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| objetivo genérico de las investigaciones que constituyen esta Memoria ha
sido el desarrollo de métodos analiticos rdpidos para el andlisis de muestras
agroalimentarias mediante deteccidn luminiscente. Se ha incidido bdsicamente en dos
aspectos actuales en la Quimica Analitica, como son la aplicacion de la
Nanotecnologfa al proceso analitico vy el desarrollo de metodologias de respuesta
rdpida, utilizando principalmente cromatografia de liquidos. Para alcanzar este

objetivo se han realizado las siguientes investigaciones:

a Estudio de la aplicabilidad de nuevos nanomateriales como sorbentes

y como reactivos en andlisis agroalimentario.

a Desarrollo de métodos cuantitativos rdpidos mediante cromatografia

de liquidos de ultra-alta resolucion (UHPLC).

a Utilizacidn de sistemas de derivatizacidon post-columna para mejorar la

deteccién en cromatografia de liquidos rdpida.

O  Aplicacién de las metodologias propuestas al andlisis agroalimentario

con objeto de demostrar su utilidad préctica.

También ha formado parte del objetivo de la Tesis la formacién de la
doctoranda mediante la realizacidn de actividades complementarias a la labor
investigadora, como la asistencia a cursos formativos y la presentacién de

comunicaciones a congresos.
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as investigaciones presentadas en esta Memoria han tenido como objetivo el
desarrollo de diversos métodos analiticos rdpidos, utilizando principalmente la
cromatograffa de liquidos con deteccidn luminiscente, para el andlisis de muestras
agroalimentarias. El trabajo realizado ha incidido en tres lineas principales, las cuales
pueden estar relacionadas entre si, como son el desarrollo de nuevas metodologfas
de respuesta rdpida, la utilizacidn de sistemas de deteccidén luminiscente vy la
aplicacién de la nanotecnologia al proceso analitico. Como introduccidn a dichas
investigaciones se describen diversos aspectos relacionados con las metodologias
desarrolladas, las herramientas analfticas y las especies quimicas utilizadas para el

establecimiento de los métodos propuestos.

La preocupacion por la salud publica y el bienestar de los consumidores han
dado lugar a una legislacidn extensa sobre el control analitico de los niveles de
aditivos, residuos y contaminantes en los productos agroalimentarios. Los analitos
objeto de las investigaciones realizadas en esta Memoria son firmacos de uso
veterinario, para los que la presencia de residuos estd regulada a nivel europeo. Por
tanto, los métodos desarrollados deben ser capaces de proporcionar respuestas
fiables considerando los relativamente bajos niveles de concentracidon en que se
pueden encontrar estas sustancias en las muestras analizadas y la complejidad de

estas muestras.



Teniendo en cuenta la investigacién recogida en la Memoria, esta
introduccién se ha dividido en los siguientes apartados: |) metodologfas rdpidas, II)
sistemas de deteccidn luminiscentes, Ill) nanomateriales en Quimica Analitica y V)
marco normativo relacionado con el control analftico de residuos de firmacos de
uso veterinario. Asimismo, se incluird dentro de cada seccidn una visidn general,

aunqgue no exhaustiva, de las aplicaciones mds recientes en el campo agroalimentario.

I.I METODOLOGIAS RAPIDAS

La necesidad de nuevas metodologias analiticas rdpidas y fiables ha dado
lugar a que se continle trabajando en este drea de investigacién dentro de la
Quimica Analftica. La demanda de una mayor velocidad de procesamiento de
muestras estd impulsando el desarrollo de nuevas metodologfas de respuesta rdpida,
con las consecuentes innovaciones instrumentales que ello implica. La Quimica
Analitica debe responder a las nuevas necesidades que la sociedad actual plantea,
desarrollando métodos adecuados que ofrezcan sensibilidad, selectividad, rapidez vy

facilidad del automatizacién.

La rapidez requerida en las metodologfas analiticas puede conseguirse
mediante dos estrategias claramente diferenciadas: |) la utilizacidon de métodos de
seleccién o “screening” para reducir el ndmero de muestras sometidas a andlisis

completo y 2) la disminucién en la duracién del proceso analitico.

Los métodos de seleccién desempefian un papel destacable en el contexto
de la Quimica Analitica actual ya que, al reducir el nimero de muestras que
requieren un andlisis confirmatorio, no sdlo aumenta la velocidad del andlisis, sino
que también reduce el coste del andlisis de rutina. Los métodos de seleccidn se
caracterizan por generar una respuesta de tipo cualitativo, la cual suele ser binaria
(Si/No), lo que indica la presencia/ausencia de una especie o especies determinadas
en la muestra por encima de un nivel de corte [|], permitiendo clasificar las muestras

en dos grupos (positivas o negativas) de una forma rdpida y segura. Sdlo las muestras
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que proporcionen un resultado positivo en el sistema de “screening” se someterdn al
proceso analitico completo para confirmar la respuesta obtenida y ampliar la
informacién analitica [2], mientras que, sin la utilizacidn de un método de seleccidn,

todas las muestras tendrian que ser sometidas al andlisis completo (Figura I).

