds.; Editorial Universidad de Granada: Granada, Espafia, 2001.
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Los sensores Opticos poseen la ventaja de poder enlazar la zona de reconocimiento
con el dispositivo de medida mediante el uso de fibra dptica. Por ello podemos decir que el
uso de fibras dpticas permite “aproximar el espectrémetro a la muestra”, mientras que el
empleo de fases sensoras inmovilizadas permite realizar medidas in situ (en la propia
muestra)',

Sin embargo, en los ultimos afios la apariciéon de sensores Opticos basados en el
empleo de microchips ha hecho innecesario el uso de fibras O&pticas'?,. En esta
configuracion, la fase sensora esta inmovilizada directamente sobre el transductor o sobre
un soporte inerte que se encuentra unido al mismo y que esta integrado en el microchip,
donde estan insertados tanto la fuente de excitacién como el sistema de deteccion. De este
modo, dichos sensores responden de forma similar que los sensores de fibra dptica pero con
un disefio mads simplificado y un menor tamafio.

Finalmente, los campos de aplicacién mas empleados por los sensores dpticos son el

control de productos industriales®® 3%, biotecnologl’asz' 3% medicina®™ >**,

41,554

medioambiente y, en general, todos aquellos en los que se requiere un seguimiento de

determinados pardmetros para garantizar la calidad del proceso o de un productoss' T,

6.2.2. Ventajas e inconvenientes de los sensores épticos

De forma genérica, los sefiores dpticos se han aplicado mas recientemente y presentan
numerosas ventajas frente a otros tipos de sensores, particularmente los electroquimicos,
que aconsejan el uso de los sensores Opticos sin que esto quiera significar que se

118 Elaissari, A. h. Colloidal Polymers, Sinthesis and Characterization: New York, 2003.

119 Kolle, C.; Gruber, W.; Trettnak, W.; Biebernik, K.; Dolezal, C.; Reininger, F.; Oleary, P.Fast optochemical
sensor for continuous monitoring of oxygen in breath-gas analysis.Sensors and Actuators B-Chemical 1997, 38,
141-149.

120 Elamari, A.; Gisin, N.; Munoz, J. L.; Poitry, S.; Tsacopoulos, M.; Zbinden, H. Photoncounting optical-fiber
sensor for the detection of ammonia in neurochemical applications. Sensors and Actuators B 1997, 38, 183-
188.

121 Barone, P. W.; Parker, R. S.; Strano, M. S. In vivo fluorescence detection of glucose using a single-walled
carbon nanotube optical sensor: Design, fluorophore properties, advantages, and disadvantages. Analytical
Chemistry 2005, 77, 7556-7562.

122 Seitz, W. R. Chemical sensors based on fiber optics. Analytical Chemistry 1984, 56, A16
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menosprecien las importantes aplicaciones de los electroquimicos. Las ventajas se detallan a

continuacion:

¢

La sefal dptica no esta expuesta a interferencias eléctricas.
No se requiere un sistema de referencia.

No hay un consumo significativo de analito a través de la fase sensora,
quedando inalterada la muestra después de la medida.

La fase activa no requiere estar en contacto con el sistema dptico. Esto facilita
enormemente el desarrollo de sensores con fases activas sustituidas o
reemplazadas, resultando imprescindible para la preparacién de fases basadas
en reactivos con vida limitada o de sensores de un sélo uso (desechables).

En determinadas ocasiones, la utilizacion de un discriminador adecuado
posibilita el acoplamiento de diferentes fases dpticamente activas a un sélo
sistema de transduccién, proporcionando una considerable reduccion del coste
y una ventaja claramente econdmica, ya que facilita realizar andlisis rapidos de
diversos analitos en un mismo equipo.

También son aptos para la miniaturizacion, lo que permite desarrollar sensores
de fibra dptica o microchips con tamafios muy pequefios y flexibles.

Presentan la posibilidad de ofrecer resoluciones a diversas longitudes de onda e

informacidon temporal, incluso su aplicacién a técnicas de tiempo resuelto'”, ',

Posibilidad de desarrollo de sensores dpticos para analitos que no pueden ser
analizados por métodos electroquimicos.

En determinados campos como la biomedicina, los sensores dpticos presentan
mayor seguridad para la realizacién de medidas in vivo, ya que evita el riesgo
de un shock eléctrico.

123 Nezel, T.; Spichiger-Keller, U. E.; Ludin, C.; Hensel, A. Gas-selective optical sensors for fire detectors. Chimia
2001, 55, 725-731.

124 Schult, K.; Katerkamp, A.; Trau, D.; Grawe, F.; Cammann, K.; Meusel, M. Disposable optical sensor chip for

medical diagnostics: New ways in bioanalysis. Analytical Chemistry 1999, 71, 5430-5435.
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& Los intervalos de temperatura extremos a los que pueden llegar a trabajar
determinados sensores 6&pticos, posibilita su esterilizacion a temperaturas
elevadas.

© Ciertos sensores Opticos pueden ser esterilizados mediante rayos gamma, lo
que favorece su utilizacidn en biotecnologia.

& La transmisién de sefiales dpticas a grandes distancias se consigue mediante el
empleo de sistemas de fibra dptica, lo que permite la realizacidon de andlisis en
ambientes peligrosos (ambientes radiactivos, atmdsferas contaminadas,
ambientes con elevadas presiones o temperaturas, etc.) sin la necesidad de
recurrir previamente a la toma de muestra.

No obstante, los sensores dpticos también presentan algunos inconvenientes, entre los
que se citan a continuacioén:

® La luz ambiental puede producir interferencias en las medidas.

» La fotodescomposicion de los reactivos empleados en el sensor puede llegar a
reducir su estabilidad temporal.

» Los tiempos de respuesta pueden ser elevados, sobre todo en los casos en los
gue se produzcan fendmenos de transferencia de masa.

®» De forma genérica, los sensores Opticos presentan intervalos lineales mas
pequefios que los electroquimicos.

® Y en muchas ocasiones, la existencia de reactivos selectivos y que interaccionen
reversiblemente con el analito es muy limitada. Ademds, se produce
generalmente una pérdida de sensibilidad después de su inmovilizacion.

Estos inconvenientes explican, en cierta medida, la escasez del éxito comercial de los
sensores opticos hasta el momento y animan a un esfuerzo investigador continuado de
equipos de personas multidisciplinares'”.

125 Wolfbeis, O. S. Fluorescence optical sensors in analytical-chemistry. Trac-Trends in Analytical Chemistry
1985, 4, 184-188.

4
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6.2.3. Clasificacion de los sensores épticos

La complejidad de los sensores Opticos varia considerablemente en funcién de las
caracteristicas requeridas, debido a la existencia de una amplia variedad de sensores dpticos
en el mercado. Esta pluralidad dificulta una Unica clasificacidon de los mismos. A continuacién
se exponen las mas utilizadas, atendiendo a diversos criterios**’:

Segun la naturaleza de la interaccion con el analito, se puede hablar de sensores
Opticos reversibles, cuando la interaccién quimica del analito con la zona de reconocimiento
es reversible; o sensores dpticos irreversibles, cuando la interaccidn que se produce entre el
analito y la zona de reconocimiento es irreversible. Los sensores &pticos irreversibles se
distribuyen, a su vez, en regenerables o reutilizables, siempre que puedan volver a ser
utilizados después de un determinado tratamiento; y en no regenerables o desechables,
cuando no se puedan recuperar después de la realizacién de la medida y por lo tanto, son de
un sélo uso.

Segun su morfologia, los sensores épticos pueden dividirse en tres amplias clases:

& Sensores tipo célula de flujo (optosensores). En este caso, el sélido dpticamente
activo esta empaquetado en una celda de flujo, que puede estar localizada en el
compartimento de muestra del equipo o en el exterior del mismo. (para esta
configuracion de sensor serd necesario el uso de fibras dpticas que conduzcan la
luz hasta la zona de medida).

En funcidon de la localizacion de la zona de reconocimiento, los sensores de flujo se
. s . 117 , .
pueden agrupar en dos tipos basicos " ‘(véase Figura 20).

v/ Optosensor convencional. La zona de reconocimiento estd incorporada
dentro de una célula de flujo especial, que se encuentra situada en el
compartimento de muestra del instrumento.

v/ Optosensor no convencional. La zona de reconocimiento se encuentra
incorporada dentro de una célula de flujo, que estd localizada fuera del
instrumento. En este caso, es imprescindible el uso de fibra éptica para
poder transportar la luz excitatriz desde el instrumento a la fase sensora y
recolectar la emisién luminiscente; o el uso de un microchip que pueda
alojar tanto la fuente de excitacion como el sistema de deteccion.
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Fig. 20. Tipos basicos de sensores de flujo.

& Sensores tipo sonda (optodos). Este tipo de sensores estd formado por una fase
Opticamente activa situada en una guia de ondas, cuya morfologia puede adquirir
diversos formatos: cilindrico (fibra dptica), plano, etc.

& Sensores tipo microchip. En ellos, la fase sensora se encuentra inmovilizada
directamente sobre el transductor o sobre un soporte inerte instalado en un
microchip, que posee todos componentes necesarios para realizar la medida.

Ambos tipos de sensores (optodos y sensores tipo microchip) permiten su empleo
tanto en discontinuo como en flujo; sin embargo, los optosensores solamente
pueden ser utilizados en sistemas de flujo.

Segun la naturaleza del fenédmeno 6ptico medido, se pueden clasificar en sensores de
absorbancia, luminiscentes  (fluorescentes, fosforescentes,  quimioluminiscentes,
bioluminiscentes), etc.

Para los sensores de absorbancia, la relacidon que existe entre la intensidad de la luz
incidente y la luz reflejada es directamente proporcional a la concentracion del analito a
determinar. Las principales caracteristicas de estos sensores son sencillez, robustez y escasa
selectividad.

Respecto a los diferentes mecanismos de transduccidn, los procesos fotoluminiscentes
resultan especialmente atractivos para el desarrollo de sensores épticos, debido a que la
radiacion detectada puede distinguirse de la radiacién incidente sobre la fase activa por su
longitud de onda. Asimismo, proporcionan sensores altamente sensibles que posibilitan la
determinacion de niveles de concentracién de analito muy bajos. Por ello, las técnicas

| 4
1% y
Lk
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fotoluminiscentes son especialmente iddneas para ser empleadas como técnicas de
deteccion en el desarrollo de sensores dpticos.

Las dos técnicas analiticas procedentes del fendmeno fotoluminiscente son:
fluorimetria y fosforimetria. Entre ellas, la fluorimetria se ha convertido en la técnica
habitualmente utilizada en el desarrollo de sensores 6pticos luminiscentes. Sin embargo, el
numero de sensores fosforescentes a temperatura ambiente es mucho menor que el
numero de sensores fluorescentes existentes. Esto se debe al limitado nimero de moléculas
disponibles, que sean capaces de desarrollar fosforescencia. No obstante, en la actualidad la
fosforescencia estd adquiriendo un mayor interés como método de deteccién frente a la
fluorescencia.

6.2.4. Sensores tipo célula de flujo: Optosensores

Un sistema analitico convencional de flujo continuo consta de tres etapas: la
transferencia de analito entre dos fases, las reacciones (bio)quimicas y la deteccidn continua
en una celda de flujo convencional'®.

El dispositivo que lleve a cabo de forma simultanea la deteccidn junto con la reaccion y
ademas, la separacién en la celda de flujo puede denominarse como optosensor, ya que
reune las caracteristicas principales de un sensor (respuesta directa, reversible, continua y
rapida a las variaciones en la concentracién del analito de interés). El término optosensor
fue introducido por Ruzicka y Hansen'® para definir un nuevo principio de deteccidn
mediante analisis por inyeccidn en flujo, basado en el cambio de las propiedades 6pticas de
una superficie activa localizada en el paso de un flujo.

La realizacién simultdnea de la retencién del analito y del proceso de deteccidon dptica

en un sistema de andlisis por inyeccion en flujo (FIA) abre un nuevo horizonte de

posibilidades para superar ciertos inconvenientes asociados a los sensores dpticos'>”'*.

126 Ruzicka, J.; Hansen, E. H. Optosensing at active surfaces - a new detection principle in flow-injection analysis.
Analytica Chimica Acta 1985, 173, 3-21.

127 Ruzicka, J.; Christian, G. D. Reversible optosensing in packed flow-through detectors -flow-injection or
chromatography. Analytica Chimica Acta 1990, 234, 31-40.

128 Ruzicka, J.; Marshall, G. D. Sequential injection - a new concept for chemical sensors,process analysis and
laboratory assays. Analytica Chimica Acta 1990, 237, 329-343.
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6.2.5. Sensores tipo sonda: Optodos

El continuo avance de la fotdnica asi como el bajo coste de los componentes dpticos,
han fomentado un enorme interés por la investigacién y el disefio de sensores que empleen
fibra dptica.

Los sensores que emplean fibra Optica se han denominado optodosss*, cuya
terminologia proviene del griego “omtiyoc”: dptico y “000G”: camino; u optrodos, cuyo
término proviene de “optical electrode”. El término optodo es mas correcto desde el punto
de vista lingtiistico, por lo que sera utilizado a lo largo de esta memoria. Evidentemente, el
principio de operacién de los optodos es muy diferente respecto al de los electrodos, ya que
la seial generada es dptica y no eléctrica como en el caso de los electrodos.

Un optodo es un dispositivo constituido basicamente por una fase sensora o
membrana dpticamente activa soportada sobre una guia de onda. La guia de onda mas
comunmente utilizada para dispositivos sensores posee una morfologia cilindrica (fibra
Optica). Por ello, el término optodo hace referencia en la mayoria de los casos a los sensores

. s . _37,86-88
de fibra dptica *129 130 131 132

Sin embargo, existen optodos que utilizan guias de onda planas, dando lugar a los

denominados sensores planos o sensores tipo chip'”,",",',

129 Wolfbeis, O. S. Fiber-optic chemical sensors and biosensors. Analytical Chemistry 2002, 74,2663-2677.

130 Valcarcel, M.; Rios, A. Selectivity in analytical-chemistry. Analusis 1990, 18, 469-475.

131 Wolfbeis, O. S. Fiber-optic chemical sensors and biosensors. Analytical Chemistry 2004, 76,3269-3283.

132 Matias, 1. R.; Arregui, F. J.; Claus, R. O. In Enciclopedia of Sensors; Grimes, C. A., Dickey, E.C., M.V., P., Eds.;
American Scientific Publishers: Stevenson Ranch, CA, USA., 2006;Vol. 9, pp 1-19.

133 Spichiger, U. E.; Citterio, D.; Bott, M. Analyte-selective optode membranes and opticalevaluation techniques
- Characterization of response behaviour by ATR-measurements. Chemical, Biochemical, and Environmental
Fiber Sensors Vii 1995, 2508, 179-189.

134 Toth, K.; Nagy, G.; Bui, T. T. L.; Jeney, J.; Choquette, S. J. Planar waveguide ion-selective sensors. Analytica
Chimica Acta 1997, 353, 1-10.

135 Lavers, C. R.; Itoh, K.; Wu, S. C.; Murabayashi, M.; Mauchline, I.; Stewart, G.; Stout, T. Planar optical
waveguides for sensing applications. Sensors and Actuators B-Chemical 2000, 69, 85-95.
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Las principales ventajas que presentan los optodos frente a otro tipo de sensores son

H H 137 138 139,
las siguientes™’, ",

» A diferencia de los sensores potenciométricos, donde se miden diferencias absolutas
entre dos potenciales, los optodos no necesitan una sefial de referencia.

» Son dispositivos pasivos constituidos por materiales dieléctricos, quimicamente inertes
en su mayoria, lo que les proporciona pasividad eléctrica y quimica. Se pueden utilizar
por tanto en ambientes peligrosos, corrosivos, radiactivos, con riesgo de explosion,
etc.

» Al ser la fibra éptica un medio dieléctrico, los optodos no se ven influenciados por
interferencias electromagnéticas, pudiendo emplearse en medios altamente
contaminados desde el punto de vista electromagnético, en contraposicion a los
sensores eléctricos convencionales, que son muy sensibles a las mismas. En
aplicaciones clinicas no representan un peligro para el paciente, ya que no es necesaria
una conexion eléctrica directa con el cuerpo, por lo que son fundamentalmente
adecuados en radioterapia debido a su inmunidad a los campos electromagnéticos.

» La biocompatibilidad de la fibra dptica y la sencillez en la realizacién de interfases
entre el sensor y la zona de medida posibilita su uso para la detecciéon, medida e
incluso, actuacién de/sobre variables biomédicas.

» Los pequefios diametros de las fibras dpticas (con valores tipicos comprendidos entre
50 y 200 um) vy la disponibilidad de componentes de pequefio tamafo y bajo coste
permiten la miniaturizacion de estos dispositivos.

» Las fibras opticas de bajas pérdidas permiten la transmision de sefales a largas
distancias, tipicamente desde 10 a 1000 metros e incluso kildémetros si se emplean
amplificadores. Ello posibilita la realizacion de analisis in situ en ambientes peligrosos

136 Zeller, P. N.; Voirin, G.; Kunz, R. E. Single-pad scheme for integrated optical fluorescence sensing. Biosensors
& Bioelectronics 2000, 15, 591-595.

137 Hotate, K. Fiber sensor technology today. Japanese Journal of Applied Physics Part 1-Regular Papers Brief
Communications & Review Papers 2006, 45, 6616-6625.

138 | ee, B. Review of the present status of optical fiber sensors. Optical Fiber Technology 2003, 9, 57-79.

139 Matias, I. R., Universidad Politécnica de Madrid, 1996.
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como zonas radiactivas, lugares con temperaturas extremas y salas limpias, entre
otros. Asimismo, su utilizacidon favorece una mayor flexibilidad espacial a la hora de
usar otros instrumentos.

» La realizacion de andlisis en tiempo real, ya que no se requiere la primera etapa del
proceso analitico (muestreo).

» La capacidad de multiplexacién, que permite compartir la misma fuente y el mismo
detector por diversos sensores, disminuyendo de este modo el coste y posibilitando el
desarrollo de grandes redes de sensores.

» La posibilidad de realizacion de analisis no destructivos (puesto que en la mayor parte
de los casos no se produce consumo del analito), resultando critica si se poseen
pequefias cantidades de muestra.

» La posibilidad de desarrollar optodos que respondan a determinados analitos, para los
cuales no existen electrodos disponibles.

» Las fibras 6pticas son capaces de transmitir mayor densidad de informacion que los
cables eléctricos porque poseen un ancho de banda mads grande. Esto se debe a que las
sefiales opticas pueden diferir en cuanto a longitud de onda, fase, modulacién de
intensidad o polarizacién. Como resultado, una uUnica fibra dptica puede, en principio,
transmitir simultdneamente varias sefales, permitiendo de este modo el andlisis de
varios analitos al mismo tiempo.

» La dependencia de las fibras dpticas con respecto a la temperatura es mucho menor
que la de los electrodos. En algunos casos esta dependencia es casi inapreciable; si se
utilizan fibras dépticas de elevado punto de fusidn, ya que con ellas se puede aumentar
el intervalo de temperaturas de trabajo, sin modificar practicamente las prestaciones
del sensor.

No obstante, los optodos también presentan una serie de limitaciones o
inconvenientes como son:

B La estabilidad limitada de los reactivos inmovilizados a largo plazo. Este problema se
puede compensar, en cierto modo, llevando a cabo la deteccion a diferentes
longitudes de onda, empleando sensores basados en tiempos de vida, o simplemente
sustituyendo la fase reactiva.

\t
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® Los elevados tiempos de respuesta que se obtienen en algunos casos, debido a la
localizacion del indicador y del analito en diferentes fases, por lo que se requiere una
etapa de transferencia de masa antes de alcanzar el equilibrio y, por lo tanto, hasta
que se obtiene una respuesta constante. Este problema se disminuye
considerablemente mediante el uso de pequefias fases reactivas. Por otro lado, la
transferencia de masa puede resultar en ciertos casos, en un incremento de la
sensibilidad y la selectividad.

® La necesidad de indicadores mas selectivos y procesos de inmovilizacion mas
reproducibles que permitan aumentar la selectividad y estabilidad a largo plazo de los
optodos.

B Las fibras dpticas disponibles en la actualidad contienen impurezas de naturaleza
espectral que pueden provocar absorcion, fluorescencia o dispersion Raman de fondo.
El material que constituye la fibra dptica determina el intervalo util de longitudes de
onda. Por ejemplo, las fibras dpticas de plastico se emplean en la region comprendida
entre 420 y 800 nm, mientras que las fibras épticas de cuarzo transmiten la radiaciéon
UV vy las de vidrio se usan en la regidn visible del espectro electromagnético.

W La creciente necesidad de accesorios Opticos comerciales es otro inconveniente. Se
precisan fuentes luminosas estables y de largo tiempo de vida util, mejores conectores
y fibras dpticas, y ldseres baratos. Aunque en la actualidad ya existan LEDs (light
emitting diodes), OLEDs (organic light emitting diodes) y LDs (laser diodes) para la
region visible a precios asequibles, los costes de los mismos aumentan
considerablemente si nos desplazamos hacia el UV. Sin embargo, se estan logrando

avances en el desarrollo de LEDs en este campo'*.

W Las fibras Opticas han sido perfeccionadas para ser utilizadas en telecomunicaciones,
es decir, se han desarrollado para transmitir a determinadas longitudes de onda (1300
y 1550 nm), donde el nivel de transparencia es maximo: la atenuacion es de 0.35
dB/km a 1330 nm y de 0.2 dB/km a 1550 nm. En los sistemas de telecomunicaciones es
crucial reducir al maximo la atenuacion (por absorcién y/o dispersidn) para aumentar
la distancia entre los repetidores.

140 McGuinness, C. D.; Sagoo, K.; McLoskey, D.; Birch, D. J. S. A new sub-nanosecond LED at 280 nm: application
to protein fluorescence. Measurement Science & Technology 2004, 15, L19-L22.
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Por ello, la transmisidn de las fibras dpticas en la region visible o incluso ultravioleta
todavia no estd muy perfeccionada, aunque ya se presentan algunas fibras solarizadas para
tales fines.

Existen numerosos tipos de sensores de fibra dptica, y se pueden clasificar atendiendo
a la tecnologia (extrinsecos o intrinsecos), segun la configuracion (en reflexién, en
transmisiéon o hibridos), segin el punto donde se lleve a cabo la medida (puntuales,
distribuidos) o segun el tipo de modulaciéon que empleen.

6.2.6. Sensores de luminiscencia molecular

Los sensores de luminiscencia se basan en la informacion obtenida a partir de los
espectros de emision de moléculas que han sido previamente excitadas. A la hora de
desarrollar sensores épticos, se ha recurrido con mayor frecuencia a la fluorescencia que a la
fosforescencia, dado el mayor niumero de reacciones indicadoras fluorescentes conocidas,
que pueden ser utilizadas para la determinacion continua y reversible de moléculas de
interés. Por otra parte, si se compara con la fotometria convencional, las técnicas
luminiscentes son mads sensibles y selectivas, ofrecen mayor versatilidad y las medidas
pueden ser realizadas utilizando una unica fibra dptica, ya que la excitacidén y la emisién se
producen a diferentes longitudes de onda. Por todo ello, el nimero de sensores dpticos
basados en medidas de luminiscencia se ha incrementado considerablemente en los ultimos
aﬁos83, 108, 109 .

A la hora de desarrollar un sensor luminiscente se pueden distinguir habitualmente
tres tipologias:

El analito es un luminoéforo.

El reactivo indicador presenta propiedades luminiscentes que varian como resultado
de la interaccion de éste (en el estado fundamental) con el analito.

La emisidn luminiscente del reactivo disminuye debido a la interaccién de éste (en el
estado excitado) con el analito (desactivacién dinamica de la emisién, aumento de la misma
o un efecto de transferencia de energia entre dos indicadores que pueden ser ambos
luminiscentes o bien uno sélo).

Los sensores de fibra dptica utilizan a menudo los métodos luminiscentes, debido a la
gran sensibilidad y selectividad que éstos presentan con respecto a los fotométricos. Sin
embargo, no siempre se pueden aplicar estas técnicas, ya que existe un nimero muy
limitado de especies quimicas capaces de emitir luminiscencia. Por este motivo, se recurre a

)
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los sensores semiactivos, en los que el lumindforo no es el analito objetivo, sino un indicador
situado en el extremo de la fibra dptica, cuya luminiscencia es sensible a la concentracién de
analito presente en la muestra. Los sensores de fibra dptica basados en medidas de

110, 1114

luminiscencia pueden detectar variaciones en la intensidad de emisién , en el tiempo

112, 1135

de vida de emisidon del estado excitado , 0 bien en la polarizacién de la radiacién.

Las ventajas de la utilizacion de medidas de intensidad de emisidon luminiscente en
sensores de fibra dptica son:

v" Sensibilidad elevada.
v" Selectividad.
v" Versatilidad.

v’ Flexibilidad espacial.

Sin embargo, pueden aparecer interferencias en las medidas provocadas por:
» La presencia de desactivadores distintos al analito.

B E| efecto de filtro interno: Se produce cuando la concentracion de luminéforo
presente en la muestra es elevada (2.3-C-e:l > 0.05), y tiene como resultado una
disminucion de la luminiscencia, debida a fendmenos de autoatenuacidn
(desactivacion por choques entre las moléculas) y autoabsorcidon (por
solapamiento de los espectros de absorcion y emisidn).

» La fotodegradacion del indicador empleado, tras ser expuesto durante un
tiempo prolongado a la intensa radiacidn de la fuente de excitacién.

» L] presencia de un gran nimero de moléculas absorbentes en la muestra, que
hace que solo las mas cercanas a la fuente sean excitadas, impidiendo que el
haz de radiacién llegue al resto.

® La medida de la intensidad absoluta de emisién también se puede ver afectada
por las fluctuaciones de intensidad de la fuente y la respuesta del detector, asi
como por las caracteristicas de transmision de la fibra éptica.
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6.2.7. Mecanismos de reconocimiento dptico

El mecanismo de reconocimiento éptico va a depender del tipo de fase sensora dptica
que se disefie. Asi, los principales mecanismos de reconocimiento de los sensores dpticos
son los siguientes:

Mecanismo de interaccion directa analito-soporte: La fase sensora, que no incluye
ningln aditivo Opticamente activo, interacciona con el analito que se retiene por
interacciones fisicas y/o quimicas, preconcentrandose y produciendo una variacién en las
propiedades dpticas de la fase sensora, que es proporcional a la concentracién de analito.

Mecanismo catalitico/enzimatico: La fase sensora contiene, al menos, un catalizador o
un enzima inmovilizado que en presencia del analito de interés cataliza una reacciéon donde
se genera una nueva sustancia que produce un cambio en las propiedades dpticas de la
misma. Este cambio puede ser un aumento o una disminucién de la propiedad dptica
medida, por ejemplo, la aparicion de luminiscencia, siendo ésta proporcional a la
concentracion de analito.

Mecanismo de interaccion directa analito-cromoiondéforo: La fase sensora posee un
cromoiondforo, que tras interaccionar con el analito de interés (interaccién fisica o quimica),
cambia alguna de sus propiedades Opticas. Esta variacion puede ser un aumento o una
disminucion de dicha propiedad, por ejemplo, la aparicion de luminiscencia, que es
proporcional a la concentracidn de analito.

Mecanismo de coextraccion o cambio idnico: La fase sensora contiene un ionéforo
(que interacciona con el analito), un cromoiondforo (cuyas propiedades O6pticas serdn
sensibles al cambio de una propiedad quimica de la membrana, por ejemplo, el pH) y, en
caso de cambio de carga en la membrana debido a la entrada o salida de especies cargadas,
un aditivo anidnico lipofilico encargado de mantener la electroneutralidad dentro de la
membrana. La interaccion del analito de interés con el ionéforo provoca un cambio en una
propiedad quimica de la membrana, por ejemplo, la entrada de iones H* (coextraccién) que
modifica el pH de la membrana o la cesién de H* del ionéforo al cromoionéforo (cambio
idnico), que al igual que en el caso anterior, produce un cambio de pH de la membrana. Esta
variacion de una propiedad quimica de la membrana, siguiendo con el ejemplo de cambio de
pH, induce un cambio en las propiedades dpticas del cromoiondforo, que se relaciona con la
concentracion del analito de interés. Por tanto, es un mecanismo de reconocimiento
indirecto.

En esta Memoria se ha desarrollado una nueva fase sensora luminiscente para la
determinacion de CO,. Esta fase sensora se ha implementado en dos dispositivos de medida,

i
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desarrollandose un optosensor convencional y un optosensor de fibra éptica para el control
de CO, en muestras gaseosas y acuosas.
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OBJETO DEL CAPITULO

El objeto del presente capitulo es la determinacién de contaminantes orgdnicos
persistentes y metales en aguas dulces de la Antartida.

Para ello, en este capitulo se describe la preparacién de la campaiia antartica para la
recolecciéon de muestras, asi como los pasos de recogida, pretatamiento, tratamiento y
analisis de las citadas muestras. Terminando con un andlisis de los resultados obtenidos.



90 |[Capitulo |



Capitulo 1191

I.1. Generalidades de la Antartida

El continente antartico, llamado también Antdrtica o Antartida, es uno de los lugares
mas remotos y aislados del mundo; su nombre proviene del latin “Antarcticus” y éste del gr.
Antarktikos, que significa “opuesto al artico”; tiene una forma casi circular con un radio de
2.000 kilémetros (km) y una extensién de 14.000.000 kilémetros cuadrados (km?) en verano
y casi 30.000.000 km? en invierno, debido al congelamiento del mar adyacente ademas,
presenta dos pronunciadas entrantes que forman una angosta peninsula en forma de "S".

Segun el COMNAP (Consejo de Administradores de Programas Nacionales Antarticos)
en la Antartida, funcionan un total de 82 bases antarticas de las cuales 38 son bases
permanentes (ver anexo 1), siendo sus integrantes los Unicos habitantes de esta regidn
(cientificos y militares); poblacidn que sélo se ve incrementada en el verano, por el turismo y
el funcionamiento de las bases temporales.

El clima en la Antartida es extremo debido a la radiacidn indirecta del sol, a las escasas
precipitaciones pluviométricas, los vientos fuertes e intensos y a las bajas temperaturas que
rondan los -502C como promedio anual y -202C en la zona costera'*, zona que sélo en el
verano alcanza temperaturas superiores a 0 ¢C.

Geograficamente se encuentra en el hemisferio sur (paralelo 66°32307) casi
completamente al sur del circulo Antartico, tiene una altitud media de 2.600 metros sobre el
nivel del mar (msnm), aunque refiere altitudes de 5000 msnm en algunos puntos, limita con
los océanos Atlantico, Indico y Pacifico, y las islas Shetland y Orcadas del Sur. Se encuentra
dividida geograficamente por las montafias Transantarticas en Antartida oriental y Antartida
occidental. La Antdrtida oriental también llamada Antartida este, se caracteriza por su
aspecto mondtono hecho por el cual se la ha denominado “meseta antartica”; de la que sélo
sobresalen, cadenas montafiosas y montes aislados, también se observa en ella una linea de
costa regular con frentes de hielo de 50 metros (m) de alto, con pocos sitios de playa; la
funcién principal de esta zona es mantener la temperatura de la Antartida.

La Antdrtida Occidental o Antartida Oeste, en cambio estd compuesta por un
archipiélago de 1.200 km, que se desplaza al norte hacia Tierra de Fuego, llamada Peninsula
Antartida, en ella se pueden apreciar también cadenas montaiiosas y fiordos, ademas de una

! Doran P. et al. 2002. Antarctic climate cooling and terrestrial ecosystem response, Nature, 415, 517-520.
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linea de costa irregular con mayor presencia de playas y puertos libres de hielo; esta zona se
mantiene debido a que su basamento de hielo se encuentra bajo del mar'**.

o w0

ot AUSTRALIA
£ NUEVA
ZELANDA

Fig. 21. Antartida y puntos de ingreso a la misma. Fuente: Izaguirre, Mataloni, 2000

Debido a su origen volcénico, la Antartida alberga setenta volcanes. Destacan de ellos
dosvolcanes, uno de la isla Decepcidén (islas Shetland del Sur) y otro del monte Erebus en la
isla Ross situado a 3800 msnm, los otros volcanes se encuentran en la zona del mar de Ross,
en los montes Transantarticos, en la tierra de Maria Byrd y en las islas de la parte norte de Ia
peninsula antartica.

La Antartida es la zona mds importante del planeta debido a que cuenta con la mayor
acumulacién del hielo, que constituye el 90 % de hielo total de la Tierra 'y 70% de su reserva
de agua dulce (agua que contiene minimas cantidades de sales disueltas < 0.5 %). Ademas de
gue posee una gran importancia ambiental pues de ella depende el ciclo hidroldgico global.

Algo curioso es que es el continente mas seco del planeta, esto debido a la conjuncién
de tres factores propios como son: su posicion polar, disefio de vientos y altura a la que se
encuentra.El acceso a este continente esta condicionado por la proximidad geografica, de
manera que Ushuaia-Argentina es la ciudad mas cercana (1000 kildmetros km), seguida de

2 sanchez Rodolfo A. 2007. Introduccidn a un continente remoto. Buenos Aires: Editorial Albatros. pg. 26.
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Punta Arenas-Chile (1200 km) esta caracteristica les ha dado el nombre de “estados de

entrada”.’*

Les siguen las ciudades de Christchurch-Nueva Zelanda (2200 km), Hobart—Australia
con (2250 km) y la Ciudad del Cabo-Sudafrica (3600 km)'**. Todas estas ciudades son
utilizadas por los grupos visitantes y equipos cientificos,**> mediante transporte aéreo o
maritimo.

I.2. Antecedentes de contaminacion en la Antartida

Como se ha mencionado antes la Antartida es la mayor reserva de agua dulce que
tiene el planeta, y pese a ser un lugar remoto ha evidenciado presencia de contaminantes en

“® Ha de mencionarse que muy pocos estudios se

diversas matrices: suelo, aire, biota y agua
han realizado en aguas dulces, siendo la mayoria de ellos se han realizado en nieve, hielo y
agua de mar cuyos estudios y resultados se mencionaran pues existe correlacién entre éstas
pues corresponden al mismo grupo (hidrosfera).Estos estudios ademas refieren datos de
haber encontrado bajos niveles de COPs, ademas de HAPs y niveles traza de metales
pesados MPs al igual que otras regiones de la Tierra, que pese a su remoticidad no ha

escapado del impacto local y mundial de las actividades antropogénicas (PNUMA, 2002).1"

Todo ello preocupa pues como se habia mencionado antes, esta zona se habia
considerado desde siempre como un area pristina, remota libre de cualquier tipo de
contaminacién, que durante los ultimos 50 afios, debido al desarrollo de la investigacion y el
turismo se ha visto afectada a nivel local (ecosistemas costeros terrestres y marinos) a través
de la combustiéon de combustibles necesarios para el transporte y la produccion de energia,
los derrames accidentales, la incineracidn de residuos y el vertido de aguas residuales.

s Guyer, R. E. 2006.Circunstancias que llevaron a la negociacién y adopcion del Tratado Antartico en 1959.

' |zaguirre |, Mataloni G. 2000. Antartida descubriendo el continente blanco. Editorial del Nuevo Extremo S.A.

Buenos Aires Argentina 12 Ed. Pg 15.

> Vereda M. Tierra de fuego y Antartida. Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco Ushuaia

Argentina. [ref. de 2010-08-17]. Disponible en
Internet:http://www.scielo.org.ar/pdf/eypt/v17n3/v17n3a01.pdf

146 Bargagli R. 2005. Antarctic Ecosystems: Environmental Contamination, Climate Change, and Human Impact.

Berlin: Springer-Verlag; 394 pp.

147UNEP.RegionaIIy based assessment of persistent toxic substances — Antarctica regional report. Geneva:

United Nations Environmental Programmme; 2002. Chemicals
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1.2.1. Contaminacidn y transporte a larga distancia

Muchas son la hipdtesis que se manejan con el fin de explicar y determinar la
presencia de contaminantes en la Antartida pero hasta la fecha se siguen realizando
investigaciones que permitan determinar las posibles rutas que expliquen su presencia. Si se
hace una relacién de la misma podriamos indicar que esta preocupacion comenzé en la
década de los setenta, cuando Rappe, 1974, indico que los COPs podian migrar a través de
la atmédsfera en forma de vapor adheridos a particulas de aerosoles y condensar a
temperaturas frias.Becerra, J.,et al , 1992 reportdeste fendmeno como,codestilacion o
volatilizacione indicé que los OCs menos volatiles, se evaporan mds despacio, por lo que se
mantienen en el aire por un tiempo y eventualmente caen a la superficie, algunos cerca de
su lugar de origen, mientras otros circulan globalmente, llevados por las corrientes de aire
durante miles de millas para depositarse en rios, lagos, mares, suelo y vegetacién149.
Respecto a esto Ackerman y col., 2006 que llama a este fendmeno destilacion, indica que los
contaminantes transportados persisten y quedan condensados por reduccién de movilidad a
bajas temperaturas en ecosistemas remotos™° .

Wania y Mackay , 1993 tras un estudio de 20 afios y revisién de lo planteado por
Rappe sugieren la teoria del fraccionamiento global (grasshopingg)para explicar la presencia
de estos contaminantes en ésta drea; la cual plantea que a bajas latitudes las temperaturas
calidas favorecen la evaporacidon de estos compuestos desde la superficie de la tierra,
mientras que en las altas latitudes, donde las temperaturas son bajas, se favorece el
depdsito de estas desde la atmdsfera, fendmeno ha sido también llamado condensacion

fria."*

148 Rappe, C. 1974. Chemical behaviour of pesticides, in: Bylund, Linderholm, H. And Rune O. Eds. Ecological
problems on the circumpolar area. Papers for the International Symposium of Lulea, Sweden, June 28-30,1971,
Norbottens Museum. Lulea, Sweden: 29-32.

149 Becerra, J., Gonzales, F., Chuecas, L., Pantoja, S., y Silva M. 1992. Pesticidas Organoclorados e Hidrocarburos
derivados del petroleo en el paso Drake, estrecho Bransfield e Islas Shetland del Sur. Centro Eula. Universidad
de Concepcion. VA, Ferretti O, Moyano HI (eds) Oceanografia en Antartida Chile.

150 Ackerman, Luke K.; Usenko, Sascha; Hageman, Kimberly J.; Campbell, Donald H.; Landers, Dixon H.;

Simonich, Staci L. 2006. From Abstracts of Papers, 232nd ACS National Meeting, San Francisco, CA, United
States, Sept. 10-14, ENVR-138. Language: English, Database: CAPLUS.

1 Fondecyt-regular - 2001 — 1010640 Busqueda de evidencias del transporte atmosférico a gran escala de

contaminantes: acumulacion de contaminantes orgdnicos persistentes (cops) en sedimentos de lagos remotos
de Chile.
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Negoita y col., 2003 refiere otra ruta e indica que las especies migratorias de aves y
mamiferos marinos pueden contribuir a la transferencia hacia el sur de los COPs y que su
transporte hasta el Océano del Sur y la Antartida se produce a través de las corrientes
marinas y atmosféricas™>>, que provienen de continentes cercanos, como es el caso que
explica la presencia del DDT cuyo uso en Europa esta prohibido pero sigue siendo utilizado
en Sudamérica.

Otra razén que explica la presencia de los mismos, indica que estos hayan ingresado a
la cadena alimentaria para luego haber sido biomagnificad05153.

) _ latitudes aftas destilacidn giabal
|ﬂ_"|-'-|ﬂ5m“’- depaticidn = evapacaciin  con fracclonamiento
tithas estacionsies seqin ls movilidad
i depatickdn ghabsl
¥ EVBPOBCIGN atta mokilidad

miavilidad
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grandes | rans

disthnicin ihwsfiﬂw’ \

Fig. 22. Contaminantes organicos que se extienden mediante diferentes mecanismos a
diferentes latitudes. Fuente: Adaptado de Wania y Mackay, Ambio, 1993.

En resumen podriamos decir que son las propiedades de estos compuestos, las que
facilitan que los mismos se pueden mover a grandes distancias desde la fuente de emisién y
distribuirse ampliamente por el planeta a través del aire, el agua, o mediante especies
migratorias, corrientes aéreas y maritimas depositdndose especialmente y que son las
condiciones de esta regidn las que favorecen que estos se depositen en la misma.

2NegoitaT. G., CovaciA., and SchepensP. 2003. J.Environ. Monit., 5, 281-286-286

153 Melting Glaciers: A Probable Source of DDT to the Antarctic Marine Ecosystem Heidi N. Geisz, Rebecca M.

Dickhut, Michele A. Cochran, William R. Fraser, Hugh W. DucklowEnvironmental Science & Technology 2008 42
(11), 3958-3962
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1.3. Andlisis de la problematica en un marco regulado

La Antartida se halla protegida por el Tratado Antartico y el Protocolo de Madrid, los
cuales por su importancia pasaremos a describir brevemente.

1.3.1. Tratado antartico

Suscrito en diciembre de 1959 por trece paises, entrd en vigencia en 1961; su firma
suspendié 40 afios de controversias por reclamos de soberania, declardndose a la Antdrtida
como “una zona dedicada a la Ciencia y la paz”, por lo que debe ser utilizada sélo para fines
pacificos, como la investigacidn cientifica cuyos resultados, son en bien del progreso de la

humanidad™*

.Este Tratado también prohibe toda medida y uso militar de las bases y el
ensayo de toda clase de armas, asi como explosiones nucleares o almacenamiento de
material radiactivo. Segun la, Secretaria del Tratado Antartico (ATS), él afio Geofisico
Internacional (AGI), fue uno de los factores importantes que impulsé su firma, debido a la
cooperacion cientifica internacional lograda mediante la realizacion de actividades de

investigacion y el establecimiento de bases cientificas en todo el continente antartico™>.

Espafia se adhirié al Tratado Antartico en 1958, suscrito en Washington, pasando a ser
miembro consultivo en septiembre de 1988. Todas las partes del Tratado se reldnen cada
afo con el fin de intercambiar informacién, formular, considerar y recomendar a sus
gobiernos medidas para promover los principios y objetivos del Tratado, igualmente se
comprometen a hacer los esfuerzos, compatibles con la Carta de las Naciones Unidas, con el
fin de que nadie lleve a cabo en la Antartida ninguna actividad contraria a los propdsitos y
principios del Tratado. Estas recomendaciones dan lugar, afio tras ano, a una serie medidas,
resoluciones y decisiones que van mejorando el sistema de control medioambiental en esta
area. Participan de estas reuniones como observadores y expertos también, la Comision para
la Conservacion de los Recursos Vivos Marinos (CCAMLR), el Comité Cientifico de
Investigacion Antartida (SCAR), (COMNAP), la Coalicién de los Océanos Antarticos y del Sur
(ASOC) y la Asociacién Internacional de Tour Operadores Antarticos (IAATO).

1.3.2. Protocolo de Proteccion del Medio Ambiente

Conocido como Protocolo de Madrid, entrd en vigor en 1998 el mismo complementa al
Tratado antdrtico en él, las partes consideran a la Antartida como una “reserva natural,
dedicada a la paz y a la Ciencia”al igual que el Tratado antartico; este protocolo establece

B Tratado Antértico. Predmbulo

155 http://www.ats.aq/devEM/documents/001737_np.pdf
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principios basicos que regulan las actividades humanas en la Antartida, que prohibe todas las
actividades relacionadas con los recursos minerales excepto las que tengan fines cientificos.

{i

Pues considera “..a la Antdrtida como un observatorio privilegiado para el estudio e

investigacion de los cambios climdticos de la Tierra”.

Todo ello se debe, a que se considera a la Antartida, una de las ultimas regiones
pristinas del planeta; que lamentablemente segun diferentes estudios, ha evidenciado la
presencia de contaminantes de diversa naturaleza los cudles se deben a que en este
continente, no sdélo se desarrollan investigaciones sino que también existe una elevada
actividad turistica, que ofrece una gran variedad de ofertas (como: cruceros, expediciones y
excursiones que incluyen escaladas safaris fotograficos a colonias de pinguinos, esqui
camping), actividades antropogénicas en las que se incluye el transporte.156De hecho los
nuevos problemas y desafios, no son tanto de caracter politico sino cientifico, los cuales son
producto del cambio climatico, turismo, transporte (aéreo y maritimo) y seguridad en la
navegacion (por los derrames).”>’Asi, muchos ecologistas y cientificos manifiestan que la
contaminacién en la Antdrtida crece ano a afio y que son los derrames y el turismo

158

indiscriminado las causas principales de contaminacién.”"Por lo que se ha remarcado la

importancia de establecer programas de control y vigilancia de contaminacién ambiental por

159

parte de organismos cientificos y de consulta vinculados al Tratado Antartico.” Pues existe

consenso mundial en la necesidad de preservar sus recursos y su ambiente natural.

Por ello en concordancia con estas recomendaciones y conjuntamente con numerosas
instituciones nacionales e internacionales resulta importante realizar estudios sobre
contaminantes, que es el propdsito del presente capitulo en este caso en la matriz agua.
Para este fin, se hard una breve descripcién de la logistica a seguir para desarrollar
investigacidn en la Antdrtida, una breve referencia a la causa de contaminacion, sus fuentes,
los contaminantes que podrian afectar esta zona o de los cuales se tiene alguna referencia
segln estudios ya realizados en nieve, agua de mar o hielo; que nos ayuden a lograr el

16 Izaguirre Irina, Mataloni Gabriela. Antartida descubriendo el continente blanco. Editorial del Nuevo Extremo
S.A. Buenos Aires Argentina i2 Ed. 2000. Pg 163.

7 Urbina Paredes Javier. El Tratado del Antartico, posicion de Chile como pais puente. UNISCI Discussion

Papers [en linea]l. Octubre 2009, N2 21[ref. de 2010-08-17]. Disponible en Internet:
http://www.ucm.es/info/unisci/revistas/UNISCI%20DP%2021%20-%20URBINA.pdf

%8 Roberto Remo Bossio. Antértida Petréleo y Turismo. GUIA del tercer mundo [presentado por el Instituto de

Estudios Politicos para Africa y América Latina]. Editorial: Montevideo : Instituto del Tercer Mundo ; Madrid :
IEPALA, D.L. 1991.639, p, 97, ISBN:84-85436-85-7

19, Caroli, P. Cescon, and D. W. H. Walton. 2001. Environmental Contamination in Antarctica: a Challenge for

Analytical Chemistry. Environmental Contamination in Antarctica. Elvesevier Science, Oxford.

i
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objetivo de este capitulo que es, el de determinar la presencia de contaminantes en aguas
dulces de la Antartida.

1.4. Consideraciones generales para la investigacion en la Antartida

La actividad cientifica espafiola es promovida, financiada y coordinada por el
Ministerio de Ciencia e Innovacién, a través de convocatorias publicas de proyectos de
investigacion del Plan Nacional de [+D+i (desde 1988).Esta actividad abarca diferentes
disciplinas*®*mediante el Comité Polar Espafiol (CPE) asi, las investigaciones que se realicen
habran de seguir una logistica especifica designada por el CPE.

1.4.1 Comité Polar

Fue creado por acuerdo de la comisién permanente de laComisién interministerial de
Ciencia y Tecnologia (CICYT) en 1998. Es la base para la coordinacion de todas las actividades
dependientes de la autoridad nacional polar, tiene competencias sobre el antartico y el
artico. La coordinacidon con las instituciones implicadas (universidades o centros de
investigacion), la realiza a través de su Secretaria Técnica, dependiente de la Direccidn
General de Cooperacién Internacional y Relaciones Institucionales. El CPE estd presidido por
la Direccidon General de Cooperacién Internacional y Relaciones Institucionales y cuenta con
representantes de diversos Ministerios,*®* entre sus competencias ademds destacan:

v’ Aprobacién de permisos relativos a la normativa de proteccién ambiental.
v" Reconocimiento médico y vacunaciones.
v Permisos de Aduana.

1.4.1.1 Componentes del Comité polar espanol

Para el éxito de la investigacion polar que realiza Espafia en la Antartida, resulta
fundamental la coordinacion de todas los componentes del CPE por lo que a continuacidn se
hara una breve referencia de cada uno de ellos:

Ministerio de Asuntos Exteriores y Cooperacion. Es el ente que ostenta la
representacion ante el Tratado Antartico.

160 Pagina oficial http://www.uam.es/otros/cn-scar/esp.htm

11 http://www.mec.es/ciencia/jsp/plantilla.jsp?area=comPolar&id=3
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La Unidad de Tecnologia Marina (UTM). Dependiente del CSIC, proporciona el soporte

logistico, técnico y tecnolégico necesario para la investigacion marina y polar promovida por

el Plan Nacional de 1+D+1. Sus funciones son:'®?

162

v

Asistencia técnica en campanas.

Apoyologistico y técnico a buques oceanograficos y bases polares.
Gestion de la base Antartida espaiiola (BAE) "Juan Carlos I".
Mantenimiento de las instalaciones cientificas en buques y bases.
Mantenimiento, calibracidn y manejo de instrumental cientifico y técnico.
Adquisicién y archivo de datos oceanograficos.

Mantiene la presencia de Espana en el territorio antartico seglin norma el
Tratado.

Ejército de Tierra (ET) mediante la Divisién de Operaciones del Estado Mayor ejerce la
funcién principal de gestién de la BAE "Gabriel de Castilla".

v

Colabora con el MEC en las labores de investigacion cientifica, realizadas en la
Isla Decepciéon como ser: logistica, comunicacién, gestion medioambiental,
desplazamientos en la zona por tierra o mar, seguridad ante situaciones de
emergencia.

Desarrolla proyectos de investigacion y experimentacién de interés para el ET.

Socializa, al mundo cientifico y a la institucién militar, la presencia y actividades
del ET en la Antartida.

Mantiene la presencia de Espafia en el territorio antarticosegun el Tratado.
La Armada Espafiola

Opera los buques de investigacion oceanografica (BIOs) Hespérides y Las
Palmas.

http://www.utm.csic.es/v06/presentacion.asp
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v’ Instituto Geolégico y Minero de Espafia
v' Mantiene el centro nacional de datos polares.

El Comité Nacional del SCAR. Es una institucién no gubernamental conectada con el
CPE, que mantiene vinculos con el Subprograma Nacional de investigacién polar; a través del
cual el sistema espafiol financia la investigacion espafiola en la Antartida.

1.4.1.2. Infraestructura para la investigacion Antartida del CPE

El presente estudio se logro gracias al apoyo de la BAE Gabriel de Castilla ya que todas
las extracciones se realizaron en los ambientes del laboratorio de la misma. Asi, también se
conto el apoyo de transporte a los diferentes lugares de la isla Decepcidon para el muestreo.
Asi también se contd con el apoyo de la BASE Juan Carlos | de la isla Livingstone donde
debido a mal tiempo sélo se pudieron realizar determinaciones in situ; por lo que la colecta
de las muestra fue realizada por personal técnico de la base. El BIO Las Palmas fue de gran
apoyo ya que en el traslado del equipo y personal del proyecto desde Ushuaia hasta la BAE
Gabriel de Castilla, la isla Decepcién, la isla Livingstone, en el transito del mismo se
colectaron diversas muestras de diferentes islas y bases en la Peninsula Antartida y el puerto
de Punta arenas. Por lo que a continuacién se hara una breve referencia de los mismos.

BIO Las Palmas

El BIO Las Palmas fue construido por los astilleros del Atlantico en Santander en 1978.
En 1982 entro en servicio en la Armada y fue el primer buque espafiol que participé en
misiones cientificas en la Antartida, durante las campafias 1988-89, 1989-90 y 1990-91,
hasta la entrada en funcionamiento del BIO Hespérides en mayo de 1991. Desde el afio 2000
participa nuevamente en misiones de apoyo logistico a las bases de investigacién espafiolas.
Sus funciones son: el traslado de investigadores desde los puertos de Ushuaia y/o Punta
Arenas hacia las diferentes bases, o zonas donde se desarrollen estudios (islas, peninsula
antdrtica, etc.), ademas del aprovisionamiento de alimentos, materiales y combustible a las
bases y BIO Hespérides.

BIO Hespérides

El Buque Hespérides, buque de la Armada espafola, tiene su base en Cartagena, donde
fue construido en 1990. Ha realizado numerosas campafias de investigacién, recorriendo
mas de 300.000 millas nauticas y acogiendo a mds de un millar de investigadores y técnicos
nacionales y extranjeros. Cumple las mismas funciones que el BIO las Palmas excepto el
aprovisionamiento de combustible y alimentos.
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Fig.23. Fotografia de a) BIO las Palmas y b) BIO Hespérides*

BAE Gabriel de castilla

La base Gabriel de Castilla se instalé a finales de 1989 en la isla de Decepcién y
comenzd a funcionar a principios de 1990, como refugio militar; es gestionada por el ET y
hoy en dia cumple funciones de apoyo logistico a los trabajos de investigacién; consta para
ello de: mdédulos cientificos, de vida, asistencia sanitaria, enfermeria, ndutica y motores. La
base para su abastecimiento de agua dispone de dos sistemas para la captacidn de agua, uno
principal y otro alternativo, el sistema principal recoge el agua de un crater situado a 1,2 Km
de la base a través de una bomba eléctrica que situa el agua en un depdsito de 5.000 | del
cual mediante un grupo de presién hidroneumatico suministra el agua a los diferentes
servicios de la base. El consumo medio de agua de la base es de 2.500 |/dia lo que hace un
consumo total de 225 m® durante toda la campafia. La base esta abierta Unicamente durante
el verano.

BAE Juan Carlos |

Esta situada en la isla Livingstone, la misma es gestionada por la UTM, fue inaugurada
en enero de 1988, es considerada una gran instalacidn cientifica. La base esta abierta
Unicamente durante el verano austral, aunque mantiene registros automatizados durante
todo el afio de varios parametros. Tiene como objetivo apoyar las actividades cientificas de
Espafia en la Antartida.'®3La misma se abastece de agua de una laguna cercana misma que es
utilizada para uso domestico destaca tambien en la base la cercania de un refugio.

Campamento Byers

Es un campamento temporal situado en la Peninsula Byers (Zona Especialmente
Protegida 126). Esta zona es considerada como la zona de interés limnoldgico mas

1% http://www.api-spain.es/ContribucionSpain_Logistica_y_Barcos.html
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importante de la region de la Antartida maritima, dada la extensidn libre de hielo (unos 60

kmz) y la abundancia de lagos, charcas y arroyos.

Fig. 24. Fotografia de a) Base Gabriel de castilla, b) Base Juan Carlos | y c) Campamento
Byers.*

En cada campaiia cerca de un centenar de cientificos y técnicos trabaja en las bases y
campamentos mencionados y se moviliza gracias a los BIOs Hespérides y Las Palmas quienes
ademas, desde la celebracidon del Afio polar internacional (IPY), buscan coordinar estas
investigaciones y observaciones a escala internacional de forma interdisciplinaria, a iniciativa
conjunta de los comités ejecutivos de ICSU (Consejo Internacional de Uniones Cientificas) y

de la WMO (Organizacién Meteoroldgica Mundial).*®*

I.5. Consideraciones generales para el estudio de contaminaciéon en aguas dulces en la
Antartida

Como se ha podido ver hasta ahora la Antartida se constituye en una importante zona
de estudio dentrodel planeta. En este caso se ha tenido a bien realizar un monitoreo que
muestre la presencia de contaminantes de naturaleza orgdnica e inorganica en aguas dulces
de la Antartida, esto debido a que esta es una matriz poco estudiada, pero de la que
pensamos podria ser interesante su estudio como nueva matriz de monitoreo ambiental
pues durante el verano austral grandes cantidades de esta se liberan al medio, por lo que a
continuacion se procedera a describir el trabajo realizado en esta zona con esta matriz.

El area de estudio se extendié desde Ushuaia como punto de partida hasta la Peninsula
Antartica y Punta Arenas como destino final como se puede observar en la figura 25. Donde
se han seleccionado diversos zonas de muestreo que comprenden: la isla de Rey Jorge
(62°15S 58°370), isla Livingstone, la isla Decepcién (63°00S 60°400), la Isla Ronge (64°40S

1% http://www.dna.gov.ar/CIENCIA/IPY.HTM
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62°400) vy la Isla Yalour (65°15S como 64°110). Esta ruta fue facilitada por el Comité Polar
como resultado de lo solicitado por el proyecto y lo resuelto segun el plan de Campana
aprobado.

Fig. 25. Puntos de muestreo del estudio. Elab. Tauler R.

Para una mejor comprension de lo realizado en este capitulo se dividird el mismo en
cuatro partes que corresponderian a:

5.1. Caracterizacion del agua dulce in situ.
5.2. Determinacién de COPs en aguas dulces de la Antartida.
5.3. Determinacién de HAPs en muestras de agua dulces de la Antartida.

5.4. Determinacién de metales en aguas de la Antartida.

1.5.1 Caracterizacion del agua dulce in situ

La caracterizacion fisicoquimica fue una de las primeras pruebas que se realizaron en la
muestras de agua dulce de la Antdrtida, debido a que estas pruebas son muy importantes
pues constituyen una primera aproximacién analitica al objeto de estudio. Estas se
realizaron de forma paralela a la toma de datos. Con este fin se procedid a realizar la
caracterizacion fisico-quimica de las aguas mediante equipos portatiles determinando in situ
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en cada punto de muestreo pardmetros como: pH, temperatura, conductividad eléctrica y
solidos disueltos.

1.5.1.1 Equipos

La determinacién de parametro in situ se realizo de forma consecutiva a la toma de
muestra para ello se recurrié al uso de sensores cuyas caracteristicas analiticas se resumen
en la siguiente tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas analiticas de los sensores utilizados para la caracterizacion
fisicoquimica de agua en la Antartida.

Parametro de

Sensor . Rango de medida Caracteristicas analiticas
medida
PH-200 (HM Digital-USA) pH 0.-14 Resolucion: 0.01 pHy 0.1°C T
pH metro T 0-802C Precision £0.2 pH
COM-100 (HM digital-USA) CE 0-9990 uS Resolucion: 0.1uS CE y 0.1 ppm STD
Combo Meter STD 0.8560 ppm Precision: £2%

Los mismos eran resistentes al agua, con compensacion automatica de temperatura.
Asi en cada zona de muestreo a la que se accedia, se tomaban los datos relativos a la
muestra (Cddigo, ubicacién, caracteristicas, coordenadas del punto de muestreo) y se
procedia medir sobre la misma fuente si se estaba frente a una laguna, lago, o rio; y en caso
de que la muestra procediese de deshielo se realizé la prueba sobre un volumen de agua
colectada en un envase. Las mediciones que se realizaron siguieron este orden:
conductividad eléctrica, solitos totales disueltos, temperatura y finalmente pH debido a que
este orden se recomienda pues al medir primero el pH se corre el riesgo de que el pHmetro
desprenda iones que alteren el dato de la conductividad eléctrica.

[.5.1.2. Resultados y discusién

Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla 10
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Tabla 10. Datos obtenidos durante la campafa Antartida.

Ubicacion Fecha de T¢ pH STD CE Latitud Longitud (W) Descripcion | Caracteristicas de la
muestreo ppm (S) de la | zona de muestreo
KCl muestra
1 Punta Directa 8.7 6.5 249 236 525630 | 711230 Agua Ciudad puertearia
Arenas 2/18/2008 potable
2 Punta Indirecta 8.7 6.5% | 113 236 530850 | 705330 Agua dulce | Laguna Lynch
Arenas 2/19/2008 de deshielo | cercana a la ciudad
3 Ushuaia Indirecta 105 | 8 152 210 543538 | 675222 Agua dulce | Lago Fagfiano
1/17/2008 de deshielo | situado a 8 km de la
ciudad puertearia
4 Ushuaia Indirecta 10.2 | 7.7 | 45.20 | 74.70 | 543931 | 675222 Agua dulce | Lago escondido
1/17/2008 deshielo situado a 4 km de la
ciudad es un lugar
turistico que tiene
energia eléctrica en
base a generados a
combustible
5 Ushuaia Directa 2.5 8 234 378 5448 57 | 6819 04 Agua Ciudad puertearia
1/18/2008 potable
6 Isla Rey | Indirecta 1.2 6.5 21.7 57.8 621432 | 583941 Agua dulce | Laguna de agua
Jorge 02/07/2008 deshielo dulce situada cerca
de la base argentina
Jubany
7 Isla Rey | Indirecta 2 6 68 142 621529 | 5837 89 Agua dulce | Laguna de agua
Jorge 02/07/2008 deshielo dulce situada
cercana al refugio
argentino-Elefante,
pingliinera y area de
elefantes marinos.
8 Peninsula Directa 4.9 5 112 227 623800 | 610500 Agua dulce | Rio cercano  al
Byers 02/08/2008 deshielo campamento Byers
9 Peninsula Directa 4.9 5 144 227 624000 | 610578 Agua dulce | Laguna escondida
Byers 02/03/2008 deshielo
10 | Isla Directa 1.6 7.86 | 13.9 33.6 625557 | 603541 Agua dulce | Caleta péndulo
Decepcion | 02/10/2008 de deshielo | situada en drea
con gran | volcénica
cantidad de
sedimento
piroclasto
11 | Isla Directa 3 6.6 238 422 625838 | 603949 Agua dulce | Agua potable de la
Decepcion | 02/11/2008 deshielo base Gabriel de
Castilla obtenida de
la Laguna Zapatilla
situada en area
volcdnica
12 | Isla Directa 2.4 5.5 72.3 143 625841 | 603390 Agua dulce | Agua obtenida de la
Decpecion | 02/09/2008 de deshielo | Bahia Balleneros es
con mucho | una area volcanica y
sedimento turistica
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13 | Isla Directa 10 7 234 465 625859 | 604201 Agua dulce | Area volcanica vy
Decepcion | 02/11/2008 de deshielo | turistica, cercana a
base cientifica
Argentina
14 | Isla Indirecta 5.2 6 258 498 625900 | 604240 Agua dulce | Lago Irizar cercana a
Decepcion | 02/11/2008 de base cientifica
deshielo. Gabriel de Castilla
15 | Isla Directa 1.4 6.5 28.9 60.1 633842 | 3048562 Agua dulce | Laguna Helada en la
Livingstone | 02/05/2008 de deshielo | Isla Livingstone.
Cerca a la base
cientifica Juan Carlos
|
16 | Isla Directa 11 5.5 26.6 54.4 634377 | 3099150 Agua dulce | Laguna Escondida en
Livingstone | 02/05/2008 de la Isla Livingstone.
deshielo.
17 | Peninsula Directa 4.5 6.5 64.40 | 127 640953 | 605723 Agua dulce | Pinglinera cercana a
Antarctica 02/02/2008 de deshielo | la base argentina
Caleta Cierva
18 | Peninsula Directa 1.5 6 12.1 5.8 644929 | 625117 Agua dulce | Pinglinera , zona
Antarctica 1/27/2008 de deshielo | turistica cercana a la
base Chilena
Presidente Videla
19 | Peninsula Directa 3.6 6 159 26.6 645346 | 625213 Agua dulce | Zona turistica
Antarctic 1/28/2008 de deshielo | cercana a  base
Argentina Almirante
Brown
20 | Peninsula Directa 3.6 6 125 98 645746 | 625213 Agua dulce | Zona turistica
Antarctic 1/28/2008 de deshielo | cercana a  base
Argentina Almirante
Brown
21 | Isla Ronge Indirecta 0.7 | 094 | 67.9 33 644030 | 624003 Agua dulce | Pinglinera , agua de
1/29/2008 de deshielo | color plomizo, acida
v con mucho
sedimento
22 | Isla Yalour | Directa 1.5 6.5 | 40.2 19.4 651011 | 640802 Agua dulce | Zona turistica vy
1/30/2008 de deshielo | pinglinera
23 | Islote Orne | Indirecta 0.5 6.5 21.8 | 434 654030 | 624003 Agua dulce | Pingiinera
1/30/2008 de deshielo

Los datos obtenidos en esta primera aproximacion reflejan que la muestra con la que

se trabajara en los siguientes acdpite de de este capitulo corresponden a muestras de agua

dulce, tomando en cuenta el pH se puede indicar que la mayoria son un poco acidas y que

unas pocas son basicas mas en ambos casos los resultados estan dentro de lo segun la OMS.

Como se puede ver los datos de pH, conductividad y solidos totales disueltos referidos e

puede evidenciar que el pH, la conductividad eléctrica y los sélidos totales disueltos reflejan

gue la matriz de trabajo corresponde a muestras de agua dulce.
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I.6.Determinacidon de COPs en aguas Antdartida mediante la GC-MS
I.6.1.Materiales y Reactivos

Para la recogida de muestras de agua se usaron botes de polietileno de alta densidad
(HDPE) de 25L y bolsas de polietileno PE con cierre. Los cartuchos SPE empleados fueron
Isolute ENV + plus (500 mg-6ml) de (Tecnologia Internacional Sorbent, Hengoed, Mid
Glamorgan, Reino Unido). Finalmente para filtrar las muestras se utilizaron filtros mixtos de
acetato de celulosa de 0,45 um de poro (Millipore, Irlanda).

Los disolventes utilizados fueron diclorometano, hexano, isooctano y metanol de
grado HPLC que se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El nitrégeno utilizado fue de
alta pureza 99,995% de Liquid Air (Barcelona, Espafia). Los estdndares comerciales
certificados de todos los analitos a monitorear fueron adquiridos de la empresa Dr
Ehrenstorfer (Braunsweig, Alemania). El papel de aluminio para cubrir los filtros y los
cartuchos se adquirié de ITS Apeldoorn, Holanda. Este material se corté en hojas
(aproximadamente 20 x 20 cm) y se calentd a 300 °C durante la noche. Las ldminas se
almaceron en bolsas polietileno con cremallera (SU Apeldoorn-Holanda) para el transporte a
la zona de campo.

1.6.2 Equipos

Para el proceso de extraccién se disefid un equipo de extraccidon semiportatil. Este se
utilizé el laboratorio de la base espafiola en la isla Decepcion

Para la determinacién de compuestos se trabajo en colaboracién con el grupo de
investigacidn de la Dra Silvia Lacorte Bruguera del centro IDEA del CSIC—Barcelona; donde se
realizaron los andlisis en los que se utilizd un cromatdgrafo Agilent 6890 de gases acoplado a
un espectrometro de masas Agilent 5973N con uninyector automatico Agilent 7683 (Agilent
Technologies,Heilbronn, Alemania).

1.6.3. Metodologia

Las muestras de agua dulce se obtuvieron durante el verano Austral en la Campafia
Antartica Espafiola 2007-2008. Debido al cuidado que se debia tomar con las mismas se
tomaron en cuenta los siguientes aspectos:
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Identificacion

Para la identificacién inequivoca se etiqueto cada muestra describiendo los siguientes
datos: a) lugar de muestreo el cual fue georeferenciado con un registro fotografico de
manera que facilite los datos para otros estudios (se utilizo una Palm equipada con sistema
GPS), b) fecha de muestreo, c) tipo de fuente de la que se extrajo la muestra: rio, lago,
laguna, deshielo etc., y se asignd un cédigo y se describid la forma de extraccion; todos estos
datos fueron compilados en una tabla de Excel.

Tipo de muestreo

Para éste estudio una parte de las muestras de agua se han obtenido por colecta
directa de la fuente de deshielo y otra parte se logré mediante la inmersién de un bote de 2L
utilizado para rellenar el bote de 25 L. No se utilizaron sistemas extractores de agua debido a
que la extraccion de un litro de agua con estos sistemas tarda alrededor de 15 min, si bien se
podria lograr mayor capacidad con el uso de extractores a bateria aunque su uso resulta
dificultoso en esa zona.

Para la determinacion de COPs se decidid colectar un volumen de 10L que por
duplicado serian 20L, este volumen fue calculado en funcidn a estudios previos, niveles
encontrados en esta zona, niveles maximos aceptados de referencia y los limites de
deteccion de las técnicas utilizadas.

Otro factor que se tomd en cuenta para el muestreo fue la elecciéon del envase que
permita la conservacion y transporte de la muestra sin afectarla. Para la eleccién del envase
en este caso se tomo en cuenta la naturaleza de los analitos a estudiar (COPs, HAPs y trazas
de metales), las recomendaciones establecidas por bibliografiay la zona de estudio(frio y

remoticidad).'®®

Los envases elegidos por la lejania del lugar y su dificil acceso fueron envases de
polietileno de alta densidad HPLD de dos capacidades 25 L para la pruebas de COPs y 2L para
las pruebas de trazas de metales (ver figura 26) Esta eleccién se debe a que estos envases
son, faciles de transportar y trasladar sin que exista riesgo de pérdida de muestra por
fragilidad del envase.

165 http://www.personal.us.es/jmorillo/medicion5/toma_conservacion.pdf
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Fig.26 .Envases utilizados para el muestreo

La limpieza o preparacién de los envases es una de las operaciones mas importantes
dentro del andlisis de una muestra. En este caso la limpieza de los envases ha estado en
funcién de los parametros a determinar (COPs, HAPs y trazas de metales).

Llenado del recipiente

El llenado del envase para el muestreo también es importante. Del mismo depende la
cantidad y calidad de la muestra. Asi, en primera instancia, se selecciond el lugar de
muestreo, es decir se buscaba una fuente de de deshielo que emanara agua y que a su
alrededor no hubiera contaminacion aparente o visible, luego se procedié a enjuagar tres
veces el envase con la muestra de agua para proceder a rellenarlo.

Los envases se enjuagaron con la muestra tres veces y se rellenaron dejando mas de
1% de la cantidad total del envase libre el envase para evitar pérdidas por diferencia de
presién al congelar.

Conservacion de la muestra

La conservacion de la misma se realizd en el contenedor refrigerado a -502C del BIO
Las Palmas debido a que el muestreo se realizé durante el transito del buque. Asi una vez
tomada la muestra ésta era congelada y asi trasladada del punto de muestreo al laboratorio
instalado en la BAE Gabriel de Castilla.

Se trabajé con las 23 muestras de agua que se obtuvieron de los 23 puntos de
muestreo.Las muestras fueron recolectadas durante la campafia oceanografica llevada a
cabo en la primavera austral (2007-2008) a bordo del buque de investigacién "Las Palmas".
Esta campaia forma parte de la contribucién espafola del Afio Polar (2007-2008).
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1.6.3.1 Equipo de extraccion SPE

Debido a que se preveia que los niveles a encontrarse en aguas dulces iban a ser muy
bajos se disefid para la campafa, un sistema de extracciéon que permitiera extraer estos
contaminantes y preconcentrarlos en una columna de SPE. Para su disefio se seguid el
esquema basico de un sistema de extraccion SPE a fin de establecer los materiales y equipos
que necesitariamos para este fin.

a)MUESTRA b) BOMBA-Tanque c) FILTRO d) COLUMNA
de vacio portafiltro SPE

Fig.27. Esquema del sistema de extraccion en fase sélida disefiado.
Los componentes del sistema de extraccidn disefiado fueron:
Bomba

La bomba permitird aspirar la muestra y forzarla a pasar por la columna de extraccion
por lo que el funcionamiento en si de la bomba serd el de un convertidor de energia,
convirtiendo la energia mecanica en energia cinética, generando presién y velocidad en el
fluido.

La bomba para la propulsién que se eligiéd fue una bomba de vacié Marca Millipore,
Modelo: K48ZZEHM3418, Serie: 600033, la cual aparte de sus prestaciones técnicas (presion
ultima 1100Kpa, un vacié de 1000 Kpa), fue la Unica bomba que se certificaba el trabajo de
10 h de manera continua durante 1 mes, tiempo de trabajo estipulado para la campaiia.

Tanque de vacio

El mismo es necesario por dos funciones: una que permita mantener el vacio suficiente
durante el paso de los 10 litros y otra que contenga la muestra filtrada resultante del paso
de los 10 litros. Para este fin se acondiciono un tanque de seguridad de disolvente de una
capacidad de 20l al que se le adaptd un sistema de valvula y conexidn para los tubos de
tefléon del sistema de flujo.

Portdfiltros y filtros

Se vio conveniente intercalar un filtro (elemento que permita retener el material
grueso o particulado), seleccionando filtros de 0.45um de la marca Millipore de membrana
de nitrocelulosa por su naturaleza hidréfila. Estos poseen una microestructura uniforme que
permite excelentes niveles de retencidn de particulas tal y como se referencian en estudios
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medioambientales (como filtracidon de aguas, analisis cualitativos de particulas, prefiltracion
de muestras y clarificacion de muestras).

El portafiltros elegido fue también de la marca Millipore, de polietileno, sencillo,
pequeiio, facil de trasladar, haciéndolo facil de adaptar al sistema en linea pues es
desmontable y liviano.

Columnas o cartuchos de extraccion

Para extraer los contaminantes se eligié trabajar con columnas de extraccién en fase
sélida SPE, método ideal para la técnica de CG-MS, debido a que en los ultimos afios, la SPE
(del inglés Solid Phase Extraction) extraccion en fase sélida, ha substituido a la LLE (del inglés
Liquid Liquid Extraction) extraccion liquido, debido a las ventajas que tiene, pues no requiere
del uso de grandes cantidades de disolventes™®®, propiedad que los hace ideales para
estudios medioambientales y estudios que impliquen el traslado de material, como en este
caso, a lugares remotos. Ademds que como se menciond anteriormente, cumplen la funcidn
de eliminar interferentes, conservacion y preservacion de la muestra ademads de permitir un
almacenamiento y transporte mas facil y comodo.'®’. Esto en nuestro caso resulté esencial,
pues se trataron 23 muestras (2 réplicas de cada una); es decir, se evito el traslado de 460 L
agua que deberian ser conservados y transportados a Espafia para su ulterior analisis.

De todas las nuevas columnas de extraccidén en fase sélida disponibles en el mercado
se decidié trabajar con la columna ISOLUTE ENV+ (6ml, 500 mg) (Internacional Sorbent
Technology) que estd compuesta por un polimero entrecruzado de divinilbenceno y estireno
que le dan propiedades muy utiles en el analisis de contaminantes en agua, ya que este tipo
de columnas retiene tanto compuestos apolares como compuestos parcialmente polares,
presentando un intervalo de polaridad mucho mas amplio que otros tipos de cartuchos.
Ademas, poseen una capacidad de retencién muy elevada, por lo que hace falta menos
cantidad de material extrante y, por tanto, se reduce el espacio de conservacién.

Para la conexion de los diferentes sistemas en linea se ha visto por conveniente
trabajar con mangueras de diferentes didmetros, de teflén (PTFE) por ser un material
hidréfobo que tiene una alta resistencia quimica y fisica. El sistema de extraccidn resultante
se puede observar en la siguiente figura.

166 http://www.nereoformacion.org/nereonautic/content/content.php-id=110.htm

17 Ferrerl., BarceldD. 1997. J. Chromatogr. A, 778 161.

i
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SISTEMA DE
CONEXION

TANQUE DE
VACIO

Fig. 28. Sistema de extraccién de contaminantes disefiado para la Campafia. Antartida

La ventaja del sistema es que las muestras de agua se puede extraer directamente en
el campo ademas de ser desmontable, portable y de facil manejo. Su Unico inconveniente es
gue requiere de una fuente de energia para el funcionamiento de la bomba.

Para concluir el sistema de extraccién, se tomd en cuenta la capacidad de los
componentes y se realizo la puesta punto de los mismos. Esto comprendié los estudios de
saturacidn del filtro y la activacidn de la columna.

A) Saturacion del filtro.

Para este fin, se relizaron diferentes pruebas relacionando el volumen de agua vs
velocidad filtrado de la misma.

Para ello se hicieron diferentes pruebas con agua de grifo variando la velocidad del
flujo, observandose que a un vacio de -70 Kpa le corresponde a un flujo de 33 mL/min vy el
filtro que se satura a las 2 horas, resultando un periodo promedio de 5 horas y un recambio
también promedio de tres filtros por cada 10 L aproximadamente (5-6 horas). Por tanto,
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para tratar 10 L de muestra, se trataran de 5 a 6 horas y seran necesarios 3 filtros con un
flujo promedio optimo de 33-34 mL/min a -70kPa.

Tabla 11. Resultados obtenidos para la determinacion de saturacién de filtro.

Volumen de agua No de filtros Tiempos Capacidad de la Capacidad de
utilizados
10 Litros 3 7 hrs 600 kPa - 65 kPa
10 Litros 3 5-6 hrs 700 kPa -70 kPa
10 Litros 6 4 hrs 800 kPa - 80 kPa
10 Litros 7 3 hrs 900 kPa - 90 kPa

B) Activacion de la columna

Para activar los grupos funcionales que componen la columna se procedid a
acondicionarla con 5 mL de metanol y 10 mL de agua Milli-Q bajo presidn de vacié, dejando
aproximadamente 1ulL de agua sobre la frita, segun indicaciones de la hoja técnica del
productor'®,

Fig. 29. Fotografias de activacion de cartuchos.

La misma se realizo previa al embalado y envio a la Antartida

El proceso de extraccién de contaminantes podria resumirse en el siguiente esquema:

168
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1.6.3.2. Preparacién del extracto

Para este fin se colectd un total de 22 litros aproximadamente por punto de muestreo
de los cuales 10L se trasvasaron a un recipiente graduado de también 10 L el cual se hallaba
conectado al sistema de extraccién. Por este sistema se paso el agua de manera que al final
del proceso se obtenian dos muestras unaconteniendo el material particulado retenido en
los filtros y otra correspondiente a los compuestos contenidos en la fase disuelta que
quedarian retenidos y concentrados en los cartuchos de extraccionENV+Plus. Todo el
proceso se resume en la figura 30.

Fig. 30. Proceso de extraccion de contaminantes

Proceso de elucion

Para arrastrar todos los compuestos retenidos en la fase sdlida, se siguieron dos
procedimientos de eluciéon, uno para las columnas y otro para los filtros, los cuales se
resumen en el siguiente esquema:
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Cartucho Filtro
Lavado 10 ml de agua hplc Afadir 30 ml mezcla
Hexano-diclorometano
1:1
Eluido 10 ml de hexano
Sonicar 10 min.
10 ml mezcla
Hexano-diclorometano Centrifugar 5 min.
[ 1:1 Q 2500 rpm
() Sellar bien [ S——

Repetir 3 veces.

Congelar a 20°

Sellar bien

Congelar a — 20°C

Fig. 31. Esquema de elucidn de las muestras para su analisis por GC-MS-NCI.

Este procedimiento se realizdé bajo campana de flujo laminar, los disolventes utilizados
fueron clase p.a. de la linea Scharlab. Todos los envases se limpiaron segun el protocolo de
limpieza. Para su analisis los eluidos se enviaron a Barcelona protegidos en nieve carbdnica a
fin de preservar los analitos contenidos. En este centro el protocolo que se siguid fue el
siguiente:

Reconstitucion de la muestra

Para la reconstitucion de la muestra el eluido se trasvasé a frascos completamente
limpios de 40 mL los cuales se colocaron en un turbo vapCaliper LifeSciences (Hopkinton, MA
USA), evaporando el eluido hasta sequedad completa a una temperatura promedio de 40°C
por espacio de 30 min. Finalmente el contenido del frasco se reconstituyé en 25 ulL de
isooctano, se depositd en un vial de cromatografia de gases de color ambar y con inserto y
tapa de rosca con septum, cerrdndose completamente y conservandose a -20°C hasta el
momento de su analisis.
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Trasvasar eluidos a viales de 40 ml

Anadir 10 pL de surrogate (PCB 209,13C
DDT, 13C endosulfan y antraceno d9(50
ng/ul)y 10 pL de mix HAPs d(40
pg/uL)

Evaporaren turbovap a casi sequedad

Trasvasar a viales de pipetas pasteur,
lavando 3 veces y secar con N2

Anadir 25 plL de isooctano

Tapar hien con un tapon de rosca y
septum de teflon

Congelar a -20°C

Fig.32. Esquema de reconstitucion de las muestras para su analisis por GC-MS-NCI.

Seleccion de COPs a monitorear

La seleccion de los compuestos a monitorear se basd en los COPs encontrados en el

Artico y la Antartida en diferentes matrices bidticas y abidticas™*®. Eligiendo en este caso 36

compuestos, los cuales se hallan recogidos en la siguiente tabla, ademds de informacidn
respecto a su abreviatura, nUmero CAS, NML, solubilidad en agua, férmula quimica, peso
molecular y estructura quimica.



Tabla 12. Caracteristicas quimicas de los analitos (COPs) estudiados.
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L Solub en
Numero 1 169 agua log Ko pH Férmula Estructura
CAS 202C (mg I- 7,20°C quimica quimica
(me/I]
1)
a-HCH 319-84-6 | 0,02a | 2.0 3.82 CeHeCle 290.83 :é,c
cr kel
(o]}
B-HCH 319-85-7 | 0,02 2.0 3.82 CeHeClg 290.83 o L o
o “Cl
]
y HCH 58-89-9 | ne 8.52 3.69 CeHeClg 290.83 o b
Gl
& HCH 319-86-8 | ne 10'"° 4.14 CeHeClg 290.83 at
CI:Q:ZI
Gl
PCB 28 7012-37- 0.117""+ 7.1 Ci,H,Cl 257.54
: il -0-0~
PCB 52 35693- 0.110 + CioHeCly 291.99 P
@
99-3 = b\
s C14HCISD8 | 362.54
BcobT 0.006 Ci1sHoCls oo
Cr O O Cl
2,4’-DDD 53-19-0 0.1 at 25 |5.87* C14H10Cl4 | 320.05* T
|
oC*

189 DIRECTIVA 2008/105/C

170

Hansch and Leo 1995 http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp43-c4.pdf

! bunnivant & Elzerman, 1988
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Numero
CAS

Solub en

agua
20°C (mg I-
1)

log Kow pH
7,20°C

Formula
quimica

Estructura
quimica

4,4’-DDD 72-54-8 0.090 at 25 | 6.02 * C14H10Cl4 | 320.05*
oc* 173 . .
Endosulfana | 959-98-8 0.32 4.75 CoHeCls05S
PCB 101 37680- 0.007+ CyoHsCls 326.4316 | . I
73-2 c
4’,4'DDE 72-55-9 0.12 at 25 | 6.51* C14H8Cl4 | 318.03* Y
gc* cl O O cl
2’,4'DDE 3424-82- 0.14 at 25 | 6.00* C14H8Cl 318.03* o oy
6 EC* ‘ QL
PBDE 17 37680- N.D. 5.74"* C12H7CI3 | 257.54 P 0 ¢
66-3 S
Endosulfan b CoHgClgO5S °
PBDE 28 41318- C12H7Br30 | 406.89538 @
75-6 I
PCB118 31508- CyHsCls 326.4316 e \C—
00-6 =
4,4'-DDT 50-29-3 0.025 at 25 | 6.91* C14H9CI5 | 354.49* Loy
oC* 1
PCB 138 35065- C1oH4Clg 360.8764
28-2

72 DIRECTIVA 2008/105/C

174

Braekvelt et al. 2003 k PBDE
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Solub en
agua log Kow pH Formula Estructura
20°C (mg I- quimica quimica
2,4'DDT 789-02-6 0.085 at 25 | 6.79* C14H9CI5 | 354.49* L
oc*176 O ©
PCB 153 35065- 0.0012- C1oH4Clg 360.8764 . o
27-1 0.0095 ++'77 ’ ’
PBDE 47 5436-43- 11'7® 6.81"% C12H6Br40 | 485.79144 | °
1 15 ug/I'”® QE,
0.
PCB180 35065- CoHsCl, 395.3211 e Q
ClI- \ Cl
29-3 p '
PBDE 66 C12H6Br40 | 485.79
PDBE 71 189084- 18 g/l - C12H6Br40 | 485.79144 | OI'S
62-6 I:';
Endosulfan
13C
PDBE 85 182346- 6 g/l C12H5Br50 | 564.69 Lo Lo
21-0 a/@ ijr
PDBE 99 60348- 9 g/l 7.32 C12H5Br50 | 564.6875 /@@
60-9 o e
PCB 209 0.000004-
0.015 ++

17> DIRECTIVA 2008/105/C

¢ http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp35-c4.pdf

Y7 Shiu & Mackay 1986++

178 Stenzel and Markley (1997)

7 Tittlemier et al. 2002 swPDBE

180 Braekevelt et al. (2003); ATSDR (2004)
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L Solub en
Numero 118 agua log Ko pH Férmula PM Estructura
CAS = 20°C (mg I- 7,20°C quimica g/mol quimica
(ug/1]
1)
PDBE 100 189084- 40 pg/ 7.24 C12H5Br50 | 564.6875 i
64-8 Br Br
PDBE 154 207122- 1 pg/l 7.82 C12H4Br60 | 643.58356 Efr o L
154 Br B:@\Br
PDBE 138 182677- - - C12H4Br60 | 643.58 T o B?’ .
30'1 Br/©/ Br
Br
PDBE 153 68631- 1 pg/l 7.90 C12H4Br60 | 643.58356 Lo X
49-2 a,/?r %j -
PDBE 183 189084- 2 pg/l 8.27 C12H3Br70 | 722.47962 T
67-1 B S
Brﬁ[
PDBE 190 446255- - - C12H2Br80 | 801.37568 L e
38_5 o Br @Zﬂr
PDBE 209 2051-24- C1,Clyg 498.6554 . .

1.6.4. Analisis y cuantificacion de COPs

Para el analisis de COPs las determinaciones GC-MS se llevaron a cabo con un
cromatdgrafo de gases Agilent 6890 acoplado a un espectrometro de masas Agilent 5973N
con inyector automatico Agilent 7683(Agilent Technologies, Heilbronn, Alemania) asistido
con una fuente de ionizacion quimica (NCI). La separacion cromatografica se realizé en una
columna capilar de (30m, 250 um i.d., 0,25 m de espesor de pelicula) que contiene 5% de
fenilo y 95% de metilpolisiloxano (Agilent HP-5MS, Folsom, CA USA). Se utilizo el siguiente
programa de temperatura: el horno se fijé en 120°C durante 1 min, elevdnodse hasta 205°C
a 8°C min}; luego se volvié a elevar la temperatura hasta 310°C a 10°C min ‘manteniendo
esta temperatura por 10 min. Asi, 2 pL de extracto se inyectaron en modo splitless (0.80
min).

'81 DIRECTIVA 2008/105/C
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Tabla 13. Lista de COPs estudiados, los cuales estdn ordenados en funcion al orden de
tiempo de retencién RT obtenido por GC-NCI-MS modo SIM también se describen los iones

de cuantificacidn, y los pardmetros analiticos utilizados para la cuantificacion.

lons IDL MDL
Time windown Id. Rt
Compound monitored pg pg/L
(min) number (min)
m/z injected water
4t09 1 o-HCH 5.332 71/255/257 1.27 1.92 11.8 0.0445 | 0.9963
2 B-HCH 6.042 | 71/255/257 10.7 16.7 14.8 | 0.0036 | 0.9999
3 y HCH 6.618 71/255/257 259 24.7 2.34 0.0015 | 0.9985
4 6 HCH 7.154 71/255/257 14.2 15.0 250 0.0002 | 0.9890
5 PCB 28 7.355 255/257/259 1.87 2.50 2.74 0.0410 | 0.9992
6 PCB 52 8.173 291/289/293 1.75 212 2.99 0.0430 | 0.9991
9to 15 BcppT 10 237/410/412 0.0000 | n.d
9 2,4’-DDD 10.02 246/248 0.42 12.5 20.5 0.1198 | 0.9998
10 4,4’-DDD 10.02 246/248/347 0.42 12.5 20.5 0.1198 | 0.9998
11 Endosulfan a 10.07 406/408 0.22 1.06 6.25 0.1874 | 0.9991
12 PCB 101 10.119 | 325/327 1.78 2.21 4.44 0.0309 | 0.9979
13 4',4'DDE 10.763 | 283/281 1.54 8.57 1.55 0.0239 | 0.9979
14 2’,4'DDE 10.912 | 246/248/225 4.14 8.57 1.55 0.0175 | 0.9995
15 PBDE 17 11.06 79/81 4.17 53.57 | 6.38 0.3842 | 0.9988
16 Endosulfan b 11.308 | 406/408 0.13 1.66 10.2 0.3192 | 0.9959
17 PBDE 28 11.456 | 79/81 8.47 2.14 3.53 0.2697 | 0.9976
18 PCB118 11.456 | 326/324 0.15 6.19 1.57 0.6183 | 0.9977
19 4,4'-DDT 11.704 | 225/246/248 3.35 3.38 12.7 0.0152 | 0.9978
20 PCB 138 12.001 | 360/362/326 0.80 61.2 21.4 0.4055 | 0.9996
21 2,4'DDT 12.496 | 281/283/247 8.49 141 15.8 0.0110 | 0.9998
22 PCB 153 12.595 | 360/362/326 0.64 9.97 24.3 0.1478 | 0.9996
23 PBDE 47 13.832 | 79/81 5.32 125 27.0 0.2311 | 0.9972
24 PCB180 14.229 | 394/396 0.17 19.5 11.7 1.3712 | 0.9999
25 PBDE 66 14.575 | 79/81 0.42 8.12 26.5 0.2823 | 0.9985
26 PDBE 71 14.58 79/81 9.70 34.6 27.3 0.2823 | 0.9985
Endosulfan *°C 14.872 | 277/259 0 1.0000
15 to 27 27 PDBE 85 16.43 79/81 7.82 7.88 40.9 0.0576 | 0.9993
28 PDBE 100 17.06 79/81 5.32 14.7 20.9 0.0538 | 0.9997
29 PCB 209 18.19 498/500
30 PDBE 99 18.21 79/81 9.65 7.09 7.20 0.0642 | 0.9996
31 PDBE 154 18.88 79/81/362 12.7 0 40.91 | 0.0616 | 0.9975
32 PDBE 138 19.792 | 79/81/483 13.6 0 10.34 | 0.0618 | 0.9977
33 PDBE 153 20.976 | 79/81 15.4 26.8 15.5 0.0637 | 0.9998
34 PDBE 183 22.39 79/81 15.9 31.51 | 10.34 | 0.2762 | 0.9954
35 PDBE 190 23.918 | 79/81 11.39 15.99 | 17.31 | 0.1597 | 0.9933
36 PDBE 209 32.53 | 488/79/81 28.13 82.41 | 90.00 | 04533 | 0.9947
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Se utilizé helio con una pureza del 99,995% como gas portador a un flujo de 1.1 mL
min’. La temperatura del inyector, de la linea de transferencia al detector de masas vy la
fuente de iones fue de 280, 250 y 200°C respectivamente. El tiempo total del analisis fue de
39.13 min.

Para la adquisicion de datos se trabajé en modo de seguimiento de iones
seleccionados (SIM) de acuerdo con los pardmetros que se muestran en la tabla 13.

En todos los casos se traté de tomar en cuenta tres iones mayoritarios del espectro de
masas para la deteccion de la presencia de un compuesto, eligiendo el mas abundante para
la cuantificacion.

Los iones seleccionados se verificaron con el tiempo de retencidn. La cuantificacidn se
llevé acabo mediante inyeccién doble.En este caso se utilizaron ventanas de analisis para
aumentar la sensibilidad que también se hallan reflejadas en la tabla 13.Para determinar los
pardmetros del analisis se trabajé con una recta de calibrado de 14-385 ng'1 de HCH, DDTs y
PCBs y de 35-770 pgL' para BDEs, las cuales fueron utilizadas para determinar la
concentracion de COPs presentes en aguas dulces de la Antartida.

Con el fin de controlar la calidad analitica de los andlisis se realizaron inyecciones de
soluciones control (puntos de la recta de calibrado) durante el andlisis de la muestra con el
fin de garantizar la fiabilidad de los datos.

A continuacién se muestran los cromatogramas correspondientes a los estandares
analiticos utilizados para una muestra. En ellos se puede observar que los se separan bien.
Los cromatogramas obtenidos fueron tratados con la aplicacion ChemStation Data Analysis.
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TIC: C51.D\data.ms

Ventana (1) Ventana (2)
4-9 min 9-15min 3

80000 29,30
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60000

7891011

6,17

40000

Relative abundance

20000
31
32 33 34
3 36
A
T T T T
20,00 25.00 30,00 35.00
Time min)

Fig. 33. TIC del primerpunto de la recta de calibrado para determinas los tiempos de
retencion.
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Fig. 34. TIC de una muestra que contiene COPs.
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1.6.5. Resultados y discusion

Utilizando los parametros analiticos arriba descritos se procedioé a la determinacién de
la presencia y cantidad de COPs. En este caso se presentan dos tablas una con los
compuestos retenidos en el cartucho que corresponderian a los compuestos retenidos en la
fase disuelta y otra tabla que corresponde a los compuestos retenidos en los filtros que
corresponderian a los compuestos presentes en la fase particulada.



Tabla 14. Concentracién de COPs en aguas dulces de la Antartida (fase disuelta).

- |-
s |
s [z (B |8 |8 |8 |2 |2 |z |2 |8 |8 [8 |83 |8
T2 s s s |z |BelE.E |8 B |B B |8 |B
1 2.99 60.58 7.55
2 12.60 | 0.60 46.20
3 0.66 11.74 0.01 14.00 1.35 2.07
4 1.39 54.87 54.87 13.90
5 4.21 44.86 20.27 0.09 59.95 59.95 0.07 22.50 3.49
6 7.20 46.37 585.25 11.21 57.68 57.68 0.89 2.57
7 12.17 78.01 3.55 3.55 1.12 3.03
8 21.11 63.64 6.59 0.06 5.63 0.51 0.48 0.90 2.53
9 13.77 14.81 0.23
10 10.82 44.11 26.41 26.41 4.45 8.88
11 105.62 0.40 4.49 0.96 7.84
12 5.74 31.50 1.48 2.68 2.41 1.49
13 0.17 0.23 0.69 2.90
14 51.43 136.49 5.71 6.04 6.04 8.32 2.77 2.39
15 0.95 15.00 0.46 0.25 0.08 0.45
16 4.35 38.32 2.65 2.65 0.30 0.33 0.56
17 6.16 47.06 46.56 3.74 0.50
18 4.58 72.37 0.44 0.12 0.21 2.69 2.65
19 51.89 23.75 15.69 15.69 0.34 0.60 0.69 1.72
20 5.07 42.93 0.07 3.42
21 14.95 69.24 352.00 0.50 0.14 5.61 5.43 6.06
22 8.25 863.36 0.97 0.20 136.0 0.51 1.77 0.30 3.47 1.18
23 4.62 44.63 0.33 165.0 1.56 3.15 3.61 3.90

*7.55/38.8 corresponde a ng'1 para BDE 100 y 99, respectivamente.




Tabla 15. Concentracién de COPs en agua dulces de la Antartida (en fase particulada)

Il 2| x| o= o= % &7 @ 2l 2| | g & 8| ¢
s Y| Y| ~| & | & T

1 0.75 1.96 24125 236.73 | 54.94 |248.16 66.48
2 1.09 6.51 7356.0 160.00 | 42.90 |185.00 |135.00
3 0.97 2.66 1.99 0.03 284.00 | 7.30 72,71 |29.77 |5.66 2.25 14.00 |19.14 1.35
4 |o19 [os4 434 006 |486.71 99.56 |6.25 [3573 [26.10 14.61
5 4.60 233|358 [1463 [734 630 22.50
6 0.72 291 0.27 3596.0 1529 |76.80 |237.00 |239.00
7 1.73 5.51 4.40 0.04 421557.9 14.25 |61.00 |23.70 |94.40 |108.00 8.21 3.03
8 0.75 7.15 5.12 278.00 | 5.80 16.50 |60.50 42.13
9 0.75 7.15 267 275.57 |5.93 16.25 |4.26
10 |1.81 7.41 121.10 | 6.31 136.00 | 149.00 | 281.00 12.40 8.88
11 | 0.44 1.19 10.21 2936.0 | 84.06 |22.70 |[12.40 |52.00 |56.00 0.96 8.90
12 1.68 4199.0 [152.73 [53.40 [7.20 [34.00 [18.70 231 [2.40
13 230 30.50 3214.0 243.00 | 5.26 2410 | 7.72
14 [307 [1676 14.68 0.09 106.00 | 13.76 [60.40 |42.10 8.48
15 [055 [4.15 415 11515
16 [189 [5.18 712 274 0.05 1499.0 5242 [57.00 [208.00 |137.00 522|611
17 11.10 12315 (494 [695 [3.10 317
18 42.84 0.13 99.00 |25.90 |110.12 |105.00
19 [626 [27.66 36.97 0.08 179.00 [19.40 [9550 |76.00 12.24 84.82
20 25.99 33.38 015 179.01 [ 25.83 [95.73 [34.49 7.12
21 5.59 0.09 48.44 17.10 |81.40 |74.00
22 |248 |[5.10 14.19 0.14 8930 1630 [162.70 |23.50 392 [1934 6.81 3.47
23 [078 [55.70 47.71 022 48.41 10.50

DER 12%/ En negrita los valores que estarian bien. /En rojo los valores que aparecen en ambas muestras pero con desv std. Mayor a la media.
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La DER en ambos casos fue menor al 15% obteniéndose asi un DER de 9% para fase
disuelta y 12 para fase particulada.

De los 36 COPs en estudio, se han detectado y cuantificado 24 compuestos, los cuales
ademas de identificarse se han cuantificado como se observa en las tablas anteriores que
corresponden a la fase disuelta y particulada. De todos ellos, solo 8 (a-HCH, B-HCH,4",4'DDT,
4,4'DDE, PCB 52, PCB 101 y PCB 180) han sido descritos en la bibliografia por estar presentes
en agua de lago tal como se muestra en la tabla 16.