Proceso analitico Confirmacién/Cuantificacién
® /—> convencional
' @
) ® 30 @
6 6 Respuesta positva

Método __/
Muestras de seleccion ¥/
Respuesta negativa

Figura I. Separacién de muestras mediante un método de seleccién

El desarrollo de métodos de seleccién requiere que los niveles de
sensibilidad y selectividad alcanzados sean adecuados para reducir al minimo el
ndmero de resultados falsos negativos y positivos. Es deseable que el método no
origine falsos negativos, ya que estas muestras son rechazadas, mientras que, si

existen falsos positivos, se detectan al aplicar el método confirmatorio.

Una clasificaciéon aceptada de los métodos de seleccidn es la basada en el
sistema de deteccidn utilizado, pudiendo distinguir entre: 1) andlisis cualitativo cldsico
o sensorial, en el que la deteccidn se realiza utilizando los sentidos humanos, como
el olfato o la vista, y 2) andlisis cualitativo instrumental, en el que la deteccién se
realiza mediante una sefial &ptica, electroquimica o de otro tipo. En el primer caso,
la respuesta se obtiene de forma directa sin necesidad de tratamiento de datos.
Estos métodos se basan normalmente en la aparicion de un cambio apreciable

debido a una reaccién quimica (4dcido-base, formacién de complejos, precipitacién,
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etc), o bioquimica. Dentro de este grupo se encuentran los ensayos en forma de
‘kits’, que son dispositivos comerciales disefiados para una aplicacidén concreta, los
cuales contienen los reactivos necesarios para la obtencidn de una respuesta rdpida y
sencilla. En el segundo grupo, la respuesta instrumental debe transformarse en
respuesta binaria del tipo SI/NO, lo que implica un tratamiento de datos. En estos
casos, a diferencia de los métodos cuantitativos, no es necesaria un curva de
calibrado, sino que se establece una respuesta instrumental como referencia,
correspondiente a la concentracidon que se desea cribar, y la respuesta binaria se

obtiene por comparaciéon con ésta.

Los métodos de alto rendimiento o alta velocidad de muestreo (“high-
throughput”) constituyen la maxima expresién en lo que se refiere a rapidez de
respuesta. Estos métodos experimentaron un gran avance para aplicarlos a la sintesis
combinatoria utilizada para la seleccidn de nuevos candidatos en el proceso de
descubrimiento de nuevos fdrmacos [3] Fueron necesarios nuevos desarrollos
metodoldgicos para procesar un nudmero elevado de muestras de forma
practicamente simultdnea. Los sistemas “microarray”, principalmente los que utilizan
microplacas con pocillos, son una opcidn muy adecuada ya que se requieren
pequefios volumenes de muestras y reactivos, lo que posibilita la miniaturizacion de
los ensayos. Aunque estos métodos son muy utilizados en las dreas farmacéutica y
clinica, no han tenido una aplicaciéon masiva dentro del andlisis agroalimentario. Se ha
descrito un método automdtico de respuesta rdpida para la determinacion de
tetraciclinas en miel y orina animal basado en la tecnologia de reactivos secos y en la
medida de la luminiscencia sensibilizada del complejo Eu,Os-tetraciclina [4]. El ensayo
es muy sencillo y rdpido ya que el reactivo se encuentra inmovilizado en los pocillos
de una microplaca y sdlo se requiere la adicién de la muestra al pH adecuado en el

momento del andlisis.

Los sensores son sistemas de respuesta rdpida utilizados frecuentemente

como método de seleccidn, aunque también proporcionan medidas cuantitativas o
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semi-cuantitativas. Son dispositivos analiticos en los que se combina un elemento de
reconocimiento y un transductor, que permite medir la sefial originada por la
presencia del analito o los analitos. El funcionamiento de los mismos se basa en la
capacidad del transductor para procesar una sefial, que puede ser Optica,
electroquimica, piezoeléctrica o térmica, como consecuencia de la interaccion del
elemento de reconocimiento con el analito y convertirla en una sefial eléctrica
medible. Estos sistemas deben ser sensibles y selectivos, ya que deben responder a
pequefios cambios en la concentracion de analito y asegurar que la respuesta
obtenida es debida exclusivamente a la presencia de éste. Cuando el elemento de
reconocimiento o receptor es una biomolécula se le denomina biosensor, utilizando
para este fin anticuerpos (inmunosensores), enzimas, células o ADN [5], aunque en
los Ultimos afios han comenzado a introducirse otros tipos de receptores tales como
aptdmeros o péptidos [6, 7]. Los biosensores combinan el poder analitico de los
transductores quimicos con la selectividad propia de los biorreceptores, dando lugar

a sistemas para la deteccidn muy selectivos y sensibles.