Tabla 16. Concentracién de compuestos encontrados en la matriz de agua dulce (pg 1) y

otros estudios realizados en agua de lago, agua superficial agua de mar y nieve.

a-HCH 0.44-51.89 330 pg L'So+p+y+HCH Estacién Syowa (agua de lago) Tanabe et al, 1983
5.1-19.0 (f)
2-2.2pg dm® Estacién Syowa (agua de lago) Tanabe et al, 1983
0.04-2.18 pgL* Peninsula antértica occidental (nieve) Dickhut y col, 2003
1.0-10.5 pg L* Peninsula antértica occidental (agua de mar) Dickhut y col, 2003
0.04-5.7 pg L™ Peninsula antartica occidental (hielo de mar) Dickhut y col, 2003
1.4-5.2 pgL” Crucero a base Sud Africa (agua de mar) Jantuten vy col., 2004
B-HCH 0.84-66.64
4,4'DDT 105.00-
585.00*
4,4'DDE 7.12-20.27 0.5pgg” Peninsula antértica(nieve) Reisebbrough y col., 1976
2,4'DDE 863.36* 0.19g g Peninsula antartica(nieve) Reisebbrough y col., 1976
2,4’-DDD 0.27-47.71 +2DDT, DDD y DDE Klanova y col., 2008 Sedimento marino
Endosulfan 0.33* + endosulfan sulfato Deger y col.,2008 Nucleo de hielo
o
Endosulfan 0.01-015
B
PCB total 1.2pgg" Peninsula antértica(nieve) Reisebbrough y col., 1976
4.0-10.0pgg™ Estacion Palmer (nieve sup.) Reisebbrough y col., 1976
0.2-1pgg” Estacidn Syowa (nieve ) Tanabe et al, 1983
0.3-0.6 pgg™ Estacién Syowa (hielo ) Tanabe et al, 1983
36-84 pg L7 PCBs Bahia Terra Nova-Mar Ross (agua de mar) Fuocu y col., 2009
100-230 pg L™ Acceso a Gerlache y bahia Wood (agua de  Fuocuy col., 2009
mar)
PCB28 0.44-486 + Montone y col., 2005 Atmosfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB52 2.65-4557 + Montone y col., 2005 Atmodsfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB101 2.65-121.10 + Montone y col., 2005 Atmodsfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB118 0.30-284 + Montone y col., 2005 Atmosfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB138 0.07-136.00 + Goerke vy col., 2004 Krill
Montone y col., 2005 Atmosfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB153 0.20-208 + Goerke vy col., 2004 Krill
Montone y col., 2005 Atmosfera marina
Choiy col., 2008 Atmosfera
PCB180 0.23-281 + Goerke vy col., 2004 Krill
Montone y col., 2005 Atmosfera marina
Choiy col., 2008
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BDE17 0.45-48.41 + Hale y col., 2008a Biota marina
BDE28 0.69-7.12 + Hale y col., 2008a Biota marina
BDE47 0.89-66.48 + Goerke vy col., 2004 Krill

Hale y col., 2008 sedimento
BDE138 19.14-43.12**  + Hale y col., 2008a!82 Biota marina
BDE153 8.48** Hale y col., 2008 sedimento
BDE183 6.81-84.82 Hale y col., 2008a Biota marina
BDE 99 1.35-8.90 + Hale y col., 2008 sedimento
BDE100 0.50-3.45 + Hale y col., 2008 sedimento

*Encontrado sélo en fase disuelta, ** encontrado sdlo en fase particulada.

Los compuestos encontrados y que no estan descritos en la bibliografia han sido
descritos en otras matrices bidticas y abidticas tal como se observa en la tabla 16. Asi, la
presencia de 2.4 DDD ha sido descrita por Klanova y col. (2008) en sedimento marino. En
nuestro caso se ha encontrado sélo en material disuelto en la muestra de la isla Yalour. LA
presencia de este compuesto en esta muestra se puede deber a que sea producto de
degradacion del DDT.

La presencia de bajas concentraciones de endosulfanes a y B hace presumir que los
mismos sean recientes y que estos hayan podido ser trasladados por corrientes de aire o
agua hacia esta zona desde paises cercanos (India, Brasil, y Australia), donde auln se utilizan
pese a estar prohibidos. Esta hipdtesis se fundamenta en que en estudios previos han
demostrado que solo se encontré endosulfan sulfato en nucleos de hielo a una cierta
produndidad, cuya presencia fue justificada por una contanimacion antigua. Sin embargo, en
nuestro caso, no se ha encontrado endosulfan sulfato, lo que refuerza nuestra hipétesis de
contaminacién actual.

En este estudio también se han encontrado compuestos que corresponderian por
tiempo de retencién a los PCBs (28, 52, 101, 118, 138, 153, y 180) los cuales han sido
descritos en la atmédsfera y en Krill, principal alimento de pingliino de la fauna antartica.

Se han encontrado también compuestos persistentes como los BDEs (17, 28, 47, 138,
153, 183, 99 y 100). La presencia de los mismos se halla descrita en estudios realizados sobre
sedimento y biota marina. La presencia de estos compuestos se deberia al amplio uso de los
mismos en todos los materiales pldsticos (muebles, enseres, ropa y aparatos electrénicos),
ya que estos contienen niveles porcentuales de los PBDE que se usa como retardante de
llama. De hecho, Hale y col. 2008 sugieren que la presencia de los mismos en la Antartida
tengan aportaciones de fuentes locales debido a la limitados movilidad ambiental de estos

182 Hale, R. C., S. L. Kim, et al. (2008). "Antarctic Research Bases: Local Sources of Polybrominated Diphenyl
Ether (PBDE) Flame Retardants." Environmental Science & Technology 42(5): 1452-1457.
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compuestos y que la presencia de los mismos sea alta en las bases y sus cercanias,
disminuyendo al alejarse de las mismas. Un estudio realizado Yogui y Sericano, 2009'% en
matrices acuaticas en EEUU refiere que los PBDE son ubicuos en todos los compartimentos
como el agua, los sedimentos y la biota, por lo que podria en este caso justificar su presencia
en nuestro estudio, ya que los PBDEs encontrados son los que mas uso tienen (BDE 47,99 y
100 tipicamente dominan la composicion de PBDE en la mayoria de las muestras y exhiben
altas concentraciones en varias matrices. BDE 17, 28, 33, 49, 153, 154 y 155 también son de
interés).

También se ha observado que la distribuciéon de COPs difieres segln la familia asi, se
ha encontrado mayor cantidad de pesticidas en fase disuelta a diferencia de los PCBs y BDEs
que parecen encontrarse en mayor concentracion en la fase particular.

Segun Tanabe y col, 1983 las muestras de la nieve y el hielo contiene mucha mayor
concentracion de PCBs, DDTs y HCH en comparacién con las muestras de agua. Esto
implicaria que la nieve y el hielo sean un medio de suministro de estos contaminantes en la
Antartida al medio ambiente marino.

I.7. Determinacion de HAPs en aguas Antartida mediante la GC-EI-MS

1.7.1. Materiales-Equipo

Muestra

Se trabajé con la misma muestra utilizando como surrogate un mix de HAPs
deuterados.

Equipo

Para la determinacién de HAPs se utilizd el mismo equipo utilizado para determinar
COPs, es decir un cromatégrafo Agilent 6890 de gases acoplado a un espectrémetro de
masas Agilent 5973N con un inyector automatico Agilent 7683(Agilent Technologies,
Heilbronn, Alemania), variando en este caso la fuente de ionizacién pues la misma da lugar a
un fraccionamiento mas fuerte que NCI que es recomendada para estos compuestos.

183 Yogui, G. T. and J. L. Sericano (2009). "Polybrominated diphenyl ether flame retardants in the US marine
environment: A review." Environment International 35(3): 655-666.
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1.7.2. Metodologia

Las determinaciones se llevaron a cabo en un equipo GC-MS utilizando una fuente de
ionizacion de impacto electréonico (GC-MS-El),para la separacion se utilizé la misma columna
cromatografica (Agilent HP-5MS, Folsom, CA USA). El programa de temperatura que se
utilizé en el horno fue: temperatura inicial de 80 °C que se mantuvo por 1 min ascendiendo
luego a 6 °C min “hasta 175 °C la cual se mantuvo por espacio de 4 min, se volvié a subir la
temperatura a 3 °C min hasta 235 °C para finalmente incrementarla a 8 °C min~* hasta 320
°C durante 20 min. El volumen de muestra que se utilizo fue 2 ul en modo splitless (el tiempo
de splitless fue de 0.80 min). Se trabajé con helio (pureza 99,99%) como gas portadora a un
flujo de 1.8 mL min~* con una presidn constante de 18,2psi. La temperatura inicial del horno
fue de 60 oC durante 1 min, aumentando la temperatura en un rango lineal hasta 175 2C en
un lapso de 6 min, volviendo a subir a 235 2C en 3 min y finalmente a 300 2C en una un
tiempo de 2 min, dejando esta temperatura por espacio de 5 min.

La temperatura del inyector, de la linea de transferencia al detector de masas y la
fuente de iones fue 300, 300 y 200°C, respectivamente. El tiempo total del analisis fue de
66.46 min.

El espectrémetro de masas fue operado en el modo de impacto electrénico (El, 70 eV).
La tensién del multiplicador de electrones se fijé en 1600V .La adquisicion de datos se realizé
en modo SIM, de acuerdo con los parametros que se muestranen la tablal7. En la mayor
parte de los casos se eligieron los tres iones mas abundantes para la identificaciéon de los
compuestos, seleccionando de entre ellos el mas alto para la cuantificacidn, al igual que en
el anterior caso. Los iones seleccionados se verificaron con el tiempo de retencién.

La cuantificacion se llevd acabo mediante inyeccién doble. En esta tabla también se
incluyen las caracteristicas analiticas con las que se trabajé para determinar la concentracion
de HAPs presentes en aguas dulces de la Antartida. Para determinar los parametros de
analiticos del analisis se trabajé con una recta de calibrado de 10-1000 pg uL'l.
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Tabla 17. Lista de HAPs estudiados, ordenados en funcién a los tiempos de retencidn
obtenido mediante GC-MS-El modo SIM.

Time
windown o Compound Icfns o L %R Repetitivity
(min) m monitored
m/z

Nap gg 6.74 136* 0.13 1.18 | 1.21 3.8

4210 1 Nap 6.80 127, 128*,129 0.22 0.18 | 0.27 | 2.408 | 0.9997 10
Acy gs 12.08 160* 141

102164 Acy 12.11 | 151, 152%153 | 0.20 1.36 | 0.62 | 2.602 | 0.9989 7.6
Ace 12,77 | 152,153*154 0.27 1.55 | 1.38 | 1.867 | 0.9989 7.3

Fluo 14.77 | 163,165,166* 0.26 1.03 | 0.77 | 1.976 | 0.9990 7.7

Phe 410 18.52 184,188* 8.2

16.4222 5 Phe 18.61 176,178* 0.22 0.54 | 0.23 | 2.998 | 0.9988 8.1
Ant 410 18,8 184,188* 10

6 Ant 18,89 | go* 176,178 | 0.26 0.72 | 0.25 | 23.61 | 0.9965 9.6

Flt d10 26.47 106/212* 8.2

7 Flt 26.60 | 101,200,202* 0.18 0.59 | 0.19 | 2.787 | 0.9966 8.9

32241 Pyr d10 27.99 106/212*% 7.7
Pyr 28.11 | 101,200,202* 0.21 0.72 | 0.28 | 3.161 | 0.9960 8.7

9 BaA 37.48 | 114/226/228* 0.18 1.09 | 0.35 | 2.104 | 0.9968 8.1

10 Chry 37.70 | 114/226/228« | 0.18 1.43 | 0.40 | 2.234 | 0.9960 4.7

11 BbF 44.22 | 126,250,252* 0.16 2.38 | 0.50 | 2.424 | 0.9978 8.7

12 BkF 44.37 | 126,250,252* 0.23 2.10 | 0.50 | 2.510 | 0.9971 5.7

BaP d12 45.39 132,264* 10

41a52 13 BaP 45.48 | 126,250,252« | 0.18 423 | 0.81 | 2.695 | 0.9987 6.9
14 lcdP 48.96 | 138,276*277 | 0.10 1.64 | 0.20 | 3.727 | 0.9921 13
15 DahA 49.12 | 139,276,278+ | 0.21 0.38 | 2.36 | 2.354 | 0.9976 10.7

16 BghiP 49.57 144, 288* 0.15 1.36 | 0.73 | 4.765 | 0.9855 7.4
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Fig. 36. TIC de patrones utilizados para determinas los tiempos de retencion.
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Fig. 37. TIC de patrones utilizados para determinas los tiempos de retencidn.



Tabla 18.Concentracion de HAPs en agua dulces de la Antdrtida (fase disuelta)

1 130.57 11.26 14.33 2.36 0.13 0.20
2 1.22 128.34 7.92 8.59 18.884 3.01 0.42
3 0.32 0.20 50.58 5.47 6.83 0.56 0.43 0.22 0.24 0.24
4 0.04
5 73.45 21.75 21.79
6 16.15 77.17 56.09 32.16 12.78 15.35
7 0.30 2.78 22.82 134.85 27.50 12.83 18.12 18.02
8 3.83 2.15 37.38 115.34 27.15 11.28 16.05 0.24
9 0.64 158.86 34.05 10.35 15.16
10 1.79 9.42 143.4 26.63 7.12 12.37 0.27 0.19
11 0.89 3.23 6.43 10.28
12 0.65 20.11 57.23 14.26 331 6.83
13 1.33 6.29 60.28 2.35 1.88 0.68 0.28
14 3.58 17.19 4.87 7.81 0.15
15 27.82 67.72 6.35 5.51 0.70 1.46 0.49 0.24 0.14 0.15
16 0.61 60.02 151.45 28.71 11.16 16.13 0.31
17 0.28 2.78 1.29 12.62 100.80 18.93 6.07 9.98
18 28.05 40.36 141.05 39.81 7.56 11.94 0.37

—. 7.91 49.79 114.45 22.22 6.47 10.40
20 14.74 72.55 128.83 33.17 9.51 18.38 0.55
21 1.03 4.33 142.04 31.62 13.65 20.56 0.85 0.42
22 43.77 92.01 210.85 50.54 20.16 18.98 1.00 0.25 0.41
23 24.53 7.63 164.50 42.17 13.81 9.32




Table 19.Concentracion de HAPs en agua dulces de la Antartida (fase particulada)

Nap | Acy Ace | Flu Phe | Ant Fit | Pyr BaA | BKF BaP lcdP DahA BghiP
1 6.31 3.39 11.05 2.60 40.51 437 11.82 2.13 0.27
2 1.80 26.17 117.91 22.54 16.98 2.35
3 2.59 10.10 36.45 155.35 25.00 8.44 0.23
a4 1.63 7.52 13.95 1.35 3.58 2.18 0.04
5 31.25 50.19 164.48 23.13 14.27 9.13 2.01 21.75
6 4.55 9.77 20.07 3.12 9.69 1.03
7 3.84 3.27 7.39 25.02 81.79 16.57 4.98 0.17 0.11
8 10.21 21.25 58.38 153.95 22.27 10.60 0.82 0.31 0.37
9 31.60 101.42 15.47 5.35 0.26
10 12.94 13.19 1.44
11 | 32.25 7.50 19.96 60.75 133.31 22.14 2.40
12 11.22 62.77 12.15 5.12
13 19.64 51.31 140.90 23.73 27.00 57.45
14 26.25 10.56 28.85 73.60 11.21 5.29 4.88 0.51
15 16.84 38.56 129.29 19.98 0.79
16 25.13 18.56 527 0.54
17 78.86 18.53 68.23 200.56 35.40 16.21 0.64 0.76 0.23
18 61.97 16.15 43.70 96.21 19.69 7.16 5.81 0.43
18 167.64 29.06 121.10 187.36 33.70 10.51 0.60
20 | 043 96.52 19.18 6.63 0.35 0.29
2 93.42 26.53 61.44 175.29 23.26 7.84 12.60
22 50.52 17.23 48.45 115.23 18.51 12.45 10.34 0.79 0.45
23 45.95 137.16 19.68 8.13 11.64 0.38
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La tablas 18 y 19 muestran los HAPs detectados en cada muestra en fase disuelta y en
fase particulada respectivamente. Los resultados que el porcentaje de error en los valores de
la relacién oscila entre 12% y 6%.

La DER en ambos casos fue menor al 15% obteniéndose asi un DER de 10% para fase
disueltay 8.

1.7.3. Discusiones y resultados

Tabla 20. Resumen de los estudios previos sobre HAPs en la Antartica

HAPs total 0-9400 ng Lt Mar de Wedell (agua de mar) Comesy col., 1987
50-200 ng L* Base de Investigacion Signy (agua de mar) Cripps, 1990
345 ng g'1 Estacién Palmer Kennicutt y Champ.,1992
2.24-7.79 ng L’l(d.p) Bahia Terra Nova-Mar Ross (agua de mar) Cincinelliy col.,2005
1.65-14.1 (p.f.) Bahia Terra Nova-Mar Ross (agua de mar) Cincinelliy col.,2005
93-360pg L? Bahia Terra Nova-Mar Ross (agua de mar) Fuocu y col., 2009
2.14-8.11 ng L'l(d.p) Acceso a Gerlache , Mar Ross( agua de mar) Stornini y col., 2009
2.81-15.83 ng L'l(d.p) Acceso a Gerlache , Mar Ross( agua de mar) Stornini y col., 2009

1.8. Determinacion de trazas de metales mediante ICP-MS

Una de las consecuencias del aumento de la actividad humana en la Antartida también
se refleja en el aporte de contaminantes ademas de orgdnicos inorganicos y entre ellos los
metales. Por ende el propédsito de este apartado fue determinar la composiciénquimica de
las aguas dulces producto del deshielo obtenido durante el muestreo que se realizd para
analizar COPs.

1.8.1. Materiales

Para el muestreo se empleardnenvases de 2L de HPDE (Labscan-Espaia),envases de
LDPE (30 ml),

1.8.2. Equipos

En este apartado se utilizo un equipo ICP-MS Varian Liberty 100 Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectrometer ICP-AES;(reviser articulo Menguchia).

1.8.3. Metodologia

Actualmente, los trabajos destinados a determinar metales traza, y en especial ultra-
traza, tienen un cuidado especial a la hora de la recogida de muestras y su manipulacién
para evitar en lo posible problemas de contaminacién. Para ello se recurre a la aplicacién de
técnicas limpias, las cuales seran abordadas posteriormente. Este hecho, unido a la
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utilizacién de técnicas analiticas con menores limites de deteccion ha conseguido la
obtencidén de valores fiables de concentracidon de metales traza en aguas.

Toma de muestra

El volumen de muestra a tomar en el caso de los metales fue de aproximadamente dos
litros que seria el volumen necesario para realizar una medicién por duplicado (700 ml).

Para este fin se colectaron un total de 14 muestras de agua dulce provenientes de
deshielo, no tomandose en cuenta para este estudio aguas de deshielo que hayan sufrido
algun tratamiento como el caso de las bases de investigacidon ni el agua potable de las
ciudades de entrad y salida de la Antartida, por lo que su nimero es diferente al de los
anteriores estudio (COPs y HAPs).

El muestreo se realizd en envases especialmente tratados para este propdsito (envases
cuya limpieza se realizd para determinar niveles traza) durante el transito realizado en BIO
Las Palmas. Los mismos que incluyeron puntos de partida e inicio de campafia, bases,
lagunas. También de forma paralela a la colecta de la muestra se efectuaron
determinaciones de pH, conductividad eléctrica (CE), sales totales disueltas (STD) ademas de
la posicién exacta de cada muestra mediante la toma de coordenadas de cada puntocomo
en el caso de los contaminantes organicos como se puede observar en la tabla 21.

La caracterizacién fisico-quimica en el drea inérganica es muy importante pues permite
tener una idea de los posibles procesos e interacciones que tienen lugar entre los elementos
considerados y como antes ya se dijo constituye una primera aproximacion a las aguas
objeto de estudio.
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Tabla 21. Descripcidn de las muestras con las que se trabajo (T, pH, STD, CE y posicién
geografica (latitud y longitud)

Latitud Longitud
Muestra
] (W)
Ushuaia-Lago Escondido 1020 7.77 4520 7470 543931 675222
2 Isla Rey Jorge. Base Jubany 1.20 6.50 29.10 60.40 621432 583941
3 Isla rey Jorge-Refugio elefante 1.20 5.50 71.40 145.00 621529 58 37 89
4 Peninsula Byers- Laguna 490 5 11400 236.00 624000 6105 78
escondida
5 Isla Livingstone- Laguna helada 1.40 6.50 30.10 62.70 633842 3048562
g Peninsula-Byers-Riocercanoa ) o oen 11400 23600 623800 6105 00
Campamento Byers
7 Isla decepcién-Caleta péndulo 1.60 7.86 16.10 34.90 62 5557 60 35 41
g 'sladecepcion —Bahia 240 550 7230 150.00 625841 60 33 90
Balleneros
g Peninsulaantrtica-base 450 65 6440 131.00 640953 6057 23
Caleta cierva-
10 Isla Ronge 070 094 33.00 67.90  0.04629 0.09514
11 Islote Orne 050 7.00 215.00 452.00 0.09137 0.07879
12 Peninsula Antartica- base 150 600 1160 560  0.01517 0.2905
Presidente Videla
13 Peninsula Antartica- base 360 600 1230  26.80  0.03436 0.07446
Almirante Brown
14 Isla Yalour 150 7.00 1940 4020  0.00924 0.04425

Conservacion de la muestra

Debido a que las muestras no se acidificaron pues el manejo de 4cidos y bases no es
recomendable por el peligro de contaminacion que conlleva y que todas las practicas
realizadas en la Antdrtida deben ser lo mdas ambientales posibles, se decidié que
inmediatamente después de colectar la muestra esta fuese congelada y conservada a -509C
siguiendo para ello lo que indica M. Stoeppler 1997 quien indica que para preservar la
distribucién original de las especies en las muestras estas se pueden almacenar sin acidificar
siempre y cuando sean congeladas.

De esta manera manteniendo la cadena de frio las muestras fueron recogidas en
Cartagena del contendor refrigerado y llevadas a Granada para luego ser enviadas a la
Universidad de Cadiz para la determinacién de trazas de metales que pudieran estar
presentes por ICP MS. Este trabajo se logro gracias a la colaboracion del Prof. Carlos Moreno
y colaboradores del Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Cadiz en
Puerto Real.
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Preparacion de la muestra

Las muestras una vez en Cadiz fueron filtradas a través de un filtro de celulosa de 0,45
um, el filtrado se recogié en botesen envases de LDPE (30 ml) totalmente limpios y tratados
para la determinacion de cantidades traza de metales. Las nuestras fueron luego acidificadas
a pH <2 con HCl en una sala blanca clase 10000 que se encuentra ubicada en el Centro
Andaluz de Ciencia y Tecnologia Marina de la Universidad de Cadiz (CACYTMAR).

Una vez acondicionadas las muestras se procedidé al andlisis directo de cada una de
ellas en el equipo de ICP-MS del mismo centro; lamentablemente algunos metales no se
observaron. Por lo que una de las dificultades encontradas durante el analisis fueron las
asociadas al analisis de metales traza en aguas, como ser las bajas concentraciones. Por esta
razén se decidio realizar las pre concentraciones en la misma sala blanca, bajo una campana
de flujo laminar con filtro ULPA (Clase Il), que permite la evaporacién de disolventes
organicos en su interior en unas condiciones de atmdsfera Optima para evitar la
contaminacién de las muestras debido a particulas presentes en el aire.

Fig. 38. Fotografias sala blanca.

Equipo.

Para la determinaciéon de metales traza se utilizé un ICP-AES (Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectrometer) Varian Liberty 100 ICP-AES.
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Fig. 39. Fotografiadel equipo de ICP-MS de la Universidad de Cadiz.

En todos los casos las determinaciones que se realizaron utilizando la adicién de
patrén de cada uno de los elementos analizados.

Se analizaron los siguientes elementos: Al, Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Vy Zn. Se
cuantificaron los siguientes elementos mediante un espectrometro de masa con fuente de
plasma de acoplamiento inductivo ICP/MS detectandose Mg, Al, V, Fe, Fe, Mg, Co, Ni, Cu,
Zn,Ag, Cd, y Phb.

1.8.4. Resultados y discusiones

Se pudo observar que las aguas estudiadas son ligeramente acidas ya que los valores
de pH de las mismas varian entre 5.5 y 8, los cuales se encuentran dentro del rango normal
descrito por la EPA que refiere el rango aceptable de pH ente 5 y 9.Solo se reporté un caso
especial en el que la muestra de la isla Ronge reportaba un pH de 1. Esta muestra en
particular presentaba mucho sedimento de color plomizo fino.

La conductividad eléctrica también se encontré aceptable ya que el rango de la
mismavariaba entre 19.4-434 NaCl ppm siendo lo maximo permitido 500 ppm kCl (EPA);
respecto a las sales disueltas también estas se encontraron aceptables en un rango
de33/465 uS/cmpor debajo del limite permitido que es 750 uS/cm. Estos valores se puede
observar en la tabla de datos obtenida durante el muestreo (ver tabla 20).

A continuacion en la tabla 21 se pueden observar los metales detectados y las
concentraciones a las que estos fueron detectados, lo que da una visién global de los
compuestos inorganicos encontrados en la Antartida.
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Como se puede observa en las muestras no se ha detectado sodio por lo que esto
corrobora la naturaleza de las muestras de estudio (muestras de agua dulce)

Respecto a los metales encontrados se debe mencionar que se han encontrado Mg, Al,
Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd y al igual que un estudio realizado en la Isla Rey Jorge por Préndez y
colaboradores, 1996 cuyo estudio también muestra la presencia de estos metales, y a
diferencia de este estudio se observa la ausencia de K, Ca, Cr, Sn, Sb, Ba, As, Se, Te, Bi y Na
como se menciond antes. Pero se detectaron otros metales como Ag, Pb y V en cantidades
del orden de ppt.

Tabla 21. Concentraciones promedio de los elementos traza obtenidos mediante
andlisis ICP-MS en ppb (ug/L) de los puntos de muestreo realizados en la Antartida.

cob Mg Al \' Fe Mn Co Ni Cu Zn Ag Cd Pb
MA-001  137.1 11.49 0.25 0.26 0.8 0.02 0.58 0.62 0.31 0.00355  0.00797  0.01902
MA-002 384 14.24 1.27 0.2 0.07 0.08 0.35 1.37 0.36 0.00539  0.00088  0.00873
MA-003  273.2 103.5 11.32 1.55 0.39 0.02 4.41 231 2.65 0.00474  0.00105  0.01199
MA-004  558.3 28.65 2.46 0.33 16.57 0.004 0.07 1.34 0.61 0.00463  0.01147  0.84816
MA-005 78.19 22.95 1.03 0.5 0.7 0.004 0.07 0.63 0.66 0.00648  0.00296  0.01144
MA-006  146.7 12.21 0.25 0.17 0.84 0.11 0.49 3.58 12.73  0.0096 0.01096  0.06489
MA-007  30.05 28.39 5.51 0.48 1.33 0.004 0.07 0.38 0.3 0.00687  0.00306  0.05494
MA-008  139.9 43.75 49.82 0.35 0.85 0.02 0.07 0.42 0.63 0.00171  0.00196  0.04106
MA-009 135.6 210.4 0.52 1.14 54.33 0.04 1.82 1.87 6.56 0.00612  0.12534  0.06571
MA-010 44.46 29.17 0.7 2.15 9.78 0.004 0.07 1.35 2.26 0.00561  0.04629  0.09514
MA-011 3545 26.69 0.81 0.84 3.51 0.02 0.07 0.7 1.05 0.02475  0.09137  0.07879
MA-012  16.25 7.03 0.37 0.35 11 0.13 0.47 12.37 6.31 0.05228  0.01517  0.2905
MA-013  79.14 38.58 112 0.37 1.13 0.02 3.94 0.31 0.00632  0.03436  0.07446
MA-014  36.94 2.89 0.19 0.21 1.28 0.1 4.44 1.49 3.23 0.00352  0.00924  0.04425

Podemos indicar que se ha encontrado una menor cantidad de metales enm las
muestras analizadas que en otros estudios previos realizados en la Antartida. Esto se debe a
gue las muestras analizadas corresponden con muestras de agua dulce, sin embargo, los

184 prendez M. , Mufioz V. 1996. ... Ser. Cient. INACH 46:09-29.
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estudios previos hacian referencia a muestras de agua superficial, agua de mar y nieve,
como se puede observar en la tabla 22.

Tabla 22.-Rango de concentraciones de los metales encontrados en diversos puntos de
la Antdrtida en referencia a un estudio realizado en la isla rey Jorge y Terra Nova Bay y datos
referidos como cantidades normales segun la OMS

Metal Estudio realizado Otros autores Terra Nova Bay oMS
Mg 16.25-558.8 2957
Al 2.89-103.5 103
Fe 0.2-1.14 217 0.008-74 1000
Co 0.004-0.13 28 0.003-10 -
Ni 0.07-4.41 99 0.03-2.9 -
Cu 0.42-12.37 133 0.013-1.7 1500
Zn 0.31-12.73 53 0.14-9.0 15000
Cd 0.002-0.12 52 0.00005-0.04 10
\Y 0.25-49.82 n.d.
Ag 0.001-0.052 n.d.
Pb 0.01-0.84 n.d.

n.d.= no detectado

Asi, comparando los valores obtenidos observamos que los mismo son concordantes
con datos similares a los obtenidos por el estudio llevado a cabo por Cremisini y
colaboradores, 1991'%.

Por otra parte los valores obtenidos de los diferentes metales estan muy por debajo de
los limites permitidos por la OMS (contenido de metales en agua potable) lo que no supone
un peligro. Pero llama la atencién la presencia de Pb, Ag y V cuya presencia pueden ser una
muestra de contaminacién antropogénico.

Para ver si existia una correlacidon entre el contenido de metales y las otras variables
como pH, CE, STD. Se realizo un analisis de clister

185 Cremisini e al, 1991
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Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados
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Fig. 40. Dendograma que utiliza una vinculacién de Ward

Finalmente se llevo a cabo un andlisis de PCA en el que se puede observar que la
mayoria de la muestras guardan una correlacidon entre las mismas y que sélo las muestras
MA-012, MAO09, MA004 y MAO11, que corresponden a cercanias de la base presidente
Videla (peninsula antdrtica), caleta cierva (peninsula antartica) y laguna escondida (peninsula
Byers), islote Orne respectivamente se alejan del resto de las muestras.
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Componente 2
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Fig. 41. PCA de distribucion de datos de metales encontrados en la Antartida.

Conclusiones

Segun los resultados obtenidos en el estudio de determinacién de contaminantes

inorganicos en aguas dulces de

la Antartida se pudieron evidenciar

muy bajas

concentraciones de metales en estas aguas debajo incluso delos limites permitidos por la

OMS (cantidades permitidas de metales en aguas potables). Pero se han evidenciado

también la presencia de Pb, Ag y V los cuales son metales que estarian presentes en esta

zona debido a la contaminacién antropogénica.
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La Quimica es nuestra vida y futuro
German Llanos
Dir. Cs. Qcas. UMSA
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Desarrollo de una fase sensora para CO,
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OBJETO DEL CAPITULO

El objeto del presente capitulo es el disefio y puesta a punto de una fase sensora
sensible al analito diéxido de carbono (CO,), debido a la importancia que tiene la deteccion y
determinacién del mismo en ambientes gaseosos y liquidos.

Esta fase sensora se basara en un nuevo copolimero (NP1X) el cual es fluorescente,
sensible a pH y que tiene un pka de ~8.5; condiciones ideales en un material para el
desarrollo de fases sensoras Opticas sensibles a CO,. Esta fase sensora utilizara la atenuacién
de intensidad luminiscente (disminucidn de fluorescencia proporcional a la cantidad de CO,).
Para su valoracion vy optimizacion se procederd a realizar una caracterizacion
espectroscépica y analitica, se evaluara su estabilidad frente a gases interferentes y se
realizard un estudio de degradacidn en diferentes condiciones ambientales.

Ademas se evaluaran diversos sistemas de medida. Asi, en primer lugar, se utilizara
instrumentacion de medida estdndar de laboratorio, tal como un espectrémetro de
luminiscencia y posteriormente se demostrara su utilidad usando dispositivo de carga
acoplada CCD (del inglés Charge-coupled device) que permita demostrar su aplicabilidad en
el futuro desarrollo de un sistema portatil y barato para determinar CO, en muestras
gaseosas y liquidas.



148 |[Capitulo I



Capitulo 11]149

I1.1. Generalidades del diéxido de carbono

El diéxido de carbono es uno de los analitos mds importantes en la tierra y segun su
estado y cantidad posee diferentes propiedades que pueden ser utiles o peligrosas.

Asi, por ejemplo, en condiciones ambientales normales de presion y temperatura se
encuentra de manera natural en la atmdsfera en un 0.03%, constituyendo un gas
minoritario. Un aumento de su concentracion resulta peligroso, pues debido a sus
propiedades radiativas, da lugar al calentamiento global; por lo que se encuentra en la lista
de gases invernadero.

El CO, es, por otra parte, la base del metabolismo celular, regulando funciones
importantes como la respiracidon (que regula el pH fisioldgico) y la fotosintesis (generacién
de oxigeno). Asi también es muy atil en el campo de la industria, medicina, bioquimica, etc.,
como se vera mas adelante.

El CO, se produce y emite a la atmdsfera a partir volcanes, aguas termales, géiseres,
etc., y se libera de las rocas carbonatadas por disolucidn. Pero el aporte principal de este gas
a la atmdsfera se produce por la combustién del carbdn o hidrocarburos, la fermentacion de
los liquidos y la respiracién de los humanos y de los animales. Este gas es eliminado de la
atmodsfera mediante “sumideros” naturales como los océanos y las plantas.

11.1.1. Estructura molecular

El CO, es una molécula compuesta por dos atomos de oxigeno y uno de carbono. Es
una molécula lineal y no polar, a pesar de tener enlaces polares.

Fig.42.Estructura molecular de didxido de carbono.
11.1.2 Nomenclatura e historia

Segun la Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (I.U.P.A.C.), este analito se
denomina oxido de carbono (IV) o didxido de carbono.

El diéxido de carbono fue uno de los primeros gases en ser descritos como una
sustancia distinta del aire. Asi, en el siglo XVII, el quimico flamenco Jan Baptist Van Helmont
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indicé que éste se producia tras fendmenos de combustion y fermentacion, pero no fue
hasta 1750 cuando fue descubierto como tal por el quimico-fisico escocés Joseph Black,
quien lo denomino “aire fijo”, indicando que tenia la propiedad de ser mas pesado que el
aire.

La primera descripcién de dioxido de carbono sdlido fue dada por Carlos Thilorier, en
1834. Y fue Svante Arrhenius el primer cientifico que determiné la importancia potencial del
didéxido de carbono (CO;) en el clima, pues en 1886 propuso que la temperatura de la Tierra
era controlada por las propiedades radiativas del CO,. Sin embargo, no fue hasta 1938
cuando George Callendar obtuvo la primera evidencia del incremento de CO, en la
atmdsfera. Dos décadas mas tarde, en 1957, Charles Keeling inicid un proyecto de medida
continua y precisa del CO, atmosférico en la red de vigilancia a nivel mundial. Los datos de
Keeling obtenidos en la estacion de Mauna-Loa (Hawaii) donde a partir de 1958
demostrarian de forma inequivoca el inexorable incremento de CO,.

11.1.3. Propiedades fisico-quimicas del CO,

El CO, es un gas incoloro e inodoro a bajas concentraciones, pero a altas
concentraciones es un gas amarillento que presenta un olor fuerte y acido.

Es un compuesto inerte que tiene un peso molecular de 44 g/mol. A la temperatura de
—56.60 °C y presion de 417 kPa el didéxido de carbono se encuentra en sus tres fases
simultaneamente, siendo éste su correspondiente punto triple; sublima a -78,50 °C
formando nieve carbdnica y estd en estado gaseoso a una temperatura critica de 31,06 °C,
posee una densidad relativa respecto al aire de 1,52 a 15 °Cy al agua de 0,82 a 15°C, refiere
una presién de vapor de 57,3 a 20°C y es poco soluble en agua 870 cm®/L a 20 °C
aumentando al disminuir la temperatura.

11.1.4 Aplicaciones

Debido a que el didxido de carbono puede existir en diferentes estados dependiendo
de su temperatura y presion, las aplicaciones del mismo son varias, especialmente en la
industria. Estas se resumen en la Tabla 23.
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Tabla 23.Aplicaciones del CO,

Industria
Quimica

Alimentos vy
bebidas

Metalurgia

Electrénica

Ambiental

Farmacéutica

Médica

Laboratorios
& analisis

Papelera

Otras
industrias

Aplicaciones

Control de la temperatura en reactores.

Neutralizacién de efluentes alcalinos.

Purificaciones o para operaciones de tefiido de polimeros, fibras animales o vegetales.
Carbonatacién de bebidas.

Mantenimiento de productos alimenticios. AMP

Fluido criogénico en operaciones de enfriamiento o congelacion.

Nieve carbonica.

Extraccion de sustancias.

Elimina los humos rojos durante las cargas de chatarra y carbén.

En la metalurgia de no férreos, el didoxido de carbono suprime los humos durante la
transferencia de mata (producciéon de Cu/Ni) o lingotes de metales preciosos (produccidn
de Zn/Pb).

Tratamiento de efluentes liquidos o durante el enfriamiento de los componentes en los
ensayos de componentes electrénicos.

Aumentar la conductividad del agua ultra pura o para limpiar los abrasivos de piezas como
nieve carbdnica y en el propio proceso de limpieza de las resinas fotosensibles al CO,
supercritico, a fin de evitar la utilizacién de disolventes orgdnicos.

La inyeccidn de dioxido de carbono permite manejar el pH de los efluentes liquidos. EI CO,
es una excelente alternativa para el control del pH del acido sulfurico.

Inertizacion, sintesis quimica, extraccién con fluidos supercriticos, neutralizacion (pH) de
aguas residuales o de proceso y transporte a baja temperatura (-782C 6 -1089F).

Produce una atmdsfera similar a las condiciones fisioldgicas util durante la manipulacién
de drganos artificiales.

Mezclado con el aire o el oxigeno se usa como estimulante para mejorar la aireacion del
sistema respiratorio. Sirve ademas, en la dilatacién quirurgica para la realizaciéon de
laparoscopia abdominal.

El CO, Supercritico se usa como fase movil en aplicaciones cromatograficas y de
extraccion.

Regula el pH en la fabricacion de pastas recicladas o quimicas después de un
blanqueamiento alcalino. EI CO, puede usarse en la neutralizacidn de "tall oil" y para la
mejora del funcionamiento de las maquinas de papel.

Control de pH y neutralizacion.

Utilizado en limpieza industrial (CLEANBLAST),

en extintores (nieve carbodnica).

Debido a sus amplias aplicaciones, la deteccion y determinacién cuantitativa de CO,

sera

importante en campos tales como: proteccion ambiental,
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1861875 limenticio™®® (desarrollo de paquetes inteligentes)'®® y médico (analisis

190,191

biotecnoldgico
de la respiracidn, valoracién de desequilibrios del balance acido-base, etc.)

1.1.5 Reacciones mds importantes en las que esta involucrado el CO,

El CO, frente al agua actia como 4cido de Lewis dando lugar al acido carbdnico.

CO,(g) €<>C0O,(aq) ki=3.4x102mol It atm™ (1)
CO,(aq) + H,0 ¢>H,CO; k,=2.6x107 (2)
H,CO3 ¢<>H" + HCO3’ ks=1.7 x 10 mol I'* (3)
HCO5 ¢>H' + CO5™ ks=5.6 x 10" mol I"* (4)

A partir de carbaniones como los proporcionados por los reactivos de Grignard y los
compuestos de organolitio da lugar a carboxilatos:

MR + CO,; = RCO,M (donde M = Li o MgBr y R = alquilo o arilo)

En los complejos metalicos el CO, actia como un ligando que facilita la conversién de
CO, a otros productos quimicos.

1.1.6 Toxicologia del CO,

Toxicolégicamente el CO, se define como un gas asfixiante e irritante, peligroso en
altas concentraciones para humanos y animales. Asi la exposicién a niveles entre 0,2% y

1,5% se considera preocupante; siendo el 7% el limite por encima del cual puede causar la

193

muerte en humanos;'*? aunque otros autores fijaron este limite en un 30% . El mecanismo

186Ferguson J.A., Healey B.G., Bronk K.S., Barnard S.M., Walt D.R. 1997. Analytica Chimica Acta 340:123-131.

'¥7 Ge X., Kostov Y., Rao G. 2005. Biotechnology and Bioengineering 89:329-334.

188 \ion Bultzingslowen C., McEvoy A.K., McDonagh C., MacCraith B.D., Klimant I., Krause C., Wolfbeis O.S. 2002.

Analyst 127:1478-1483.

189 Puligundla P., Jungl., et al. 2011."Carbon dioxide sensors for intelligent food packaging applications." Food
Control 25(1): 328-333.

190 Mills A., Lepre A., Wild L. 1997. Sensors and Actuators B: Chemical 39:419-425.

91 Cooney C.G., Towe B.C., Eyster C.R. 2000. Sensors and Actuators B: Chemical 69:183-188.

¥Mazzoldi A., T. Hill, et al. 2009."A Consideration of the jet-mixing effect when modelling CO2 emissions from

high pressure CO2 transportation facilities." Energy Procedia 1(1): 1571-1578.
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de accion se debe a que el CO, desplaza el oxigeno produciendo una rapida insuficiencia
circulatoria®®®.

11.2. Métodos analiticos de determinacion de CO,

Existe una gran cantidad de métodos que permiten la deteccidén y determinacién de
CO,. Los cuales se pueden clasificar en:

v' Métodos quimicos o cldsicos (aquellos que se basan en realizar reacciones
quimicas).

v' Métodos fisicoquimicos (aquellos que se basan en interacciones fisicas o
instrumentales).

11.2.1 Métodos quimicos o clasicos

Fueron los primeros métodos quimicos que se desarrollaron desde 1812 para medir el
contenido de CO, gaseoso fueron tres: gravimétrico, volumétrico y manométrico. Destaca de
entre ellos el método volumétrico de Pettenkofer que se usé6 como método de referencia
durante mas de 100 aios (por ser simple, rapido y exacto).

11.2.2 Métodos fisicoquimicos

Entre ellos se encuentran la colorimetria, la espectrometria de masas, la cromatografia
de gases, y los métodos espectroscdpicos y eIectroquimicos,195 siendo estos dos ultimos los
mas utilizados.

[1.2.2.1. Métodos electroquimicos

En ellos destaca el electrodo de Severinghaus, método convencional para medir CO, en
ambientes acuosos que consiste en un electrodo de vidrio relleno de una solucién de
bicarbonato de sodio cubierto por una membrana de teflén (PTFE) o silicona permeable sélo

SBenson S.M., Hepple R., Apps J., Tsang C.F., Lippmann M., 2002. Lessons Learned from Natural and Industrial
Analogues for Storage of Carbon Dioxide in Deep Geological Formations. Lawrence Berkeley National
Laboratory.

% Frank Huess H. "The extreme carbon dioxide outburst at the Menzengraben potash mine 7 July 1953."

Safety Science 50(3): 537-553.

% ratibello-Filho 0., Andrade J.F., et al. 1989."Piezoelectric crystal monitor for carbon dioxide in fermentation

processes." Analytical Chemistry 61(7): 746-748.
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para CO, e impermeable para agua y electrélitos. El fundamento del electrodo se basa en
que el CO, en una solucion acuosa forma acido carbdnico, que luego se disocia en un anién
bicarbonato y un protén.El protén induce a un cambio de pH en la disolucién electrolitica

1% Asi, la modificacion del pH es proporcional a

que puede ser medido por una sonda de pH.
la concentracion de CO; en la muestra. Hasta hoy en dia el electrodo de Severinghaus es el

método convencional de medida de CO, disuelto y gaseoso.

CO, (aq) + H,0 <> H,CO3(aq)¢> HCO3 (aq) + H'(aq)

Semipermeable membrane Glass electrode
Exit N ~ ~ "
H" + HCO; HCO3 +H v
—— r i r Voltmeter
AgCl-Agl -
For blood HyCO;4 H,CO3 |
or calibrating gas J f k J rk !
— m——
— CO, — CO, 3
Entrance (Dissolved)™ I T
[
Sample chamber Buffer Reference

electrode
Fig.43. Esquema electrodo Severinghaus

Sin embargo, este método es caro, voluminoso, susceptible a las interferencias y de

respuesta lenta’.

Entre los sensores conductimétricos desarrollados para medir CO,, la bibliografia

refiere el sensor de CO, desarrollado por Varlan y Sansen (1997),'*®

que difiere ligeramente
del electrodo de Severinghaus pues el pardmetro que se mide es la diferencia de
conductividad producida en el medio liquido tras la reaccidon del didéxido carbono y la
solucién de bicarbonato. Este tipo de sensores puede medir concentraciones de CO, entre 0
y 11 kPa con una respuesta muy rapida. La ventaja de este tipo de sensores es que no

requiere el uso de un electrodo de referencia.

[1.2.2.2. Métodos espectrométricos

Entre los métodos espectrométricos para la deteccidon de didxido de carbono en fase
gaseosa, el mas convencional es el que se realiza a través de mediciones espectroscdpicas no

196 Severinghaus J.W., and BradleyA.F.1958. "Electrodes for blood pO2 and pCO2 determination." Journal of

applied physiology 13(3): 515-20.

197 Dansby-Sparks RN, Jin J, Mechery SJ, Sampathkumaran U, Owen TW, Yu BD, Goswami K, Hong K, Grant J,

Xue Z-L. 2009. Analytical Chemistry 82:593-600.

%poxana Varlan A. and Sansen W.1997. "Micromachined conductometric p(CO2) sensor." Sensors and
Actuators B: Chemical 44(1-3): 309-315.
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dispersivas en el infrarrojo, denominado NDIR, que es considerado desde 1950 uno de los
mejores métodos para la medicidén de este gas.

El fundamento de este método consiste en determinar la presencia de CO, mediante la
absorcién del mismo en esta zona; en este caso la radiacidn infrarroja se hace pasar a través
de un celda que contiene el gas, y la absorcidn cuantitativa de energia por el CO, es medida
por un detector apropiado en un fotémetro no dispersivo que convierte la sefial en un valor
de concentraciéon de CO,.

Esta técnica es ampliamente utilizada,’*®de hecho fue adoptada como estdndar
analitico para la determinaciéon del CO, en todo el mundo, incluyendo la Asociacion
Meteoroldgica Mundial (AMM). Se basa en la condensacion criogénica de muestras de aire
seguida de un andlisis espectroscdépico NDIR contrastado con un gas de referencia, usando
calibracion manométrica. Lamentablemente ve limitada su aplicacion en fase acuosa debido
a laintensa absorcidén intrinseca del agua.

11.2.2.3. Métodos cromatograficos

Dentro de los métodos cromatograficos destaca el uso de la cromatografia de gases
con deteccion infrarroja,200 que permite detectar CO, a niveles de baja concentracion
(incluso ppm). Pero a pesar de que estos métodos son muy fiables, la complejidad de su
instrumentacién prohibe la deteccién de CO,in situ, ademds de que su funcionamiento no es
practico por el tamafio, la complejidad de los equipos, y resultar caro para uso rutinario.?
Frente a estoel uso de sensores para el analisis cuantitativo de CO, ofrece ventajas
potenciales, por lo que se hara especial énfasis en este tipo de dispositivos.

1.3 Sensores desarrollados para CO,

Los sensores quimicos desarrollados hasta ahora para la determinacién de CO,
corresponden a dos grupos de sensores: electroquimicos y quimico-épticos.

199 Wongl.Y., ShellM. 2011.Zero drift NDIR gas sensors, Sens. Rev. 31 70-77.

% yyan Dam J., and Daenens P. 1994. "Microanalysis of Carbon Monoxide in Blood by Head-Space Capillary Gas

Chromatography," Journal of Forensic Sciences, Vol. 39, No. 2, pp. 473-478.

%1 oftfield N., FlessaH., et al. "Automated Gas Chromatographic System for Rapid Analysis of the Atmospheric

Trace Gases Methane, Carbon Dioxide, and Nitrous Oxide." J. Environ. Qual. 26(2): 560-564.
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11.3.1. Sensores electroquimicos de CO,

Los sensores electroquimicos son sensores quimicos con sistemas de transduccion
electroquimica, los cuales a su vez se dividen en amperometricos, conductimetricos vy
potenciométricos.

Asi, los sensores potenciométricos han demostrado gran aplicabilidad desde los afios
30, destacando entre ellos el electrodo desarrollado por el Dr. John W. Severinghaus
descrito anteriormente. Si bien los primeros sensores en desarrollarse fueron los
electroquimicos hoy en dia lo son los sensores quimico —Opticos, debido a sus numeros
ventajas y los cuales han supuesto un importante avance.?**

11.3.2 Sensores 6pticos de CO,
Los sensores Gpticos desarrollados para detectar CO, pueden clasificarse en dos.”®

11.3.2.1. Sensores épticos humedos

Fueron los primeros sensores que se desarrollaron para detectar CO, en ellos el
indicador sensible al pH se encuentra disuelto en una solucidn de bicarbonato de sodio, la
cual se halla contenida en una membrana permeable a CO;, e impermeable a iones. Asi, los
componentes del mismo son: un indicador (forma anidnica, D°; forma protonada, HD), una
disolucién reguladora y una membrana cuya funcién principal es evitar la lixiviacion del
indicador y la interferencia de especies idnicas que afecten al pH, especialmente cuando se
mida diéxido de carbono disuelto en agua.

Variaciones de este método incluyen el desarrollo de nuevos materiales como geles o

materiales porosos, en los que se ha empapado una disolucién de bicarbonato con el

indicador de pH unido 2042

202 Pejcic B., Eadington P., Ross A. 2007. Environmental Monitoring of Hyfrocarbons: A Chemical Sensor
Prespective. Environm.Sci. Technol. 41, 6333-6342.

2%\ills A.and Hodgen S. 2005. Fluorescent carbon dioxide indicators. Topics in Fluorescence Spectroscopy
Advanced Concepts in Fluorescence Sensing Part A: Small Molecule Sensing. 9 pag 121.

2% Wolfbeis 0., Weis L., Leiner M., Ziegler W. 1988. Anal. Chem., 60, 2028.

2% Uttamlal M., Walt 1995. D. Bio/Technology, 13, 597.

2% Hauser P.,& Liang C. 1997. All solid-state instrument for absorbance based optical gas sensor membranes.

Instrumentation Science & Technology, 25(2), 147e156.
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Otros sensores humedos desarrollados se basan en el trabajo pionero de Lubbers y
Opitz en los que se reemplazan los indicadores de pH que registran cambios colorimétricos,
indicadores de pH basados en el cambio de intensidad luminiscente. Esto ayudd a fomentar
la generacion posterior de muchos otros sensores, donde la intensidad de la emisién
luminiscente puede ser relacionada con la concentracion de gas presente en la muestra.

Sensor himedo

. o

— ‘ Membrana permeable a CO2
Sensor Impermeable a otros analito

Sistema de control

DH ‘ Fase acuosa

Sensor seco

Sistema de control — g

Sensor | S ¢ s soic

Fig.44. Esquema de las principales caracteristicas de los dos sensores épticos, himedo
y seco para diéxido de carbono. Fuente Mills, A. and M.-I. Baraton (2009).%%’

Si bien estos sensores son de gran utilidad, presentan algunas desventajas que limitan
su uso. Asi, las fases sensoras estan influenciadas por la presion (mediciones en CO, gaseoso)
o la presién osmética (CO, disuelto). Ademds, se ha demostrado que su hidratacién o
deshidratacion interfiere en el rendimiento del sensor. Por ello, su uso actual es limitado.

11.3.2.2. Sensores secos

En este tipo de sensores, la fase sensora es un soporte inerte en el que se inmovilizan
las sustancias que detectan y cuantifican al analito, CO; en este caso. Por lo tanto, un sensor
seco de CO, comprende: un compuesto dpticamente activo sensible al pH, un agente de
transferencia de fase que capte el CO, y un polimero que proporcione cohesion y soporte a
todos estos reactivos.

*\ills A., and M.-1.2009. Optical Sensors for Carbon Dioxide and Their Applications Sensors for Environment,

Health and Security, Springer Netherlands: 347-370.




158 |[Capitulo |l

Estas fases sensoras a diferencia de las anteriores, no contienen un solucidnreguladora
acuosa, la cual es remplazado por el agente de transferencia de fase (hidréxido de amonio
cuaternario) que se utiliza para solubilizar el indicador de pH en el medio hidréfobo del
polimero, asi como regular el intercambio de H" entre el CO, y el indicador éptico de pH.

Dentro de los sensores secos, en funcién de la propiedad dptica medida, las fases
sensoras desarrolladas para CO, se pueden clasificar en tres tiposiError! Marcador no
efinido.:

a) Aquellas que contienen un indicador de pH colorimétrico.

b) Aquellas que contienen un indicador de pH luminiscente®%%,

c) Aquellas que contienen un indicador de pH dpticamente activo co-inmovilizado con
un indicador de referencia interno.

Una de las estrategias mds prometedoras para el disefio de fases sensoras dpticas de
CO, es la que refirio Mills y col. en 1997, donde la fase sensora estaba basada en la co-
inmovilizacion de un indicador de pH hidrofilico y un agente de transferencia de fase como el
hidroxido de tetraoctil amonio (TONOH). Esta fase sensora fue posteriormente optimizada
por el grupo de investigacién de la Prof. U.E. Spichiger (ETH-Ziirich) demostrando que las
caracteristicas deseables que debe cumplir el indicador de pH son: un pKa mayor de 7.5 y
poseer dos tipos de grupos funcionales, uno susceptible de ser desprotonado (por ejemplo
un fenol) y otro que estabilice la carga negativa (por ejemplo una lactona, un sulfito o un
diazo)iError! Marcador no definido..

Lamentablemente, como se menciond en las desventajas de los sensores épticos, los
fenédmenos de fotodescomposicién de los indicadores, su precipitacion en la membrana
liquida y los tiempos de recuperacién son a menudo insalvables para que puedan tener una
aplicacion real. Con objeto de mejorar sus prestaciones y con la idea de encontrar soluciones
a estos inconvenientes, existe hoy en dia un gran esfuerzo investigador dirigido a encontrar
nuevos materiales que den lugar a sensores mas robustos y apropiados.

208Mills, A. and Q. Chang.1993."Fluorescence plastic thin-film sensor for carbon dioxide." The Analyst 118(7):

839-843.

299 Mills A., LepreA., et al. 1997. "Breath-by-breath measurement of carbon dioxide using a plastic film optical

sensor." Sensors and Actuators, B: Chemical 39(1-3): 419-425.
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Asi, Medina Castillo y col.?*® disefiaron un polimero funcional que posee propiedades
quimicas y fisicas éptimas para el disefio de una fase sensora dptica sensible a CO, (véase la
Fig. 45). Este nuevo copolimero funcional es insoluble en agua pero permeable a la misma,
es estable, luminiscente, sensible a pH (pK,; ~8.5) y el indicador luminiscente de pH estd
incorporado (unido covalentemente) a la estructura polimérica. Por tanto, cuando se
evapora el disolvente, el indicador de pH queda unido covalentemente al soporte. De esta
forma se evita su salida de la fase sensora asi como su precipitacién. Ademas, este polimero
funcional contiene un grupo lactona capaz de estabilizar la carga, por lo que relne todas las
caracteristicas establecidas para ser util en el desarrollo de fases sensoras épticas sensible a
CO..

NP1(X)

Fig.45. Estructura del copolimero lineal NP1X

Hasta la actualidad, este polimero funcional se ha usado para el desarrollo de fases
sensoras sensibles a pH, pero nunca se ha testado para determinar CO,. En esta memoria se
partird de este copolimero para el desarrollo de una nueva fase sensora que permita
determinar CO, en muestras gaseosas Yy liquidas, intentando solventar algunos de los
problemas habituales de este tipo de fases sensoras dpticas.

11.4. Establecimiento de las condiciones experimentales 6ptimas para el desarrollo de la
nueva fase sensora

Se debe tener en cuenta que para el desarrollo de fases sensoras Opticas sensible a
CO, se requiere de tres elementos: 1) polimero que incluya un indicador de pH hidrofilico
con pKa >7.5 y con dos tipos de grupos funcionales, uno susceptible de ser desprotonado

% Medina-Castillo A. L., Fernandez-Sanchezl). F., et al. 2011. "Design and synthesis by ATRP of novel, water-

insoluble, lineal copolymers and their application in the development of fluorescent and pH-sensing nanofibres
made by electrospinning." Journal of Materials Chemistry 21(18): 6742-6750.

| 4
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(por ejemplo, un fenol) y otro que estabilice la carga negativa (por ejemplo una lactona, un
sulfito o un diazo); 2) un agente de transferencia de fase; y 3) un disolvente.

1.4.1. Mecanismo de accién implicado en la deteccién de CO,

El mecanismo de accién implicado en la deteccion de CO, se resume en la Fig. 46, el
cual estd basado en el intercambio de protones del indicador de pH quimicamente
inmovilizado en el polimero; que produce una disminucidn o atenuacién de la intensidad del
espectro de emisidon la cual puede ser correlacionada con la concentracién de la CO,
presente en la muestra.

D H*+TONOHx H,0 CO, + TONOH xH,0
D'TON*+xH,0 + H20 CO,?> (TON),2xH,0+DH  HCO; +TON'xH,0

Fig. 46. Esquema de mecanismo de deteccion de CO,

11.5. Materiales y Métodos
11.5.1. Reactivos

En este estudio se utilizé como polimero el copolimero NP1X que incluye un indicador
sensible a pH con pKa de ~ 8.5 y que cuenta con un grupo fenol y un grupo lactona libre.
Como agente de transferencia de fase se utilizé el hidréxido de tetraoctil amonio (TONOH) y
como disolvente metanol. En este caso sélo fue necesario la coinmovilizacién del agente de
transferencia de fase, para ello se prepard un cdéctel que contenia estos tres elementos los
cuales se depositaron por spin-coating sobre una mirilla de vidrio utilizada como soporte, el
volumen de cdctel inyectado fue de 200 ul y la velocidad de giro utilizada fue de 300 r.p.m.
en atmodsfera de nitrédgeno por espacio de 2 minutos.

11.5.2. Equipos

Para la preparacidon de las membranas se utilizaron: una balanza analitica Metler
Toledo y para el preparado de las muestras un equipo de Spin coating.

Las mediciones para la caracterizacidn espectroscopica de la fase sensora sensible a
CO, en medio gaseoso se llevd a cabo utilizando un espectrémetro de luminiscencia Varian
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Cary-Eclipse equipado con una lampara de pulsos de Xe (con un pico de potencia a 75 kW),
monocromadores Czerny-Turner, un tubo fotomultiplicador R-928 controlado mediante
software.

Para la mezcla de gases se utilizd una estacién de gases que contaba con cuatro
controladores de flujo masico (MFC) Tipo de E-FLOW © de diferentes capacidades (20, 300 y
dos de 500 ml/min). Se usaron tubos de tefldn para realizar las conexiones entre la estacién
de gases y la celda de medida (tanto para medidas de gases como en disolucién).

La estacion de gases fue controlada por una unidad de control digital (interfase)
conectada via RS-232 al puerto serie de un ordenador. La gestién de esta unidad de control
(monitorizacién, control del proceso de mezclado de gases en los MFCs) fue llevada a cabo
mediante un programa de ordenador desarrollado en lab VIEW 8.5. a través de una
aplicacion desarrollada a partir del programa LabVIEW 8.2 (permitiendo asi controlar de
forma automatizada el porcentaje de humedad el flujo y la concentracion de gases a
ensayar).

En todos los casos se llevaron a cabo tres réplicas para cada determinacién, de forma
gue se pudiese establecer el error cometido.

El sistema de medida completo se muestra en la Fig.47, disefiado para demostrar la
aplicabilidad de esta fase sensora a la determinacién de CO,.

Fig. 47. Fotografia del sistema de medida de CO, en fase gaseosa.

Las fases sensoras luego fueron sometidas a diferentes concentraciones de CO, tanto
en estado gaseoso como disuelto en agua, asi se registraron los cambios de intensidad de la
emisién luminiscente en presencia y ausencia de CO,. El tiempo de respuesta del analizador
de CO, fue de 3s en medio gaseoso y de 15 s en medios acuosos, segln la evaluacién de la
fase de latencia después de la entrada de concentraciones conocidas de CO,. La Fig. 48
resume el esquema de fabricacién de la fase sensora.
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Fig. 48. Esquema de elaboracidn de las fases sensoras

11.6. Resultados y discusion
11.6.1. Determinacidn de las caracteristicas espectroscopicas en fase gaseosa

Para comenzar el estudio se procedié a determinar las caracteristicas espectroscopicas
de la fase sensora. Para ello se expuso la fase sensora a un ambiente de 100% de N, con una
humedad del 40% y posteriormente, a una atmdsfera saturada de CO, con la misma
humedad, para detectar posibles variaciones/cambios en sus caracteristicas
espectroscépicas. La Fig. 49 muestra las caracteristicas espectroscdpicas de la fase sensora
compuesta por 50 mg/mL NP1X y 125 mg/mL TONOH en ausencia y en presencia de CO,
gaseoso.

800 1
600 1

400 f

ILR.F.(u.a)

200

500 520 540 560 580 600 620 640

Longitud deonda(nm)

Fig. 49. Espectros de emisidn de la fase sensora en fase gaseosa: en ausencia (—) y en
presencia de CO; (—). Aexc= 480 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del
detector 650 V. RH=40%
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Como se puede observar, la fase sensora presenta un maximo de emisién a 520 nm
cuando se excita a 480 nm; propiedades espectroscépicas que coinciden con las del
polimero funcional NP1(X).

[1.6.1.1. Optimizacion de la composicidn de la fase sensora

Para optimizar la fase sensora se evaluaron cinco composiciones diferentes (véase la
Tabla 24). En dicha tabla se mantuvo constante la concentracién de polimero sensible a pH
(50 mg/mL) variando la concentracién de TONOH (de 50 a 150 mg/mL) y del disolvente,
usando un volumen final de 1 mL para todas las composiciones.

Tabla 24. Composicion de las membranas preparadas

Membrana [NP1X] [TONOH] Vmeon  Vfinal
D4 50 50 691.36 1000
D5 50 75 537.04 1000
D6 50 100 382.72 1000
D7 50 125 228.4 1000
D8 50 150 74.07 1000

La figura 50 muestra los resultados experimentales del efecto que posee la
concentracion de TONOH sobre la sefial analitica.
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Fig.50. Efecto de la concentracion de TONOH sobre la sefial analitica; I es la intensidad de
emisién en ausencia de CO,, I, es la intensidad de luminiscencia en presencia de 15% CO,.
Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650V,
[NP1X]= 50 mg/mL, Flujo total 100 mL/min. RH=40%
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En esta figura puede apreciarse que un aumento de la concentracion de TONOH lleva
consigo un aumento de la respuesta de la fase sensora, reportando la sefal mas alta a Ia
concentracién de 125 mg/mL. Se observa también que para concentraciones mayores a 125
mg/mL de TONOH se produce un decrecimiento de esta respuesta. Se entiende como
respuesta de la fase sensora la diferencia de emisidn luminiscente lo-l,, donde Iy es la
intensidad de emisién en ausencia de CO, e I, es la intensidad de luminiscencia en presencia
de CO; (15% CO,).

Por tanto, para el resto del trabajo experimental se selecciond la fase sensora
compuesta por 50 mg/mL de NP1Xy 125 mg/mL TONOH.

11.6.1.2. Efecto del flujo total sobre la determinacién de CO,

Uno de los parametros a controlar en toda aplicacién en medios gaseosos es el flujo
total del sistema, o lo que es lo mismo, la suma del flujo de gas portador y de gas analito. En
este estudio se pretende optimizar el flujo total para el cual se obtienen las mejores
caracteristicas analiticas, asi como conocer la influencia del flujo total sobre la sensibilidad
de la fase sensora (para asi poder determinar en qué aplicaciones podria implementarse).

Para ello, se evalué como variaba la respuesta de la fase sensora 6ptima para una
misma concentracion de CO, (15%), variando Unicamente en este caso el flujo total de gas de
25 a 200 mL/min (véase la Fig. 51).

80 1

-

S
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20 60 100 140 180
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Fig. 51. Efecto de la variacion del flujo total sobre la sefial analitica; I es la intensidad de
emisién en ausencia de CO,, I, es la intensidad de luminiscencia en presencia de 15% CO,.
Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650V,
[NP1X]= 50 mg/mL. RH=40%
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Como puede verse en dicha figura, la mejor respuesta se obtiene para un flujo de 100
mL/min, por lo que se fijé este flujo total para el resto del trabajo experimental en fase
gaseosa.

11.6.1.3. Efecto del porcentaje de humedad sobre la determinacién de CO,

Para demostrar la aplicabilidad de esta fase sensora para la determinacién de CO; en
diferentes ambientes, se evaludé su respuesta en presencia diferentes porcentajes de
humedad. La Fig.52 muestra cémo cambia la respuesta de la fase sensora para un 15% de
CO; cuando se varia la humedad relativa del 0 al 80 %.
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Fig. 52. Efecto de la variacién de la humedad sobre la sefial analitica; I es la intensidad de
emision en ausencia de CO,, I, es la intensidad de luminiscencia en presencia de CO,. RH

entre 0y 80% Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del
detector 650 V, [NP1X]= 50 mg/mL, Flujo total 100 mL/min.

Como se puede ver en la figura para que la fase sensora responda a CO,, la humedad
del medio debe ser superior al 10%. Esto es debido a que para que la fase sensora responda,
el CO, se tiene que transformar en bicarbonato vy, para ello, necesita humedad. Cuando la
humedad del medio es superior al 10%, se puede considerar que la respuesta de la fase
sensora no se ve afectada por la misma, cumpliendo uno de los requisitos indispensables
gue tienen que tener estas fases sensoras para que puedan ser utilizadas en el desarrollo de
sensores para analisis breath-to-breath.

[1.6.1.4. Estudio de interferentes y reproducibilidad de la fase sensora de CO,

Para demostrar la aplicabilidad de esta fase sensora en diferentes ambientes se evalué
también su respuesta en presencia de diferentes especies gaseosas que podrian interferir en
su determinacién. Concretamente se evalué la sefial de la fase sensora a diferentes
concentraciones de mondxido de carbono (CO), diéxido de nitrogeno (NO,) y oxigeno (aire y
O, sintético). El sistema de gases utilizado fue el mismo que para el CO, que permite la
conexidn a diferentes gases tal y como se observa en la siguiente Fig. 53
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Fig. 53. Esquema de estacidn de gases para el estudio de interferentes.

En todos los casos se utilizé como pardmetro de medida la respuesta de la fase sensora
lo-l,, donde |y es la intensidad de emisidn en ausencia de CO; e I, es la intensidad de
luminiscencia en presencia de diferentes porcentajes del interferente.

La Fig. 54 muestra la respuesta de la fase sensora cuando se expone a diferentes
concentraciones de CO, NO,, aire y O,.

140 1 —02 —CO ——NO2
120 -~ " T TTTTTT T mmm s ——--—3--
100 -
S 80 -
2
< 60 -
40
20
[V T T T !
0 10 20 30 40 50
[Interferente] (%)

Fig. 54. Estudio de interferentes (O,, CO y NO,) referenciados a la sefial del CO, (15%); I es
la intensidad de emisidn en ausencia de gas, I, es la intensidad de luminiscencia en presencia
de gas interferente. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasex/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del

detector 650 V, [NP1X]= 50 mg/mL, Flujo total 100 mL/min, RH=40%.

Como se puede ver en esta figura, tomando como referencia la sefial de CO, (linea
negra discontinua) a una concentracién del 20%, se puede decir que sélo interfiere el NO,.

Ademads, para comprobar si la membrana soportaba multiples medidas y no se
degradaban los compuestos dpticamente activos incorporados en la fase sensora, se evalué
la reproducibilidad de las membranas. Para ello se llevd a cabo la realizacion de 150 medidas
continuas alternando 100% de N, y 30% de CO, v/v.

La Fig. 55 muestra la variacién de |y (intensidad de la fase sensora en ausencia de CO,).
Esta variable da informacidn sobre la pérdida de luminiscencia de la fase sensora cuando se
expone sucesivamente a CO,. Se puede ver que esta sefal no varia significativamente en un
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numero elevado de ciclos, por lo que se puede concluir que no se produce deterioro de
ninguno de los componentes épticamente activos de la fase sensora.
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Fig. 55. Variacién de la intensidad relativa de luminiscencia en ausencia de CO; (lp) de la fase
sensora durante 150 ciclos de determinacidn de CO,. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5
nm, average time 3s, voltaje del detector 650 V.

Como se puede observar se produce una ligera disminucién de la intensidad
luminiscente por lo que puede concluirse que la sefial es reproducible y que la membrana
puede utilizarse para la determinacidn de CO,, al menos, para 150 ciclos.

11.6.2. Aplicabilidad de la fase sensora en la determinacion de CO, disuelto

Para demostrar la aplicabilidad de esta fase sensora para la determinacién de CO, en
disolucién, se incorpord al sistema inicial un matraz donde se realizé la mezcla del gas en
agua destilada, la cual se transfirio a la celda de medida del espectrofotometro a travé 33s
de una bomba peristaltica (Gilson Inc.) bajo un sistema cerrado como se muestra en la
Fig.56.

Fig. 56. Fotografia del sistema de medida de CO; en fase acuosa.

De esta forma, burbujeando en agua destilada una cierta mezcla de N, y CO, se puede
controlar la cantidad de CO, disuelto y, a la vez, se puede bombear esa disolucién hasta la
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celda de medida donde se localiza la fase sensora y el sistema de transduccién de la senal
Optica (espectrometro de luminiscencia).
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Fig. 57. Espectros de emisidn de la fase sensora en fase acuosa: en ausencia (—) y en
presencia de CO; (—) en agua. Aexe= 480 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje
del detector 650 V.

11.6.2.1. Caracteristicas espectroscdpicas en fase acuosa

Al igual que en el caso anterior se realizd la caracterizacion espectroscépica de la fase
sensora en presencia y ausencia de CO;, en medio acuoso. Como se puede observar, la fase
sensora presenta un maximo de emisién a 520 nm cuando se excita a 480 nm; propiedades
espectroscépicas que al igual que en el estado gaseoso coinciden con las del polimero
funcional NP1(X) en disolucién.

11.6.2.2. Estudio de reproducibilidad de la fase sensora de CO, disuelto

En la Fig. 58 se representa un fiagrama en el que se muestra como varia la emision
luminiscente de la fase sensora cuando se expone a diferentes concentraciones de CO,
disuelto en agua. Se puede observar que se produce un cambio en sus propiedades dpticas y
gue este cambio varia con la concentracién de CO, disuelto; mostrando al mismo tiempo
gue la fase sensora es reversible.
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Fig. 58. Variacion de la intensidad relativa de luminiscencia en disolucién cuando la
membrana se expone a diferentes concentraciones de COj;. Aexem= 480/520 nm,
rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650 V

Ademas, para ver si la membrana soportaba multiples medidas y no se producia la
lixiviacion de los compuestos dpticamente activos incorporados en la fase sensora, ademas
de evaluar la reproducibilidad de las membranas se llevd a cabo la realizacién de 40 medidas
continuas alternando agua libre de CO, y agua a la que se le habia burbujeado una mezcla
aire-CO; al 20% v/v.

La Fig. 59 muestra la respuesta de la fase sensora para cada ciclo de medida. Esta
variable nos da informacion sobre la reproducibilidad de la medida asi como de la
estabilidad de la fase sensora en disolucidn.
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Fig. 59. Variacion de la respuesta de la fase sensora durante 40 ciclos de determinacién
de CO, disuelto en agua. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje
del detector 650 V.

Como se puede observar se producen minimas variaciones después de 40 ciclos de
medida, por lo que se puede concluir que la sefal es reproducible y que la membrana se

S
g,
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puede usar para la determinacién de CO, disuelto en agua, al menos, para 40 ciclos,
demostrandose la no lixiviacién ni deterioro de ninguno de los componentes dpticamente
activos de la fase sensora.

11.6.3. Caracteristicas analiticas de la fase sensora desarrollada

Para establecer la curva de calibrado se tomé como variable analitica la diferencia de
emision luminiscente lg-ly, donde |g es la intensidad de emisién en ausencia de CO, e I, es la
intensidad de luminiscencia en presencia de una determinada concentracién de CO,.

En todos los casos se llevaron a cabo tres réplicas para cada nivel de concentracién, de
forma que se pudiese establecer el error cometido en la determinacion.

La Fig. 60 muestra un fiagrama de cdmo varia la intensidad de emisién cuando cambia
la concentracién de CO; en el gas portador.

650 -
e I T S P R
600 1 5o
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S 550 -
)
w 20%
& 500 -
W UL
g It e
450 - 0% 60%
400 T T T T T T !
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
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Fig. 60. Variacion de la intensidad relativa de luminiscencia con la concentracién de
CO, en el gas portador. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje
del detector 650 v, [NP1X]= 50 mg/mL, Flujo total 100 mL/min, RH=40%.

La Fig.61 muestra la curva de calibrado de la fase sensora dptica en medio gaseoso y la
Fig. 62 la curva de calibrado de CO, disuelto en agua.
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y=4.3322x-1.9783
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Fig. 61. Curva de calibrado de la fase sensora dptima para la determinacién de CO, en

fase gaseosa. Aexcem= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del
detector 650 v, [NP1X]= 50 mg/mL, Flujo total 100 mL/min, RH=40%.

Se puede ver que en estado gaseoso la fase sensora tiene un intervalo dinamico lineal
que va de 0 a 40% de CO,, obteniéndose un limite de deteccion de 2.3% y un limite de
cuantificacion de 7.7%.

En el caso de la determinacion de CO, disuelto en agua, la fase sensora tiene un
intervalo dindmico lineal que va de 0 a 60% de CO,, obteniéndose un limite de deteccién de
1.3% y un limite de cuantificacion de 4.4%.En las Tablas 25 y 26 se resumen los parametros
de fiabilidad de ambas curvas de calibrado.
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Fig. 62. Curva de calibrado de la fase sensora 6ptima para la determinacién de CO,
disuelto en agua. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasex/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del
detector 650 V, [NP1X]= 50 mg/mL.
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Tabla 25. Pardmetros de fiabilidad de la fase sensora para la determinacién de CO, en
medio gaseoso

So 3.3530
Limite de deteccién (%) 2.3
Limite de cuantificacion (%) 7.7
Intervalo dindmico lineal (%) 2.3-40.0

Tabla 26. Pardmetros de fiabilidad de la fase sensora para la determinacién de CO; en
medio acuoso.

So 0.2175
Limite de deteccién (%) 13
Limite de cuantificacion (%) 4.4
Intervalo dinamico lineal (%) 1.3-60

Para calcular el limite de deteccidn (L.D.) y el limite de cuantificacidn (L.C.) se siguio el
criterio IUPAC, por lo que se calculé la desviacion estandar de un blanco (sp). Para ello se
registrd la desviacidn estandar de la linea base del optosensor y a partir de ella se calculd el
L.D.yellL.C

11.6.4. Estudio de estabilidad de la fase sensora

Uno de los grandes inconvenientes de las fases sensoras dpticas en su inestabilidad
fototérmica, es decir, que estas fases sensoras se degradan en presencia de luz y/o calor.
Esto se debe principalmente a la fotodegradacidon del compuesto épticamente activo, asi
como a la precipitacién del mismo en el interior de la membrana polimérica, lo que lleva
consigo una aglomeracién vy, por tanto, una pérdida de sensibilidad.

En este caso, para evitar estos fendmenos se optd por la inmovilizacién quimica del
indicador de pH en la estructura polimérica inerte, de esta forma se evita la agregacién
(precipitacidén) en la membrana liquida, aunque no se poseen datos bibliograficos de cémo
afecta esta inmovilizacion quimica sobre la fotodegradacién del indicador quimicamente
soportado.
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Por ello, se prepararon diversas membranas que se conservaron en diferentes
ambientes, midiendo la respuesta de las mismas a una concentraciéon determinada de CO,
(15%) durante 5 meses, para evaluar qué pardmetros eran mads importantes a tener en
cuenta para la produccion industrial de estas fases sensoras dpticas.

En total este estudio se llevd a cabo con 15 membranas, que se conservaron en 5
ambientes diferentes (3 réplicas por cada ambiente) durante un total de 5 meses (véase la
Fig. 63).

e Ambiente 1: en oscuridad y a 42 C; es decir, en un refrigerador en ausencia de
luz (véase la Fig. 63a)

e Ambiente 2: oscuridad y temperatura ambiente (202 C, aprox.); es decir en un
cajoén del laboratorio véase la Fig. 63b)

e Ambiente 3: oscuridad y 352 C; es decir en una estufa en ausencia de luz (véase
la Fig. 63c).

e Ambiente 4: a temperatura ambiente y continuamente iluminada con luz UV
(intensidad luminosa de 163 lumens), (véase la Fig. 63d).

e Ambiente 5: a temperatura ambiente y expuesta a luz solar directa (véase la
Fig. 63e).

Los resultados obtenidos en cada ambiente se muestran en las siguientes figuras.

\t
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Fig. 63. Fotografias de los diferentes ambientes de conservacién a los que se
sometieron las fases sensoras para realizar el estudio de estabilidad a) 42 C en ausencia de
luz, 24-b) temperatura ambiente (202 C, aprox) en ausencia de luz, 24-c) 352 C en ausencia
de luz, 24-d) luz UV continua, e) luz solar continua.
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Fig. 64. Estabilidad de la fase sensora a 42C en ausencia de luz. Aexc/em= 480/520 nm,
rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650 V.
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Fig. 65. Estabilidad de la fase sensora a temperatura ambiente (202C, aprox) en
ausencia de luz. Aexc/em= 480/520 nm, rendijasexc/em=5/5 nm, average time 3s, voltaje del
detector 650 V.

A la vista de las figuras 64 y 65 se puede concluir que la membrana es estable cuando
se conserva en ausencia de luz y a temperaturas iguales o mas bajas a la temperatura
ambiente, perdiendo un 19% de la sefial a los 4 meses si se conserva a temperatura
ambiente y del 17% si se conserva a 42 C.
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Fig. 66. Estabilidad de la fase sensora a 352 C en ausencia de luz. Aexc/em= 480/520 nm,
rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650 v.

Sin embargo, como se observa en la Fig. 66 si la temperatura de conservacién es de
352 C, la membrana es estable durante medio mes aproximadamente (17 dias), perdiendo
un 32% de la respuesta al final del primer mes y mantenido esta sensibilidad por al menos 3
meses mas.
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Fig. 67. Estabilidad de la fase sensora frente a la luz UV. Age/em= 480/520 nm,
rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650 v.

En cuanto a la estabilidad de la membrana frente a la luz UV, la Fig. 67 muestra que
cuando la membrana se expone a radiaciones intensas de esta luz (163 lumens), la misma es
estable durante 10 dias, y a partir de entonces va perdiendo sensibilidad, llegando a perder
el 50% al mes de ser almacenada y el 100% a los dos meses.

No obstante, una fase sensora odptica que mantiene sus propiedades analiticas
totalmente intactas tras 10 dias continuados de iluminacion UV se puede considerar
altamente estable, demostrando que la unién covalente del indicador en la cadena
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polimérica proporciona un aumento considerable de la estabilidad fotoquimica de la
membrana.
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Fig. 68. Estabilidad de la fase sensora frente a la luz solar. Aex/em= 480/520 nm,
rendijasexcem=5/5 nm, average time 3s, voltaje del detector 650 v.

Finalmente, cuando la fase sensora se expone a luz solar y por tanto, a calor de forma
simultdnea, ésta se deteriora rapidamente; perdiendo un 22% de su seiial a las 2 horas de
exposicién y un 70% a partir de las 5 horas. No obstante, es de sefalar que esa pérdida de
sefial se mantiene durante al menos 45 horas mas.

Por tanto, se puede concluir que la unién covalente del indicador dpticamente activo a
la estructura polimérica del soporte inerte, ademas de simplificar la preparacién de la fase
sensora, aumenta considerablemente su estabilidad fototérmica.

1.7. Desarrollo de optosensor de fibra éptica

Una vez demostrada la aplicabilidad de la nueva fase sensora desarrollada para la
detecciéon y cuantificacion de CO, en muestras gaseosas y liquidas, y para seguir
demostrando la versatilidad de la fase sensora desarrollada se procedié a desarrollar un
optosensor de fibra dptica.

Para ello, se sustituyé el transductor usado (el espectrémetro de luminiscencia
comercial) Varian por un espectrémetro de fibra éptica y una fuente de excitacion LED. Para
acoplar la fuente de excitacion con la fase sensora y colectar la emisién luminiscente desde
la misma hasta el detector se usé una fibra 6ptica bifurcada, asi como otros componentes
electrénicos y optoelectrdnicos. La Fig. 69 muestra un esquema del diseio instrumental.
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Fig.69. Esquema simplificado de los componentes bdsicos del optosensor dptico de
fibra dptica disefiado.

Con este sistema se pretende evaluar la potencialidad de la fase sensora para
desarrollar sensores de fibra dptica portatiles y a control remoto.

11.7.1 Diseiio del transductor 6ptico

Para desarrollar un optosensor luminiscente de fibra éptica es necesario contar con:

Fuente de excitacion, que excite el indicador de la fase sensora. En el optosensor
desarrollado se usé un diodo LED azul de 470 nm (Ocean Optics, USA), ya que el maximo de
excitacion del indicador unido covalentemente al polimero era de 488 nm. Este LED fue
instalado en un dispositivo LED driver comercial (LS-450, Ocean Optics, USA).

Selectores de longitud de onda de excitacion, este dispositivo no siempre es
necesario, pero debido a que en este caso las longitudes de onda de excitacién y emisién
eran muy proximas se decidid usar un filtro dptico paso-corto de excitacién de A=469 nm/+
35nm (Thorlabs GmbH, MFC469-35). De esta forma, toda la radiacion del LED a altas
longitudes de onda (cola de emisién) fue eliminada, evitando el solapamiento de ésta con la
sefal de emisidn luminiscente procedente de la fase sensora.

Guia de ondas, para llevar la luz de la fuente de excitacidn a la muestra y de la muestra
al detector. En este caso se usé una fibra éptica bifurcada como la que se muestra en la Fig.
70.
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Fig. 70. Esquema de la fibra déptica bifurcada empleada.

Como puede verse en la figura, la fibra éptica bifurcada utilizada estd compuesta por
dos haces de fibras dpticas; el haz de excitacion que estd formado por 12 fibras de 200 nm
de didmetro de nucleo que se disponen, en el extremo de la fibra dptica, alrededor del haz
de fibras de emisién, que en este caso estd formado por una sola fibra de 600 nm de
didmetro. De esta forma, las fibras de excitacion iluminan toda la zona central de mediday la
fibra de emisién puede recolectar una gran cantidad de emisién luminiscente, ganando en
sensibilidad con respecto a una distribucién aleatoria de las fibras.

Celda de medida. La celda de medida es la zona donde se situa la fase sensora y es por
donde circula la muestra. La celda de medida empleada fue especialmente disefiada para
este trabajo de forma que pudiese ser usada para poner en contacto la fase sensora con
muestras gaseosas y liquidas, y que permitiese acoplar el extremo del haz de fibras épticas a
la fase sensora para poder recoger la emisiéon luminiscente al mismo tiempo. La Fig. 71
muestra una fotografia de la celda de medida.

Fig. 71. Celda de medida

Selector de longitud de onda de excitacion, para asegurarse de que la radiacion que
llega al detector es sélo debido a la emisidon luminiscente de la fase sensora, se suelen
utilizar selectores de longitud de onda de emisidon. En este caso se usé un filtro paso largo de
A=500 nm (Thorlabs GmbH, FELO500)
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Detector, en este caso se utilizo el espectrometro de fibra dptica equipado con una red
de difraccion y un detector CCD de 2048 pixeles (AvaSpec-2048, Avantes, Instrumatic
Espafiola S.A., Espaia). Este espectrémetro permite registrar de forma simultanea espectros
de emisién de 200 a 1100 nm, con una alta sensibilidad y poco ruido.

Software de control. Se utiliz6 el programa informatico proporcionado por el
fabricante del espectrometro (AvaSoft v.6.1®) que permite la visualizacién vy el
almacenamiento de los espectros registrados por el dispositivo CCD (entre otras funciones)
asi como registrar la variacién de la emisién luminiscente a lo largo del tiempo, a la vez que
permite configurar los parametros de medida (tiempo de integracion, el nimero de
promedios del espectro visualizado o el intervalo espectral de barrido).

11.7.2 Mecanismo de funcionamiento

El funcionamiento de este sistema se basa en que la radiacién de excitacion del LED es
conducida por una de las ramas de la fibra dptica hasta la superficie de la fase sensora
contenida en la celda de flujo de gases. En este lugar es donde tiene lugar el fenémeno de
luminiscencia. Este fendmeno dard lugar a la formacién de un punto (o “spot”) luminiscente
sobre la superficie de la fase sensora excitada (que corresponde a la radiacién de emisidn de
la fase sensora). Esta radiacién de emisidn es recogida por una de las ramas de la fibra éptica
y transportada hacia el espectrémetro, permitiendo asi registrar el espectro de emisidn
luminiscente.

Para poder exponer la fase sensora a diferentes concentraciones de CO, se utilizé la
estacion de gases anteriormente comentada, que se conectd a la celda de medida del
optosensor de fibra éptica. La Fig 72 muestra un esquema del dispositivo.
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Fig. 72. Esquema del sistema de medida del optosensor de fibra éptica.
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11.7.3 Caracteristicas espectroscépicas.

Para demostrar la utilidad del sistema desarrollado asi como evaluar el buen
funcionamiento de los dispositivos ensamblados, se llevé a cabo una evaluacién de las
caracteristicas espectroscépicas de la fase sensora con este nuevo transductor dptico en
presencia y ausencia de CO, (véase la Fig. 73).
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Fig. 73. Espectros de emisidn de la fase sensora obtenidos con el transductor de fibra
Optica en ausencia (—) y en presencia de CO, (—) gaseoso.

Como se puede observar, los espectros obtenidos coinciden con los obtenidos con el
material de partida NP1X y con los obtenidos con el optosensor convencional. Ademas se
demuestra que el optosensor de fibra dptica permite registrar cambios de intensidad de
emisién luminiscente de la fase sensora en presencia de CO,.

11.7.4 Caracterizacidn analitica del optosensor

Para poder evaluar la potencialidad de este optosensor de fibra dptica, se procedid a
establecer sus propiedades analiticas. Para ello se llevd a cabo la determinacién de la curva
de calibrado en medio gaseoso. La Fig. 74 muestra cdmo variaba la emision luminiscente en
el detector CCD cuando se variaba la concentracién de CO; en la fase sensora.
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Fig.74. Variacion de la intensidad de luminiscencia con la concentraciéon de CO, en el
gas portador. Flujo total 100 mL/min, RH=40%.
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Como se puede observar, el transductor de fibra éptica disefiado es capaz de detectar
los cambios de fluorescencia que se producen en la fase sensora y permite obtener una
curva de calibrado (véase la Fig. 75).
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Fig. 75. Curva de calibrado del optosensor de fibra éptica para la determinacién de CO,
en fase gaseosa.

La Tabla 27 muestra los parametros analiticos del optosensor de fibra &ptica

propuesto.

Tabla 27. Parametros de fiabilidad del optosensor de fibra éptica para la determinacion de
CO, en medio gaseoso.

Parametros Valor estimado
So 26.25

Limite de deteccidn (%) 0.43

Limite de cuantificacion (%) 1.44

Intervalo dinamico lineal (%) 0.43-40.0

De esta forma se demuestra la versatilidad de la fase sensora desarrollada y la
posibilidad de implementarla en dispositivos portatiles de medida que permitan Ia
determinaciéon de CO, en muestras gaseosas y liquidas de forma “in situ”, a tiempo real y, en
caso de ser necesario, a control remoto.

Conclusiones

Se ha desarrollado una nueva fase sensora sensible a CO, muy util para el desarrollo de
sensores Opticos en ambientes gaseosos y acuosos.
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La fase sensora desarrollada presenta sensibilidad y estabilidad en ambos ambientes
(acuoso y gaseoso) lo que la hace recomendable para su utilizacidon en el desarrollo de un
sensor Optico comercial util en diferentes areas (ambiental, alimentaria, salud, etc.),
especialmente si se toma en cuenta los resultados satisfactorios que se han obtenido de la
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Capitulo Il

Importancia de la implementacion de laboratorios
basicos de control de calidad de aguas en Bolivia
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OBJETO DEL CAPITULO

Es necesario controlar la calidad del agua de consumo en Bolivia y, para ello, se debe
contar con instalaciones, personal y organizacién adecuada para este fin.

Para ello el grupo FQM-297 solicitd diversos proyectos que financiaron la dotacién de
equipos, la formacién de personal y la organizacién de dos laboratorios, uno de pardmetros
fisicoquimicos y otro de pardmetros microbiolégicos capaces de controlar la calidad de las
aguas de consumo.

En este capitulo se detallan todas las labores y operaciones desarrolladas en Espana y
Bolivia para conseguir tal fin y que estos laboratorios sean hoy en dia una realidad.
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11l.1. Introduccion

El presente capitulo tiene como objetivo mostrar la importancia de la aplicacion de los
conocimientos adquiridos mediante la implementacién de un laboratorio de control de
calidad basico de aguas en Bolivia.

El desarrollo del presente capitulo ha sido posible gracias a las ayudas logradas
mediante proyectos solicitados por el Grupo de Investigacion FQM-297 de la Universidad de
Granada UGR, a iniciativa y bajo la responsabilidad de su Director, el Dr. D. Alberto
Fernandez Gutiérrez, Catedratico de Quimica Analitica de la UGR. Estos proyectos han sido
concedidos por entes importantes como la AECID (Agencia Espaiola de Cooperacién
Iberoamericana para el Desarrollo), el CICODE (Centro de Iniciativas a la Cooperacion al
Desarrollo) 6rgano dependiente de la Universidad de Granada UGR, la empresa EMASAGRA
y la asociacion espafiola Adecagua (Asociacidn para la defensa de la calidad de las aguas).

Por tanto el objetivo es aplicar los conocimientos adquiridos durante los estudios de
postgrado para implementar un laboratorio de control de calidad de aguas de consumo que
cumpla con los propdsitos encomendados al grupo FQM 297 y dé solucién a alguno de los
problemas a los que se enfrenta el pais origen de la doctoranda.

I11.2. Calidad del agua

A lo largo de la historia, la calidad del agua ha sido un factor importante para el
bienestar humano,mpues como bien cita la OMS...“el agua es esencial para la vida y todas

las personas deben disponer de un suministro satisfactorio (suficiente, accesible e inocuo)
w 212

Este ultimo atributo (inocuo) serd otorgado o no dependiendo del resultado del
estudio de control de calidad, este incluird el estudio de sus componentes propios y la
deteccién de compuestos anadidos. Los cuales en su mayoria afectan de manera negativa la
calidad del agua, pues como bien manifiesta la OMS, “la calidad del agua puede verse
comprometida por la presencia de agentes infecciosos, productos quimicos toxicos,

211Stanley, E. M. Introduccidén a la Quimica Ambiental. Editorial Reverte S. A. 2007.

212Organizacic')n Mundial de la Salud OMS, 2010.
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radiaciones®*, desechos orgdnicos, nutrientes vegetales inorgdnicos, compuestos orgdnicos,
sedimentos y materiales suspendidos, radiacion y contaminacion térmica”.

Para determinar la calidad del agua sera necesario el desarrollo de programas de

|214

control”™" y de medios como laboratorios que permitan determinar la calidad del agua de

forma precisa.

La calidad del agua se puede evaluar de dos maneras, de forma parcial segln los usos a
los que se destine o de forma total donde se manifieste su buen estado en el medio
ambiente. En este caso nos remitiremos a la primera manera. La calidad del agua se
determinara entonces, comparando las caracteristicas fisicas y quimicas de una muestra de
agua con unas directrices de calidad del agua o estdndares (normas y reglamentos).

Debido a que el agua aun en estado natural no es un elemento puro, segin al uso al
gue esta se destinada, puede presentar distintos niveles de calidad,?*” es decir, los criterios y
los estandares de calidad de agua variaran dependiendo de si se trata de agua para consumo
humano (agua potable), para procedimientos médicos (aguas destiladas, esterilizadas, etc),
para usos agricolas (riego), para usos industriales (segun el producto) y mineros (extraccién
de metales) o de recreacidn e investigacion.

Estas normas se basan normalmente en unos niveles de toxicidad cientificamente
aceptables tanto para los humanos como para otros organismos.”*® Ademads, las mismas
estaran en funcién a cada pais, de manera que le sean accesibles y responda a sus demandas
como recomienda la OMS 2010.

La calidad del agua dependera también de otros factores como la fuente de la que se
obtenga (rios, pozos, manantiales, bofedales, deshielos), del medio que la rodee y del
tratamiento que se le haga, ya que en algunos puntos sera apta para el consumo humano,
animal o agricola, y en otros no lo serd debido a la elevada carga de contaminantes que
presente (puntos cercanos a desmontes o colas mineras). Otro factor del que depende la
variabilidad de la calidad del agua es la época donde se determine su calidad, haciendo que

213 http://www.who.int/topics/water/es/ (03 de agosto 2010).

21 Holguin C. [et al]. 2006.Water quality of the Rio Conchos in the region of Ojinaga, Chihuahua: physico-
chemical parameters, metals and metalloids. Villahermosa, Tab.: Universidad Juarez Auténoma de Tabasco.

2 Amaya Navas 0. 2003 La proteccion del agua en Colombia dentro del marco de la Constitucion Politica y

ecoldgica de 1991, p.107, en Derecho de Aguas, Tomo1l Universidad Externado de Colombia. Bogota.

218 http://www.un.org/spanish/waterforlifedecade/issues_water_quality.html (02de agosto 2010)
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su control sea necesario especialmente en aguas que estén destinadas al consumo
humano.*"’

A nivel global, el principal problema relacionado con la calidad del agua lo constituye la
eutrofizacién, que es el resultado de un aumento de los niveles de nutrientes (generalmente
fosforo y nitrégeno) que afectan sustancialmente a los usos del agua. Las mayores fuentes
de nutrientes provienen de la escorrentia agricola y de las aguas residuales domésticas
(fuente de contaminacidn organica y microbiana), de efluentes industriales y emisiones a la
atmodsfera procedentes de la combustiéon de combustibles foésiles y de los incendios
forestales®*® o emanaciones volcanicas.

Casi todos estos agentes son productos de la accién humana, pues sin su intervencién
la calidad del agua vendria determinada por la erosién del substrato mineral, los procesos
atmosféricos de evapotranspiracion y sedimentaciéon de lodos y sales, la lixiviacion natural
de la materia orgénica y los nutrientes del suelo por los factores hidroldgicos, y los procesos
biolégicos en el medio acuatico.

Esto resulta peligroso si tenemos en cuenta que el agua es un recurso Unico, limitado y

vulnerable, cuyo uso estd limitado mas que por su disponibilidad a su calidad.?*

I11.3. Problematica de la determinacion de la calidad del agua a nivel mundial

El agua a nivel mundial tiene implicancias en diferentes dmbitos, como son el
econdmico, social, cultural y poh’tico,zzo’221 debido a que es un recurso esencial para la vida 'y
para la salud. Lamentablemente hoy, en pleno siglo XXI, 884 millones de personas todavia
carecen de un acceso seguro a agua potable para beber, cocinar, bafiarse y realizar otras
tareas domésticas.

Y7 Maldonado M., Van Damme P., Rojas J. 1998.Contaminacién y eutrofizacion en la cuenca del rio Rocha

(Cochabamba). Rev. Bol. de Ecol. 3: 3-9.

% Ministerio de Medio Ambiente. Instituto Nacional de Meteorologia. Centro meteoroldgico territorial de

Castilla y Ledn. Valladolid. 1999)

% |HH-UMSA Escenarios de uso y asignacion del agua Oferta y Calidad de aguas.

220IBNORCA, Calidad de Agua para consumo humano-Requisitos NB-512. Tercera Edicidn La Paz: IBNORCA,

2004.

221 Bolivia. Ley No. 1333 Ley del Medio Ambiente, de 27 de Abril de 1992. Gaceta Oficial de Bolivia, 15 de Junio
1992, Art, 36-39, p. 8.
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Este dato resulta preocupante por lo que, recientemente, la Asamblea General de las
Naciones Unidas ha confirmado este hecho y “declara el acceso seguro a un agua limpia y al
saneamiento como un derecho humano esencial para la vida y el desempefio de todos los
derechos humanos” (ONU, 2010), hecho que habia referido antes por la OMS.

Por esta razén, los dmbitos nacional, regional y local deben lograr que la inocuidad del
agua de consumo sea la mayor posible, pues “un agua potable segura y un saneamiento

»222

bdsico son intrinsecos a la supervivencia, el bienestar y la dignidad humana. Ademas, la

mejora del acceso al agua potable puede proporcionar beneficios tangibles en materia de

salud y desarrollo®®.

Esta preocupacién en muchos paises desarrollados se ha volcado en politicas que
incluyen leyes, decretos y directivas, destinadas al establecimiento de programas de control
y vigilancia que implican el control de calidad del agua en funciéon de sus usos, haciendo
énfasis especial en el agua de consumo. De hecho, en algunas regiones se ha comprobado
que las inversiones en sistemas de abastecimiento de agua y de saneamiento son rentables
desde un punto de vista econdmico, pues disminuyen los efectos adversos para la salud
reduciendo por tanto los gastos de asistencia sanitaria.

Segun refiere el informe de la ONU, en las regiones en vias de desarrollo en su
conjunto, el acceso a agua potable en las dreas urbanas se mantiene igual al 96%, pero ha
mejorado en las dreas rurales del 60% registrado en 1990 al 76% registrado actualmente;
datos similares refiere el programa JMP (Joint Monitoring Programme, por sus siglas en
inglés) para el abastecimiento de agua y saneamiento dependiente de la OMS/UNICEF, que
reporta una mejora del abastecimiento de agua del 77% registrado en 1990 al 87% en
2008%*?%_ Esto significa que una gran mayoria de las regiones del mundo han conseguido

226

reducir la proporcion del uso de agua de fuentes no aptas™ . Este aumento se puede

observar en la siguiente figura.