Las aplicaciones de los sensores en andlisis agroalimentario son muy
numerosas [8], habiendo sido objeto de revisidn recientemente las relacionadas con
la determinacidon de compuestos intrinsecos de los alimentos, tales como el dcido
ascorbico [9] y la glucosa [I0]. También se han descrito sensores para la
determinacion de contaminantes, en concreto de patdgenos, basados en distintas
configuraciones [I| — 13], pudiendo utilizar en algunos casos dispositivos mdviles
smartphone [ | 7. Otros contaminantes cuyas determinaciones mediante sensores han
sido objeto de revisién son bisfenol A [I4, I5] y micotoxinas [I5, 16]. La
aplicabilidad de los sensores se ha extendido al control del estado de conservacién
de los alimentos, con objeto de garantizar la calidad y seguridad alimentarias antes
que éstos lleguen al consumidor, lo que permite conocer aspectos tales como la
estabilidad del alimento durante el almacenamiento o la integridad de los envases.

Un ejemplo es el reciente desarrollo de un sensor para oxigeno basado en medidas



de fosforescencia que permite evaluar si el envase se ha abierto después de su

sellado [17].

Por otra parte, es deseable que los métodos analiticos usados
fundamentalmente para la cuantificacién también originen una respuesta rdpida, lo
que puede conseguirse acortando la duracidn del proceso analitico. En esta Memoria
se van a abordar algunos desarrollos en cromatografia de liquidos rdpida (“fast liquid
chromatography”), cuyos aspectos tedricos han sido objeto de revisidn
recientemente [18 — 22]. Bajo esta denominacién se aglutinan diversas opciones
instrumentales relacionadas con: 1) el desarrollo de instrumentos con sistemas de
bombeo capaces de soportar presiones de hasta 2400 bares [23, 24], provistos de
detectores de respuesta rdpida y en los que la dispersion extra-columna sea minima
para conseguir la mdxima eficacia en la separacién, y 2) el uso de diversas tecnologfas
de fabricacion de fases estacionarias formadas por: particulas totalmente porosas con
didmetros inferiores a 2 pm (sub-2-um), particulas parcialmente porosas

(denominadas genéricamente “core-shell”) con didmetros entre 1,3 y 2,7 uym vy, por

dltimo, fases estacionarias monoliticas.

La técnica mds ampliamente aceptada es la cromatograffa de liquidos de
ultra-afta resolucién (UHPLC). Se comercializaron los primeros instrumentos a partir
de 2004, los cuales incluian las mejoras mencionadas anteriormente junto con el uso
de columnas empaquetadas con fases estacionarias formadas por particulas
totalmente porosas, con didmetro inferior a 2 pm, a diferencia de las convencionales

que suelen presentar un tamafio de 3-5 pym [18].

Cuando el tamafio de particula del empaquetamiento de la columna
disminuye, caracteristicas como la eficacia, la capacidad de pico (nimero de picos
resueltos por unidad de tiempo) y la velocidad de andlisis aumentan. De hecho,
segln la ecuacidn de van Deemter, que describe la relacidn entre la velocidad del

flujo de la fase movil y la altura equivalente de plato tedrico (AEPT) de la columna
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[25], cuando se usan particulas con un didmetro inferior a 2 um no solo se obtiene
un aumento significativo en la eficacia, sino que ésta no disminuye al aumentar la

velocidad del flujo [19].

Como puede observarse en la Figura 2, un aumento en el caudal de la fase
movil tiene como consecuencia el aumento de la AEPT, lo que se traduce en una
disminucién de la eficacia cromatogrdfica, ya que ambas variables estdn inversamente
relacionadas. Esto no ocurre para tamafios de particula inferiores a 2 pm, donde se
observan unos valores de AEPT significativamente menores, lo que indica una mayor
eficacia y un perfil mds plano de la curva de Van Deemter, sin consecuencias

negativas al aumentar la velocidad de flujo.

35,00
30,00 1 dp= 10 pm
25,00 1

20,004

AEPT (um)

10,00 4

5001

0,00

Velocidad lineal (mml/s)

Figura 2. Curvas de van Deemter para diferentes tamafios de particula (10, 5, 3y |,7 um)

El uso de particulas pequefias totalmente porosas para el empaquetamiento
de columnas de UHPLC da lugar a separaciones mds rdpidas con una elevada

capacidad de pico. Sin embargo, para aprovechar esta ventaja, es necesario trabajar a
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presiones mds elevadas que las empleadas en HPLC. Generalmente, un sistema de
UHPLC soporta 1000-1200 bares, llegando los mds modernos hasta 2400 bares,
frente a los 400 soportados en la mayorfa de los instrumentos de HPLC. Esta
capacidad para trabajar a presiones mds elevadas aumenta la velocidad del andlisis, ya
que disminuye la duracidon del proceso cromatogréfico, y reduce el consumo de
disolvente vy el coste del andlisis, contribuyendo también a la proteccién del medio
ambiente. Ademds, puesto que la eficacia cromatogrdfica es proporcional a la
longitud de la columna e inversamente proporcional al tamafio de particula, es
posible realizar separaciones mds rdpidas con columnas mds cortas y/o velocidades

de flujo mayores incrementado, ademds, la resolucién v la sensibilidad.

El aumento de la sensibilidad en UHPLC puede explicarse en base a un
menor ensanchamiento de banda en columnas con particulas de menor tamafio, ya
que al disminuir el didmetro de las particulas a través de las cuales se lleva a cabo la
migracion, disminuye la difusién de Eddy implicada en la ecuacién de van Deemter,
dando lugar a picos mds altos y estrechos que mejoran la sensibilidad (Figura 3). La
difusién de Eddy o difusidn en remolino contempla el fendmeno por el cual las
moléculas en disolucidn pueden atravesar la columna cromatogrdfica siguiendo
trayectorias de distinta longitud, dando lugar a tiempos de retencidn ligeramente
diferentes. La probabilidad de que esto suceda es directamente proporcional al

didmetro de las particulas que componen el relleno de la columna

Por todo esto, puede afirmarse que las ventajas que presenta esta técnica
frente a HPLC son claras, ya que los principios cromatograficos y mecanismos de
separacién se mantienen, mientras que la velocidad de andlisis, resolucidn vy
sensibilidad se mejoran frente a la técnica convencional. Sin embargo, también
presenta algunas limitaciones como son el coste de la instrumentacion (20-50% mds
elevado que el de HPLC), y el de las columnas cromatogréficas y su adn escasa
disponibilidad para modalidades distintas de la fase reversa [20]. En la actualidad

existen fases estacionarias para distintas modalidades: interacciones hidrofilicas [26],
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Introduccion

separaciones quirales [27] y exclusidon por tamafios [28] para la separacion de

analitos de baja masa molecular. Asimismo, se han desarrollado fases estacionarias

para la determinacion de macromoléculas de hasta 2 MDa [28 — 32].

UHPLC

HPLC

Figura 3. Impacto del ensanchamiento de banda en la forma del pico. Comparacién entre
HPLC y UHPLC

Uno de los avances mds significativos de los dltimos afios ha sido impulsado
por el uso de columnas empaquetadas con particulas parcialmente porosas, las
cuales contienen un ndcleo sdlido recubierto de una fina capa de material poroso, en
lugar de las particulas de silice completamente porosas utilizadas de forma
convencional. Esta nueva tecnologia se conoce con el nombre general de “core-shell”
o “fused-core” y proporciona separaciones rdpidas y eficaces, similares a las obtenidas
con columnas rellenas de particulas de didmetro inferior a 2 pm, pero con presiones
notablemente inferiores. Asimismo, proporcionan separaciones mds eficaces que las

columnas que contienen particulas totalmente porosas de similares dimensiones.



Actualmente existen diversas columnas comerciales con este tipo de
empaquetamiento bajo distintos nombres segln la empresa fabricante: Poroshell
(Agilent), Halo (Advanced Materials Technology), Cortecs (Woaters), Kinetex
(Phenomenex) o Accucore (Thermo Fisher Scientific). Todas ellas se caracterizan
por contener particulas que presentan un nicleo sélido en el que los analitos no
pueden penetrar y un recubrimiento poroso, aunque los materiales utilizados, su
estructura, asi como los métodos de sintesis de las particulas varian en funcién de la

casa comercial [21].