222 . . . .
Secretario General de las Naciones Unidas, Ban Ki-Moon.

223 . . . . . .z
Informe de la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, Resolucion

aprobada por la Asamblea General.

> WHO/ UNICEF Joint Monitoring Programme (JMP) for Water Supply and Sanitation.

225 . .z . .
Progresos en la ampliacion del acceso al agua potable; en la esfera del saneamiento es preciso redoblar los

esfuerzos: OMS/UNICEF. 2010.

226 .
Neves Mariana Leonor
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Fig. 76. Distribucion de agua potable a nivel mundial.
Fuente: Programa de Monitoreo Conjunto OMS/UNICEF /JMP 2006.

Por ello, para garantizar la calidad del agua de una o mas fuentes de agua, serd
necesario llevar a cabo un control continuo, donde se evallen parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos del agua, de manera que se garantice su calidad seguln su uso. Al respecto se
menciona que para recopilar datos sobre la calidad del agua “en las regiones en vias de
desarrollo, es necesario encontrar formas rdpidas, confiables y econdmicas de medir la
calidad del agua localmente”.

I11.4. Problematica de la calidad del agua en Bolivia

“La problemdtica de la calidad del agua en Bolivia es tan diversa como las zonas y
regiones y actividades del pais”.**’Esto se debe a que la calidad del agua en Bolivia es
vulnerable a las muchas fuentes de contaminacidn que existen como producto de las

diferentes actividades antropogénicas que se realizan.

Asi, la presencia de residuos quimicos, organicos e inorganicos provenientes de las
actividades industriales en fuentes de agua seran propios de la zona Oriental; la presencia de
residuos quimicos producto de las actividades mineras serdn propios en la zona Occidental o
region andina; y la presencia de residuos organicos y toxicos utilizados en la produccién

27 Espafia C. y Rodriguez C. 1996. Situacidon regional sobre la calidad del agua en la Republica de Bolivia.

Reunion general sobre la calidad del agua potable.

i)
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228,229

agricola (plaguicidas y fertilizantes) y de actividades hidrocarburiferas serdn propios en

la zona Central,”*°a la que se ha sumado la presencia de compuestos quimicos derivados del

narcotrafico contaminantes emergentes.

La mayoria de estos contaminantes son vertidos de manera directa mas que indirecta a
las macrocuencas y subcuencas las cuales reciben estos contaminantes por medio de
escorrentias, precipitaciones, desmontes, colas mineras y descargas de origen
antropogénic0231, cuyos contaminantes llegaran a diferentes poblaciones.

Las tres cuencas principales que abastecen de agua a Bolivia son: la cuenca Amazodnica,
del Plata y Lacustre. La cuenca amazdnica representa el 66% del territorio, pues a través del
rio Madera drena alrededor del 95% de las aguas del pais; la cuenca del Plata corresponde al
21% del territorio; y la cuenca Lacustre o Cerrada representa 13% del territorio la misma que
gira alrededor de los lagos Titicaca y Poop6.2*?

ARGENTINA

Fig. 77. Cuencas hidrograficas en Bolivia.

*%COSUDE, GTA, INTERCOOPERATION. Contexto del agua en Bolivia- Capitalizacién de experiencias “Agua,

Tierra y Gente”. Bolivia 2007.

2% Maldonado M., | Van Damme P. y Rojas J. 1998.Contaminacion y eutrofizacién en la cuenca del rio Rocha
(Cochabamba). Rev. Bol. de Ecol. 3: 3-9.

230 . . . / , . . . . .y
Mamani Quiquinta W., Sudrez Rueda N., Garcia Terrazas C., Estudio socioambiental de la contaminacién del

agua por actividad hidrocarburifera en la Serrania Aguarague de Tarija. Zona de influencia Villa Montes.

231 . et .o
Copa R. Escenarios de la problematica del agua en la coyuntura boliviana.

32 servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI).
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En un ranking mundial sobre disponibilidad de los recursos hidricos realizado por el
Centro de Recursos Hidricos del Reino Unido, Bolivia ocupd el puesto 16 (de 180 paises),
ubicdndose en el segmento medio-alto de la lista de los paises de América Latina con acceso
al agua. Por otro lado, al momento de hablar de la calidad del liquido, Bolivia se encuentra
en el puesto 60 de esta misma la lista.

Esto se refleja también en los datos referidos por el Ministerio de Medio Ambiente y
Agua de Bolivia, que indica que el 74,5 % de los bolivianos cuenta con agua potable y que el
campo es el lugar mas afectado por la ausencia de estos servicios, ya que solamente el 50,3
% de sus habitantes posee agua potable con relacién a las ciudades donde el 87,5 % cuenta
con liquido potable.

Tabla 28. Indicadores de poblacion con acceso a fuente con accesos de agua en Bolivia
Fuente: Programa de Monitoreo Conjunto OMS/UNICEF /JMP 2010.

Poblacion Aprovisionamiento de agua en areas
Urbana Rural Nacional Urbana Rural Nacional
.. 2000 62 38 8307 94 57 80
Bolivia
2010 67 33 9930 96 71 88

El abastecimiento de agua en el area rural, se realiza por captacién directa de fuentes
de aguas (rios, lagunas, embalses) que en su mayoria no llevan ningin control de
desinfeccion y menos de calidad.

La provision de agua en el area urbana en Bolivia se da de cuatro maneras:

& Agua intradomiciliaria distribuida a través de redes y piletas publicas, muchas de las
cuales se encuentran en mal estado pues las conexiones datan de los afos 60.

. . . 2 . .
© Camiones cisterna repartidores de agua®*® que no cuentan con niveles de seguridad
exigidos y en los que no se realiza ningun control de calidad.

& Pozos publicos (pertenecientes a las OTB; Organizaciones Territoriales de Base o juntas
vecinales) y pozos individuales o familiares en los que tampoco se realiza ningun
control de calidad ya que son a iniciativa de los usuarios finales.

3 ANESAPA Asociacién de Nacional de Empresas de Servicios de Agua Potable y Alcantarillado. (Bolivia).
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Asi por ejemplo el Servicio Municipal de Agua Potable y Alcantarillado de Cochabamba
(zona central) refiere que seis de cada diez pobladores (60%) consumen agua que no tiene
estudios de calidad, el restante 40% se aprovisiona de otras fuentes o por camiones
cisternas que no siguen un tratamiento adecuado; hecho que se refleja en el 90% de
problemas gastrointestinales.

En Potosi (zona Occidental) un informe municipal, indica que la actividad minera
genera, entre otras, la contaminacién de las aguas por el vertido directo de las colas de
ingenios o por la liberaciéon de polvos en suspensién a la misma. Asi, se han detectado la
presencia de elementos pesados cuyos origenes se deben a la existencia de los drenajes de
los pasivos ambientales y al uso intensivo de activos quimicos en las plantas de flotacién de
la actividad minera.”**

Por esta razon se estan tomando acciones, como la ultima que se realizé6 en el
Seminario regional de remediacion ambiental minera que “prohibe totalmente el uso del
cianuro en la actividad minera, por la peligrosidad que éste representa”. Asi también el
mismo seminario se exigid “la necesidad de exigir el cumplimiento de la normativa en
relacion al vaciado de colas a cursos de agua natural, dado que aun existen rios en los
departamentos de Oruro y Potosi que presentan este problema y la importancia de
implementar mecanismos mds eficaces de control social en actividades mineras que estdn

afectando el medio ambiente” **

Por otra parte en el control de las aguas del Rio Guadalquivir (zona Oriental) realizados
por la Prefectura, Universidad y la Cooperativa de Servicios de Agua y Alcantarillado Tarija
(Cosaalt Ltda.) evidenciaron niveles preocupantes de contaminacidon tanto fisico-quimicos
como bioldgicos en las aguas del rio y sus afluentes, ya que existian sustancias o agentes
contaminantes por encima o debajo de los limites mdaximos y minimos permisibles,

limitdndose estas aguas para actividades como el riego e industria agricola entre otras. %%’

Todos estos problemas se deben a la ausencia de una Politica de Estado y marco
institucional disperso sin mandatos claros para el manejo integral del agua y al manejo

2% Administracion Auténoma para Obras Sanitarias Potosi (Aapos). Agosto 2010. El Potosi www.elpotosi.net/

Potosi - Bolivia 24 de agosto de 2010.

> | a Patria www.lapatriaenlinea.com/ Oruro - Bolivia 08 de septiembre de 2010.

2% E| pais www.elpaisonline.com/ Tarija - Bolivia 03 de agosto de 2004.

237 Miller J.R., Hudson-EdwardsK.A., Lechler P.J., Preston D., Macklin M.G., 2004. Heavy metal contamination of

water, soil and produce within riverine communities of the Rio Pilcomayo basin, Bolivia.Sci. Total Environ. 320,
189-2009.


http://www.elpotosi.net/
http://www.lapatriaenlinea.com/
http://www.elpaisonline.com/
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fragmentado de los recursos hidricos entre entidades con funciones y competencias en el
tema. También estd inmersa la vision mercantilista del agua que genera desigualdades e
inequidades en el acceso a este vital elemento.

I11.5. Normativa de aguas

Segun refiere la OMS la eleccién o normativa a seguir” debe estar en funcion de las
necesidades, capacidades y seguridad, o riesgo que se considere aceptable en circunstancias
concretas de cada pais” y puede estar en funcién a los recursos del laboratorio. Por lo que
estas son establecidas por los paises por adaptar las directrices a sus prioridades nacionales
y tomando en cuenta sus caracteristicas técnicas, econémicas, sociales, culturales y politicas
y restricciones. Varios ejemplos se presentan con el objetivo de diferenciar las normas de las
directrices, y para mostrar cémo los paises han ido adaptando directrices de la OMS a sus
situaciones con el fin de elaborar normas nacionales de calidad del agua potable, y para el

238

uso de las aguas residuales tratadas para el riego de cultivos.”™ En Bolivia las leyes que

resguardan el recurso agua son:

& Ley de medio ambiente Ley 1333 (27-Abril-1992).Septiembre-1879) que fue elevado
a rango de Ley s/n de 28/11/1906; que concibe el recurso hidrico como un bien.

& Ley de Servicios Basicos Ley N2 2066 Ley modificatoria a la Ley 2029 de Servicios de
agua potable alcantarillado sanitario.

& Ley de Riego Ley No. 2878 y sus reglamentos -Acceso al agua para riego basado en
usos y costumbres, a iniciativa de los regantes.

I1l.6. Parametros utilizados en la determinacidén de calidad de agua.

El control de la calidad del agua se ejecuta con la realizacién de los analisis fisicos,
guimicos y microbiolégicos que determinen la aceptabilidad o no del agua, para el uso que
se haya designado. En algunos casos comprende desde el muestreo hasta el reporte de la
informacién.

238Hespanhol I., Prost A.M.E., 1994. Who guidelines and national standards for reuse and water quality. Water
Res. 28, 119-124.
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111.6.1 Evaluaciodn fisicoquimica

La medicién de parametros fisico-quimicos tales como: pH, turbidez y cloro residual se
consideran para algunos autores como pardmetros esenciales y necesarios para determinar
la calidad del agua a nivel basico (Solano, 2002) pues éstas determinaciones son practicas,
accesibles y aplicables a la realidad.

Otros autores refieren que para garantizar la inocuidad de una fuente de agua es
mejor realizar un analisis exhaustivo, e indican que para la clasificar el agua para consumo
humano sera necesario la determinacion de por lo menos 20 pardmetros, entre los que
destacan: temperatura, conductividad, oxigeno disuelto,amonio, nitrégeno, cloruros,
cianuros, recuentos microbioldgicos y algunos metales.

Estos pardmetros también son Utiles para determinar el grado de contaminacién tanto
orgdnica como inorganica. Estos ademds son de una gran precisidn, pues se los considera
testigos de las condiciones instantaneas de las aguas y los efectos de los contaminantes se
detectan si son dispuestos en el momento (Toro J y col., 2003)**°

Pese a ello su determinacidn en temas de salud no es de rigor, ya que se requieren de
periodos de exposiciéon prolongados para causar un efecto negativo sobre la salud y sus
riesgos son distintos de los asociados a la contaminacién microbiana: Asi pues pocos
componentes quimicos del agua pueden ocasionar problemas de salud como resultado de

.2*%Pocas

una exposicion unica, excepto en el caso de una contaminacién masiva accidenta
sustancias quimicas, como el fluoruro, el arsénico y el nitrato, produce grandes efectos sobre
la salud, y otras sustancias, como el plomo, el selenio y el uranio, pueden producir también
efectos significativos en determinadas condiciones (a elevadas dosis). Por eso se afirma que
la vigilancia y el control de los contaminantes quimicos tienen importancia secundaria

cuando el agua estd contaminada por microorganismos.

pH. Es una medida que permite determinar el grado de acidez o alcalinidad del agua;
su valor para ser adecuado deberd ser en lo posible neutro. Valores bajos o muy altos
ocasionan problemas en el sabor del agua e incrementan el peligro de corrosiéon o de
incrustacidon de los materiales que se utilizan en la construccidn del sistema. En aguas
superficiales pueden existir variaciones de pH pero no mas alla de una unidad, variaciones

29 xvi Congreso Chileno de Ingenieria Hidraulica. Noviembre 2003, Santiago. Toro J, Schuster J, Kurosawa J,

Araya E, Contreras M. Diagnostico de la calidad del agua en sistemas loticos utilizando diatomeas vy
macroinvertebrados benténicos como bioindicadores rié Maipo.

9 http://www.who.int/water_sanitation_health/dwaq/gdwg3_es_fulll_lowsres.pdf
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mayores senalan la presencia de material foraneo que puede alterar la calidad del agua. En
aguas subterrdneas el pH tiene una menor variacion. Su facil determinacién permitira contar
con una evaluacidn rapida de la existencia de variaciones fisicoquimicas del agua.

Turbidez. Se origina por la presencia de particulas en suspension y de tipo coloidal en
el agua asi cuando la misma tenga elevada turbiedad se corre el riesgo de que bacterias
patégenas estén presentes en el agua: Una turbiedad elevada también interfiere el proceso
de cloracién o desinfeccién.

Cloro Residual. Es el primer parametro evaluado en sistemas de agua que cuenten con
proceso de cloracion. Asi, si el agua contiene cloro residual (0.2 mg/I) en forma continua,
serd suficiente para garantizar la calidad bacteriolégica adecuada para el consumo,
requiriéndose una menor frecuencia de analisis de Coliformes fecales en agua.

Solidos totales (ST).son la suma de todos los sdélidos disueltos y suspendidos en el
agua. Para su analisis se seca la muestra y se pesa el residuo se pesa después. Los ST pueden
ser tanto las sustancias orgdnicas como inorganicas, los microorganismos y particulas mas
grandes como la arena vy arcilla.

Conductividad (CE). La medicién de la conductividad del agua se encuentra muy
relacionada con la cantidad de sélidos disueltos presentes en el agua. La conductividad de un
agua en condiciones naturales dependerd de las condiciones geoquimicas de las fuentes de
agua. En el caso de sistemas superficiales se espera que existan cambios de conductividad
entre valores maximos y minimos conforme al ciclo hidrolégico.

En aguas subterraneas una variacion drastica de conductividad evidencia la existencia
de focos de contaminacion, por lo tanto se debera evaluar la contaminacion iniciando un
control mas completo de la calidad del agua, como también realizar una inspeccidn sanitaria
mas minuciosa de la cuenca.

Evaluacion de las caracteristicas organolépticas. Constituyen en otro factor de gran
relevancia para la evaluacion de las caracteristicas organolépticas del agua, es decir, aquellas
gue pueden ser detectadas por los sentidos de los consumidores, tales como la turbidez, el
color, el olor y el sabor. Este aspecto es esencial porque puede ser motivo de rechazo del
agua suministrada y conducir al empleo de otra fuente alternativa de abastecimiento de
agua no controlado. Sin embargo, se reconoce que la ausencia de efectos sensoriales no
necesariamente garantiza la inocuidad el agua para el consumo humano. Las caracteristica
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organolépticas, han de ser tomados en cuenta en el momento del muestreo. Estas incluyen
la evaluacién del color, olor y gusto.**

111.6.2 Evaluaciéon microbioldgica

La experiencia ha demostrado que los peligros microbianos contindan siendo la
principal preocupacidon tanto de los paises desarrollados como de los paises en
desarrollo.”?No se debe olvidar que en muchas ocasiones los microorganismos se
convierten en un riesgo para la salud humana, como es el caso de los agentes patdgenos

transmitidos por el agua, que constituyen un problema de salud mundial®*>.

Se ha determinado que los parametros microbioldgicos esenciales y basicos para
determinar la calidad de agua son: la determinacion o recuento de: Coliformes totales y

Coliformes fecales, los cuales son considerados indicadores de contaminacién.’*

Es mas, se
habla de que aun cuando la contaminacion del agua es ante todo un problema bioldgico
muchos paises han dependido esencialmente de parametros fisicoquimicos para evaluar su

calidad.

1. Rodier y col. 1998. “Analisis de las aguas”.Ediciones Omega S.A., Barcelona.

2 http://www.who.int/water_sanitation_health/dwq/gdwg3_es_fulll_lowsres.pdf

3 Vargas C., Rojas R., Joseli J. 1996. Control y Vigilancia de la Calidad del Agua de Consumo humano. Textos

Completos. CEPIS; 27p.

244 Mireya del Pilar Arcos Pulido1, Sara Lilia Avila de Navia, Msc.2, Sandra Ménica Estupifian Torres MSc.2, Aura
Cristina Gdmez Prietol. Indicadores microbioldgicos de contaminacion de las fuentes de agua.
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Tabla 28. Nivel del laboratorio de control de calidad de agua en funcién a la capacidad
analitica.

Nivel completo

Otras determinaciones de sustancias organicas e inorganicas

Nivel avanzado

aluminio
L. . L. mercurio
Nivelintermedio {colorimétrico) \ N
cianuro
anc
Sulfatos .
sodio
color lomo
nitrito p, .
arsénico
\ . . manganeso bario
Nivel basico Solidos totales disueltos cromo oo
Durezitcl)t.al nitrato cadmi(;;
. alcio
Turbiedad - fluoruros leni
o H Alcalinidad hierro selenio
Nivelinicial . bp Magnesio fenoles
Cloro residual Col t ‘: Ior Cloruros
Clor combinado Col .OI. otales
Cloro libre ol termotolerantes /

111.6.3. Inspeccidn Sanitaria basica

Otros aspecto que se deben tomar en cuenta para determinar la calidad del agua es la
Inspeccidn Sanitaria basica, aspecto en el que se debe trabajar también es en la inspeccién
Sanitaria bdsica donde sea la observacidn y el sentido comun los que permitan establecer el
o los que factores dan lugar a la contaminacién (dano de redes, presencia de basurales
cercanos, niveles de higiene) de la fuente de agua a estudiar. De su observacion podrian
depender los andlisis a realizar para determinar el los contaminantes de la muestra a
estudiar.

Para ello la Elaboracion de manuales resulta esencial de un laboratorio es el
establecimiento de manuales (conjunto de procedimientos a seguir de forma ordenada y
consecutiva) respecto al todo lo concerniente al laboratorio en este caso habran manuales
recompra de material o equipos, de muestreo, de conservacién y traslado de muestras.
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I1l.7. Materiales y métodos
111.7.1 Aspectos econdmicos

Para el desarrollo de este proyecto se contd, en primera instancia, con la concesién de
un proyecto titulado “Implementacién y formacién de personal para el funcionamiento de
un laboratorio analitico y de calidad de agua en Bolivia” por parte de la AECID. Esto permitio
financiar el establecimiento de dos laboratorios dotandolos de equipamiento y recursos;
entendiéndose por equipamiento la infraestructura (mobiliario, instrumentos basicos y
material fungible) para la evaluacion fisicoquimica y microbiolédgica del agua; y por recursos
la capacitacién de personal que hiciese funcionar dichos laboratorios, asi como todos
aquellos aspectos organizativos de los mismos.

Ademas, este primer proyecto financid la realizacién del “Curso Internacional Tedrico y
Prdctico de Aguas” desarrollado en la Universidad Mayor de San Simén de Cochabamba
(Bolivia) en la que ademas de formar al personal que iba a trabajar en las instalaciones
financiadas con este proyecto se abrié a la comunidad universitaria para concienciarlos de la
necesidad de conocer la calidad de las aguas de consumo asi como dotarlos de unos
conocimientos minimos para la evaluacion de su calidad.

Posteriormente, se concedié un segundo proyecto, por parte del CICODE, titulado
“Implementacion del Area de Microbiologia de Aguas y Apoyo Formacién de Formadores del
Laboratorio Analitico de Control ambiental y de Calidad de agua.” que ayudd a poder
culminar la instalacion del laboratorio de microbiologia.

Por ultimo, la AECID, concedid la renovacién y ampliacidon del primer proyecto lo que
permitid ampliar su instrumentacion y potencial mediante la adquisicién de un equipo HPLC
con deteccion UV para poder determinar pesticidas y otros compuestos organicos en
muestras de agua.

111.7.2 Parametros a determinar

Antes de plantear las instalaciones y el material necesario para implementar el
laboratorio, lo que se evalué fueron los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos a
implantar en estas instalaciones, ya que todo va a depender de esto.

Para ello se llevd a cabo una amplia revision bibliografica que permitiera establecer los
parametros basicos para poder establecer la calidad de un agua, asi como una revisién de la
normativa legal en Bolivia. Ademas, se contd con el asesoramiento gratuito de dos
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instituciones espafiolas de gran prestigio y experiencia en el sector como son EMASAGRA
(Empresa de Aguas de Granada) y LAB S.L. (Laboratorio de Anlisis Bioclinico).

Asi, a partir de los pardmetros fisicoquimicos bdasicos referidos por Solano y el
asesoramiento externo, se decidid establecer los parametros que se detallan en la Tabla 30.

Tabla 30. Parametros a determinar en los nuevos laboratorios a implementar en
Bolivia.

Parametros a determinar

Fisicoquimicos

pH

Conductividad

Dureza total

Cloro residual libre

Fluoruros

Magnesio

Nitratos

Nitritos

Calcio

Cloruros

Color

Turbidez

Microbioldgicos

E Coli

Bacterias coliformes totales

Por tanto, la optimizacién de recursos econdmicos permitid no limitarse a los
parametros basicos, que eran los que inicialmente estaban programados en la memoria del
proyecto concedido, sino que se pudieron ampliar, implementandose un laboratorio de nivel
intermedio. Una vez establecidos los parametros a determinar, lo siguiente fue el
establecimiento de los métodos analiticos para poder llevar a cabo su determinacion. Para
ello, se tuvieron en cuenta los siguientes requisitos:

& Rentabilizar al maximo la instrumentacién necesaria, es decir, seleccionar aquellos
métodos que conlleven la adquisicidon de la menor instrumentacién posible y que un
mismo instrumento se pueda utilizar para la determinacién de mas de un parametro.

/;;654;;
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& Seleccionar métodos que utilicen instrumentacién robusta que no precise de un gran
mantenimiento y que no conlleve un gasto excesivo de reactivos y fungible, asi como
de facil mantenimiento y reparacion.

& Utilizar métodos simples y robustos, que no requieran una alta especializacion de
personal.

& Y, por ultimo, métodos que requieran de material fungible bésico y reactivos comunes
gue se puedan obtener con facilidad en Bolivia.La Tabla 31 Resumen de los
parametros, métodos, aplicados segun normativa boliviana y normativa implementada
en los laboratorios del LAN.

Tabla 31. Pardmetros y normativas del laboratorio implementado en Bolivia.

Parametros a Método Norma Boliviana Norma utilizada en el
determinar laboratorio

Fisicoquimicos
Determinacion Método electrométrico | NB 31001:2006 Método | NB
de pH electrométrico
Determinacion Método electrométrico | Método electrométrico Método
de conductividad electrométrico
Determinacion Método titulométrico | NB 31002:2006 NB
de dureza total de EDTA Método titulométrico
de EDTA
Determinacion Método colorimétrico | NB 528:1985 Método | NB
de cloro residual | ortotoluidina colorimétrico ortotoluidina
libre
Determinacion Método del electrodo | NB 531:1985 Método del | NB
de fluoruros especifico electrodo especifico
Determinacion Método gravimétrico NB 532:1985 Método | Se  determina  por
del magnesio gravimétrico diferencia de Calcio y
dureza total)
Determinacion Método especto | NB 534:1985 Determinacion de | NB
de nitratos fotométrico nitratos por el método
ultravioleta espectrofotométrico
ultravioleta
Determinacion Método especto | NB 535:1985 NB
de nitritos fotométrico Determinacion de nitritos por el
ultravioleta método  espectrofotométrico
ultravioleta
Determinacion Método  titrimétrico | NB 519:1985 Determinacion del | NB
del calcio del EDTA calcio por el método
titrimétrico con EDTA
Determinacion Método de Mohr NB 520:1985 Determinacion de | NB
de cloruros cloruros por argentometria
Determinacion NB 513:1985
del color
Determinacion Método NB 514:1985 NB
de la turbiedad Nefelométrico. Método Nefelométrico
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Microbioldgicos

E Coli Método de membrana | NB 31005:2007 Método de | NB
filtrante membrana filtrante

Bacterias Método de membrana | NB 31003:2007 NB

coliformes tot. filtrante Método de membrana filtrante

Establecidos los parametros y los métodos a seguir se comprobd si estaban en acuerdo
con la normativa Boliviana y no al revés, como seria lo usual; es decir, establecer los
métodos a partir de la normativa. Pero en este caso, se procedié de esta forma para poder
optimizar los recursos econémicos de los que se disponia. No obstante, esta estrategia viene
avalada por la OMS que indica que la normativa “debe estar en funcion de las necesidades,
capacidades y seguridad, o riesgo que se considere aceptable en circunstancias concretas de
cada pais”, por lo que se debe seguir la normativa boliviana, pero también refiere que “la
eleccion de los misma estard en funcion a los recursos del laboratorio”. Por lo que aquellos
pardmetros que se pudieron adaptar a las normas bolivianas de adaptaron y aquellos que
no, se refrendaron con bibliografia cientifica o normativa de otros paises (generalmente
europeos) que avalasen la calidad de las determinaciones desarrolladas.

111.7.3 Establecimiento de los laboratorios

Una vez establecidos los pardmetros, los métodos y la normativa a seguir, se procedio
a establecer las instalaciones, inicidndose la implementacién del laboratorio con la
consecucion de espacios, dotdndolos de mobiliaria, equipos informaticos, instrumentos y
material fungible.

[11.7.3.1 Infraestructura

Debido a que los recursos econdmicos de los que se disponian eran limitados y se
qguerian dedicar a la dotacién de instrumentacion y recursos para los laboratorios, las
primeras acciones que se llevaron a cabo fueron las negociaciones con la Universidad Mayor
de San Simén (UMSS) y mas concretamente con la Facultad de Bioquimica y Farmacia de
esta Universidad para la cesién del espacio fisico en el que se instalaran estos dos
laboratorios. Estas negociaciones dieron lugar a la concesién de 100 m? en las nuevas
instalaciones del Laboratorio de Analisis Nutricional y de Aguas (LAN) que en aquellos
entonces estaban en remodelacion; por lo que transitoriamente la Facultad cedié uno de sus
laboratorios para el establecimiento de este centro.
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Fig. 78. Facultad de Bioquimica y Farmacia.

Asi, la instalacién inicial se llevd a cabo, de forma provisional, en el laboratorio 206 de
Facultad de Bioquimica y Farmacia, que contaba con los servicios basicos de agua y
electricidad y mobiliario de laboratorio basico.

Una vez finalizada la remodelacién del LAN, todo el equipamiento, mobiliario,
instrumentacion etc. Se trasladaron a estas instalaciones. Empezando a funcionar en julio de
2011.

[11.7.3.2. Mobiliario

Una de las partidas presupuestarias del proyecto de la AECID estaba dedicada a la
dotacion del mobiliario del laboratorio. Asi, a partir del espacio gratuito conseguido en el
LAN se realizaron diversas distribuciones de mobiliario para intentar conseguir dos fines: 1)
aprovechar al maximo el espacio y la funcionalidad de las instalaciones; 2) con el menor
coste posible para rentabilizar la dotacién econdmica conseguida.

Las premisas iniciales o condiciones que debia de cumplir la distribucion de los
laboratorios fueron que contase con cuatro areas definidas e independientes: una para la
recepcion de muestras y administracion/gestion del laboratorio; una segunda dedicada al
laboratorio fisicoquimico; un tercer espacio dedicado al laboratorio de microbiologia; y un
cuarto habitaculo destinado al personal técnico para consulta bibliografica, formacion y
discusiones cientificas. Esto es necesario tanto para el buen funcionamiento del laboratorio
como para cumplir con la normativa existente y poder acreditarse antes los drganos
competentes como la RELOA.

Asi, de las diversas propuestas evaluadas se selecciond la que se muestra en la Fig. 79,
ya que cumplia con todas estas premisas y adaptaba los espacios disponibles para la
implementacién de todas la instrumentacién y material necesarios.
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Fig. 79. Plano del nuevo laboratorio del LAN donde funcionara el laboratorio de aguas.
Fuente: Laboratorio del LAN.

[11.7.3.3. Material informatico

Para facilitar el trabajo del personal y poder organizar adecuadamente la gestion del
laboratorio se doté de material informatico basico tanto el drea de recepcion como el area
de personal técnico.

Asi, el drea de gestion y recepcion de muestra se dotd con un ordenador de sobremesa

y una impresora multifuncién equipada con impresora, scanner, fotocopiadora, teléfono y
fax; mientras que en el drea de personal técnico se dotd con un ordenador portatil y un

proyector multimedia.

\
-

Fig. 80. Material informatico de apoyo.

Como se puede ver, esta dotacién fue la basica para poder comenzar la actividad v,
ademas de facilitar el trabajo de laboratorio, permite la realizacién de campafias, seminarios
y charlas de difusién a la comunidad; acciones necesarias dentro el drea urbana y rural pues
mediante las mismas se puede mostrar a la poblacidon la importancia que tiene determinar la
calidad de agua que se consume y usa.




208 |Capitulo |11

[11.7.3.4 Instrumentacion

Como se ha comentado anteriormente, para poder definir la instrumentacién
necesaria se establecieron los parametros asi como los métodos para su determinacion. Asi,
a partir de la tabla 32, se deduce que es necesario la adquisicién de un potencidmetro, un
valorador potenciométrico y un espectrofotémetro. Ademas, para poder realizar medidas de
campo, se decidié adquirir un pH-metro, un colorimetro y un turbidimetro portatiles. Esto
fue posible debido a la gestidon de reduccidn de costes y a la optimizacidn de recursos. Para
la seleccién de los instrumentos a adquirir se conté con la colaboracién del Director del
Laboratorio de EMASAGRA (D. Juan José Cabrera).

La tabla 32 muestra una lista de los instrumentos adquiridos

Tabla 32. Equipos adquiridos para la implementacidn de los laboratorios.

Equipos Parametros

determinar

pH 25 pH-metro portdtili con disoluciones pH
reguladoras certificadasde pH 4,7y 9 temperatura
pH-Burette 24 Valorador potenciométrico Dureza
automatico. Calcio
Glp-22 pH-metro iondmetro con agitador para pH

acoplar y medir con los siguientes electrodos ién Sodio
selectivo de e ién selectivo de Fluor de pH y

Temperatura. Kit para analisis de cloruros. Fluor

GLP 31 conductimetro con agitador magnético T f Conductividad
Célula de CE sensor de T2 universal. ”

Turbidimetro portatil 2100 ISO HACH6 cubetas Turbidez
turbidimetro 2100/AN HACH.
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Colorimetro Pocket Il Cloro HACH STABCAL set
patrones viales HACH

Cloro residual

Espectrofotometro Shimadzu Nitratos

Niritos

Otros

Esta instrumentacién permite la determinacién fiable de todos los pardmetros
fisicoquimicos establecidos en el apartado anterior y, ademas, la determinacién in situ de los
parametros mas relevantes para evaluar la calidad de un agua de consumo (pH, turbidez y
cloro residual) con los instrumentos portatiles de medida. De esta forma, ademas de analizar
las muestras que lleguen al laboratorio se pueden desarrollar campafias en lugares alejados
del mismo, disminuyendo costes de transporte y almacenamiento.

También, se adquirieron equipos de apoyo necesarios para poder llevar a cabo las
diferentes determinaciones. Estos equipos se detallan en la tabla 33.

Tabla 33. Equipos de apoyo adquiridos para la implementacion del laboratorio.

Equipos de apoyo

Desionizador de agua

Mantas calefactoras
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Siguiendo con la politica de reduccién de costes, para poder rentabilizar al maximo la
dotacidn con la que se contaba, no sélo se evalud cuidadosamente qué equipos adquirir sino
dénde; siendo necesario establecer toda la logistica para su transporte e instalacion en las
dependencias cedidas por la UMSS. Asi, una gran parte de los instrumentos fueron
adquiridos en Espafia, ya que incluso afadiendo el precio del transporte a Bolivia, su coste
era sustancialmente inferior que si se adquiria alli directamente; sélo el espectrofotémetro y
los equipos de apoyo se compraron en Bolivia. Todos los demas instrumentos fueron
adquiridos en Espafia siguiendo los prendimientos establecidos por la legislacion espafiola y
la UMSS. Ademas, se consiguié que el coste de los impuestos de aduanas fuera financiado
por la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la UMSS, lo que disminuyd el coste de
adquisicidon con cargo al presupuesto disponible e implicé mdas a esta Organizacién en la
consecucion de los objeticos de estos proyectos.

Ademas, para dotar el laboratorio de microbiologia se recibié una donacién por parte
de EMASAGRA, completando asi la instrumentacidon necesaria para la primera etapa de
actividad del laboratorio. La tabla 34 muestra los equipos donados instalados en el nuevo
laboratorio muestra los equipos donados por EMASAGRA vy la figura 81 muestran una parte
de los mismos (estufas de cultivo) instaladas ya en el nuevo laboratorio.

Tabla 34. Equipos donados al laboratorio por parte de la empresa EMASAGRA

_

Estufa de cultivo 0-35 2C, marca: P Selecta, S.A.

Estufa de cultivo 0-452C, marca: P Selecta, S.A.

Bafio hervidor (Bafio Maria) color beige, marca: P Selecta S.A.

Agitador magnético color café, marca: P Selecta S.A..

Agitador magnético color metdlico, marca: P Selecta S.A. .

Agitador magnético de sélidos con plato, color beige, marca: P Selecta S.A.




Capitulo Il11]211

Fig. 81. Estufas de cultivo donadas por la empresa EMASAGRA instaldas en el LAN (Area
microbioldgica).

De esta informacion se deduce que el laboratorio de parametros fisicoquimicos tiene
la dotacién necesaria para poder funcionar adecuadamente, sin embargo, el laboratorio de
parametros microbioldgicos debe de mejorarse. Para ello, se solicité un segundo proyecto
titulado “Implementacion del Area de Microbiologia de Aguas y Apoyo Formacién de
Formadores del Laboratorio Analitico de Control ambiental y de Calidad de agua” ante el
CICODE bajo la direccion del Profesor D. Alberto Fernandez Gutiérrez.

La concesién de este proyecto (10.000 €) permitié la adquisicién de una cabina de flujo
laminar que completase las instalaciones del laboratorio de microbiologia y permitiera
trabajar con agentes patdgenos (véase la Fig. 82).
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Fig.82. Fotografia de la campana de flujo laminar

Por ultimo, indicar que una vez finalizada la primera fase y dotado el laboratorio con la
instrumentacion bdsica para poder ser considerado con un laboratorio de control
intermedio, se decidié solicitar financiacién para la adquisicion de un instrumento de HPLC.
Proyecto que fue solicitado y concedido por la AECID como renovacién del primer proyecto y
gue ha permitido instalar este instrumento en las instalaciones del LAN y que va a permitir la
determinacién de pesticidas y otros contaminantes de origen organico.

I11.7.3.5 Material fungible y reactivos.

Al igual que la instrumentacién, el material fungible y los reactivos se seleccionaron en
funciéon de los parametros a determinar (véanse las Tablas 35y 36).
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Tabla 35. Material fungible comprado para la implementacién de los laboratorios.

Materiales

Buretas calibradas (2)

Pipetas 1 ml (10)

Desecador (1)

Pipetas 2 ml (3)

Erlenmeyer 50 ml (10)

Pipetas 5 ml (10)

Erlenmeyer 100 ml (10)

Pipetas 10 ml (10)

Erlenmeyer 250 ml (10)

Pipetas 20 ml (3)

Erlenmeyer 500 ml (10)

Probeta 10 ml (4)

Matraces aforados 10 ml (8)

Probeta 50 ml (4)

Matraces aforados 25 ml (10)

Probeta 100 ml (4)

Matraces aforados 50 ml(8)

Probeta de 1000 ml (2)

Matraces aforados 100 ml (10)

Tubos de ensayo 180x18 (50)

Matraces aforados 500 ml (2)

Vasos de precipitado 25 ml

Matraz aforado 1000 ml (2)

Vasos de precipitado 50 ml (10)

Micropipetas de 0-10 ul (1)

Vasos de precipitado 100 ml (4)

Micropipetas de 10-100 pl (1)

Vasos de precipitado 500 ml 84)

Micropipetas de 100-1000 pl (1)

Embudo de filtracidn inoxidable (1)

Gradillas (2)

Cajas petri de vidrio para membrana

(100)

Balones de 500 y 1000 ml (5)

Botellas de agua pyrex de 1litro (10)

Portapuntas de 10, 100 y 1000 pl (3)

Matraz kitasato de 1ltro (2)

Varilla de vidrio (2m)

Mechero bunsen (1)

Pipetas pasteur

Tubos rosca 190x10 (100)

Puntas de 0-10 pl y porta puntas

Picetas (2)

Puntas de 10-100 pl y porta puntas

Tubos Durham (100)

Puntas de 100-1000 ul y porta puntas

Pinza anatomica (1)

Caja de membranas para microbiologia

Entre paréntesis se detalla la cantidad.
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Tabla 36. Reactivos comprados para la implementacion del proyecto.

Reactivos

Anaranjado de metilo10 g

Cloruro de potasio 20 g

Tartrato de potasio y sodio 20 g

Hidréxido de amonio 500 ul

Solucién Nessler 100 ml

EDTA 250 g

Solucion estandar 1413 us 250 ml

Solucién estandar 23 us 250 ml

Nitrito de sodio 150 g

Nitrato de sodio 150 g

1 frasco acido oxalico pa 1k

1 frasco sulfato de Zinc

1 frasco cloruro de bario

1 frasco agar Mc Conkey x 500 g

Agar Rojo violeta bilis Lactosa

1 frasco agar cetrimide x 500 g

Hidréxido de aluminio

Murexida

Carbon activado

Eriocromo cianina

Agar MFC x500 g

Medio SIM x 500 g

Silica gel x1000 g

A diferencia de los instrumentos, el material fungible y los reactivos fueron adquiridos
en Bolivia, y que no tenia sentido implementar una metodologia que no dispusiese de estos
materiales bdsicos y que se tuviese que recurrir a compras en el extranjero, una vez
agotadas las existencias iniciales.
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Destacar que se consiguid financiacidon extra para la adquisicién de reactivos por parte
de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la UMSS, por lo que aunque la literatura refiere
que la cantidad de reactivos y materiales debe estar en funcion de la demanda del
laboratorio, se hizo una estimacién que permitiera cubrir las determinaciones a realizar
durante la primera fase de vida del laboratorio, aprovechdndonos de la buena disposicion de
todos los organismos de aportar dinero en esa primera fase de implementacion.

[11.7.3.6 Protocolos de andlisis

Para poder llevar a cabo la determinacién de los parametros establecidos
anteriormente, ademds de instrumentacién, fungibles y reactivos, se hace necesario
establecer los protocolos de anilisis asi como el control de calidad de las medidas.

Por ello, a partir de la bibliografia y el asesoramiento por parte de EMASAGRA y LAB se
establecieron los protocolos de analisis de cada uno de los parametros fisicoquimicos que se
detallan a continuacion.

[11.7.3.7 Material de consulta

Un buen laboratorio, ademds de contar con instrumentos, material y reactivos, debe
contar con material bibliografico de consulta. Por ello, inicialmente se programé una partida
presupuestaria para la adquisicién de material didactico de apoyo. Este se selecciond
teniendo en cuenta calidad cientifica y ampliacidon de los conocimientos y determinaciones
inicialmente implementados. La tabla 37 muestra el material bibliografico adquirido.

Tabla 37. Libros comprados para la implementacion del laboratorio.

-

Manual de agua potable

Procesos potabilizacion de agua

Gestion integrada de la calidad en el Medio Ambiente

Libro Microbiologia

Manual Nalco (3 tomos)

Purificacién de agua

Esta bibliografia, ademds de detallar los protocolos establecidos inicialmente,
contempla la determinacidn de otros pardmetros de gran interés y en conjunto ofrece una
gama amplia de pruebas y conocimientos, que ayudaran a hacer frente a la determinacién
de parametro(s) fuera de los mencionados, que sean necesarios analizar en algin momento
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de vida del laboratorio. Ademads, este material sirve para la formacidn y capacitacion del
personal del laboratorio.

Esta bibliografia fue adquirida en Espafia, ya que no estaba disponible en Bolivia.
111.7.4 Formacion del personal

Toda esta infraestructura serviria para poco si no se contase con personal cualificado
capaz de llevar a cabo los protocoles establecidos. Como bien refiere la literatura un
laboratorio basico ha de contar con personal capacitado y personal técnico entendido en el
area; y para la eleccion del mismo habra que realizar antes una evaluacién de lo que se tiene
(demanda de andlisis) versus lo que se necesita (nimero de personal para hacer frente a esa
demanda). Por ello, se reservé una partida del presupuesto para la realizacién de un curso
de formacién al personal que iba a estar trabajando en estos laboratorios.

Ademas, ha de tomarse en cuenta que un laboratorio basico debe ser ante todo
accesible, lo que limita en este caso la cantidad de personal que trabaje en el laboratorio.
Para evitar que esta formacion quedase limitada al personal que va a formar parte de este
laboratorio y en colaboracidn con la Facultad de Bioquimica y Farmcia de la UMSS se decidio
ampliar esta formacién a todos los estudiantes de los ultimos cursos y maestrias de las
licenciaturas de Bioquimica y Farmacia, asi como abrirlo a técnicos, especialistas de otras
entidades tanto publicas como privadas.

Por lo que otra de las actividades de este proyecto fue la organizacién de un “Curso
Internacional de Calidad del Agua”. Este curso tuvo dos vertientes, una tedrica en el que
participaron 100 personas (jefes de laboratorio, técnicos de laboratorio, profesionales varios
y estudiantes) y una vertiente prdctica en la que participaron 30 personas (por limitaciones
de espacio en laboratorio).

La parte tedrica se desarrollé en las instalaciones de la Escuela Técnica de Salud y la
parte practica se llevd a cabo en el laboratorio 206 de la Facultad de Bioquimica y Farmacia.

Para su imparticién se contd con profesorado de la UGR (Dr. D. Alberto Fernandez
Gutiérrez y Dr. D. Jorge F. Fernandez Sanchez), el Director de los Laboratorios de Calidad de
Agua de EMASAGRA (D. Juan José Cabrera Jorddn), y profesorado de la UMSS (Dra. Teresa
Cardoso y Dra. Gaby Espinosa). La tabla 38 muestra los contenidos de este curso tedrico.
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Tabla 38. Contenidos tedricos del curso internacional del agua (Espafia Bolivia)

Importancia del Agua ESP
Bioquimica del Agua BOL
Usos del Agua ESP
Introduccidn a la Microbiologia de aguas BOL
Practicas de Microbiologia BOL
Teoria de Microbiologia de Aguas BOL
Aguas Residuales ESP
Practicas de Microbiologia BOL
Introduccidn al analisis de parametros fisico-quimicos en aguas.
Anilisis volumétrico ESP
Técnicas Electroanaliticas ESP
Practicas de andlisis volumétrico, potenciometria, vy
conductimetria ESP
Técnicas Opticas ESP
Gestidon de un laboratorio de analisis de aguas ESP
Practicas de andlisis volumétrico, potenciometria, vy
conductimetria ESP
Nuevas tecnologias para el tratamiento de aguas ESP
Consideraciones ambientales respecto al recurso agua y sus
implicaciones sociales, econdmicas y politicas.

Gestion del Agua BOL

Para la realizacién del bloque practico se contdé con la participacién de los Drs.
Ferndndez Gutiérrez y Fernandez Sanchez (UGR), la tesinanda (Paulina K. Contreras
Gutiérrez) y D. Juan José Cabrera Jordan (EMASAGRA). Realazandose las siguientes practicas:

& Toma de muestra.

& Determinacion de pardmetros bdsicos (pH, conductividades, solidos totales
disueltos.

Para estas sesiones se con se contd también con la ayuda de la asociacién espafiola
ADECAGUA (Asociacion para la Defensa de la Calidad de las Aguas), que doné diversos kits
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de diagndstico rapidos para pardmetros basicos que dan informacién de la calidad de un
agua de consumo (pH, DTD, OD y turbidez).

Fig.83. Kit donado por Adecagua.

Con la realizacion del curso Teérico - Practico se dio lugar inauguracién y puesta en
marcha del laboratorio, que ademds de prestar servicios de determinaciéon de calidad de
aguas buscara que se realicen trabajos de investigacién que muestren la importancia de
determinar la calidad del agua.

En esencial que se promueva en Bolivia el interés de las personas e instituciones para
determinar la calidad de sus aguas, haciendo énfasis en la importancia del agua de consumo.
Hay que concienciar a las autoridades que la falta de acceso a agua “limpia” constituye una
gravisima carencia que priva a las personas de una necesidad bdsica y de un derecho
fundamental.

Conclusiones-presente y futuro del laboratorio

El laboratorio actualmente se halla equipado para brindar a los estudiantes de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y de Bioquimicas de la UMSS Bolivia, la formacién basica
en la determinacién de la calidad de agua fisicoquimica y microbiolégica.

En el laboratorio cuenta con los recursos necesarias para llevar investigaciones en
(salud, industria,) cuyas tematicas se hallen referidas al control de calidad del agua.
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“La salud es la interaccion entre nutricion, genética y nuestros habitos devida”
José Maria Ordobds-Espafia

Capitulo IV

Caracterizacion de metabolitos presentes en tres
variedades de vegetales del género Allium cultivadas
en Andalucia
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OBJETO DEL CAPITULO

El objetivo del presente capitulo fue, caracterizar de forma cualitativa los metabolitos
presentes en tres variedades del género Allium, (cebolla roja, blanca y cebolleta), esto con el
fin de generar informacion que permita la ampliacién, mejora y actualizacidon de informacidn
en las Tablas de Composicién de Alimentos.

Los variedades elegidas fueron: cebolla roja y cebolla blanca (Alllium cepa) y cebolleta
(Alium fistulosum), cultivadas en la zona de Andalucia, las cuales son de amplio uso dentro
de la dieta mediterranea asi, como también a nivel mundial.

Para caracterizar estas muestras, se realizé una extraccion metandlica que favorece la
extraccion de compuestos polifendlicos. Para la separacion, ionizacidén y deteccidn de estos
compuestos se ha hecho uso delacoplamiento HPLC-UV-ESI-TOF.

Los resultados obtenidos en las muestras analizadas muestran la presencia de las
diferentes familias de metabolitos algunos de ellos compuetos activos.



222 |Capitulo IV



Capitulo 1V ]223

IV.1. Generalidades especies Allium sp.

El género Allium pertenece a la familia de las Alliaceae’; que comprende
aproximadamente unas 800 especies™’; de las que destacan las especies ornamentales y
comestibles. Este género es conocido como el de la cebolla, el ajo, puerros, chalotes,

cebolletas y cebollines.

De todos estos cultivos, en este capitulo se ha tenido a bien caracterizar tres variedades
Allium como son la cebolla roja y blanca (Allium cepa L)y la cebolleta(Allium fistulosum L.).
Las mismas se han elegido por su amplia demanda y ser producidas en algunas zonas de
Andalucia. A continuacidn se procederan a realizar mas consideraciones acerca de la
produccién de estas variedades, las actividades funcionales que se le han asignado vy las
herramientas que han sido empleadas en su caracterizacién.

IV.1.1 Generalidades de la cebolla

La cebolla es un vegetal intimamente relacionado con el ajo; morfoldgicamente es una
planta bulbosa, herbdcea, con tallos huecos y hojas cilindricas algo carnosas.

Se comercializa en forma de bulbo, que es la parte de la planta de mayor consumo, la
cual puede ser redonda, ovoide o aplanada, segun la variedad de cebolla. El bulbo estd
formado por varias capas concéntricas (llamadas cascos), los cuales se hallan separadas por
finas membranas muy ricas en agua. Durante su desarrollo la ultima capa se seca para
cumplir la funcidén de proteccién al resto del bulbo.