La reduccién del volumen muerto es una de las principales ventajas del uso
de particulas de nicleo sdlido como empaquetamiento en columnas cromatogréficas.
El espacio ocupado con este tipo de particulas en comparacién con particulas
completamente porosas aumenta entre un 20-30%. Como resultado se obtiene una
menor difusién longitudinal a través de la columna, dando lugar a separaciones
rdpidas de alta eficacia, comparables a las obtenidas mediante columnas de particulas
con didmetros inferiores a 2 pm. Ademads, presentan la ventaja afiadida de que,
debido a que la presién depende fundamentalmente del didmetro de las particulas
que componen el relleno de la columna, ésta no se afecta prdcticamente por las
nuevas particulas, lo que permite la utilizacién de instrumentaciéon convencional de

HPLC para la realizacién de la separacidon cromatogréfica.

Una tendencia mds reciente en el uso de fases estacionarias “core-shell” es el
desarrollo vy utilizacidén de fases estacionarias integradas por particulas de didmetros
inferiores a 2 pm [22 - 24]. Se han desarrollado particulas de |,3 pm de didmetro, las
cuales experimentan problemas de sobrepresion [23] v de escasa retencién de los
analitos para particulas con capas porosas delgadas [33]. Mds recientemente, se han
desarrollado sistemas de UHPLC capaces de soportar hasta 2400 bares de presién y
que utilizan particulas con didmetros entre 0,6 y | um [24]. El principal inconveniente

es la falta de reproducibilidad en la eficacia de las columnas debido a irregularidades
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en el empaquetamiento, especialmente para columnas de didmetros inferiores a 4,6

mm.

El uso de fases estacionarias monoliticas es otra opcidn para conseguir
separaciones rdpidas mediante cromatografia de liquidos, compatible con la
instrumentacion utilizada en HPLC [34]. Estas fases pueden desarrollarse a partir de
silice o de mondmeros orgdnicos. Para las fases estacionarias basadas en silice, el
monolito inorgdnico poroso se obtiene mediante un procedimiento sol-gel a partir
de silice de alta pureza. El esqueleto ramificado obtenido presenta una estructura de
poro bimodal, compuesta por macroporos (con didmetros de | — 2 um) vy
mesoporos (con didmetros inferiores o iguales a |5 nm). Los macroporos permiten
la aplicacion de caudales elevados mientras que los mesoporos tienen un drea
superficial elevada que permite maximizar la carga de fase activa de la columna. La
pared del monolito se suele recubrir con un polimero impermeable para eliminar los
fendmenos de difusidn a través de las paredes de la columna. Las fases estacionarias
monoliticas basadas en polimeros orgdnicos, principalmente derivados del
metacrilato, se suelen utilizar fundamentalmente para separaciones en fase normal y
de cambio idnico, observdndose una tendencia al uso de estos materiales

monoliticos para el tratamiento en muestras de alimentos [34].

Las columnas monoliticas tienen una mayor porosidad total que las de
particulas porosas empaquetadas por lo que presentan menor resistencia al flujo de
la fase mdvil. La sobrepresidn es, por tanto, baja y permite el uso de caudales
relativamente elevados sin pérdidas sustanciales de resolucidn. Estas prestaciones
posibilitan el uso de un instrumento HPLC convencional para el desarrollo de
separaciones rdpidas ya que son capaces de operar con caudales proximos a 5 mL
min-! con presiones inferiores a 200 bares, que suele ser la presidn maxima
recomendada por los fabricantes. Una ventaja adicional es el menor desgaste
experimentado por los componentes del sistema de bombeo. Un aspecto que hay

que considerar es la compatibilidad con el sistema de deteccidn, ya que si la
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Introduccion

velocidad de adquisicidon de datos es baja, el detector no registrard adecuadamente
los picos con tiempos de residencia relativamente cortos. En general, si los tiempos
de adquisicién son cercanos a los 200 ms o incluso inferiores [22], los resultados
pueden ser satisfactorios, no existiendo ademds un aumento apreciable del ruido de

la sefial analftica.

La Figura 4 muestra a modo de resumen las dimensiones mds usuales de las
fases estacionarias utilizadas en cromatografia de liquidos convencional y rdpida con

fines analiticos.

HPLC CL rapida
convencional (“fast liquid chromatography”) \
|
Fases estacionarias Fases estacionarias Fases estacionarias
de particulas de particulas de particulas
totalmente porosas qr totalmente porosas =————— parcialmente porosas
o “core-shell”

¢p:m’cula: 3-5um ¢paru’<ula: 1.7 - 1.8 um
longitud columna: 15 —25 cm || |longitud columna: 5 — |5 cm
Dcolumna : 2.1 —4.6 mm Deolumna : 2.1 —4.6 mm

COMPATIBLE CON

INSTRUMENTOS UHPLC | | $pardicust 26 = 2.7 pm Dparicust 1.3 = 1.6 um
Gespa poross: 0:35 =05 um ® caps poross: 0-35 0.5 pm
longitud columna: 5— 15 cm || longitud columna: 5 cm
Deolumna : 2.1 —4.6 mm Deofumna © 2.1 mm
Fases estacionarias COMPATIBLE CON COMPATIBLE CON
monoliticas INSTRUMENTOS HPLC INSTRUMENTOS UHPLC

¢macropcros: 1.0-20 um
¢me50p0m;3 13-15nm
longitud columna: 2.5 - 10 cm
Dcotumna : 0.2 — 4.6 mm
COMPATIBLE CON
INSTRUMENTOS HPLC

Figura 4. Resumen de las caracteristicas de las fases estacionarias utilizadas en cromatografia
de liquidos rdpida

Como puede observarse, se han incluido las caracteristicas mds comunes de
las columnas comerciales preparadas mediante las distintas tecnologfas de fabricacion

de fases estacionarias anteriormente comentadas, y su compatibilidad con los
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instrumentos de HPLC y UHPLC. Asf, las columnas de particulas totalmente porosas
sub-2-um son apropiadas para su uso en instrumentos de UHPLC, va que la
sobrepresidn originada por el aumento del caudal limita la obtencién de
separaciones eficaces con instrumentos HPLC convencionales. Dentro de las
particulas de tipo “core-shell”, las de tamafios de 2,6 — 2,7 ym permiten su uso con
instrumentos de HPLC para obtener separaciones rdpidas, aunque su utilidad
prictica va a depender de la composicién de la fase movil utilizada, ya que la
viscosidad y la compresibilidad del disolvente orgdnico serdn factores clave. Para las
particulas “core-shell” de menor tamafio, se requerirdn instrumentos de UHPLC

debido a las elevadas sobrepresiones que se pueden originar.

El acoplamiento de la espectrometria de masas (MS) con UHPLC ha
propiciado el desarrollo de un elevado nimero de métodos analfticos para la
deteccidén de residuos y contaminantes en muestras de alimentos [35 — 41]. Los
relativamente bajos niveles de concentracidon definidos por la legislacion y la
complejidad de las matrices de las muestras analizadas convierten estas
determinaciones en retos importantes desde el punto de vista analftico. El
acoplamiento de ambas técnicas, utilizando espectrdmetros de masas de alta
resolucién, normalmente de tipo OrbiTrap, ha permitido la determinacion simultdnea
de un elevado ndmero de analitos, llegando en ocasiones a 300 [36, 39]. También se
ha descrito mediante este acoplamiento la determinacién de compuestos de distinta
masa que co-eluyen, demostrando que la técnica de deteccidon complementa a la
técnica de separacidon de forma eficaz y posibilita la resolucién de mezclas muy
complejas. No obstante, un aspecto que limita la eficacia de estas determinaciones es
la existencia de efecto matriz [39 — 41], por lo que se han utilizado técnicas de
extraccion para la limpieza de los extractos y se han propuesto diagramas de flujo

para la evaluacién de la existencia de efectos matriz [40].

Las columnas monoliticas han sido previamente utilizadas en andlisis

agroalimentario para separaciones basadas en la modalidad de fase reversa con fases
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estacionarias de silice funcionalizada con Cig [34, 35, 42 — 53] y de polimeros
orgdnicos [34, 54, 55]. Por ejemplo, se ha descrito ampliamente la determinaciéon de
compuestos fendlicos en diferentes matrices [42 — 47], tales como vinos blancos vy
tintos [42], zumos [43], extractos de soja [44, 45], col lombarda [46] y en muestras
obtenidas durante el seguimiento de procesos de maduracién de frutas [47], entre
otros. La elevada porosidad de las columnas monoliticas posibilita el andlisis de
muestras con matrices complejas, tales como muestras de vino tinto [42], con un
tratamiento de muestra sencillo que sélo requiere la dilucidn de las muestras para
adecuarlas al intervalo de trabajo del método desarrollado. Asimismo, se han
determinado caseinas en muestras de leche utilizando la modalidad de fase reversa
[52] y también mediante el uso de polimeros orgdnicos [54]. En la actualidad, una de
las principales limitaciones de las columnas monoliticas de sflice comerciales sigue
siendo su relativamente elevado coste, superior en la mayoria de los casos al de las

columnas basadas en tecnologia “core-shell” con funcionalidades similares.

En resumen, es deseable disponer de métodos cromatogréficos rdpidos
alternativos a los ya descritos, pero utilizando detectores convencionales sensibles,
selectivos y econdmicos, tales como los detectores fluorimétricos, para la resolucién
de problemas analfticos en el contexto agroalimentario. Este ha sido sin duda, uno de

los objetivos principales de las investigaciones contenidas en esta Memoria.