Existen muchas variedades de cebolla: roja, amarilla, blanca y verde; cada una de ellas
con sabor propio, que va desde muy fuerte a ligeramente dulce. De todas ellas son las
variedades de cebolla roja y blanca las de mayor cultivo.

El consumo de cebolla data desde hace mas de 5000 afios™'; sus origenes parecen
indicar que procede de Asia.”® La produccion y consumo de esta verdura ha reflejado un
crecimiento del 25% en los uUltimos diez afios pues constituye una fuente importante de

245 Rabinowitch H.D., Currah L. 2002. Allium Crop Science: Recent advances. Wallingford UK: CABI publishing.

246 Block E. 2010. Garlic and Others Alliums.The Lore and the Science. Cambridge UK: Royal Society of
Chemistry.

247 Jones R.N. 1983. Cytogenetic evolution in the genus Allium. In:Swaminathan MS, Gupta PK, Sinha U (eds)
Cytogenetics of crop plants. MacMillan, New York, pp 516-55.

248Halnet P. 1990. Taxonomy, evolution and history: In Onion and Allium Crops. Boca Raton florida: CRC.
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compuestos beneficiosos para la salud,””*" considerandose, por ello, como una planta
medicinal ademds de alimenticia (consumiéndose de forma cruda, cocida, frita, seca o
tostada).

Con referencia a su cultivo, la cebolla es la especie mas cultivada del género Allium™', la
gran mayoria de los cultivos pertenecen al “grupo de la cebolla comun”(A. cepa L.), por lo
que generalmente se conocen como cebolla”. A nivel mundial es el cuarto cultivo horticola
mas importante 4°197.549 toneladas Food and Agricultural Organization (FAO), 2010*°y, en
Espafia, el segundo después de los tomates™. Respecto a su produccién, los datos
estadisticos de la FAO muestran que China es el principal productor de cebolla a nivel
mundial (figura 85) y en los que Espafia ocupa el decimosexto lugar.

' ™y
Top production - Cebollas (incl. chalotes) verdes - 2010

— 1000000
200000 _/

€

Produccian (10004 Int)
(1) ue

| o

I Produccidn (1000% Int)
[ Produccién (T)

o Regidn y

Fig. 85. Principales paises productores de cebolla a nivel mundial
Fuente FAO 2010

2497ill-e-Huma.,Abert Vian M., Maingonnat J.F., & Chemat, F. 2009.Clean recovery of antioxidant flavonoids
from onions: Optimising solvent free microwave extraction method. Journal of Chromatography A, 1216(45),
7700-7707.

“Opetersson E.V., Puerta A., Bergquist J., Turner C. 2008. Analysis of anthocyanins in red onion using capillary
electrophoresis-time of flight-mass spectrometry. Electrophoresis, 29(12):2723-2730.

251 Brewster James L. 1994. Onions and other vegetable alliums (1st ed.). Wallingford, UK: CAB International. p.
16.ISBN 0-85198-753-2.

252Food and Agricultural Organization 2010.Data drawn from FAOSTAT (available at http://faostat.fao.org/).

253 Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino. MARM. http://www.marm.es/es/
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En Espafia las principales comunidades productoras de cebolla son Castilla la Mancha,
Andalucia y Valencia™*.

IV.1.2 Generalidades de la cebolleta

La cebolleta es una especie del género de las cebollas. Es una planta perenne que no
forma bulbos, su forma caracteristica es alargada y de poco grosor, sus hojas y tallos son
practicamente huecos, su sabor es mas bien dulce y mas delicado, aunque en gusto y en olor
es muy semejante a la cebolla.

El consumo de la cebolleta viene también de antiguo, se opina que aparecié en Siberia y
gue fue introducida en Europa a finales de la edad media.

IV.2. Composicidn nutricional de la cebolla y cebolleta

A continuacion se muestra la composicién de nutricional de la cebolla, y la
cebolleta®***’, (véase la tabla 39).

254, Roldan C., Sanchez-Moreno B., De Ancos Y M. P. Cano. 2007.0nion By - Products As Antioxidant Food
Ingredientsv Congreso Iberoamericano De Tecnologia Postcosecha Y Agroexportaciones.

255 BEDCA. Base de Datos Espafiola de Composicidn de Alimentos/URL:http://www.bedca.net
256 http://www.personalhealthzone.com/nutrition/nutrients/vegetables/onion.html
57 Release 18, 2006 - Nutrition and Diet Datahttp://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/cgi-bin/list_nut_edit.pl

USDA National Nutrient Database for Standard Reference




226 |Capitulo IV

Tabla 39. Composicion nutricional de la cebolla y cebolleta.

Fuentes: BEDCA y USDA

Cebolla | Cebolleta Cebolla | Cebolleta
Componente Valor Valor Unidad Componente Valor Valor Unidad
Energia, total 103 166(40) kJ (kcal) Folatos totales 20.9 mcg
(25) Colina total 6.1 mg
Grasa, total (lipidos | 0.53 0.10 g Betaina 0.1 mg
totales) B caroteno 1 ug
Proteina, total 3 1.10 Luteina-zeaxantina 4 ug
Agua (humedad) 91.3 91.3 g Vitamina K 0.4 ug
Hidratos de Carbono Minerales
Carbohidratos 1.9 9.34 g Calcio 86 23 mg
Fibra, dietética total | 2.3 1.7 g Hierro, total 1.5 0.21 mg
Almiddn, total trazas 0 g Potasio 275 146 mg
Azucares, totales 19 4.24 g Magnesio 40 10 mg
Sucrosa - 0.99 g Sodio 3 4 mg
Glucosa (dextrosa) - 1.97 g Fosforo 54 29 mg
Fructuosa - 1.29 g Zinc (cinc) 0.4 0.17 mg
Grasas Cobre 0.039 mg
Acidos grasos, | 0.08 0.08 g Manganeso 0.129 mg
monoinsaturados Selenio 0.50 ug
totales Fltor 1.1 ug
Acidos grasos, | 0.22 0.22 g Aminoacidos
poliinsaturados Triptofano 0.014 g
tlot.ales Treonina 0.021 g
Acidos grasos | 0.12 0.12 g lsoleucina 0.014 g
saturados -
Leucina 0.025 g
Colesterol 0 0 mg —
- | Tos Lisina 0.039 g
itoesteroles - . m
vl & Metionina 0.002 g
itaminas
—V' ' - s s Cistina 0.004 g
itamina
: : ue Fenilalanina 0.025 g
Vitamina D 0 0 ug —
Tirosina 0.014 g
Vitamina E 0.9 0.9 mg -
ol | 130 130 Valina 0.021 g
olato, tota —
Sboflavi o1l o1l |8 Arginina 0.104 g
oflavina . . m
Tf had —— g Histidina 0.014 g
amina . . m
lamt g Alanina 0.021 g
Vitamina B-12 0 0 ug o P
Acido aspartico 0.091 g
Vitamina B-6, total 0.13 0.13 mg — —
Acido glutamico 0.258 g
Vitamina C (ac. | 60 60 mg —
o Glicina 0.025 g
ascoérbico) -
— Prolina 0.012 g
Niacina 0.163 mg
— — Serina 0.021 g
Acido pantoténico 0.117 mg
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IV.3. Propiedades funcionales descritas en variedades Allium

Las especies de Allium son una rica fuente de metabolitos secundarios, que
resultan utiles para el tratamiento o prevencion de una serie de enfermedades. Asi lo
sugieren numerosos estudios e informes farmacolégicos que indican que sus extractos
tienen actividad:

e Antioxidante, debido al alto contenido de flavonoides que poseen, en especial por
los niveles de quercetina que reportan cuya actividad antioxidante, es comparable
a la dela-tocoferol.

e Antifingica, debida a la presencia de péptidos*"y compuestos azufrados>".

e Antimicrobiana, debido a la presencia de compuestos azufrados considerados
principales agentes antimicrobianos activos, que también han mostrado efecto
bacteriostatico frente a helicobacter pylori, agente responsable de la ulcera y
cancer gastrico. Ademas de los compuestos azufrados, se ha informado de que la
guercetina, también posee actividad antiviral y mejora la biodisponibilidad de
algunos farmacos.

e Antiasmatica, debido a que ciertos derivados de compuestos de cebolla, en
particular los tiosulfinatos y cepaenos muestran propiedades anti-inflamatorias y
antiasmaticas in vivo.

e Antiagregante y antiplaquetaria o antitrombadtica, pues se han atribuido estas

260,261,262,263

actividades in vitro al afecto de los flavonoides , Acsos(S-alquenil-L-

cisteina sulféxidos) y cepaenos®**®,

258\Wang H.X. and T.B. Ng 2004."Isolation of allicepin, a novel antifungal peptide from onion (Allium cepa)
bulbs." Journal of Peptide Science 10(3): 173-177.

25 Cammue B. P. A,, ThevissenK., et al. 1995. "A Potent Antimicrobial Protein from Onion Seeds Showing
Sequence Homology to Plant Lipid Transfer Proteins." Plant Physiology 109(2): 445-455.

260 Ariga T., Oshiba S. y Tamada. 1981. Platelet aggregation inhibitor in garlic. Lancet 2:150.

261 Makhej A.N. y Bailey).M. 1990. Antiplatelet constituents of garlic and onion. Agents Actions 29:360-
363.

262 Lawson L.D., Ransom D.K. y HughesB.G. 1992. Inhibition of whole blood platelet-aggregation by
compounds in garlic clove extracts and commercial garlic products. Thromb. Res. 65:141-156
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e Hipocolesterolémica e hipolipemiante, debido a la presencia de allicina y
compuestos derivados que actlan como sustancias activas con efectos
responsables de esta actividad. En la que ademas participan saponinas y
flavonoides de quercetina que han mostrado tener la capacidad de reducir los
niveles séricos de colesterol y la arterioesclerosis, actian también contra la
obesidad ejerciendo un efecto protector ante esta sobre el metabolismo lipidico
de los niveles de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos™®.

e Antihiperglucémico, o anti-diabética, debido al efecto hipoglicemiante de alguno

de sus compuestos™’.

e Anticancerigena, debida a que el consumo de ajo y cebolla disminuye el riesgo de

2052 siendo responsables de

sarcoma y carcinoma en diversos tejidos y érganos
este efecto los compuestos azufrados, saponinas (erubosido-B), quercetina y
kaempferol, y en especial, los selenocompuestos, que tienen efecto preventivo

contra el cancer de pancreas®".

IV. 4. Metodologias analiticas aplicadas al estudio de metabolitos en Allium

Debido a que la cebolla es una matriz en la que se han descrito la presencia de
varias familias de compuestos: acidos fenélicos, flavonoides, cepaenos, compuestos
organoazufrados, tiosulfinatos, fructooligosacaridos, compuestos organoselénicos,

263 Goldman 1. L.,. KopelbergM, et al. 1996. "Antiplatelet activity in onion (Allium cepa) is sulfur
dependent." Thrombosis and Haemostasis 76(3): 450-452.

264Griffiths G., TruemanL., et al.2002."Onions-A global benefit to health." Phytotherapy Research 16(7):
603-615.

265 Kawakishi S., Morimitsu Y. 1988. New inhibitor of platelet aggregation in onion oil.Lancet Aug 6 2
330-330.

266 Chow J. 2002. Probiotics and prebiotics: a brief overview. J. Renal Nutr. 12:76-86
267 Jain R. C., yasC. R. V., et al.1973. "Hypoglycaemic action of onion and garlic." Lancet 2(7844): 1491.

268 Reddy B.S., Hamid R.y RacC.V. 1997. Evaluation of oligosaccharides for potential chemopreventive
properties in colon carcinogenesis using aberrant cryp foci. Carcinogenesis. 18:1371-1374.

269 Rowland I.R., RumneyC.J., Coutts J.T. y LievenseL.C. 1998. Effect of Bifidobacterium longum and inulin
on gut bacterial metabolism and carcinogen-induced crypt foci in rats. Carcinogenesis 19:281-285

270NGthlings U., MurphyS. P., et al.2007."Flavonols and Pancreatic Cancer Risk." American Journal of
Epidemiology 166(8): 924-931.
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ACSOs y antocianinas (que imparten un color rojo/morado),”" su deteccién se ha
realizado usnado diferentes metodologias para lograr su caracterizacién. La tabla 40
muestra un resumen de las mas relevantes.

Tabla 40. Relacion de familias y metabolitos secundarios detectados en cebolla y la

técnica utilizada.

COMPUESTO

TECNICA ANALITICA UTILIZADA

REFERENCIA

POLIFENOLES

Flavonoles

HPLC-ESI-DAD

LC MS/MS

LC(ESI)-MS/MS
HPLC-UV/LC-DAD-MS-MS
CE-UV
HPLC-UV-TIS-MS/MSiError!

arcador no definido.
TLC, PC,UV NMR
HPLC-UV-RMN
HPLC-DAD, LC-MS

272273

iError! Marcador
o definido.

274 275 276

277’ 278,

) iError!
Marcador no
definido.,

280

211 Donner et al., H. Donner, L. Gao and G. Mazza, 1997. Separation and characterization of simple and
malonylated anthocyanins in red onions, Allium cepa L, Food Research International 30, pp. 637—-643.

2712 Rodrigues A. S., Pérez-Gregorio M. R., Garcia-Falcdn M. S., Simal-Gandara J., & Almeida, D. P. F. 2011.
Effect of meteorological conditions on antioxidant flavonoids in Portuguese cultivars of white and red
onions. Food Chemistry, 124(1), 303-308.

273 Olsson M.E., Gustavsson K-, Vagen IM. 2010. Quercetin and Lsorhamnetin in sweet and red cultivars
of onion (Allium cepa L.) at Harvest, after field curing, heat treatment, and storage. J Agric Food Chem
58(4):2323-2330.

274 Rodriguez Galdén B., Rodriguez Rodriguez E. M., & Diaz Romero C. 2008. Flavonoids in onion cultivars
(allium cepa L.).Journal of Food Science, 73(8), C599-C605.

275 Seung U. L., Jong H. L., Suk H. C., Jin S. Lee, Mayumi O.-K., N. K., Carol E. L., Mendel F. 2008. Flavonoid
Content in Fresh, Home-Processed, and Light-Exposed Onions and in Dehydrated Commercial Onion
Products.Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56 (18), 8541-8548

276 Leel.,& Mitchell A. E. 2011. Quercetin and isorhamnetin glycosides in onion (allium cepa L.): Varietal
comparison, physical distribution, coproduct evaluation, and long-term storage stability. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 59(3), 857-863.

217 Caridi D., Trenerry V.C., Rochfort S., Duong S., Laugher D., Jones R.2007. Profiling and quantifying
quercetin glucosides in onion (Allium cepa L.) varieties using capillary zone electrophoresis and high
performance liquid chromatography. Food Chem, 105(2):691-699.

278Yo0 K.S., Lee E.J., & Patil B.S. 2010.Quantification of quercetin glycosides in 6 onion cultivars and
comparisons of hydrolysis-HPLC and spectrophotometric methods in measuring total quercetin
concentrations.Journal of Food Science, 75(2), C160-C165.

279 |dem Caridi et al 2007.

e
-
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UPLC-QTOF iError! Marcador
HPLC-QQQ no definido.
Antocianinas HPLC-DAD 281 28
CE-ESI-TOF-MS 68 283
LC-DAD-MS 284

RP-HPLC-MS-RMN
RP-HPLC-DAD-ESI-MS-MS-RMN
CZE-TOF-MS 68

Taninos HPLC-DAD 285
Acidos fendlicos HPLC TIS 286

COMPUESTOS TERPENICOS
Saponinas HPLC-RMN

COMPUESTOS NITROGENADOS

Aminoacidos HPLC-RMN
RP-HPLC™
HPLC™®

280 Singh B.N., Singh B.R., Singh R.L., Prakash D., Singh D.P., Sarma B.K., et al. 2009. Polyphenolics from
various extracts/fractions of red onion (allium cepa) peel with potent antioxidant and antimutagenic
activities. Food and Chemical Toxicology, 47(6), 1161-1167.

281Xjanli Wu and, Ronald L. 2005.ldentification and Characterization of Anthocyanins by High-
Performance Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Tandem Mass Spectrometry in Common
Foods in the United States: Vegetables, Nuts, and Grains. Journal of Agricultural and Food Chemistry53
(8),3101-3113

282 Rodrigues A.S., Pérez-Gregorio M.R., Garcia-Falcén M.S., Simal-Gandara J., & Almeida, D. P. F. 2011.
Effect of meteorological conditions on antioxidant flavonoids in portuguese cultivars of white and red
onions. Food Chemistry, 124(1), 303-308.

283petersson E.V., Puerta A., Bergquist J., & Turner C. 2008.Analysis of anthocyanins in red onion using
capillary electrophoresis-time of flight-mass spectrometry. Electrophoresis, 29(12), 2723-2730.

284 SteimerS.,& Sjoberg P. J. R. 2011. Anthocyanin characterization utilizing liquid chromatography
combined with advanced mass spectrometric detection.Journal of Agricultural and Food Chemistry,
59(7), 2988-2996.

285Akaranta O. and. Odozi T. O. 1986. "Antioxidant properties of red onion skin (Allium cepa) tannin
extract." Agricultural Wastes 18(4): 299-303.

286 Singh B.N., Singh B.R., Singh R.L., Prakash D., Singh, D. P., Sarma B. K., et al. 2009. Polyphenolics from
various extracts/fractions of red onion (allium cepa) peel with potent antioxidant and antimutagenic
activities. Food and Chemical Toxicology, 47(6), 1161-1167.

287 Dini ., TenoreG.C., et al. 2008. "Chemical composition, nutritional value and antioxidant properties of
Allium caepa L. Var. tropeana (red onion) seeds." Food Chemistry 107(2): 613-621.
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COMPUESTOS AZUFRADOS

Glucosinolatos UPLC

Cepaenos HPLC, 289 290
LC-MS-UV-DAD-H NMR
CG-MS
LC-APCI-MS

FOS HPLC-DAD

Oligosacaridos HPLC

Selenocompuestos HPLC—ICP-MS 291292 295 294 1295
GC-AED
CE/HPLC-ICP-MS
EC/HPLC-APCI-MS—-MS
RP-IP-HPLC-SEC-ICP-MS 206
RP-IP-HPLC-ICP-MS

ACSOs HPLC =7

288Hansen S. L. 2001. "Content of Free Amino Acids in Onion ( Allium cepa L.) as Influenced by the Stage
of Development at Harvest and Long-term Storage." Acta Agriculturae Scandinavica, Section B - Soil &
Plant Science 51(2): 77-83.

289 Block E., NaganathanS., et al. 1992. "Allium chemistry: HPLC analysis of thiosulfinates from onion,
garlic, wild garlic (ramsoms), leek, scallion, shallot, elephant (great-headed) garlic, chive, and Chinese
chive. Uniquely high allyl to methyl ratios in some garlic samples." Journal of Agricultural and Food
Chemistry 40(12): 2418-2430.

290 Calvey E.M., Matusikl.E., et al. 1997. "Allium Chemistry: Supercritical Fluid Extraction and LC-APCI-MS
of Thiosulfinates and Related Compounds from Homogenates of Garlic, Onion, and Ramp. Identification
in Garlic and Ramp and Synthesis of 1-Propanesulfinothioic Acid S-Allyl Ester." Journal of Agricultural
and Food Chemistry 45(11): 4406-4413.

291 Ge H., CaiX.J., et al. 1996. "Identification of selenium species in selenium-enriched garlic, onion and
broccoli using high-performance ion chromatography with inductively coupled plasma mass
spectrometry detection." Analytical Communications 33(8): 279-281.

292 Kotrebai M., BirdS.M., et al. 1999. "Characterization of selenium species in biological extracts by
enhanced ion-pair liquid chromatography with inductively coupled plasma-mass spectrometry and by
referenced electrospray ionization-mass spectrometry." Spectrochimica acta, Part B: Atomic
spectroscopy 54(11): 1573-1591.

293 Uden P.C., BirdS. M., et al. 1998. "Analytical selenoamino acid studies by chromatography with
interfaced atomic mass spectrometry and atomic emission spectral detection." Fresenius' Journal of
Analytical Chemistry 362(5): 447-456.

294 Wrébel K., KannamkumarathS.S., et al.2004. "HPLC-ICP-MS speciation of selenium in enriched onion
leaves - A potential dietary source of Se-methylselenocysteine." Food Chemistry 86(4): 617-623.

25Arnault 1. and Auger J. 2006."Seleno-compounds in garlic and onion." Journal of Chromatography A
1112(1-2): 23-30.

296 Shah M., KannamkumarathS. S., et al.2004. "ldentification and characterization of selenium species in
enriched green onion (Allium fistulosum) by HPLC-ICP-MS and ESI-ITMS." Journal of Analytical Atomic
Spectrometry 19(3): 381-386.
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Por lo general, todos los estudios realizados en cebolla utilizan como matriz de
estudio la parte comestible de la misma, es decir, el bulbo de la planta, la cual en la
mayoria de los casos se corta en finos trozos los que se liofilizan o criogenizan, con el
fin de que estos se puedan luego moler y obtener una muestra seca en polvo que suele
conservarse a -20°C.Este paso facilita la extraccién de los metabolitos contenidos en la
muestra, pues mejora la interacciéon de la misma con el disolvente empleado en el
proceso de extraccién, siendo la extraccién soélido-liquido la que mas se utiliza,
empleando mezclas de metanol y agua en diferentes proporciones.

Haciendo un resumen general sobre la caracterizacion de estos compuestos se
puede indicar que las técnicas de eleccion son: HPLC*, seguida de la CE que muestra
también buenos resultados. Para la deteccidon y cuantificacion se utiliza mucho Ia
deteccion UV*’ y, recientemente, en los Ultimos afios técnicas mas sofisticadas como
MS, IT, TOF e incluso Q-TOF, las cuales permiten la cuantificacién de los componentes
estudiados cuyos resultados pueden ser verificados posteriormente mediante la
técnica de RMN.

El acoplamiento HPLC-ESI-TOF puede ser considerado como ideal para la
caracterizacion de compuestos en matrices vegetales, debido a que genera
informacién que facilita la identificacion de los posibles compuestos que podrian estar
presentes en la muestra. Sus datos pueden ser empleados con acoplamientos que
permitan hacer analisis MS/MS.

IV.5. Analisis del perfil metabdlico las tres variedades Allium
IV.5.1. Materiales y métodos
IV.5.1.1. Muestra

Para este estudio se trabajé con tres muestras liofilizadas enteras (piel y pulpa)
de cebolla roja, cebolla blanca y cebolleta. Estas muestras fueron facilitadas por el
Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Almeria, dentro del marco del

297Randle W.M., Lancasterl.E., Et Al.1995. "Quantifying Onion Flavor Compounds Responding To Sulfur
Fertility - Sulfur Increases Levels Of Alk(en)yl Cysteine Sulfoxides and Biosynthetic Intermediates."
Journal Of The American Society For Horticultural Science 120(6): 1075-10.

298Merken H.M. and BeecherG.R. 2000. "Measurement of Food Flavonoids by High-Performance Liquid
Chromatography: A Review." Journal of Agricultural and Food Chemistry 48(3): 577-599.

299 Price K.R. and RhodesM.J.C..1997."Analysis of the Major Flavonol Glycosides Present in Four Varieties
of Onion (Allium cepa) and Changes in Composition Resulting from Autolysis." Journal of the Science of
Food and Agriculture 74(3): 331-339.
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proyecto Mejora del contenido de informacion de las tablas de composicion de
alimentos, (contrato de investigacion realizado con la Junta de Andalucia), cuyo
objetivo principal es la caracterizacién de los polifenoles y otros compuestos bioactivos
presentes en las frutas y verduras de alto consumo en Andalucia.

IV.5.1.2. Reactivos

Como disolvente de extraccion se utilizé metanol grado HPLC (High Purity Liquid
Chromatoghaphy) de Lab-Scan (Dublin, Irlanda) y agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.).

Como fases moviles se utilizé acetonitrilo grado HPLC de Lab-Scan (Gliwice,
Sowinskiego, Poland) y agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). Para la
acidificacion de la fase movil (agua Milli Q) se utilizé acido acético grado analisis Fluka
(Suiza). Ambos disolventes se filtraron con un equipo de filtracion de solventes 58.061
(Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.) y se sonicd en un bafio ultrasonidos (Selecta
Mod.513. Barcelona-Espafia).

IV.5.2. Técnica analitica utilizada para la caracterizacion

Como se describié anteriormente, los extractos vegetales son muestras muy
complejas debido a que contienen gran diversidad de metabolitos primarios y
secundarios que pueden diferir bastante en su concentracion. La determinacion de
dichos metabolitos requiere una técnica potente capaz de llevar a cabo una correcta y
una deteccién que aporte informacion acerca de la identidad de los compuestos bajo
estudio. En este caso, se ha utilizado como técnica separativa HPLC, ESI como interface
y DAD y TOF como sistemas de deteccidn.

IV.5.2.1. Condiciones HPLC

La separacion de los compuestos se realizé utilizando un equipo de RRLC (Rapid
Resolution Liquid Chromatography) 1200 Series de Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA) dotado de una bomba binaria G1312B y un detector array de diodos (DAD)
G1315C. Se utilizé una columna Zorbax Eclipse Plus (Agilent Technologies) RP-C18 de
4,6x150 mm y 1,8 um de poro. El volumen de inyeccién fue de 15 ul y el flujo de 0,8
ml/min. La fase movil consistié en A: agua/acido acético 0,5 % y B: acetonitrilo. El
gradiente utilizado fue: 0 min, 0% B; 20 min, 20% B; 30 min, 30% B; 40 min, 50% B; 50
min, 75% B; 60 min, 100% B.

IV.5.2.2. Condiciones sistema de ionizacion

Para la ionizacion y transferencia de los compuestos, desde el RRLC (instrumento
de separacion) hasta el espectrémetro de masas, se utilizd una fuente de ionizacion
por electrospray (ESI), usando diferentes condiciones en funcién de si la deteccién de
las masas se realiza mediante tiempo de vuelo o por trampa de iones. Para el caso del
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tiempo de vuelo (TOF) se usé una temperatura de 190 2C, una presion del gas
nebulizador de 2 bares, un flujo del gas nebulizador de 9 I/min y un voltaje en la
camara de nebulizacion de -500 V y un voltaje en la entrada del capilar de +4500 V.

IV.5.2.3. Condiciones del microTOF

La deteccion de las masas exactas de las moléculas se logré utilizando un
analizador en tiempo de vuelo ™microTOF de Bruker Daltonics con aceleracién
ortogonal de (Bremen, Alemania). Las condiciones fueron: voltaje de +1960 V en el
detector y una ionizacién en modo negativo en un rango de 50 a 1100 m/z. Para
conseguir la exactitud de masas necesaria para la identificacién de los compuestos se
utilizo calibracion externa. Debido al amplio rango de masas que se queria detectar se
utilizé como calibrante el acetato sédico que cubre un rango de m/z de 50 a 1200. Este
calibrante se preparé mezclando en una proporcion 5:995 (v/v) una disolucion 1 M de
NaOH y otra de agua:isopropanol (50:50, v/v) con 0,2% de acido acético.

IV.5.2.4. Andlisis de datos

Los datos de las masas exactas y los fragmentos obtenidos por TOF se procesaron
con el software Data Analysis 3.5 y su editor Generate Molecular Formula TM (Bruker
Daltonics Bremen, Alemania), que proporciona una lista de posibles férmulas
elementales mediante el uso de un editor inteligente de férmula, el cual utiliza un
algoritmo CHNO, que proporciona funciones estandar, como minimo/maximo
elemental, configuracién electrénica y el anillo de mas dobles enlaces equivalentes, asi
como una comparacién sofisticada del teérico con el patrén de isétopos obteniendo
asi un “error” para una mayor confianza en la formula molecular sugerida. La precisién
ampliamente aceptada para un umbral de la confirmacion de la composicidn
elemental se ha establecido en 5 ppm de error y 50 de mo con excepcion de algunos
compuestos.

Al comienzo de los analisis se realizo una calibracién in situ del instrumento
mediante una inyeccion directa del calibrante con una bomba de jeringa (Cole Palmer
Cole-Vernon Hills, IL, EE.UU.), conectada directamente a la interface, pasando la
solucién de cluster acetato de sodio. Este método permite obtener una curva de
calibracion exacta sobre la base de numerosos masas de cada grupo difieren en 68 Da
(NaCHO,). Debido a la compensacion de la variacidon de temperatura en el TOF, esta
calibracion externa siempre precisa los valores de masa (mds de 5 ppm).

IV.5.3. Preparacion de los extractos

Para la preparaciéon de los extractos en cada caso se pesaron 0.5 g de muestra
liofilizada, en un tubo de rosca pirex, al que se le afladieron 15 ml de una disolucién de
metanol: agua (80:20). Esta mezcla se sonicd durante 30 minutos y luego se centrifugd
durante 15 minutos a 3700 r.p.m. Transcurrido ese tiempo y con ayuda de una pipeta
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pasteur se trasvasé el liquido sobrenadante del tubo a un matraz para su posterior
evaporacion en un rotaevaporador a 38°C con agitacion media hasta casi sequedad.

Este residuo fue reconstituido en 500 ul de solucién metanol: agua (80:20). Para
la disoluciéon total del extracto en el disolvente se utilizé un vértex. Finalmente con
ayuda de una pipeta pasteur se procedié a trasvasar la solucidn reconstituida a una
jeringa conectada a un filtro de celulosa de 0.2 um. El extracto filtrado se colecté luego
en un vial color dmbar de cierre hermético. El extracto se conservé a -20°C hasta el
momento de su analisis.

e Pesado
e 0.500 mg d muestra

e Sonicado

L

e 30 min.

I

Centrifugado
15 min 3700 rpm

i

e Evaporar a casi sequedad ; i =
e Agitacion media a 37°C

[5
I
-y

e Reconstitucion de la muestra
e en 500 ulL solucién
s (metanol/agua 80:20)

e

€€e€€C

Fig. 86. Esquema de tratamiento de la muestra.

Una vez obtenido el extracto y definidas las condiciones de andlisis se procedio al
analisis de la muestra mediante RRLC-ESI-TOF (Fig. 87) en modo negativo con un rango
de masas de m/z de 50 a 1100 para la deteccion de metabolitos secundarios presentes
en las tres variedades Allium.
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Fig.87. Fotografia de equipo de analisis.

IV.5.4 Resultados y discusion
IV.5.4.1. Determinacién de la dilucién de trabajo del extracto

La primera prueba que se realizd fue determinar la dilucidn del extracto a la que
trabajar, Debido a la gran cantidad de metabolitos que contiene el extracto se inyecté
el extracto a diferentes diluciones (1/2, 1/4 y 1/10) con el fin de observar la mejor
separacion. Los cromatogramas obtenidos a diferentes diluciones se muestran en la
figura 88.
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Fig. 88. Cromatogramas del extracto de cebolleta, diluciones (1/2) A, (1/4) By (1/10) C.

Si bien el cromatograma que corresponde a la dilucion ¢ (1/10) muestra unos
picos mas resueltos que las diluciones 1/2 y 1/4, se observé que tras realizar la
caracterizacion del cromatograma este no contiene toda la informacién, que
contrastaba con la informaciéon encontrada o descrita en bibliografia, por lo que se
decidid trabajar con la dilucion 1/4. Los cromatogramas de los extractos de las
diferentes variedades a analizar se pueden observar en las figuras.
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Fig.89. BPC de los extractos metandlicos de cebolla roja A, cebolla blanca B y cebolleta

C.

Como bien reporta la bibliografia, la cebolla es una fuente rica en metabolitos
como se puede observar en las siguientes figuras en las que se recoge el mapa de
intensidades de cada variedad donde se puede observar en la parte superior los
compuestos existentes entre el rango de 200 y 500 nm (relacion absorbancia tiempo
de retencidn) para la cebolleta y cebolla blanca y, 200-650 para la cebolla roja y en la
parte inferior los compuestos separados en funcion de la relacion m/z (50-1100)
tiempo de retencion.
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Fig. 90. Mapa de intensidades del los extractos obtenidos: a) cebolla roja, b) cebolla
blanca y c) cebolleta.

IV.5.5. Analisis de muestras

El uso de DAD permitio registrar el espectro de UV/Vis de cada compuesto en el
cromatograma, debido a que cada compuesto exhibe un espectro caracteristico con un
maximo de absorbancia. Este se utilizé en especial en los picos resueltos ya que en los
picos que se encontraban a niveles traza esta medida no fue posible debido a la
presencia de otros compuestos que impiden detectar los espectros UV/Vis de estos
compuestos traza.

Extrayendo los espectros de las longitudes de onda se pudo observar que existe
la presencia de: aminoacidos y acidos orgdnicos que han sido previamente detectados
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a 210-220 nm,™ nucledsidos a 260 nm™, acidos hidroxicindmicos a 320 nm vy los
acidos hidroxibenzoicos a 280 nm. En cuanto a los flavonoides, cada subclase aboserbe
en una banda caracteristicas; asi flavonas y flavonoles presentan una banda intensa
comprendida entre 320-370 nm, mientras que flavanonas y dihidrochalconas absorben
a 280 nm, isoflavonas a 260nm y chalconas a 348 nm.

Para proceder al estudio de los perfiles obtenidos en TOF se siguieron dos
estrategias que pueden resultar complementarias:

- Buscar en los perfiles aquellos compuestos que ha sido previamente descrito
en las matrices bajo estudio.

- Obtener la férmula molecular de cada uno de los compuestos presentes en el
perfil y buscar candidatos en las bases de datos.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes figuras donde cabe hacer
notar que la numeracién de los compuestos es simplemente para dar una idea al lector
de la cantidad de compuestos hallados en cada caso, no llevando consigo la
identificacidon de los compuestos.

300 Ruhul Amin M., Y. Tomitaet al. 1995. "Rapid determination of phenylalanine and its related
compounds in rumen fluid by high-performance liquid chromatography." Journal of Chromatography B:
Biomedical Sciences and Applications 663(2): 201-207.

301 |[keda R., NishimuraM., et al. 2008. "Simple HPLC-UV determination of nucleosides and its application
to the authentication of Cordyceps and its allies." Biomedical Chromatography 22(6): 630-636.
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Fig. 91. Relacidén de los compuestos encontrados utilizando HPLC-ESI-TOF-MS en cebolla roja.
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Para la deteccién de los compuestos se eligio la ventana analitica la comprendida entre
los minutos 1-54. En ésta se detectaron una gran cantidad de compuestos, los cuales segln
tiempo de retencidn y espectro de absorbancia familia a la que corresponden se describen a
continuacion:

Tabla 41. Relacidén de los compuestos encontrados en los extractos metandlicos de cebolla
roja, blanca y cebolleta utilizando HPLC-ESI-TOF-MS utilizando el modo negativo, en la que
se incluye los tiempos de retencién, masas experimentales y calculado (m/z), la formula
molecular, el error (ppm), el valor de mSigma, asi como el compuesto propuesto y la familia
a la que pertenece.

Compuesto Masa Férmula m/z m/z mSigm Ceboll Ceb

Propuesto Molecular]  Molecular| calculada[ experiment avalue ablanc

M-H] M-H] M-H] al[M-H] a

Aminodcidos y

derivados

Asparagina 1.98 131 C4H7N,03 131.0462 131.047 -1.8 29.5 + + +
Glutamina 2.06 145 C sHgN,03 145.0619 145.0612 0.6 35.7 + + +
Arginina 2.06 173 CgsH13N40, 173.1044 173.1044 0.2 15.2 + + +
Valina 3.25 116 CsH1oNO; 116.0717 116.0711 1.9 33 + + +
Isolueucina 6.14 130 CgH1,NO; 130.0874 130.0871 -1 39 + + +
Tirosina 6.21 180 CoH1oNO3 180.0666 180.0666 0.3 8.8 + + +
Tirosina 6.81 180 CoH1oNO3 180.0666 180.0665 0.5 2.8 + + +
Isolueucina 7.81 130 CsH1,NO; 130.0874 130.0887 -1 26.5 + + +
Fenilalanina 10.05 164 CoH1oNO; 164.0717 164.0717 -0.3 9.5 + + +
Metionina 10.17 148 CsH1oNO,S 148.0438 148.0442 -1 12.3 + + +
Triptéfano 13.73 203 C11H11N,0, 203.0826 203.0828 -0.8 9.3 + + +
Triptéfano 13.93 203 C11H11N,0, 203.0826 203.0825 0.6 0.5 + + +
Metiin 2.06 150 C4HgNOsS 150.0231 150.0230 0.7 2.9 + - +
Alliin, 2.46 176 CsH1oNO3S 176.0387 1,760,408 -0.1 4.1 + + +
Dimero gama- 14.42 579 C2H3sN40410S 579.1719 579.1789 -12 44.4 + + -
glutamil-s-allil-I- 2

cisteina

L-y-glutamil-s- 14.49 289 C11H17N20sS 289.0864 289.0864 0 5 + + +
allil-I-cisteina
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Deoxialliin 16.24 162 CsH12NO,S 162.0594 162.0599 11.4 53.3 + + +
Allicina 32.20 161 CeHs0S, 161.01 161.0885 9.2 30.1 + + +
Fenilalanina 10.64 326 Ci5H0NO; 326.1245 326.1245 0.6 2.4 + + +
fructuosa

Gamma- 13.88 259 C11H19N,05 259.1269 259.1301 -0.4 15.8 + + +
glutamil-leucina

dimero.

N-(B-d- 14.27 421 C17H29N2010 421.128 421.1831 -0.7 0.8 + + +
fructopiranosil)-

l-ile-1-glu-oh

G glutamil  16.23 293 Cy4H17N,05 293.1143 293.1148 -1.7 16 + + +
fenilalanina

L-a-glutamil-I- 19.25 332 C16H18N30s 332.1252 332.1237 4.5 8.9 + + +
triptéfano

Glicil-I-prolina 21.55 171 C;H11N,05 171.0775 171.0776 5.1 4.4 + + +
Acidos hidroxibenzoicos

Acido vainilico 11.99 167 CgH;04 167.035 167.035 2.8 41.3 + + +
Acido 12.35 153 C7Hs0, 153.0193 153.0195 3.9 44 + + +
protocatechuico

Acido siringico 19.96 197 CoHyOs 197.0455 197.0456 -0.5 14.4 + - +
Acido galico 25.66 169 C;7HsOs 169.0142 169.0138 2.4 6.3 + + +
Acidos hidroxicinamicos

Acido cinamico 10.24 147 CyH;,0, 167.0452 147.0453 1.7 26.9 + + +
Acido sindpico 16.86 223 CyyHu;1 05 223.0612 223.0613 -0.5 8.2 + + +
Acido ferulico 18.35 193 CipHs0,4 193.0506 193.0504 1.2 40 + + +
Acido p- 22.65 163 CyoH;03 163.0401 163.0393 4.5 6.1 - + +
cumarico

Acido isoferilico  24.17 193 C1H904 193.0506 193.0508 -0.7 319 - + +
Acido sinapico 24.39 223 CuuHu1 05 223.0612 223.0618 -2.7 3.9 - + +
Flavonas

Dietil flavone- 10.34 425 CxH» 04 425.1242 425.1244 0.5 26.9 + + +
5,7-dioxiacetato

Dietil flavone- 12.71 425 CxH»0g 425.1242 425.1223 4.5 31.4 + - +

5,7-dioxiacetato

Flavononol
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Taxifolin 17.05 465 CnH»101, 465.1038 465.1033 3.2 13.3
glucésido

Curculigoside A 18.99 465 CyHs011 465.1402 465.1389 3.4 8.8
Flavonol

Isorhamnetin 15.89 639 C;H3 047 639.1567 639.1547 0 26.4
3,4’-diglucésido

Quercetin 19.89 625 Cy7H 04 625.141 625.1413 0.1 13.3
diglucésido

Isoramnetin 21.18 639 C:H3 01 639.1567  639.1566 0.1 28.4
3,4’-di glucésido

Miricetin  3-0- 21.19 625 CyyH»0 625.141 625.1413 -0.4 6.7
rutinoside

Miricetin 21.45 317 CisHoOg 317.0303 317.03 2.6 13
Quercetina 22.10 625 CyyH»0 625.141 625.1403 -0.3 15.8
diglucésido

Rutina 22.80 609 Cy7H2046 609.1461 609.1462 -0.1 7.5
Isoramnetin 22.83 639 C;H3 017 639.1567 639.4508 -0.5 49.9
3,4’-diglucoside

Quercetin-3,4'- 23.57 625 CyyH»0 625.141 625.1414 0.6 17
o-di-beta-

glucopiranoside

Miricetin-3-o- 24.39 463 CuH1901 463.0882 463.0884 0 15.6
ramnoside

Quercetina 24.77 463 CuH1901 463.0882 463.0878 0.8 25.5
glucésido

Quercetina 24.79 625 Cy7H»017 625.141 625.1411 0.7 19.9
diglucésido

Quercetina 25.07 625 Cy7H»017 625.141 625.141 0 25.8
diglucésido

Quercetin 25.53 625 Cy7H2 04 625.141 625.1408 -2.8 42.9
diglucésido

Quercetina 26.53 625 Cy7H2 04 625.141 625.1408 0.4 15.0
diglucésido

Quercetina 26.73 625 Cy7H»017 625.141 625.141 0 14.5
diglucésido

Isorhamnetin 27.16 477 C»uH»01 477.1038 477.0493 0.6 34
glucoside

Hesperidin 27.18 609 CH3305 609.1461 609.1825 3.5 2.8
Quercetina 27.45 463 Cu1H1901, 463.0882 463.0882 0.1 1.8

glucoésido
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Quercetina 28.18 447 CyuHwO 447.0933 447.0922 2.5 7.2 + + +
ramnoside

Isorhamnetin 28.69 477 CpH»O01n 477.1038 477.1039 0.1 15.6 + + +
glucoside

Quercetina 28.80 463 CnH1901n 463.0882 463.0883 -0.2 25.8 + + +
glucédsido

Luteolin 33.59 285 CisHoO6 285.0405 285.0404 0.1 17.5 + + +
Quercetina 33.77 301 CisHs0> 301.0354 301.0354 0.3 13.1 + + +
Quercetina 33.90 603 C3H1901s 603.078 603.078 0.1 8.4 + + +
dimero

Quercetina 33.94 905 CasH 20 905.1207 905.1212 -0.5 29.8 + + +
trimero

Kaempferol 37.52 285 CisHyO06 285.0405 285.0405 14 10.2 + + +
Isorhamnetin 37.97 315 CiHu 04 315.051 315.0511 -0.2 15.1 + + +
Flavanona

Naringenina 36.98 271 C15H110s 271.0612 271.0589 3.9 45.8 + + +
Isoflavona

7,2'-dihidroxi-4'-  39.47 287 C16H150s 287.0925 287.0915 1.3 11.9 + - +
methoxi-

isoflavanol

Chalepensin 23.80 253 CiH1303 253.087 253.0834 14.4 229 + - +
(xilotenin)

Chalcona

Asebotin 31.11 449 C»nH; 09 449.1453 449.1445 1.7 8.2 + + +
Davidigenin, 39.04 257 CisH130, 257.0819 257.0818 0.3 2.9 + + +
Tanshinone 25.28 603 Ci9H1703 603.2388 603.2391 -0.4 37.8 + - -
Alliofuranosido 27.67 887 C44H71015 887.4673 887.4643 0.4 7.4 + + +
A

Alliofuranosido 27.72 887 C44H71015 887.4646 887.4643 0.5 25.5 + + +
A

Alliospirosido D 32.42 753 C39H61014 753.4067 753.4071 0.5 53 - + -
Ascalonicosido 32.45 899 Cy4sH71015 899.4646 899.4645 0.1 18.8 + + +
B

Alliospirosido D 33.34 753 C39H61014 753.4067 753.4075 0.1 27 + + -
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Chinenosido V 33.67 915 CysH71019 915.4595 915.4595 0.9 37.6 + + +
Alliospirosido C 35.85 723 C3gHs9013 723.3961 723.3937 33 41.3 + + +
Alliospirosido C 36.40 723 CssHs9013 723.3961 723.3949 1.7 24.4 - + +
Alliospirosido B 40.83 897 C39H61023 737.4118 737.4105 1.7 49.2 + + -
Ascalonicosido 41.58 899 CssH71015 899.4646 899.4646 0 7 + + +
B

Nuatigenin 42.33 737 Cs39H61013 737.4118 737.4127 -1.2 4.2 + + +
glucédsido

Alliospirosido B 42.37 897 Cs39H61023 737.4118 737.4118 3.1 12 + + -
Alliospirosido A 44.52 707 CssHs9012 707.4012 707.4017 0.9 229 + + +
Alliospirosido A 44.59 707 CssHs9012 707.4012 707.4017 -0.7 24.7 + + +
Sucrosa 2.36 341 C12H21011 341.1081 341.1089 0 4 + + +
Sucrosa dimero 2.39 683 C24H4302, 683.2251 683.2251 0.4 8.7 + + +
Maltosa 2.93 341 C12H21011 341.1089 341.1089 0 2.3 +

Maltosa dimero 2.90 683 Cy4H4302, 683.2250 6832251 0.2 30.8

Isomaltotriosa 2.48 503.4 C1gH31016 503.1618 503.1614 0.7 6.2 + + +
Maltotetraosa 2.51 665 Cy4H41021 665.2146 665.2146 0.5 4.3 + + +
Ribosa, xilosa, 2.54 149 CsHoOs 149.0455 149.0456 -0.3 12.2 + + +
ribulosa,

arabinosa

Maltosa 3.06 341 C15H21011 341.1081 341.1087 0.8 1.7 + + +
Maltotetraosa 3.06 665 C24H41021 665.2146 665.2142 -0.4 1.8 + - -
Isomaltotriosa 3.65 503.4 C18H31016 503.1618 503.1609 0.5 104 + + +
Rafinosa 4.74 503.4 Ci5H31016 503.1618 503.1616 0.3 7.6 + - +
Estaquiosa 5.25 665 C24H41021 665.2146 665.214 0.9 6.2 + - +
Estaquiosa 5.67 665 C24H41021 665.2146 665.2147 0.9 16.7 + - -
Isolichnose 6.48 665 C24H41021 665.2146 665.2146 0.1 10.8 + - +
Maltohexosa 7.70 989 Cs36H61031 989.3202 989.3203 -0.1 15.7 + + +
Maltohexosa 8.30 989 Cs36He1031 989.3202 989.3171 -1.5 3.2 + + +
1-o-beta-d- 16.96 385 C17H21010 385.114 385.1132 2.1 18.9 + + +
glucopiranosil
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sinapic acid

Isorhapontin 30.86 419 Cy1H2304 419.1348 419.1336 2.7 4.1 + + +
Glucosido + + +
iridoide

Acido 4'-0- 19.35 415 Ci9H27010 415.161 415.1603 1.7 21 + + +
acetilloganico

Acido aspartico  1.98 132 C4HeNO, 132.0302  132.0311 9.1 10 + + +
Acido mélico 2.76 133 C4Hs0s 133.0153  133.0157 9.1 6.7 + + +
Acido succinico 5.89 117 C4Hs04 117.0193 117.0198 -4.1 25.4 + + +
Acido tianshico ~ 37.85 329 CisH3305 329.2333  329.2335 0.1 1.1 + + +
Acido tianshico ~ 39.74 329 C1sH3305 329.2333  329.2334 0 3.4 + + +
Acido tianshico ~ 40.51 329 C1sH3305 329.2333  329.2333 0.1 5.3 + + +

A continuacién se procederd a describir los compuestos por familias que se observan
en la tabla 41, en esta seccidn las sefiales m/z se recogen sin decimales (aunque fueron
obtenidas mediante TOF con 4 decimales) para facilitar la lectura de este capitulo.

e Aminoacidos y derivados

Entre el minuto 1 y 14 se identificd, de manera tentativa, la presencia de los iones
correspondientes a los aminoacidos esenciales como isoleucina m/z 130, tirosina m/z 180,
metionina m/z 148, fenilalanina m/z 164, triptéfano m/z 203 y valina m/z 116 que se hallan
reflejados en la tabla de alimentos proporcionada por el BEDCA y Mariotte y col. "%,
También se encontraron los aminodcidos asparagina m/z 131, glutamina m/z 145, arginina
m/z 173 en las tres variedades; asi como también se detecté la presencia de derivados de

aminoacidos.

302Marotti M. and PiccagliaR. 2002. "Characterization of Flavonoids in Different Cultivars of Onion (Allium cepa
L.)." Journal of Food Science 67(3): 1229-1232.

303Kuon J. and. BernhardR. A. 1963. "An Examination of the Free Amino Acids of the Common Onion (Allium
cepa)a." Journal of Food Science 28(3): 298-304.

304Hansen S. L. 2001. "Content of Free Amino Acids in Onion ( Allium cepa L.) as Influenced by the Stage of
Development at Harvest and Long-term Storage." Acta Agriculturae Scandinavica, Section B - Soil & Plant
Science 51(2): 77-83.
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Entre el minuto 2 y 16 se detectaron gamma-glutamil péptidos, entre los que se
encontraron la gamma-glutamil-leucina dimero m/z 293, glicil-l-prolina m/z 171, l-a-
glutamil-I-triptéfano m/z 332, y gama glutamil fenilalanina m/z 293. La presencia de los
mismos fue confirmada en las tres variedades.

e Compuestos Organosulfurados

Las plantas del género Allium, en especial el ajo y la cebolla, son fuentes muy ricas de
compuestos organosulfurados. Estos compuestos son los que le otorgan al sabor a la
especie, ademas de ser los principales responsables de su bioactividad’”. En este caso se
detectd la presencia de methiin m/z 150, deoxiallin m/z 162, alliin m/z 176, allicin m/z 161,
"y derivados como gamma-glutamil-s-allil-I-cisteina y el dimero |-gamma-glutamil-s-allil-I-
cisteina en las tres variedades, los cuales se han encontrado en estudios realizados por HPLC
en el ajo, donde se observa que existe una estrecha relacién entre los péptidos y los
compuestos organosulfurados™’.

e Compuestos fendlicos polifendlicos y taninos
Acidos hidroxibenzoicos

Entre los acidos hidroxibenzoicos se pudo detectar la presencia del acido vanilico m/z
167iError! Marcador no definido., protocatechuico m/z 153jError! Marcador no definido. y galico m/z
9’ En las tres variedades y la presencia del acido siringico m/z 197 en la cebolla roja y
cebolleta.

305Lawson L. D. 1993.Bioactive organosulfur compounds of garlic and garlic products. Role in reducing blood
lipids. In Human Medical Agents from Plants; ACS Symposium Series 534; Kinghorn, A. D., Balandrin, M. F., Eds.;
American Chemical Society: Washington, DC.pp 306-330.

306 Wang H., LiX., et al. 2010."Quantitative Determination of Allicin in Allium sativum; L. Bulbs by UPLC."
Chromatographia 71(1): 159-161.

307 |chikawa M., ldeN., et al. 2006. "Determination of Seven Organosulfur Compounds in Garlic by High-
Performance Liquid Chromatography." Journal of Agricultural and Food Chemistry 54(5): 1535-1540.

308 Singh, B. N., B. R. Singh, et al. 2009. "Polyphenolics from various extracts/fractions of red onion (Allium cepa)
peel with potent antioxidant and antimutagenic activities." Food and Chemical Toxicology 47(6): 1161-1167.
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Acidos hidroxicinamicos

Entre los acidos hidroxicinamicos se encontraron los acidos cinamico m/z 147, sinapico
m/z 223, ferulico m/z 193 en las tres variedades y la presencia de acido p-cumdrico m/z 163

sélo en la cebolleta, de acuerdo a lo descrito por Seo G. y col’”.

Flavonas

Dos posibles nuevos compuestos pertenecientes a ésta familia fueron detectados con
m/z 425 que corresponderian a la dietil flavona-5,7-dioxiacetato con tiempos de retencidn
de (10.34 min) el cual esta presente en las tres variedades; y (12.71 min) presente en sélo en
la cebolla roja y cebolleta.

Dihidroflavononoles

Se detecté también la presencia de taxifolin glucésido m/z 465 descrita por otros

autores en cebolla roja’’ y cebolleta’, en el minuto 18.99 asi, cuando se observa el
espectro de masas, se puede ver con facilidad la presencia de la aglicona de taxifolin (m/z

303) y un fragmento de glucosa [M-162].

Intens‘i: -MS, 17.06min #1020
x10% ]

Glc-0.0066 — ]

1.0 465.1029
] 239.0674 359.0024
0.5 1950713 425.1526
] 26313787 ] 0 L 4951272
0.0 pttietitpa e 1. |I. II. AR VO W L N I_ (| . ll FYm lll " 56.8'.2454 I613'|2811
200 250 300 350 400 450 500 550 600 mz

Fig. 94. Espectro de taxifolin glucdsido

309 Seo G.W., Chol.Y., et al. 2011. "Isolation and identification of cinnamic acid amides as antioxidants from
Allium fistulosum L. and their free radical scavenging activity." Food Science and Biotechnology 20(2): 555-560.

310 Corea G., FattorussoE., et al. 2005. "Antispasmodic Saponins from Bulbs of Red Onion, Allium cepa L. Var.
Tropea." Journal of Agricultural and Food Chemistry 53(4): 935-940.

311 Ferreres F., GilM.1., et al. 1996. Anthocyanins and flavonoids from shredded red onion and changes during
storage in perforated films. Food Research International. 29: 389-395.
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Curculigdsidos

Otros compuestos que también generan la misma sefial en MS, es decir m/z 465, son
los curculigdsidos, que se extraen desde Curculigo orchioides’”. Esta sefial fue encontrada
sélo en la cebolla roja generando la férmula (C3;H26011) que corresponderia a la de los
curculigdsidos A o D cuyas féormulas se recogen en la figura. Estos compuestos poseen
efectosanti-amiloidogénicos contra péptidos Utilescontra el Alzaimer.’”

R? R?
Al
0.
Ogle o] OMe
R' R’ R’
12 OMe H OH curculigoside A
13 OH H OH curculigoside B
14 OMe OH H curculigoside D

Fig.95. Estructura molecular genérica de los compuestos fendlicos curculigésidos
Flavonoles

Las especies del género Allium se caracterizan por ser una importante fuente de
flavonoides particularmente de flavonoles y dentro de la presencia de quercetina y sus
derivados glicosidico. Asi, la quercetina se observa en el minuto 33.77 con un idn mayoritario
correspondiente a m/z 301, también se observa la presencia en el espectro del dimero m/z
603 y el trimero de éste compuesto m/z 905. Estos compuestos estan presentes en las tres
variedades y concuerda con lo que refiere la literatura al respectoiError! Marcador no
efinido.’iError! Marcador no definido.’iError! Marcador no definido.’iError! Marcador no

316,317,318

definido.”'"'*donde se reporta su presencia en cebolla roja , cebolla blanca iError!

312 Jiang W., FuF., et al. 2011. "Curculigoside A attenuates experimental cerebral ischemia injury in vitro and
vivo." Neuroscience 192(0): 572-579.

313 Riviere C., RichardT., et al.2008. "New polyphenols active on 1>-amyloid aggregation." Bioorganic &;
Medicinal Chemistry Letters 18(2): 828-831.

314 park Y.K. and Lee C.Y. 1996. "ldentification of Isorhamnetin 4-Glucoside in Onions." Journal of Agricultural
and Food Chemistry 44(1): 34-36.

315 Fossen T., PedersenA. T., et al. 1998. "Flavonoids from red onion (Allium cepa)." Phytochemistry 47(2): 281-
285.
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/319320y cebolleta®.La quercetina no sélo se

Marcador no definido.’ jError! Marcador no definido.
encuentra en forma de aglicona sino también en forma de mono-di e incluso triglicésidos
segun refiere Slimestad y col’”.Asi, se detecté la presencia de mono glucésidos de
quercetina en los tiempos de retencidon de 24.40, 24.61, 27.40 y 27.40 min que tienen un
m/z de 463. En los espectros de masas de estos compuestos se observa la presencia de la
aglicona (301) y la fraccién de glucosa correspondiente a [MH-162], que corresponderian a
los isdmeros glucosidicos de quercetina 4,7, 3 descritos en bibliografiaiError! Marcador no

efinido..

De la misma manera, se detectd la presencia de cinco isdmeros diglucdsidicos de
quercetina m/z 625, los cuales en su totalidad se observan en la cebolla roja y blancaiError!
arcador no definido.y solo dos en la cebolleta. Asi, en el espectro masas de estos compuestos se
observa la presencia de la aglicona (301) y dos fracciones de glucosa [MH-162]iError! Marcador

no definido..

Se debe mencionar también que se observd la presencia de derivados glicosilados de
quercetina como es el caso de la hesperidina o quercetina rutinésido m/z de 609. La
presencia de este compuesto fue recogida por Slimestad y coliError! Marcador no definido.,
echo que se corrobora en este estudio, donde se detecta la presencia de este compuesto en
el min 27.15 en las tres variedades.

En su espectro de masas se pueden verlas sefiales correspondientes a la aglicona (301)
y los fragmentos de azlcares [MH-162] y [MH-146]. Se observa también en el mismo

316 Corea G., FattorussoE., et al. 2005. "Antispasmodic Saponins from Bulbs of Red Onion, Allium cepa L. Var.
Tropea." Journal of Agricultural and Food Chemistry 53(4): 935-940.

317 Price K.R., BaconlJ.R., et al.1997. "Effect of Storage and Domestic Processing on the Content and Composition
of Flavonol Glucosides in Onion (Allium cepa)." Journal of Agricultural and Food Chemistry 45(3): 938-942.

318Marotti M. and PiccagliaR.2002. "Characterization of Flavonoids in Different Cultivars of Onion (Allium cepa
L.)." Journal of Food Science 67(3): 1229-1232.

319 Zill e, H., M. Abert Vian, et al. 2009. "Clean recovery of antioxidant flavonoids from onions: Optimising
solvent free microwave extraction method." Journal of Chromatography A 1216(45): 7700-7707.

320 Lombard K., E. Peffley et al. 2005. "Quercetin in onion (Allium cepa L.) after heat-treatment simulating home
preparation." Journal of Food Composition and Analysis 18(6): 571-581.

2iMiean K.H. and MohamedS. 2001. "Flavonoid (Myricetin, Quercetin, Kaempferol, Luteolin, and Apigenin)
Content of Edible Tropical Plants." Journal of Agricultural and Food Chemistry 49(6): 3106-3112.

322 Slimestad R., FossenT., et al. 2007. "Onions: A Source of Unique Dietary Flavonoids." Journal of Agricultural
and Food Chemistry 55(25): 10067-10080.
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espectro la sefial 321 que corresponde a otro compuesto que estd presente en mayor
cantidad cuya parte final que coeluye con este compuesto.

Intens. | -MS, 27.15min #1622, -Spectral Bkgrnd

Gl - 00167 —— Fuc+0.0342 ———
° 463.0878 609.1799
321.1543

ol 1 w .
200 300 400 500 600 700 mz

Fig. 96. Espectro de masas de hesperidina

Otro derivado de la quercetina que se detectd es la quercetina rutindsido m/z de 609.
En su espectro de masas se observa la aglicona (301) y el fragmento [MH-308]en el minuto
22.80, presente en este caso en la cebolla roja y blanca siendo un nuevo compuesto descrito
para el caso de la cebolleta como se observa en la siguiente figura.

iiens-3 -MS, 22.80min #1363
4000 3
3000 3 308.0802 —————

3 609.1462
2000 3

E 167. 0338 358. 1940 4542632
1000 3

0 3 | |IAI I, |.| A.A 111 827-?519
T T
200 800 1000 miz

Fig. 97. Espectro de masas de quercetina rutindsido

Otros flavonoles que estdn presentes en cebolla y cebolleta en cantidades traza son los
flavonoles kaempferol, luteolina, y apigenina cuyos compuestos glicésilados también
coexisten. Asi, se detecto la presencia de kaempferol m/z 285iError! Marcador no definido. en el
inuto 37.63 en las tres variedades cuyo derivados glucosado se detectd en el minuto 27, el
espectro correspondiente a este compuesto muestra la aglicona (285) y el fragmento [MH-
162] el cual se observa en las tres variedades. El siguiente flavonol observado fue la luteolina
m/z 285 en el minuto 33.59 la cual se presenta en las tres variedades.

Por otra parte, se detecté isorhamnetin m/z 315 un flavonol metilado, en las tres
variedades. Marotti y col ya habian descrito la presencia de este compuesto en varios tipos
de cebolla, determinando incluso la cantidad de los mismos. Sin embargo, es la primera vez
gue dicho compuesto se detecta en cebolleta. Y al igual que los anteriores flavonoles, se
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detectd la presencia de tres isomeros glucosados,: isorhamnetin glucésido m/z 477 que
también habian sido ya determinados en cebolla roja y blanca®pero no en cebolleta.
Pudiéndose observar en el espectro de masas la aglicona 315 y el fragmento [MH-162] en los
minutos27.01, 28.69, y 28.59. De igual modo, se encontraron diglucésidos de isorhamnetin
m/z 639, cuya presencia ha sido referenciada en cebolla roja y tiernaitrror! Marcador no
definido.. En nuestro caso el idon extraido 639 presentaba dos picos en la cebolla roja y
cebolleta en los minutos 15.89 y 22.83; que corresponderian segun bibliografia a los
compuestos isorhamnetin 3-0-glucdsido 7-O-ramnédsido e isoramnetin-3-glucosido-4'-

glucosido, respectivamente™.

Otro flavonol que se detectd fue la miricetina m/z 317 que previamente habia sido
halladasélo en la cebolla tierna jError! Marcador no definido.y que en este caso se
bserva en las tres variedades en el minuto 21.08. También se encontraron derivados
glicosidicos de este compuesto; asi la miricetin 3-O-rutinoside podria estar presente en las
tres variedades pues su espectro de masa muestra la presencia de la aglicona (317) y dos
azucares glucosa y fructuosa.

Intens._| -MS, 20.99min #1255
x105 |
0.8 Glc - 0.0871 —1
1 625.1397
0.6
J Fuc - 0.0001
0.4
0.24 317.0282
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. T Y 1 T T
200 400 600 800 1000 mz

Fig. 98. Espectro de masas de miricetin rutindsido
Otros flavonoides

Entre el grupo de flavanonas se detectd la presencia de naringenin m/z 271 en las tres
variedades, apareciendo este compuesto con un tiempo de retencién de 36.98.

323 Park Y.K. and LeeC. Y.1996. "ldentification of Isorhamnetin 4’-Glucoside in Onions." Journal of Agricultural
and Food Chemistry 44(1): 34-36.

324R6sch D., Bergmann M., Knorr D., Kroh L.W. 2003.Structure-Antioxidant Efficiency Relationships of Phenolic
Compounds and Their Contribution to the Antioxidant Activity of Sea Buckthorn Juice.Journal of Agricultural
and Food Chemistry 51:4233 -4239.
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Entre las isoflavonas se detecté un compuesto con m/z de 287 en el minuto 39.47 que
podria ser el 7,2'-dihidroxi-4'-metoxi-isoflavanol cuya férmula molecular es C17H160s, el cual
estad presente en las tres variedades.

Dentro las cumarinas se detectd la presencia de la furanocumarina, chalepensin
(xilotenin) m/z 253 (Ci6H1403) que aparece en el minuto 23.8, en la cebolla roja y la
cebolleta.

Finalmente dentro de la familia de los flavonoides de observé la presencia de una
dihidrochalcona glucosilada denominada asebotin m/z449 cuya presencia ha sido descrita en
fuentes vegetales’que refiere propiedades antihipertensivas y antihelminticas™. A este
grupo le corresponde la fdrmulaCy;H,5010 ¥ ha sido encontrado en las tres especies Allium
incluidas en este estudio.

Fig 99. Estructura molecular de asebotin (dihidrochalcona glucosada).
Otra dihidrochalcona glucosada que se encontré6 fue davidigenin (4,2'4'-
trihidroxidihidrochalcona2'-O-(6"-0-4"'-hydroxibenzoil)-B-glucédsido) m/z 257, cuya férmula

molecular corresponde a C15H1404.Aparece en el minuto 39.02 en las tres variedades.™

Glicosidos esteroideos

325 Nkengfack A. E., F. R. Van Heerden, et al.2001. "Asebotin, a dihydrochalcone glucoside from Guibourtia
tessmannii." Fitoterapia 72(7): 834-836.

326 AdjanohaonE.)., Ake AssiL..Medecine traditionelle et pharmacopee.1984. Contribution aux Etudes
Ethnobotaniques et Floristes en Republique Populaire du Congo, Agence de Cooperation Culturelle et
Technique (ACCT), Paris p. 39

327 Desire O., RiviereC., et al. 2010. "Antispasmodic and antioxidant activities of fractions and bioactive
constituent davidigenin isolated from Mascarenhasia arborescens." Journal of Ethnopharmacology 130(2): 320-
328.
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Dentro de esta familia se detectd la presencia de diferentes compuestos terpénicos
como tanshinone m/z 293 (C19H1303) cuyo pico se observa en el minuto 22.88 el cual se
detectosdlo en la cebolla roja en este estudio. Este compuesto ha sido descrito como un
importante compuesto bioactivo, que es una naftoquinona diterpenoide aislada a partir de
la raiz de Salvia miltiorrhiza.”””* La deteccidn de la presencia de estos compuestos en este
analisis se debe a la potencialidad de la técnica analitica utilizada en especial de HPLC*'.Otro
compuesto terpénico que se detectd fue alliofuranoside A m/z 887 descrito por Kravets y
col. en 1986 en Allium cepa. Este compuesto y un isémero del mismo se observan en las
tres variedades, apareciendo en losminutos 27.67 y 27.72 respectivamente.

Asi  también en el perfil obtenido se puede observar la presencia
devariosalliospirdsidos, asi se observa un pico con un m/z 753 alliospirosido D (C3gHg2014)
que fue encontrado en Allium cepa L. por Amhad col.””En este caso este compuesto sélo se
detecta en cebolla blanca apareciendo en el perfil como dos picos que corresponden a dos
isdmeros que tienen tiempos de retenciéon de 32.42 y 33.24 min. Otro isémero también
descrito en cebolla fue el alliospirosido B m/z 899°”, del que se observan dos picos con
tiempos de retencién 40.83 y 42.37 (minutos) el cual se observa en cebolla roja y blanca.
También se observéel alliospiroside C m/z 723 (C3gHs9013) encontrado en Allium cepa,”™ se
observa como dos isémeros que aparecen con tiempos de retenciéon de 35.85 y 36.40

328 park E. J., JiH.Y., et al.2008. "Simultaneous determination of tanshinone |, dihydrotanshinone |, tanshinone
IIA and cryptotanshinone in rat plasma by liquid chromatography—tandem mass spectrometry: application to a
pharmacokinetic study of a standardized fraction of Salvia miltiorrhiza, PF2401-SF." Biomedical
Chromatography 22(5): 548-555.

329Sun J., YangM., et al.2007."Profiling the metabolic difference of seven tanshinones using high-performance
liquid chromatography/multi-stage mass spectrometry with data-dependent acquisition." Rapid
Communications in Mass Spectrometry 21(14): 2211-2226.

330 Hunter I.R., WaldenM.K., et al. 1981. "High-Performance Liquid Chromatography, Infrared and Raman
Spectra of Steroidal Sapogenins." Journal of Natural Products 44(3): 245-251

31 Kravets S. D., VollernerY. S. et al. 1986. "Steroids of the spirostan and furostan series from plants of the
genus Allium. XXI. Structure of alliospiroside a and alliofuroside a from Allium cepa." Chemistry of Natural
Compounds 22(2): 174-181.

3B2Ahmad V. U. and BashaA.2006. Alliospiroside D Spectroscopic Data of Steroid Glycosides: Stigmastanes,
Furostanes, Spirtostanes, Springer US: 1314-1315.

33 Kravets C., VollernerY., et al. 1986. "Steroids of the spirostand and furostan series from plants of the
genusAllium Il. The structure of alliospiroside B from;Allium cepa." Chemistry of Natural Compounds 22(5):
553-556.

34Ahmad V. U. and BashaA.2006. Alliospiroside C Spectroscopic Data of Steroid Glycosides: Stigmastanes,
Furostanes, Spirtostanes, Springer US: 1256-1256.
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(minutos) de los cuales el primero se observa en las tres variedades y el segundo sdlo en
cebolla blanca y cebolleta. Un ultimo alliospirdsido que se detecté fue el aliospiroside A m/z
707con férmula (CsgHs9O1z)descrito por Ahmad y col.iError! Marcador no definido. El cual
resenta dos picos con tiempos de retencion de 44.52 y 44.59 (minutos) los cuales se
observan en las tres variedades estudiadas.

La presencia de la sefialm/z 899 podria corresponder a ascalonicoside B ((255)-spirost-
5-ene-1pB,3 B-diol 1-O-(a-L-ramnopiranosil-(1->2)-B-D-galactopiranosido) (C4sH71015 ) que fue
encontrado en Allium cepal por Ahmad y col.iError! Marcador no definido.Dicho compuesto se
bserva en las tres variedades en elminuto 32.42.

Una saponina que se detecté fue la chinenoside V m/z 915 (26-0-B-glucopiranosil-35,
26-dihidroxi-23-hidroximethil-25-(R)-5a-furost-20(22)-en-6-ona 3-0O-a-arabinopyranosyl
(1->6)-B-glucopiranosido), cuya presencia fue determinada en Allium cinense por Peng. y

col.,” el cual en este caso sélo se encontré en la cebolla blanca con un tiempo de retencién
de 33.67 minutos .

Finalmente se observd una m/z 737 que corresponderia a nuatigenina glucésido su
presencia fue descrita en Allium vienale por Ahmad y col., 2006 **que en este estudio se
observa en las tres variedades estudiadas en el minuto 42.44.

Otro importante grupo de compuestos que fueron detectados fue el de los sacaridos
en los que se describe la presencia de las siguientes familias:

e Carbohidratos
Monosacaridos
Dentro de esta familia sdlo se encontrd la ribosa m/z 149 en el minuto 2.54.
Oligosacaridos

Los carbohidratos no estructurales constituyen cerca del 80% de la materia seca del
bulbo de la cebolla siendo la glucosa, fructuosa y sucrosa los carbohidratos que mayor

335 peng J., YaoX., et al. 1996. "New Furostanol Glycosides, Chinenoside IV and V, from Allium chinense." Planta
Med 62(05): 465,468.

36 Ahmad V.U. and BashaA.2006. Allium Vineale Saponin 2Spectroscopic Data of Steroid Glycosides:
Stigmastanes, Furostanes, Spirtostanes, Springer US: 743-743.
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proporcion tienen (28%, 24% y 10%, respectivamente). Asi, se detectd la presencia de
sucrosa m/z 341"y del dimero de sucrosa m/z 683°*en el minuto 2.39 del analisis.

Un importante porcentaje de sacaridos que presenta la cebolla (10 % del total de
carbohidratos), son los tetrasacaridos. En este caso se ha detectado la presencia de
estaquiosa m/z 665 como dos isdmeros, el primero con un tiempo de retencion de 5.25
presente en cebolla roja y cebolleta y otro isémero presente en el minuto 5.67 que sdlo se
observa en la cebolla roja.

También dentro de esta familia se observaron oligosacdridos cuya presencia en cebolla
fue descrita por Benkeblia y col.,”” detectandose la presencia de los siguientes sacaridos en
éste estudio: maltotetraosa en cebolla roja en el minuto 3.06,isomaltotriosaiError! Marcador
o definido. presente en las tres variedades y no sélo en cebolla roja como refiere la
bibliografia, isolychnose, (3f-alfa-D-galactosilrafinosa), rafinosa presente en cebolla roja’y
en cebolleta al minuto 6.48 y 4.74, respectivamente y finalmente maltohexaosa, presente en

las tres variedades
e Estilbenos

En este grupo se detectd el glicdsido isorhapontin, m/z 419 el cual aparece en el min
30.76 y que sedetectd en las tres variedades.

e Acidos Orgdnicos

Entre los dcidos organicos se detectd la presencia del acido aspartico, malico, maldnico
y succinico los cuales se observan en las tres variedades. Por ultimo mencionar que se
encontro el acido tiansico (tianshic acid) m/z 329 en el minuto 37.85 el cual se observé en las
tres variedades.

37 Gennaro L., LeonardiC., et al. 2002. "Flavonoid and Carbohydrate Contents in Tropea Red Onions: Effects of
Homelike Peeling and Storage." Journal of Agricultural and Food Chemistry 50(7): 1904-1910.

38Davis F., TerryL. A., et al. 2007."Effect of Extraction Procedure on Measured Sugar Concentrations in Onion
(Allium cepa L.)Bulbs." Journal of Agricultural and Food Chemistry 55(11): 4299-4306

39 Benkeblia N., UenoK., et al. 2005. "Variation of fructooligosaccharides and their metabolizing enzymes in
onion bulb (Allium cepa L. cv. Tenshin) During Long-term Storage." Journal of Food Science 70(3): S208-5214.

340Siddeshwar S., Kondal Reddy K. *, Madhava Rao T., Arun K. and Reddy P.V.M. 2008. Screening and Estimation
of Pre-biotic Oligosaccharides in Fruits and Vegetables Current Trends in Biotechnology and Pharmacy, Vol.2 (1)
183-191
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Conclusiones

De manera general podemos afirmar que los perfiles cromatograficos obtenidos para
la cebolla roja, cebolla blanca y cebolleta respectivamente fueron muy similares desde un
punto de vista cualitativo; es decir un importante nimero de compuestos resueltos estan
presente en las tres muestras. Pero aun asi hubo compuestos que sélo fueron hallados en
una sola variedad, como por ejemplo tanshinone y curculigosidos en cebolla roja,
alliospiroside D en cebolla blanca. En otros casos, algunos compuestos estuvieron presentes
en dos variedades y ausentes en la tercera variedad. Tal es el caso de la cebolla blanca en la
que no se observa la presencia de dacido siringico, taxifolin glucdsido, dietilflavona-5,7-
dioxiacetato y diglucdsidos de isorhamnetin.

La cebolleta es probablemente la matriz que ha sido menos estudiada de las tres que
aqui se analizaron, asi que este capitulo puede ser considerado como un aporte en la
caracterizacion exhaustiva de una matriz cuya composicion es bastante desconocida.
Ademas aunque la cebolla roja y blanca han sido evaluadas en un mayor niumero de
estudios, no en muchos de dichos trabajos se empleaba MS como sistema de deteccion, asi
los datos que aqui se recogen seran completados con analisis MS/MS para corroborar la
identidades referidas en el presente trabajo ademas de lograr los datos cuantitativos en un
futuro préoximo. Datos experimentos se estan llevando a cabo en las instalaciones de nuestro
grupo de investigacion.
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Capitulo V

Estudio evolutivo del perfil metabdlico de frutos de
aguacate (Persea americana) mediante un nuevo
método CZE-ESI-IT MS
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OBJETO DEL CAPITULO

En el presente trabajo describimos un nuevo método basado en el uso de la técnica de
electroforesis capilar en zona (CZE) acoplada a espectrometria de masas con trampa de
iones (IT MS), mediante la interfase (ESI). Este acoplamiento puede ser considerado una
poderosa herramienta para el analisis metaboloma.

El método desarrollado es un método simple que permite la deteccion y cuantificacidon
de metabolitos de interés presentes en matrices vegetales. En este caso, la matriz sobre la
que se trabajo fue el fruto aguacate Persea Americana, llevando a cabo la determinacidn de
flavonoides, acidos fendlicos, vitaminas, polialcoholes y acidos organicos.

Utilizando el mencionado método se ha podido realizar también un seguimiento del
desarrollo metabdlico de este fruto durante el proceso de maduracién.
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V.1. Generalidades del aguacate (Persea americana)

El aguacate o palto (Persea americana Mill) es un arbol que pertenece a la familia de
las Lauraceas, abarca ocho familias y unas 2.500 especies (muchas de las cuales presentan
interesantes estructuras botdnicas y algunas tienen valor econdmico por los productos utiles
que se extraen de ellas).

El mismo es originario de América Central (México, Guatemala, Antillas)®**!

y alcanza
una altura de 30 metros. Este arbol tiene una distribucién en dreas tropicales vy
subtropicales. De hecho su cultivo se fue extendiendo por América (Guatemala, Perq,
Venezuela) y a partir del descubrimiento de América, por otros paises calidos, ya que ha
demostrado facil adaptacién a otras regiones tropicales, razén por lo que su fruto puede ser

incluido entre los frutos tropicales. En Espafia se cultiva en Andalucia y Canarias.

Fig. 100. Aspecto de un fruto de aguacate de la Hass.
V.1.1. El fruto

El fruto se conoce como aguacate o palta y es comestible. La evidencia mas antigua del
consumo de esta fruta data de 7000 afos A. C., encontrada en una cueva localizada en

Coxcatlan, Puebla®*.

En funcion de la variedad, el fruto tendra forma piriforme (forma de pera), ovoide,
oblonga o esférica, cuyas dimensiones van de 7 a 20 cm de largo y de 8 a 20 cm de didmetro

*IChen H., MorrellP. L., et al. 2009. "Tracing the Geographic Origins of Major Avocado Cultivars." Journal of

Heredity 100(1): 56-65.

*2Smith C.E. Jr. 1966. Archeological evidence for selection in avocado. Economic Botany 20: 169-175.


http://www.guiametabolica.org/sites/default/files/aguacates_2_0.jpg
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en su parte mayor, una semilla central grande de aproximadamente 5-6.4 cm de largo y 250

gramos de peso, por lo que su peso total puede oscilar entre los 100 y 1000 gramos343.

De igual modo, también en funcion de la variedad, la piel presentard una superficie
rugosa o lisa de color verde oliva, morado o incluso negro; la pulpa, por lo general, tiene
consistencia pastosa de color amarillo palido o verde-amarillenta. Respecto a la pulpa,
podemos decir que es rica en aceites vegetales, y es apreciada por sus atributos sensoriales,
en especial por el sabor, el cual puede resultar bastante peculiar, sin ser dulce, ni acido, ni
aromatico; se menciona que el sabor es ligeramente nogado (olor a nuez). El sabor es
considerado un importante factor de seleccidn, siendo las especies preferidas por esta

propiedad las variedades Hass y Fuerte®**.

Con respecto a las variedades, en el mundo existen cerca de 500 variedades de
aguacate, que difieren, tal y como se mencionaba previamente, en la forma de la fruta y el
color. Todas estas especies derivarian de tres razas que son: mexicana (M), guatemalteca (G)
y antillana (A), las cuales presentan unas caracteristicas propias en cuanto a sus hojas,
frutos, periodo de floracién, formacidn del pedunculo, vida del fruto post-cosecha, etc. De
entre todas las variedades existentes, aquellas de mayor consumo se recogen a
continuacion:

Tabla 43. Variedades comerciales de aguacate

Variedad Peso fruta Produccion Sabor Color cascara
promedio

lorena A 430 muy buena muy bueno verde amarillo
trapp A 450 muy buena muy bueno verde amarillo
trinidad GxA 560 muy buena bueno verde oscuro
booth7 GxA 450 muy buena muy bueno verde oscuro
both8 GxA 485 muy buena bueno verde
Monroe GxA 850 buena bueno verde oscuro
choquette GxA 900 muy buena muy bueno verde oscuro
hass G 250 muy buena muy bueno verde

fuerte MxG 310 buena muy bueno verde

reed G 425 muy buena muy bueno verde

343Dembitsky V. M., PoovarodomS., et al. 2011. "The multiple nutrition properties of some exotic fruits:

Biological activity and active metabolites." Food Research International 44(7): 1671-1701.

344

fruto de palto (Persea americana Mill.)." Agricultura Técnica 64: 89-94.
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Para este estudio se han tenido en cuenta las variedades de mayor cultivo y consumo
en Espafia que son Hass, Reed, Bacon y Fuerte, las cuales a continuacién se describen
brevemente.

Hass

Fue desarrollado por Rudolph Hass, en La Habra Heights (California), en 1926. Es un
fruto piriforme, que pesa aproximadamente 210 g; tiene la piel rugosa y oscura en el arbol,
la cual se torna negra y suave al madurar, la pulpa es cremosa y amarilla. El arbol empieza a
dar fruto a partir del segundo afo de vida y puede soportar temperaturas de -1 °C. Su cultivo
es el mayor a nivel mundial pues corresponde al 80% de los aguacates cultivados. Se
produce en México, California y en Espafia, concretamente en la zona de Andalucia.

Bacon

Esta variedad fue desarrollada por James Bacon en 1928 en Bueno Park (California). Es
un fruto ovoide, de tamafio mediano (pesa aproximadamente 360 g), la piel es lisa de tacto
suave y de color amarillo-verde, la cual al madurar cambia ligeramente a un tono mas
oscuro; la pulpa es muy palida de color amarillo-verdosa. El arbol es alto y delgado y muestra
excelente resistencia a las heladas -52C; es una variedad muy cultivada en Espafia.

Fuerte

Es originario de Atlixco-México; es un fruto piriforme, con un peso de 450 g; la piel es
de color verde oscuro con pequefios puntos levantados palidos; la pulpa es cremosa de
sabor suave, y la semilla es pequefia (en comparacién con la de otras variedades). Su
nombre se debe a que soporté una fuerte helada a -32C en California en 1913, por lo que se
puede afirmar que estos arboles son resistentes a bajas temperaturas.

Reed

Es originario de San Diego (California), fue desarrollado por James S. Reed en 1948. Es
un fruto redondo, de piel gruesa y de color verde que se torna oscura gruesa y brillante y
que resulta facil de pelar al madurar. Es una fruta grande cuyo peso oscila entre 280 y 680 g;
resiste temperaturas de -12C, y es mayormente cultivado en Israel, Kenia, Sudafrica y
Espafia.
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V.2. Importancia econdmica del aguacate

Una caracteristica importante de este fruto que no ha sido aun mencionada es el que
el aguacate es un fruto climatérico, esta propiedad es aprovechada para su comercio, por lo
gue el mismo ha adquirido importancia econdmica para varios paises productores.

Asi al ser un fruto climatérico, alcanza una madurez de recogida (fisiolégica o de
cosecha) en el arbol en la que tiene aproximadamente un 23% de materia seca, por lo que
los frutos se recogen verdes y duros los cuales se mantienen en refrigeradoresa 3,3a 5,6 ° C,
conservandose asi hasta que lleguen a su destino final donde obtendrdn la madurez de
consumo en unos pocos dias a temperatura ambiente (o bajo la influencia de etileno). La
determinacién del momento 6ptimo de cosecha del fruto de palto es dificil y, por eso, en
algunos paises se han determinado niveles minimos de aceite que garanticen una buena
aceptabilidad.

Asi cada afio se siembran mayor nimero de hectdreas de aguacate debido a que este
fruto es considerado por algunos como el “oro verde”, lo que ha hecho a otros paises barajar
como una practica apropiada la siembra del producto con variedades tales como Hass,
Fuerte, Reed, Green.

V.2.1. Niveles de produccion
Produccidn
Segun la pagina de datos estadisticos de la FAO México (38%), Estados Unidos de

Norteamérica (7,5%) y Republica Dominicana (6,3%) son los principales productores vy
exportadores de aguacate, ocupando Espana el undécimo lugar.

Top production - Aguacates - 2010
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Fig. 101. Produccion de aguacate a nivel mundial.
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Los principales importadores de aguacate a nivel mundial son paises como Francia,
Reino Unido y Alemania, Canad3, Japén y los Estados Unidos de Norteamérica.

V.3. Composicion nutricional

Como va se indico antes la parte comestible del fruto es la pulpa cuyo contenido de
nutrientes depende notablemente de la variedad, el grado de madurez, las condiciones de
cultivo, etc. La palta, al igual que la leche, es un alimento muy completo; incluso se sefiala
que posee valor energético mas alto que la banana y la carne.

El nivel de proteinas en relacién a otros frutos es bastante alto ya que estos alcanzan
como minimo un 2,1% de proteinas También representa una fuente de vitaminas,
principalmente de vitamina Ay B. Ademas presenta alcoholes y azlcares poco usuales, como
Perseitol y D-manoheptulosa361.

Es importante sefialar que el acido graso dominante en la palta es el oleico (entre el 70
y el 80%), el cual se acumula en las células preferentemente bajo forma de triglicéridos.
Cuanto mayor es el contenido de aceite menor es el de agua en el mesocarpo. Otros acidos
grasos que se forman con el desarrollo del fruto, si bien en proporciones muy inferiores al
oleico, son el linoleico (10- 11%) y el palmitico (casi un 7%). También aparecen trazas de
acido estedrico, miristico, linolénico y araquidico. En cualquier caso los acidos grasos
insaturados prevalecen en la composicion, haciendo el aceite de palta muy apto para la
alimentacion. El siguiente esquema presenta los contenidos nutricionales tipicos recogidos
por la USDA.

V.4. Propiedades funcionales

Los aguacates proporcionan, tal y como podia observarse en la tabla anterior,
alrededor de veinte nutrientes esenciales, incluyendo fibra, potasio, vitamina E, vitamina B y
acido félico. También actian como un "refuerzo de nutrientes", al permitir que el cuerpo
absorba mas nutrientes solubles en grasa, tales como a- y B-caroteno y luteina en los
alimentos que se comen con la fruta.

La Guia Alimentaria de la American Heart Association (AHA) recomienda una dieta que
tenga, por lo menos, cinco porciones de frutas y vegetales Dicha dieta ha de contener hasta
un 30% de calorias provenientes de grasas insaturadas (principalmente) y ser baja en grasas
saturadas, grasas trans y colesterol, y sodio, mientras que ha de ser rica en potasio. Los
aguacates pueden ayudar a cumplir las directrices de la dieta de la AHA porque tienen
grasas, tanto monosaturadas y poliinsaturadas y contienen potasio.
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( Nutrientes Minerales \

Agua 73.23 g Calcio, Ca 12 mg
Energia 160 kcal Hierro, Fe 0.55 mg
Proteina 2.00 g Magnesio, Mg 29 mg
Lipido totales 14.66 g Fosforo, P 52 mg
Carbohidrate, por diferencia 8.53 g Potasio, K 485 mg
Fibra, total 6.7 g Sodio, Na 7 mg
Azlcares, total 0.66 g Zinc, Zn 0.64 mg

Vitaminas
Lipidos Vitamina C, total ascorbic acid 10.0 mg
) Tiamina 0.067 mg
Acidos grasos saturados totales 2.126 g Riboflavina 0.130 mg
Acidos grasos, total monoinsaturados 9.799 g Niacina 1.738 mg

Vitamina B-6 0.257 mg
Folato, DFE 81 mcg_DFE
Colesterol 0 mg Vitamina B-12 0.00 pg
Vitamina A, RAE 7 mcg_RAE
Otros Vitamina A, IU 146 IU

Cafeina 0 mg Vitamina E (alfa-tocoferol) 2.07 mg
Vitamina K (filoquinona) 21.0 pug

Fig. 102 Esquema del contenido nutricional del aguacate.

Acidos grasos, total poliinsaturados 1.816 g

Los aguacates son también una rica fuente de metabolitos secundarios, que resultan
utiles para el tratamiento o prevencion de una serie de enfermedades; asi lo sugieren
numerosos estudios e informes farmacolégicos que indican que sus extractos tienen
actividad:

Anticolesterlemica, debida a la presencia de beta-sitosterol que es ampliamente
prescrito como un farmaco anti-colesterol pues interfiere con la absorcién de colesterol,
promoviendo asi los niveles mas bajos de colesterol. Los analisis de laboratorio han

=
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demostrado que los aguacates contienen 76 mg de beta-sitosterol por cada 100 gramos de

fruta fresca y comestible™.

, debida a la presencia de glutatién que se compone de tres aminodacidos,
acido glutdmico, cisteina, glicina y que funcionan como antioxidantes. Los estudios han
revelado que los aguacates contienen 17,7 mg de glutatién por 100 gramos de fruta
comestible crudo. Esto es mas de tres veces la cantidad de cualquier otra fruta. Los estudios
han revelado una fuerte correlacién entre el consumo de glutatién aumento y disminucién
del riesgo de cancer oral y faringeo. La disminucién en el riesgo sélo se produjo cuando el
glutation vino de frutas y verduras crudas.

V.5. Andlisis de metabolitos de aguacate. Estudios realizados

La complejidad del metaboloma de una planta es muy elevada, ya que hay un sinfin de
compuestos organicos -productos del metabolismo primario y secundario de la planta- que
estdn presentes en las frutas y vegetales. La division entre metabolitos “primarios” y
“secundarios” es bastante tipica cuando se trabaja en metaboldmica de plantas, tal y como
se recogia en la introduccién de la presente memoria. En la misma, se mencionaba que los
metabolitos primarios estan directamente relacionados con el crecimiento, desarrollo y
reproduccién (carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos, acidos organico...); mientras que
aquellas sustancias que determinan el color de una fruta o vegetal, protegen la planta frente

a microorganismos y herbivoros, etc., son descritos como metabolitos secundarios®***""

La diversidad quimica de las plantas hace que para llevar a cabo una caracterizacién
profunda de su metaboloma, haya que usar herramientas bastante sofisticadas con als que
actualmente se cuenta dentro de la Quimica analitica.

345 Duester KC.J Avocado fruit is a rich source of beta-sitosterol. (2001) Journal of the American Dietetic
Association 101(4): 404-405.

** Haeuduer, 1965; Human, 1987 D.S. Seiger. 1998. Plant secondary metabolism. Dordrecht,
The Netherlands: Kluwer Academic Publishers. p 592.

347 A. Crozier, M. Clifford, H. Ashihara. 2006. Plant secondary metabolites: occurrence, structure and role in the
human diet. Oxford, U. K.: Blackwell Publishing Ltd. p 384.).
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Las fracciones que mas se conocen del aguacate son las que incluyen a los acidos
grasos y a los triglicéridos®*®**, habiendo sido también determinado en numerosas
ocasiones el contenido en materia seca de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn y B, y los

azUcares y carbohidratos presentes en el mesocarpio del fruto de aguacate™ *'

En lo que respecta a la caracterizacion de metabolitos secundarios de esta fruta,

podemos mencionar la exhaustiva revisién bibliografica elaborada por Ding y col.”, que
dividia los metabolitos en: alcoholes alifaticos (acetogeninas alifaticas), glicésidos de

terpenoides, derivados de furanos, flavonoides y cumarinas.

La fraccion fendlica ha sido estudiada en profundidad sélo recientemente. En algunos
articulos en los que se determinaban compuestos fendlicos en diferentes frutas, se incluia la
identificacion y cuantificacién de algunos de ellos en aguacate como Torres y
col.1987°%,Pascual y col., 2000*; Arts y col., 2000° ; Harnly y col., 2006™° quienes fueron

348 Effect of Varietal Differences on Composition and Thermal Characteristics of Avocado Oil Journal of the
American Oil Chemists Society. 88, 12, 1997-2003

349 Ozdemir, F; Topuz, A. (2004). Changes in dry matter, oil content and fatty acids composition of avocado
during harvesting time and post-harvesting ripening period. Food chemistry., 86, 1, 79-83.

350 Richings, EW; Cripps, RF; Cowan, AK. (2000). Factors affecting 'Hass' avocado fruit size: Carbohydrate,
abscisic acid and isoprenoid metabolism in normal and phenotypically small fruti. Physiologia plantarum., 109,
1, 81-89.

351 Salazar-Garcia, S. Gonzalez-Duran, I. J. L.; Tapia-Vargas, L. M. (2011). Influencia del clima, humedad del suelo
y época de floracidn sobre la biomasa y composicién nutrimental de frutos de aguacate "Hass" En Michoacan,
México. Revista Chapingo. Serie Horticultura, Mayo-Agosto, 183-194.

352 Ding, H., Y.-W. Chin, et al. (2007). Chemopreventive characteristics of avocado fruit. Seminars in Cancer
Biology 17(5): 386-394.

353 Torres, A. M.; Mau-Lastovicka, T.; Rezaaiyan, R. (1987). Total phenolics and high-performance liquid
chromatography of phenolic acids of avocado. J. Agric. Food Chem., 35, 921-925.

354 pascual-Teresa, S.; Santos-Buelga, C.; Rivas-Gonzalo J. C. (2000) Quantitative analysis of flavan-3-ols in
Spanish foodstuffs and beverages. J. Agric. Food Chem., 48, 5331-5337

355 Arts, |. C. W.; van de Putte, B.; Hollman, P. C. H. (2000). Catechin contents of foods commonly consumed in
the Netherlands. 1. Fruits, vegetables, staple foods, and processed foods. J. Agric. Food Chem., 48, 1746—-1751.

356 Harnly, J. M.; Doherty, R. F.; Beecher, G. R.; Holden, J. M.; Haytowitz, D. B.; Bhagwat, S.; Gebhardt, S. (2006).
Flavonoid content of U.S. fruits, vegetables and nuts. J. Agric. Food Chem., 54, 9966—9977.
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pioneros determinando acidos fendlicos en esta fruta y Hurtado-Fernandez y col., 20117

han publicado recientemente varios articulos en los que se lleva a cabo una caracterizacién
cualitativa y cuantitativa de un gran nimero de compuestos en esta matriz. Cabe mencionar
también algunos interesantes trabajos donde se analizan las procianidinas y pigmentos
presentes en la fruta de Persea americana®

V.6 Materiales Y Métodos
V.6.1. Reactivos

Los reactivos utilizados en la preparacion de las diferentes disoluciones fueron:
hidréxido de sodio de Panreac (EEUU), acetato amdnico de Sigma Aldrich (Japén), metanol y
2-propanol de Panreac (Espafia), amoniaco de Panreac (Espafia) y agua Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EE.UU.).

Los estandares comerciales que se utilizaron fueron: perseitol de Carbosynth (UK),
epicatequina, catequina, acidos abscisico, pantoténico, quinico, trans-cindmico, clorogénico,
ferulico, p-cumadrico y fdlico y taxifolin, que fueron comprados de Extrasynthése (Lyon,
France), Sigma-Aldrich (EEUU). El acido félico y el taxifolin fueron empleados como
estdndares internos, uno para evaluar la repetibilidad de los analisis y otro, para controlar la
eficacia del proceso de extraccion.

Todas las disoluciones y extractos obtenidos del aguacate fueron filtrados con filtros
de jeringa desechables de celulosa regenerada (Symta, Madrid, Espafia) de 0.2 micras de
antes de inyectarse en el instrumento.

357 Hurtado-Fernandez, E., A. Carrasco-Pancorbo, Fernandez-Gutiérrez A. (2011).Profiling LC-DAD-ESI-TOF MS
Method for the Determination of Phenolic Metabolites from Avocado (Persea americana). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 59(6): 2255-2267.

358 Hurtado-Fernandez, E., T. Pacchiarotta, et al. Pacchiarotta T.,Gomez-Romero M., Schoenmaker B., Derks R.,
Deelder M. A., Mayboroda A. 0., Carrasco-Pancorbo A., Fernandez-Gutiérrez A. (2011)Ultra high performance
liquid chromatography-time of flight mass spectrometry for analysis of avocado fruit metabolites: Method
evaluation and applicability to the analysis of ripening degrees. Journal of Chromatography A 1218(42): 7723-
7738.

359 Wang, W; Bostic, T. R.)1; Gu, LW . Antioxidant capacities, procyanidins and pigments in avocados of different
strains and cultivars. 2010. Food Chemistry. 122, 4, 1193-1198
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V.6.2. Muestras

Frutas de las siguientes variedades de aguacate fueron usadas en este estudio: Hass,
Reed, Bacon y Fuerte. Las cuatros variedades mencionadas fueron usadas en los estudios
preliminares, centrdndonos en etapas mds avanzadas en la variedad Reed. Todas las
variedades nos fueron proporcionadas por la Estacién Experimental "La Mayora" (CSIC),
ubicada en Algarrobo-Costa (Malaga, Espafia). Todas las variedades fueron cultivadas bajo
las mismas condiciones ambientales (suelo, lluvia, luz, etc.). Los frutos eran enviados a
nuestro laboratorio, donde eran pesados, pelados, cortados, congelados, liofilizados y
triturados) antes de proceder a la preparacién de los extractos.

Para la segunda parte del estudio, se trabajé con 17 muestras de aguacate variedad
Reed, que habian sido recogidas en diferentes estadios de maduracién (comprendidos entre
junio y octubre del 2011) durante la campafia 2011 (ver 44). El objetivo era ver la evolucién
metabdlica que esta variedad sufria a lo largo de toda su campafia.

Tabla. 44. Fechas de recogida:

Septiembre Octubre
27/06/2011 06/07/2011 01/08/2011 16/09/2011 17/10/2011
18/07/2011 17/08/2011 31/09/2011
31/08/2011

Todos los frutos, tras ser recogidos, pasaban 10 dias en cdmara fria en la Estacién del
CSIC de La Mayora, bajo condiciones controladas de temperatura, luz y humedad. Tras ello,
eran enviados a nuestro laboratorio.

V.6.3. Preparacion del extracto

Para la extraccion de los metabolitos contenidos en las muestras de aguacate, se
procedid a trabajar segun el método de extraccién de (Hurtado-Fernandez et al, 2011 a357,
Hurtado-Fernandez et al, 2011 b358), que se explica a continuacién:

Se realizd una extraccion sélido-liquido a partir de muestra liofilizada, pesando 4 g de
aguacate liofilizado en un tubo falcén. Al mismo se le afadieron 50 plL de taxifolin (50 ppm
utilizado como estandar interno) y 40 ml de metanol y se cerr6 herméticamente agitando
con ayuda de un vdértex a maxima velocidad (800 rpm) durante 30 min. Se dejé decantar
durante 10 min y se colecté el liquido sobrenadante en tubos de vidrio para centrifugar a
3500 rpm durante 10 min. Tras ello, se recogié el sobrenadante en un matraz de rotavapor,
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procediendo a evaporar el hasta sequedad. El extracto se redisolvié en 1ml de MeOH/H20
50:50. La siguiente figura resume el proceso de extraccioén.