.2 SISTEMAS DE DETECCION LUMINISCENTE

La luminiscencia consiste en la emisién de radiacion electromagnética como
consecuencia de la desactivacidon de una molécula que previamente ha sido excitada.
Cuando esta excitacidn tiene lugar mediante la absorcién de fotones se denomina
fotoluminiscencia, pudiéndose distinguir entre fluorescencia y fosforescencia, segin si
las transiciones electrdnicas conllevan o no un cambio en el espin electrdnico. En la
fluorescencia no se produce dicho cambio, por lo que presenta una vida corta,
mientras que en la fosforescencia hay un cambio en el espin del electrén, dando

lugar a que la emisidn de la radiacidon sea mds lenta.
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Estos fendmenos han dado lugar a diversas técnicas utilizadas ampliamente
como sistemas de deteccidn en metodologias analiticas debido a que presentan
ventajas destacables frente a la deteccidn fotométrica, mejorando los limites de
deteccién y la selectividad. Los limites de deteccién obtenidos con técnicas
fotoluminiscentes suelen ser de uno a tres drdenes de magnitud mds bajos, ya que la
sefial analftica puede mejorarse aumentando la energla de la radiacién incidente o
amplificando la sefial obtenida en el detector. Ademds, la luminiscencia es una
caracteristica mucho menos general que la absorcidn, es decir, existen bastantes
especies capaces de absorber radiacion, pero el nimero de ellas que puede emitir es
mds reducido. También hay que tener en cuenta que las medidas fotoluminiscentes
requieren la utilizacién de dos longitudes de onda, de excitacién y de emisidn, por lo
que el uso de dos pardmetros instrumentales puede minimizar interferencias,
mientras que en fotometria se utiliza sélo una longitud de onda de madxima

absorcién.

La emisidn fotoluminiscente se ve afectada por factores intrinsecos de las
moléculas, relacionados con su estructura, como la rigidez y el grado de conjugacion,
y por la presencia de d&tomos pesados. También estd afectada por factores externos,
mds fdciles de controlar, tales como la temperatura, el disolvente, el pH vy el oxigeno

disuelto.

[.2.1 Tipos de fluoréforos

La emisién de sefales luminiscentes puede ocurrir en distintas regiones del
espectro electromagnético, desde el ultravioleta hasta el infrarrojo cercano. En la
Figura 5 se muestran, a modo de ejemplo, algunos fluordforos representativos de
cada zona del espectro. Los fluordforos que emiten a longitudes de onda mas cortas
suelen denominarse fluordforos convencionales, porque han sido los mds utilizados
hasta la fecha debido al mayor nimero de especies orgdnicas que emiten en esa
region del espectro. La sefial luminiscente de estos fluordforos puede verse

interferida por sefiales de componentes de la matriz de la muestra, las cuales suelen
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producirse también en esa zona del espectro. Esta limitacién puede evitarse o
minimizarse de dos formas: |) mediante la aplicacién de la metodologfa cinética, ya
que normalmente las sefiales procedentes de la matriz de la muestra tienen una
naturaleza estdtica, y 2) mediante la separacion cromatogréfica previa a la deteccidn,
de forma que se consiga la discriminacion espacial de los analitos a través de la

columna cromatogréfica.

Como se muestra en la Figura 5, ademds de los fluordforos convencionales
que emiten principalmente en la zona visible del espectro, existen quelatos de iones
lantdnidos y de rutenio(ll) y grupos de compuestos orgdnicos cuya emisién ocurre
entre el visible mas lejano y el infrarrojo cercano. La emisién de estos fluordforos de
larga longitud de onda (LWFs) no se ve prdcticamente interferida por las sefiales de
fondo de la matriz de la muestra, lo que les confiere selectividad espectral frente al

uso de fluordforos convencionales [56].

200 1 Fluoresceina
T Umbeliferona
< Fluoréforos Fluorescamina
E convencionales | Cloruro de dansilo
Z o-Ftaldialdehido
o
g 600 1 I_* Quelatos lantanidos (luminiscencia sensibilizada)
g Quelatos de rutenio
L:D 800 Oxacinas
s Fluoréforos Tiacinas
= de larga longitud Alexa Fluor
1000 - de onda orgdnicos '\ Atto
Cianinas
Ficobiliproteinas

Figura 5. Clasificacion de los fluordforos, incluyendo ejemplos representativos de cada grupo

Algunos quelatos de iones lantdnidos con ligandos orgdnicos originan una

luminiscencia intensa cuando se excitan a la longitud de onda de maxima absorcidn