4 g de aguacate

Centrifugacion del
liofilizado+IS+40 ml MeOH ugad

. Evaporacion i
sobrenadante 1o min 4 -~ aP Redisolver en 1 ml

o ) MeOH/Agua
V& ‘
) JIP N N
ST TEIRS® igd
) | Y | '\ = S 2
i Q, |

Fig. 103. Esquema que recoge todas las etapas del proceso de extraccion

V.6.4. Analisis mediante CE-ESI-IT MS

V.6.4.1. Instrumentacion utilizada

Todas las separaciones se llevaron a cabo utilizando un equipo Beckman Coulter
P/ACE™ MDQ de Beckman Instruments (USA) acoplado a espectrémetro de masas provisto
con un analizador trampa de iones de Bruker Daltonics, Alemania. El control del equipo se
llevé a cabo mediante el programa Esquire NT 2000, también de Bruker Daltonics.

Para llevar a cabo el acoplamiento CE-MS se utilizd una interfase electrospray ESI
ortogonal con flujo adicional, modelo G1607A Agilent Technologies (USA). El flujo adicional
se suministro utilizando una bomba de jeringa modelo 74900 Cole Palmer (Vernon Hills, CA,
USA).

Se tuvo especial cuidado en la posicidn del capilar debido a que esta es crucial cuando
se llevan a cabo andlisis CE-MS. En este caso, para el ajuste del capilar este se colocé
haciéndolo sobresalir aproximadamente 1mm respecto del sprayer (tubos concéntricos del
flujo adicional y el gas nebulizador), para ello se utilizé una lupa de 25x. El equipo utilizado
se muestra en la figura 104.
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Fig. 104. Fotografia de la técnica acoplada CE-ESI-MS utilizado

El electrolito de separacidén se preparé disolviendo acetato amoénico en agua Milli-Q,
seguido del ajuste de pH con una disoluciéon diluida de amoniaco. Para esto se utilizé un pH-
metro microPH 2000 de Crison (Espafia).

V.6.4.2. Condiciones CE-ESI-IT MS

Las separaciones electroforéticas se llevaron a cabo utilizando un capilar de silice
fundida de 85 cm x 50 um de Beckman Instruments (Fullerton, CA, USA), una disolucidon
reguladora de acetato amoénico 40mM a un pH de 9.5 y un liquido adicional formado por
isopropanol/agua 60:40(v/v). Dicho liquido adicional era bombeado a la interfase a un flujo
de 0.24 ml/h. La inyeccion de las muestras se realizd a 5 psi durante 5 s. Las condiciones del
MS fueron +3500 V (polaridad negativa), 250°C temperatura gas de secado, 5 I/min flujo del
gas de secado, y 5 psi presién del gas nebulizador. Los datos se recogian en el rango
comprendido entre 50-800 m/z. En MS se llevaron a cabo tanto analisis en full scan, como
empleando Multiple Reaction Monitoring (MRM). Cuando la segunda aproximacion era
usada, se crearon segmentos a diferentes tiempos para facilitar la determinaciéon de los
compuestos seleccionados, aplicando diferentes condiciones MS (Octopole, voltaje de los
skimmers, Trap Drive, etc.) en cada uno de dichos segmentos. En una ultima etapa de este
estudio también se llevaron a cabo anélisis en AutoMS/MS. Un resumen de las mencionadas
condiciones se muestra a continuacién:
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Condiciones de separacion EC Condiciones MS
Capilar: 50 umx85 cm End Plate Offset=-500 V
Tiempo de inyeccién=5s Capillary +3500V
V= 30kV Nebulizer 5 psi
Tampodn: Acetato amdnico 40mM, pH=9.5 Dry gas 5Lmin

Dry Temp 2502C

Liquido de acompafiamiento: 60/40(v/v) 2propanol/agua
Flujo=0.24 mL/h

Fig. 105. Condiciones optimizadas CE-ESI-MS-IT

El acondicionamiento del capilar fue mas drdstico en su primer uso (20 min de NaOH
1M, 3 min de agua y 15 min de disolucién reguladora); entre analisis bastaba con lavar el
capilar 5 min con disolucion reguladora para asegurar una repetibilidad razonable. Al final de
cada sesidn experimental, el capilar se lavaba con H20 Milli-Q durante 1 h.

Cuando se procedia al andlisis de una secuencia de muestras de aguacate, nos
asegurdbamos de intercalar una muestra control cada 4 extractos de aguacate, asi como una
mezcla de estdndares cada 8. Proceder de este modo facilitaba el saber cuando era
necesario sustituir el capilar o cortar su extremo al perder eficacia en las separaciones o
intensidad en MS.

Para cuantificar los 10 compuestos bajo estudio (tanto en full scan, como en MRM), se
utilizé un calibrado con patrones externos, construyendo curvas de calibrado con 6 niveles
de concentracién diferentes (cada nivel era analizado, al menos, 3 veces).

Cada uno de los extractos de aguacate era analizado 3 veces (n=3).

V.7. RESULTADOS Y DISCUSION
V.7.1. Estudios preliminares

En una primera fase de este estudio, para conseguir una mezcla de compuestos lo mas
representativa posible y poder proponer un potente método para el analisis de los
metabolitos presentes en cualquier tipo de aguacate, se evalué la presencia de 35
compuestos en extractos procedentes de las variedades Bacon, Hass, Reed y Fuerte. Los
estandares utilizados fueron: glucosa, 4cidos sindpico, succinico, estearico, 2,3-
dihidroxibenzoico, ferulico, galico, protocatecuico, 3-hidroxi-4-metoxibenzoico, fdlico, p-
cumarico, cafeico, clorogénico, homovanilico, siringico, quinico, benzoico, citrico, abscisico,
pantoténico, ascorbico, scopoletina, riboflavina, crisina, triptéfano, tirosina, fenilalanina,
tiamina, catequina, epicatequina, naringenina, kaemferide, laricitrin, B-caroteno, perseitol.
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Como se puede ver, la mezcla incluia aminoacidos, flavonoides, vitaminas, acidos fendlicos,
acidos grasos, azucares, etc., buscando que la determinacién del metaboloma de la fruta

bajo estudio fuese lo mas ambiciosa posible.

En la siguiente figura se recogen los Base Peak Chromatograms (BPC) obtenidos en el
analisis de las 4 variedades incluidas en los estudios preliminares. La variabilidad en los
perfiles era mas cuantitativa que cualitativa, si bien es cierto que algunas sefiales m/z
detectadas en una variedad, no estaban presentes en las demads.

Intens.
Intens- X105

109
X Variedad Bacon 30 Variedad Hass

25

20

0.5

- J A\J\AAA A

%0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 Time [min] 25 50 75 100 125 150 175 200 225 Time [min]
Intens; Intens

5 .
x10 Variedad Fuerte x105 Variedad Reed

3 15

2 1.0

1 0.5

bt A W W

%0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 Time[min] 25 50 75 100 125 150 175 20.0 22.5Time [min]

Fig. 106. Base Peak Electropherograms (BPEs) de los extractos metabdlicos de
aguacates de las variedades Bacon, Hass, Reed y Fuerte. Columna capilar 85 cm x 50 um
solucidn reguladora acetato amdnico 40mM (pH de 9.5), liquido adicional isopropanol/agua
60:40(v/v de Beckman Instruments (Fullerton, CA, USA), una disolucion reguladora de
acetato amonico 0.24 ml/h. La inyeccion de las muestras se realizé a 5 psi durante 5 s

El propdsito de analizar esta mezcla era doble: ver si dichos compuestos podian ser
analizados mediante nuestro método y, en caso tal, ver si los mismos estaban presentes en

los extractos de aguacate.

Diez compuestos fueron seleccionados para las posteriores etapas de este estudio:
perseitol, epicatequina, catequina, acidos abscisico, pantoténico, quinico, trans-cinamico,

clorogénico, ferulico y p-cumarico.
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Tras demostrar que la metodologia CZE-ESI-IT MS podria ser aplicada al estudio de
cualquier variedad de aguacate, se optimizaron exhaustivamente todas las variables
responsables de la separacion electroforética y de la deteccion en MS. Se utilizé tanto la
mezcla de estandares (que contenia 10 metabolitos pertenecientes a distintas familias, que
estaban presentes en todas las muestras analizadas en los estudios preliminares), como una
mezcla de los extractos de aguacate que se estudiarian en etapas sucesivas.

V.7.2. Optimizacidn exhaustiva de las variables CE y MS (Full Scan y MRM)

Tras decidir cudles eran los compuestos que serian determinados en etapas
posteriores en los extractos de aguacate, se procedié a estudiar en profundidad la sefal que
estos deparaban en MS (en polaridad positiva y negativa y en experimentos MS/MS). En la
siguiente tabla 45 se recogen los resultados obtenidos para cada uno de los analitos bajo
estudio.

Tabla 45. Sefiales obtenidas para cada unos de los compuestos bajo estudio en
polaridad negativa y positiva y MS/MS.

N2 | Compuesto MW Formula Modo | Sefiales (m/z) mayoritarias en | 16n precursor y | Cut off
molecular MS * Fragmentos MS/MS ** | energy ¢
1 Perseitol 212.20 | C7H1607 | - 210.8 [M-H]- / 422.9 [2M-H]- / | 211: 192.7 [M-H- | 57
300.9/495.1 H20]- / 100.7 / 88.7 /
118.7 113
423:210.7
+ 234.8 [M+Nal+ / 447.0 | 235:222.8/213.8 60
[2M+Na]+/337.9/477.0 447:234.8 / 252.8 123
2 Epicatequina 290.27 | Cy5H1406 - 288.9[M-H]- / 579.0 [2M-H]- / | 289: 244.7 [M-H-44]- / | 79
325.0/553.1 204.7 [M-H-44-40]- /
270.7 [M-H-H20]-
579: 288.8 / 244.7 / | 161
202.7 / 468.8
+ 312.9[M+Nal+ / 304.1 / 290.9 | 313: 138.7 / 272.8 / | 85 ¢
[M-H]+ / 230.0 / 603.0 122.7/290.8 83 ¢
305: No fragmentacién | 167
603:312.8/483.3
3 Catequina 290.27 | Cy5H1406 - 288.8[M-H]- / 579.0 [2M-H]- / | 289: 244.7 [M-H-44]- / | 79
325.0/339.0/480.9 204.7 [M-H-44-40]- /
270.7 [M-H-H20]-
579: 288.8 / 244.7 / | 161
202.7 / 468.9
+ 312.9[M+Nal+ / 360.1 / 290.9 | 313: 172.7 / 1129 / | 85 ¢
[M-H]+/ 230.0/ 603.0 256.9/272.9/290.8 99
360: 268.0 / 207.8 / | 167
324.9/340.1
603:312.9
4 Ac. Abscisico 264.32 | CysH500, - 262.9[M-H]- / 527.1 [2M-H]- 263: 152.7 / 218.8 [M- | 71
H-44]- / 110.8 [M-H-
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152]- 146
527: 262.8 / 152.8 /
218.9
302.9 / 286.9 [M+Na]+ / 551.1 | 303: 276.9 83
[2M+Na]+ / 416.0 / 529.1 | 287: 2749 / 2469 |78
[2M+H]+ [275-28]+ / 184.8 /
228.8 [247-18]+ 153
551:286.9
Ac. 219.23 | CH17NOs 217.8[M-H]- / 437.0 [2M-H]- / | 218: 87.7 [M-H-130]- / | 59
pantoténico 694.2 145.7 [M-H-72]- 120
437:217.7 [M-H]-
257.8 [M+K]+ / 477.0 [2M+K]+ / | 258: 217.8 [258-40]- / | 70
367.4 [M+148]+ / 275.8 | 127.7 [M-H-90]- /
[258+18]+ /496.0 145.6 [M-H-72]- 132
447: 275.8 [M+K+18]+
/ 459.0 [447-18]- /
346.9 [447-130]- /
257.8 [447-219]+ /| 101
219.8 [447-258]+
367: 201.8 [367-147-
18]+ / 219.8 [367-
147]+ / 257.8 [M+K]+
/302.4 [258+44]+
Ac.quinico 192.17 | C;H4,0¢ 190.7[M-H]- / 382.8 [2M-H]- / | 191: 84.7 [M-H-106]- / | 51
339.0 [2M-H-44]- 126.6 [M-H-64]- /
172.6 [M-H-18]- / 92.7 | 112
/110.6
383: 190.6 [383-192]-
406.9 [2M+Nal+ / 214.8 | 407: 214.8 [407-192]+ | 112
[M+Nal+ / 3079 / 2419 |/ 310.7 [407-96]+ /
[M+K+H]+ 388.9 [407-18]+ 58
215:196.8 [215-18]+
Ac. trans- | 148.16 | C4HgO, 146.7[M-H]-/ 339.0 147:102.6 [147-44]- 39
cindmico
170.8 [M+Na]+ / 316.0 | 171: 152.8 [171-18]+ / | 45
[171+145]+ 138.9 [171-32]+ 86
316: 148.8 [316-167]+
/ 130.8 [149-18]+ /
102.8 [149-18-28]+
Ac. 354.31 | Cy6H4504 352.9 [M-H]- / 707.1 [2M-H]- / | 353:190.7 [M-163]- 97
clorogénico 190.7 [quinic-H]- 707: 352.8 [707-M]- 197
376.9 [M+Na]+/ 354.9 [M+H]+/ | 377: 358.9 [377-18]+ / | 103
731.1 [2M+Nal]+ 214.8 [377-162]+ /
330.9 [377-46]+ /|97
184.7 [377-192]+ /| 203
162.8
355: 162.7 [M+H-
quinic]+
731:376.8 [731-M]+
Ac. fertlico 194.18 | CyoH1004 192.7 [M-H]- / 339.0 [M- | 193:133.6 [M-H-59]-/ | 52
H+146]- / 133.7 [M-H-59]- /| 148.6 [M-H-44]- /
288.8 [M-H+96]- / 482.8 [M- | 177.6 [M-16]- 93 ¢

H+96+194]-

339: 192.6 [339-147]- /
133.6 [193-59]-
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+ 216.8[M+Nal+ / 410.9 | 217: No fragmentacion | 58 ¢
[2M+Na]+/ 194.8 [M+H]+ 411: 216.8 [411-194]+ | 113
/ 194.8 [217-Na]+ /
176.8 [195-18]+

10 | Ac. p- | 164.16 | CoHgO5 - 162.7[M-H]- / 190.7 [M-H+28]- / | 163: 118.6 [M-H-44]- | 43
cumérico 118.7 [M-H-44]- / 3249 [M- | 191: 84.7 [191-106]- / | 51
H+162]- 126.6 [191-64]- / 172.7
[191-18]-
+ 186.7 [M+Nal+ / 146.8 [M+H- | 187: 168.7 [187-18]+ | 50
18]+ / 347.9 [187-161]+ 348: 164.7 [348-183]+/ | 95

146.7 [M+H-18]+ /
118.8 [M+H-18-28]+

* En negrita se sefala la sefial m/z predominante en el espectro de masas.

** Los fragmentos aparecen en orden decreciente segun su intensidad en el espectro
MS/MS

¢ Los parametros que se modificaban para obtener los espectros MS/MS con calidad
suficiente eran Amplitude (V) y Cut Off; siendo width (m/z) fijado siempre en 4. A menos que
se indique lo contrario (#), Ampl era fijado a 1.0; para aquellos compuestos que no se
fragmentaban aplicando esa energia, se variaba el valor de este pardmetro, usado valores de
1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 2.25 e incluso 2.5. De igual modo, si la fragmentacion era excesiva con
1.0 de Ampl., se disminuia dicho valor.

La presente tabla muestra los posibles fragmentos comunes encontrados en los
espectros de MS.

Tabla 46. Posibles fragmentos comunes encontrados en los espectros de MS.

59: CH3COO
28: CO o C2H4
44: HCOO
18: H20

Dichos datos pueden se completan con aquellos incluidos en la figura 44, donde se
muestran los espectros de masas de, al menos, un representante de cada una de las familias
de compuestos incluidas en este estudio.
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Fig. 107. Espectros MS MS/MS del perseitol y los acidos abscisico, pantoténico y clorogénico

en modo negativo.

Puede parecer particularmente interesante la informacion relativa a los espectros MSy

MS/MS de la epicatequina y catequina, isdmeros que generan espectros de masas muy

similares. De hecho, en polaridad negativa, los espectros MS y MS/MS, son practicamente

iguales, siendo mucho mas sencillo distinguirlas cuando se determinan en polaridad positiva.

o
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Fig. 45. Espectros MS y MS/MS de la epicatequina y catequina en modo negativo y positivo.

Se llevaron a cabo experimentos de infusién directa de una mezcla de los 10
compuestos para optimizar las condiciones de deteccidn, persiguiendo unas condiciones que
nos dieran sefiales con la maxima intensidad posible para cada uno de los compuestos.

V.7.3. Optimizacidn de la separacion

Decididos cudles serian los compuestos a determinar y conociendo el comportamiento
de los mismos en MS, se optimizd la separacion electroforética. Dicha optimizacion consiste
en la selecciéon de los valores de los parametros electroforéticos de tal forma que se obtenga
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la mejor respuesta, con la mejor resolucién posible de los picos electroforéticos en el menor
tiempo. Se optimizaron los parametros CE usando tanto la mezcla de los 10 estandares
seleccionados, como una mezcla de todos los extractos que serian posteriormente
analizados.

En los estudios preliminares, se evalué la utilidad de disoluciones reguladoras de
distinta naturaleza (acetato amonico, carbonato amodnico, 40 mM), siendo el acetato
amonico el que ofrecia una mayor capacidad para separar convenientemente la mezcla de
analitos elegida.

Se optimizaron las siguientes variables: acondicionamiento del capilar, voltaje, pH y
fuerza idnica de la disoluciéon reguladora, tiempo de inyeccidn, composicion del sheath-liquid
e influencia de modificadores organicos.

El capilar empleado tenia las siguientes dimensiones 85 cm x 50 um vy fue
acondicionado lavando 5 min con la disolucién reguladora tras cada analisis. Al comienzo del
dia se llevaba a cabo un acondicionamiento algo mds exhaustivo, 2 min de solucién y 15 de
agua Milli-Q.

Se puede sefalar que se ensayaron valores de voltaje comprendidos entre 20 y 30 kV,
siendo este ultimo valor el mas adecuado, ya que deparaba tiempos de andlisis mas cortos
sin empeorar la separacion.

El pH resultd ser una de las variables mas criticas. Basandonos en nuestra experiencia
previa y la informacidn recogida en bibliografia, el valor éptimo de pH que deparase la mejor
separacion deberia estar comprendido entre 8.5 y 10; asi, estudiamos distintos valores
dentro de dicho intervalo (8.5, 8.75, 9.0, 9.25, 9.5, 9.75 y 10). A valores de pH inferiores a
9.0, la separacidn era bastante rapida, pero la resolucién entre varios de los compuestos de
la mezcla era insuficiente. A pHs por encima de 9.5, se alargaba notablemente el tiempo de
analisis, sin conseguir una mejor resolucién.

En la siguiente figura 46, se muestran los resultados alcanzados para pHs de 9.0, 9.25 y
9.5. A pH 9.0 se puede observar que no se lograban separar la siguientes parejas de
compuestos: catequina y epicatequina, dcidos pantoténico y abscisico, y que entre el acido
trans-cindamico vy el ferulico, la resolucidn no era suficiente. A pH 9.0 mejoraba la separacidn
entre los acidos pantoténico y abscisico y entre los flavonoides catequina y epicatequina,
siendo en esta ocasidn la pareja de analitos mas critica la formada por los acidos trans-
cinamico y clorogénico. A pH 9.5 se lograba un tiempo de andlisis razonable y una buena
separacion entre todos los compuestos bajo estudio; es por ello, por lo que se considerd
este valor de pH como una buena solucién de compromiso.
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Fig. 108. a) Extracted lon Electropherograms (EIEs) de los 10 compuestos incluidos en el

estudio y evolucion de su tiempo de migracién en funcidn del pH. b) Tiempo de migracién de

cada uno de los 10 analitos a determinar frente al valor de pH. Identificacidn de los picos: 1-

Perseitol; 2-Epicatequina; 3-Catequina; 4-Acido abscisico; 5-Acido pantoténico; 6-Acido

quinico; 7-Acido trans-cindmico; 8-Acido clorogénico; 9-Acido ferulico; 10-Acido p-cumarico

La fuerza idnica de la disolucién reguladora oscilé entre 30 y 45 mM, ya que habiamos

identificado ese rango como éptimo en los estudios preliminares. 40 mM a pH 9.5 deparaba

una buena separacién en un tiempo de analisis razonable.

La presencia de modificadores orgdnicos fue evaluada, resultando la adicién de

metanol o 2-propanol (5-10%) innecesaria, ya que se alargaban notablemente los tiempos de

migracion sin mejorar la separacién entre picos.

El tiempo de inyeccidn se varié entre 3-10 segundos. A mayor tiempo de inyeccidn, se

alcanzaban mejores limites de deteccidn, pero cuando se inyectaban extractos de aguacate

usando tiempos de inyeccidn superiores a 5 segundos, los valores de corriente oscilaban en

intervalos mas extensos de lo habitualmente es considerado normal, que es £3-5 pA.
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La composicion del sheath-liquid y su flujo también se modificaron, persiguiendo ver
cual era su efecto en relacién con la intensidad de las sefiales detectadas. El sheath-liquid
facilita de igual modo el cierre del circuito eléctrico responsable para llevar a cabo la
separacion, por lo que su composicidn puede influir también en la estabilidad de la corriente
durante el andlisis. Los valores optimos resultaron ser 60:40 (v/v) 2-propanol-agua a 0.24
ml/h. La presencia de trietilamina (que es, a veces, usada para mejorar la sensibilidad
cuando se trabaja en polaridad negativa), no aumento la sefial de nuestros analitos.

Optimizadas las condiciones de separacion y deteccidén procedimos a analizar la mezcla
de estandares y una mezcla de todos los extractos de aguacate que serian estudiados
posteriormente, considerando dicha mezcla como muestra representativa de los extractos
bajo estudio. El resultado se recoge en la figura 109, que muestra los iones extraidos (EIE) de
los 10 analitos bajo estudio en (a) mezcla de estdndares y b) mezcla de extractos Reed).

a) b)
Intens. Intens.

X105, x104
4

3

2

1

Al A S § AN S

[ 8 0 Py 12 16 18 Time [min] 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

T T (- T i i i
6 8 10 12 14 16 18 Time [min] 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Fig. 109. Electroferograma con iones estraidos de: a) la mezcla de los 10 estandares
bajo estudio y b) el extracto representativo de todas las muestras Reed.
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La siguiente figura muestra los electroferogramas (BPE) obtenidos empleando las
condiciones CE-ESI-IT MS seleccionadas como éptimas. La separacion entre los estandares se
lograba en unos 17 minutos, estando los picos bien resueltos. Cuando se observa el perfil
obtenido para la mezcla de extractos de aguacate, puede verse que ademas de los
compuestos que cuantificariamos con la ayuda de estandares, habia otros compuestos de
intensidad apreciable en el perfil.
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Fig. 110. Electroferogramas (BPE) obtenidos para una mezcla de los 10 estandares bajo
estudio (parte superior) y un extracto representativo de todas las muestras Reed a distintos
puntos de la campafia. En la parte inferior (extracto mezcla de Reed) se sefialan los
compuestos identificados con estandares, asi como otras sefiales m/z detectadas. 1.
perseitol, 2. epicatequina, 3. catequina, 4. acido abscisico, 5. acido pantoténico, 6. acido
quinico, 7. acido trans-cinamico, 8. acido clorogénico , 9. acido ferilico y 10.acido p-

cumarico.
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Esto nos llevd a pensar que podria resultar muy interesante usar dos aproximaciones
metodoldgicas diferentes: untargeted y targeted. En la primera de ellas, la deteccién en MS
se llevaria a cabo en Full Scan, donde se detectarian todas las sefales m/z comprendidas
entre 50-800. Para la aproximacion targeted se optimizaria un método multiple reaction
monitoring (MRM) que perseguiria la determinacidn selectiva de 10 compuestos presentes
en la matriz bajo estudio (vitaminas, dacidos fendlicos, flavonoides...) creando varios
segmentos donde se aplicarian distintas condiciones MS (Octopole, voltaje de los skimmers,
Trap Drive, etc.) para asegurar el menor limite de deteccién para cada compuesto.

Se utilizaron dos aproximaciones metodoldgicas distintas:

Untargeted (con FULL SCAN) Targeted (con Multiple Reaction Monitoring (MRM))
Andlisis cualitativo y cuantitativo del Determinacion selectiva de
mayor nimero de metabolitos uno o pocos compuestos de
posible de un sistema interés

Fig.111. Caracteristicas de las aproximaciones targeted y un targeted.

Las condiciones empleadas en Full Scan mas relevantes han sido ya descritas, si bien se
recogen con mucho mas detalle en la siguiente figura:

Mode  Tune |Dptimize| 145[n) I Samplelnfo' Ehromatograml Ealibrationl Last Bun - o
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Fig. 112. Pardmetros MS utilizados para llevar a cabo la detecciéon en Full Scan,
incluyendo polaridad, rango de masas estudiado, velocidad de barrido y parametros propios
de la fuente (capillary, gas nebulizador, gas de secado y temperatura) y del analizador
(skimmers, optopoles, trap drive, etc.).

Una vez decidido que se llevaria a cabo también la deteccion empleando un método
MRM en MS, se procedid a optimizar las condiciones de skimmers, optopoles, trap drive,
etc., en cada uno de los segmentos para facilitar la deteccion de los analitos bajo estudio. De
los parametros del analizador incluidos en la figura anterior, los que mas influencia
demostraron tener en la intensidad de las sefiales en cada segmento resultaron ser: Skim 1,
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Cap ExitOffset, Cap Exit, Octopole y trap drive. A continuacion se muestra el
electroferograma MRM obtenido para una mezcla de estandares, junto con las condiciones
MS de cada segmento.

Segm. 3
Intens. . . . .
x105| segm.1 ! Segm. 2 ' Segm.4 |  Segm.5
1.0 ! : : :
o8] 211 ot e 63
0.6 1 : : ! !
0.4 : ! ! 5
0.0 | , o P | — ‘% : ) ny ~
8 14 16 18 Time [min]
Skim 1 -11.6 -12.3 -11.0 -10.3 -10.1
V)
Cap Exit -66.3 -66.5 -66.2 -66.1 -66.0
Offset (V)
Cap Exit -77.9 -78.8 -77.3 -76.4 -76.2
V)
Opt(v)  -2.36 2.38 234 232 -2.30
Trap 42.0 425 41.8 41.2 40.7
Drive

Fig. 113. Electroferograma MRM obtenido para una mezcla de estandares, junto con las
condiciones MS de cada segmento y las sefales m/z detectadas.

Se aplicaron entonces dichas condiciones MRM para analizar extracto representativo
de todas las muestras Reed a distintos puntos de la campafia y ver el potencial de esta
aproximacion MS. Los resultados fueron muy prometedores, ya que estas condiciones nos
permitian determinar selectivamente los 10 compuestos bajo estudio, evitando posible
efectos de supresion idnica que podrian conducir a errores en la cuantificacion.
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Fig. 114. Electroferograma MRM obtenido para el extracto representativo de todas las
muestras Reed a distintos puntos de la campanfia. El segmento 6 fue creado para detectar
convenientemente el cido félico, que habia sido afladido como IS. En dicho segmento, se
aplicaron las siguientes condiciones: Skim 1=-17.4 V; Cap Exit Offset=-67.5 V; Cap Exit= -

84.9 V; Optopole=-2.54 V; Trap Drive= 46.6.

V.7.4. Determinacidon de parametros analiticos (en Full Scan y MRM)

Antes de proceder al analisis de distintas muestras de aguacate de la variedad Reed
obtenidas en periodos diferentes dentro de la campana de produccidn de dicha variedad, se
determinaron los parametros analiticos de nuestro método empleando Full Scan y MRM.

La deteccidn se llevd a cabo tanto en polaridad positiva, como negativa, generando los
analitos bajo estudio sefiales con S/N mas favorables usando polaridad negativa. Es por ello,
por lo que se incluyen en la siguiente tabla los pardmetros analiticos (para Full Scan y MRM)
obtenidos en polaridad negativa.
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Tabla 47. Parametros analiticos del método CE-MS empleando Full Scan y MRM.

Full Scan MRM
Compuestos Formula molecular | [M-H] b . Fun.cién de r’ LD LQ Fun.cién el r LD LQ
[min] calibrado (ppm) | (ppm) calibrado (ppm) | (ppm)

perseitol C;H160; 211.2 | 8.2 y =1531x + 7386 0.9970 | 5.70 18.99 | y=3310x+27733 0.9940 | 0.61 2.03
epicatequina CisH1406 289.0 | 10.5 y =9947x - 19443 0.9990 | 0.88 2.92 y =17576x + 49179 | 0.9980 | 0.11 0.38
catequina CisH1406 289.3 | 10.6 y = 7853x - 10519 0.9990 | 1.11 3.70 y =12858x + 67071 | 0.9990 | 0.16 0.52
acido abscisico CisH2004 263.3 | 115 y = 13340x - 15776 | 0.9990 | 0.65 2.18 y =35266x + 3E+06 | 0.9980 | 0.06 0.19
acido pantoténico CgH17NOs 218.2 | 12.2 y=2963x + 16898 | 0.9930 | 2.94 9.81 y =9799x + 30130 0.9960 | 0.21 0.68
acido quinico C;H1,06 191.2 | 13.2 y =1756x +27560 | 0.9870 | 4.97 16.55 | y=5568x + 24786 0.9960 | 0.36 1.21
acido trans-cinamico | CgHgO, 147.1 | 14.4 y=1592x + 13498 | 0.9940 | 5.48 18.26 | y=4000x + 77666 1.0000 | 0.50 1.68
acido clorogénico C16H1509 3533 | 14.8 y = 6480x - 42425 0.9880 | 1.35 4.49 y = 6931x + 34978 0.9870 | 0.29 0.97
acido ferulico C10H1004 193.2 | 16.0 y =3937x+ 15590 | 0.9960 | 2.22 7.38 y =10098x + 38317 | 0.9950 | 0.20 0.66
acido p-cumarico CgHgO3 163.2 | 17.0 y =2338x + 14524 | 0.9950 | 3.73 12.43 | y=7164x+21816 0.9980 | 0.28 0.94
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En términos generales, se observd que los limites de deteccién y cuantificacion
mejoraban notablemente cuando se aplicaban en MS Ilas condiciones de MRM.
Considerando los 10 compuestos cuantificados en este estudio, se puede indicar que los
limites de deteccion eran aproximadamente 10.2 veces mas pequeios (en promedio). Los
LDs se encontraban en el rango comprendido entre 0.65 ppm (4cido abscisico) y 5.70 ppm
(perseitol) en Full Scan y 0.06-0.61 ppm para los mismos compuestos, respectivamente, en
MRM.

Los valores de r2 fueron muy elevados (cercanos a la unidad) en ambos casos,
hallandose en el rango 0.9870-0.9990 en Full Scan y 0.9870-1.000 en MRM.

V. 7.5. Evolucidn del perfil metabdlico

Tras establecer los pardametros analiticos del método, se procedié a analizar las 17
muestras seleccionadas usando las dos aproximaciones de MS. Nuestro objetivo era
multiple:

-cuantificar los 10 metabolitos bajo estudio y ver su evolucidn cuantitativa durante el
periodo de campaiia;

-comparar los resultados obtenidos mediante Full Scan y MRM, viendo si estaban en
concordancia; y

-observar (mediante Full Scan) la evolucidon de otros compuestos, intentando dar una
identificacion tentativa de los mismos empleando MS/MS y analisis de masa exacta.

Los resultados que se obtuvieron tras analizar las 17 muestras son los que se recogen a
continuacion:
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Tabla 48. Resultados cuantitativos (mg analito/kg de muestra liofilizada) obtenidos para
diferentes estadios de maduracidon de aguacate variedad Reed mediante el uso del método
CE-ESI-MS bajo las 2 aproximaciones de MS (MRM vy Full Scan). Cada punto corresponde al
resultado obtenido de dos réplicas con excepcion de Reed 3 de la cuadl solo se tuvo una
muestra haciendo un total de 17 muestras.

Reed1l Reed1B Reed2 Reed 3 Reed 4 Reed 5 Reed 6 Reed 7 Reed 8

211 46.95 46.45 43.19 35.65 34.50 33.95 33.52 32.14 3241 RMR
40.91 44.96 34.59 35.65 38.22 39.95 34.00 32.00 29.27 FULL
263 25.83 20.52 23.24 19.96 9.26 9.04 7.24 5.98 5.28 RMR
17.19 18.70 14.62 12.94 10.50 10.02 7.22 5.08 2.37 FULL
218 9.36 9.06 10.10 8.70 8.60 6.48 4.05 4.07 4.48 RMR
10.82 7.74 9.76 7.81 5.16 6.20 3.87 3.87 2.51 FULL

191 216.89 123.80 117.37  112.00 93.08 86.54 83.00 80.96 81.47 RMR
190.64 163.34  112.41  103.24 82.00 85.01 87.08 59.47 63.26 FULL

289 14.12 15.60 14.04 11.62 11.04 8.02 7.36 5.46 3.91 RMR
18.84 16.56 14.62 12.94 10.05 9.04 7.22 5.08 3.00 FULL

289 1.64 1.66 1.86 nd 151 nd 1.23 1.09 1.43 RMR
1.72 151 nd 1.45 1.72 nd 1.25 nd 1.39 FULL

147 9.75 9.80 9.00 8.80 7.72 6.84 6.49 1.34 191 RMR
10.65 9.10 6.16 7.70 nd 1.40 0.97 0.52 0.47 FULL

353 2.23 2.62 2.18 1.50 1.48 1.47 1.20 1.08 1.13 RMR
2.60 1.92 1.79 1.64 1.62 1.43 1.18 1.07 0.60 FULL

193 1.50 1.66 1.60 151 0.81 0.84 1.58 2.18 2.70 RMR
1.78 1.65 1.51 0.82 0.86 0.96 1.00 1.25 131 FULL

163 7.50 8.94 10.00 11.08 12.74 12.47 12.99 13.28 1498 RMR
7.80 7.69 8.03 9.58 11.80 12.60 14.60 15.79 1593 FULL

Como se puede observar se ha logrado cuantificar los diez analitos propuestos bajo los
dos modos encontrando concordancia entre el resultado mediante Full Scan y MRM.

Como se indicé antes, durante la maduracion se siguen sucediendo diferentes
procesos metabdlicos los cuales requieren de energia, la cual, por lo general, es suministrada
por la oxidacion de carbohidratos y dcidos orgdnicos del fruto que se convierten en CO2 y
agua’. Este hecho explicaria que en el caso especifico del aguacate se observe en primera

360 Primo Yufera E. (1979). Quimica agricola: alimentos. Madrid. Alhambra v 3, 682p.



Capitulo V|]295

instancia una disminucidén de la presencia de perseitol m/z 211 conforme el fruto de
aguacate va madurando y ablanddndose™'.

Asi, se puede observar que dicho compuesto decrece en concentracién de 46.95 a
32.41ppm como se puede ver en la siguiente figura.

Perseitol
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Fig 115. Comportamiento de la concentracion del perseitol durante la maduracion de
aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones analiticas (targeted, untargeted).

También se observa una disminucién del acido quinico, clorogénico y transcinamico
que, como se indico antes, serian participarian en los procesos oxidativos que permitan
generar energia durante la maduracion.

Acido quinico Acido clorogénico
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361 Lju, X., P. W. Robinson, et al. (1999). "'Hass' avocado carbohydrate fluctuations. Il. Fruit growth and

ripening." Journal of the American Society for Horticultural Science 124(6): 676-681.
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O P -
Acido trans-cinamico
12.00
10.00
S
\.—-—.
g 8O0 \,\
o &
= 600 *
g
S
Y 400
2.00
’/'
0.00
Reed1 Reed1B Reed2 Reed3 Reed4 Reed5 Reed6 Reed7 Reed8
== IRM FULL

Fig 116. Comportamiento de la concentracién de los acidos quinico, transcinamico y
clorogénico durante la maduracién de aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones
analiticas (targeted, untargeted).

Llama mucho la atencion la cantidad tan elevada de acido quinico encontrado.
Sorprendidos por este hecho, analizamos también las muestras por HPLC-ESI-IT MS y HPLC-
ESI-TOF MS, por lo que se ha realizado un estudio sobre el mismo y se ha encontrado que
existe por lo menos tres isdmeros del mismo, que podrian estar presente en la matriz de
estudio. Es por ello que la concentracién de acido quinico que encontramos es muy elevada.

Contrariamente se observa un aumento del acido ferulico dicho compuesto podria ser
precursos de otros compuestos por lo aparece a una concentracién mas elevada en el ultimo
estado de maduracién. El acido p cumdrico tabeen aumenta conforme el fruto madura.
Ambos compuestos podrian estar relacionados con reacciones de pardeamiento del fruto.
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Fig 117. Comportamiento de la concentracion de los acidos ferulico y p-cumarico durante la

maduracion de aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones analiticas (targeted,
untargeted).
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La disminucién de flavonoides durante el proceso de maduracién ha sido observada en

otros frutos s°*

. En este caso se observé la disminucion de epicatequina y catequina las

cuales halla asociadas a la modulaciéon y activacion de compuestos antifungicos preformados

y quiescentes™.

. . .
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Fig. 118. Comportamiento de la concentracién de los 4cidos ferulico y p-cumdrico durante la
maduracion de aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones analiticas (targeted,
untargeted).

ABA o acido abscisico es una fitohormona que, en este caso, disminuye. Este hecho ha

364,365, 366

sido también observado por varios autores y contrario a lo descrito por donde un

incremento de este compuesto se observa a la par de la produccién de etileno®”.

362 Castrejon, A. D. R., I. Eichholz, et al. (2008). "Phenolic profile and antioxidant activity of highbush blueberry
(Vaccinium corymbosum L.) during fruit maturation and ripening." Food Chemistry 109(3): 564-572.

363 Guetsky, R., I. Kobiler, et al. (2005). "Metabolism of the Flavonoid Epicatechin by Laccase of Colletotrichum
gloeosporioides and Its Effect on Pathogenicity on Avocado Fruits." Phytopathology 95(11): 1341-1348.

364 Kondo, S. and H. Gemma. 1993. Relationship between ABA content and maturation of the sweet cherry. J.
Jpn. Soc. Hort. Sci. 62:63-68.

365 Kondo, S. and A. Tomiyama. 1998. Changes of free and cojugated ABA in the fruit of ‘Satohnishiki’ sweet
cherry and the ABA metabolism after application of (s)-(+)-ABA. J. Hort. Sci. Biotechol. 73:467-472

366 Serrano, M., M.C. Martinez Madrid, F. Riquelme, and F. Romojaro. 1995. Endogenous levels of polyamines
and abscisic acid in pepper fruits during growth and ripening. Physiol. Plant. 95:73-76.

367 Adato, 1., S. Gazit, et al. (1976). "Relationship Between Changes in Abscisic Acid and Ethylene Production
During Ripening of Avocado Fruits." Functional Plant Biology 3(4): 555-558.
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Acido abscisico
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Fig. 119. Comportamiento de la concentracion de los acidos ferulico y p-cumarico durante la
maduracion de aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones analiticas (targeted,
untargeted).

Finalmente la vitamina B5 o acido pantoténico disminuye durante el proceso de maduracién
oscilando en el rango comprendido entre 9.36 y 4.48ppm en Full y MRM.

Acido pantoténico
12
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Conc [ppm])
El
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o= MRM FULL

Fig. 120. Comportamiento de la concentracion de los acidos pantoténico durante la
maduracion de aguacate variedad Reed bajo las dos aproximaciones analiticas (targeted,
untargeted).

Como puede verse, si bien los compuestos cuantificados representan una parte
importante del BPE, hay otros compuestos en el perfil, que podrian ser también estudiados.
Como se habian llevado a cabo analisis usando condiciones de MS de Full Scan, procedimos a
estudiar dichos datos. Asi, se compararon los electroferogramas de las 17 muestras, viendo
si habia algin compuesto cuya concentracién oscilase notablemente durante el periodo de
campafia (la maduracion).
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Fig. 121. BPE de la muestra 1 (Reed 1-l) sefialando los iones extraidos de los
compuestos cuantificados respecto a estandares.
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Fig. 122. BPE de la muestra 1 (Reed 1-1) y de la muestra 17 (Reed 8-V), donde se
sefialan los iones extraidos de los compuestos cuantificados respecto a estandares y las
sefiales m/z detectadas para el resto de compuestos.
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Si que resultd haber compuestos “desconocidos” cuya concentracién oscilaba
considerablemente durante el proceso de maduracidon. Aprovechando el potencial de la
trampa de iones para realizar andlisis MSn, se recogieron los espectros MS/MS de los
compuestos no identificados por el momento.

Tabla.49. Compuestos detectados en Full Scan.

t m/z Otras sefales
migracion en MS
9.0-10.5 325 134 /385 145 / 163 / 187 /
265 /119 /295
9.0-10.0 471 457 163 /187 /351 /(490 / 511 /
411 449 / 406 [
311
10.0 605 | 533/647/687 |573/415/283/|689 / 625 /
265 /543 312 /265
10.5 443 503 /325 381/232/267
11.0 333 153 /241 /271
11.9 253 | 335/529/163 | 163 /133 /101 / | 277 / 293
149 /193 /235 /
172
13.8,14.1 | 165 149 /109 280 / 350 /
249 / 185
15.2 346 428
15.5 369 145
17.4 323 451 / 691

Cuando la intensidad lo permitia, se llevaban a cabo analisis MS/MS. Cuando el pico al
que se le queria hacer el analisis MS/MS era demasiado pequefio, se recurria a analisis MRM
especificos para ese ion. Si no se incluyen los fragmentos detectados es porque su intensidad
era excesivamente baja como para detectar con calidad el espectro MS/MS.

-La sefial m/z de algunos compuestos no se recoge en polaridad positiva. Tal y como se
indicé anteriormente, los compuestos bajo estudio se ionizaban peor de polar. +, siendo el
espectro de MS generado de baja calidad en aquellos casos en los que la concentracién de
los compuestos era baja.

-En polaridad positiva, se veia un pico grandisimo (que representaba alrededor del 75%
del BPC completo) con m/z 104 y un tiempo de migracién de 5.0 min.
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Nos llamaron particularmente la atencién, los compuestos con m/z 325, 471 y 605, por
ser aquellos de intensidad mas elevada en los perfiles electroforéticos y porque su
concentracion relativa variaba considerablemente durante la campaia. Su evolucién se
puede seguir en la siguiente figura:

Intens. |
x105 |

a) m/z
625

471

T Y T t ) T T T
6 8 10 12 14 16 18 Time [min]

Intens.
x105

20] b)

0.5 o

0.0 — .MJ.M‘(\ e
6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
Fig.123. BPE de la muestra 1 (a) y de la muestra 17 (b) en gris, junto con los iones
extraidos de las sefiales m/z 605, 325y 471.

El compuesto con m/z 605 es uno de los compuestos predominantes en el perfil, tanto
en estadios de maduraciéon iniciales, como al final de la campaifa. Sin embargo, un
compuesto que estaba en una concentracidn relativamente baja en la muestra 1, aumenta
notablemente su concentracién durante el proceso de maduracion (m/z 471). Tanto ese
compuesto, como el que tiene m/z 325, presentan varios isdmeros, ya que su ion extraido

contiene mas de un pico.

Se llevé a cabo un analisis con TOF MS para determinar la masa exacta de estos
compuestos y, asi, poder conocer su formula molecular. Los resultados se incluyen en la
tabla 50.
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Tabla 50. Informacién generada por TOF MS acerca de 3 de los compuestos no identificados en el perfil electroforético; incluye m/z
experimental y tedrico, tolerancia, lista de posibilidades en Smart Molecular Formula, error (ppm) y valor de mSigma.

m/z

experimental

325.0930

471.1511
605.2438

16n

seleccionado

[M-H]

[M-H]
[(M-H]

Tolerancia (ppm)
Molecular Formula

20

en

Smart

Lista de posibilidades en

SmartMolecular Formula

ClSH 1808

C21H28012
Co7Ha015

m/z tedrico

325.0929

471.1508
606.2440

Error (ppm)

-1.6
-3.4

mSigma

Value

2.2

3.4
11.2

Posible/s candidato/s

Coumaroyl-hexose / coumaric
acid glucoside / Glucosyl-4-
hydroxycinnamate

Dehydrophaseic acid dihexose
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Conclusiones

-Se ha desarrollado un nuevo método sencillo y rapido que permite la determinacién
de metabolitos mayoritarios en el aguacate.

-En este trabajo se han utilizado dos aproximaciones analiticas diferentes para
caracterizar extractos de aguacate. Una de las aproximaciones perseguia el estudio global de
las muestras bajo estudio y, la otra, sin embargo, la determinacién selectiva de algunos
metabolitos particulares (vitaminas, acidos fendlicos, flavonoides...).

-Se compararon los parametros analiticos obtenidos en cada caso (linealidad, limites
de deteccién y cuantificacidn, etc.), resultando la aproximacion targeted mucho mas
sensible.

-Sin embargo, la aproximacién untargeted permitia observar diferencias metabdlicas
gue no habrian sido detectadas de otro modo.

-Este método ha sido aplicado al andlisis de diferentes muestras de aguacate variedad
Reed que corresponden a diferentes estadios de maduracién del mismo con el objetivo de
evaluar el perfil metabdlico de los mismos durante el proceso de maduracion.

-Los resultados cuantitativos que ponen de manifiesto la evolucién metabdlica de cada
compuesto nos indican que compuestos como el perseitol y los acidos quinico, pantoténico,
clorogénico decrecen, asi como también lo hace la fitohormona (acido abscisico) y los
flavonoides epicatequina y catequina, siendo los acidos ferulico y p-cumarico los Unicos que
aumentan en concentracion.
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CONCLUSIONES
Capitulo 1

Se ha detectado la presencia de COPs en distintos puntos de la Antartida lo cual
muestra la validez de la muestra propuesta y la capacidad del método empleado.

Se han detectado también HAPs en las muestras de agua lo cual corrobora un estudio
previamente realizado en el grupo.

Segun los resultados obtenidos en el estudio de determinacién de contaminantes
inorganicos en aguas dulces de la Antartida se pudo evidenciar muy bajas concentraciones
de metales en estas aguas, debajo incluso de los limites permitidos por la OMS (cantidades
permitidas de metales en aguas potables). Pero se han evidenciado la presencia de Pb, Agy
V los cuales son metales que estrian presentes en esta zona debido a la contaminacién
antropogénica.

Capitulo 2

Se ha desarrollado una nueva fase sensora sensible a CO, muy util para el desarrollo de
sensores Opticos en ambientes gaseosos y acuosos.

La fase sensora desarrollada presenta sensibilidad y estabilidad en ambos ambientes
(acuoso y gaseoso) lo que la hace recomendable para su utilizacién en el desarrollo de un
sensor Optico comercial util en diferentes dareas (ambiental, alimentaria, salud, etc.),
especialmente si se toma en cuenta los resultados satisfactorios que se han obtenido de Ia
misma durante el desarrollo del optosensor.

Capitulo 3

Se han llevado a cabo la implementacién de un laboratorio basico de control de calidad
de aguas en Bolivia, dotandolo de equipacidon, material y formacién que permitan su
funciomaineto.

Capitulo 4

En este capitulo se llevd a cabo la caracterizacién de metabolitos presentes en las tres
variedades de especies del género Allium de mayor consumo dentro de la dieta
mediterranea, como son la cebolla roja, la cebolla blanca y la cebolleta. Esta caracterizacion
ha sido posible gracias al gran potencial del acoplamiento HPLC-ESI-TOF que ha permitido la
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separacion y deteccion de un gran numero de compuestos presentes en estas tres
variedades.

En las matrices estudiadas se ha encontrado una importante diversidad de familias de
compuestos, principalmente aminodcidos, sacdridos, compuestos fendlicos (acidos y otros),
compuestos organoazufrados, flavonoides, cumarinas y saponinas. Asi, un promedio de
noventa compuestos fueron identificados de manera tentativa en las tres especies. Estos
compuestos otorgan a las muestras incluidas en éste capitulo su caracter funcional.

Capitulo 5

En este trabajo se han utilizado dos aproximaciones analiticas diferentes para
caracterizar extractos de aguacate. Una de las aproximaciones perseguia el estudio global de
las muestras bajo estudio y, la otra, sin embargo, la determinacién selectiva de algunos
metabolitos particulares (vitaminas, acidos fendlicos, flavonoides, fitohormonas vy
carbohidratos).

Se compararon los parametros analiticos obtenidos en cada caso (linealidad, limites de
deteccion y cuantificacion, etc.), resultando la aproximacion targeted mucho mds sensible.
Sin embargo, la aproximacidon untargeted ofrecia la ventaja de quepermitia observar
diferencias metabdlicas que no habrian sido detectadas de otro modo.

Los resultados cuantitativos que ponen de manifiesto la evolucién metabdlica de cada
compuesto muestran que los compuestos como el perseitol aumentan de concentracién a
medida que el aguacate madura lo mismo que los acidos p-cumarico y ferulico y que a
diferencia de estos disminuyen los acidos quinico, abscisico, transcindmico al igual que
disminuyen los flavonoides epicatequina y catequina.
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