22 |



del ligando orgdnico debido al fendmeno de luminiscencia sensibilizada [57]. Este
fendmeno consiste en un proceso eficaz de transferencia de energia intramolecular
desde el estado triplete excitado del ligando hasta un nivel de resonancia del ion
lantdnido, el cual es muy rdpido ya que el lantdnido estd unido al ligando mediante
enlace coordinado. Aunque podrfa considerarse que la luminiscencia sensibilizada de
lantdnidos es un tipo especial de fosforescencia sensibilizada a temperatura ambiente,
hay una diferencia bdsica entre ambos procesos ya que el primero es intramolecular
y el segundo es intermolecular, lo que hace que la luminiscencia sensibilizada de
lantdnidos sea menos susceptible a la inhibicidn de la luminiscencia por colisiones del

estado triplete.

Para que se produzca una transferencia de energia eficaz desde el ligando al
ion lantdnido deben cumplirse los siguientes requisitos: |) las transiciones no
radiantes del ligando (S1 —So o T1 —To) deben ser minimas; 2) la energfa del nivel de
resonancia del ion lantdnido debe ser ligeramente inferior a la del estado triplete
excitado del ligando, de forma que exista una elevada probabilidad de que se
produzca la transferencia de energla; y 3) no deben producirse transiciones no

radiantes del ion lantdnido excitado.

Existen factores, tales como la presencia de agentes sinergéticos,
surfactantes, de otros iones lantdnidos y dtomos pesados, ademds del pH, que
contribuyen a que se cumplan estos requisitos. Por ejemplo, debido al elevado
ndmero de coordinacion del Tb(lll), al formar quelatos con ciertos ligandos existen
sitios de coordinacidn que pueden quedar libres y ser ocupados por moléculas de
agua, lo que favorece la inhibicién de la luminiscencia debido a procesos de
desactivacidon no radiante. Para evitar este efecto pueden utilizarse agentes
sinergéticos, como ligandos aminopolicarboxilatos o el dxido de tri n-octilfosfina
(TOPO), que entran a formar parte de la esfera de coordinacién del ién lantdnido,

desplazando a las moléculas de agua. También se pueden utilizar tensoactivos que al

| 23



formar las micelas protegen al complejo de procesos de desactivacién no radiante

[57].

El mecanismo de la luminiscencia sensibilizada de lantdnidos se representa en
la Figura 6, donde puede observarse que el ligando orgdnico absorbe energfa,
pasando al estado singlete excitado (S1), de ahi pasa al estado triplete excitado (T)
y, en lugar de emitir fosforescencia, transfiere su energfa al ion lantdnido, el cual se

excita y emite su radiacidn caracteristica en forma de picos estrechos.

@ ™
Primer estado
singlete excitado
Y re—
S, P Y W Cruce intersistemas
:_.....,.__,._._.__...;‘% Transferencia de
T o energia
T
A
c o ——
© 5 ©
5 2 9 g
o Q
a < 3 = <
I S % W N
= @ QI
- o 23
&2
7 =
E 52 =
Jw \ 4
= v
So

Lantanido (Ill) ———y)
(Aceptor) |

- -

[f—— Ligando (Dador)

Figura 6. Diagrama de niveles de energia de diversos fenémenos fotoluminiscentes, incluyendo
la luminiscencia sensibilizada de lantdnidos

El uso de la luminiscencia sensibilizada de lantdnidos ofrece numerosas

ventajas frente a otros sistemas luminiscentes, entre las que cabe destacar:
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*  La buena estabilidad de los iones lantdnidos, cuyas disoluciones pueden
almacenarse durante un periodo largo de tiempo, asi como el cardcter

relativamente inocuo de los mismos.

*  La formacién de quelatos con compuestos organicos muy luminiscentes
debido al proceso de transferencia de energfa, el cual también da lugar
a un gran desplazamiento Stokes, evitando problemas de solapamiento
entre las bandas de excitacién y emisién como ocurre en ocasiones con

los fluordforos convencionales.

* La emisién se produce a larga longitud de onda, eliminando o
minimizando interferencias procedentes de la matriz de la muestra, ya

que estas suelen emitir a longitudes de onda mds cortas.

*  Se mejora la selectividad espectral, ya que la emisidn ocurre a través de
los niveles de resonancia del ién lantdnido, originando bandas muy

estrechas.

*  También presentan buena selectividad temporal, ya que la duracién de

la luminiscencia de los complejos formados es relativamente larga.

La luminiscencia sensibilizada se ha utilizado de forma convencional mediante
la formacidn de quelatos a partir de la sal inorgdnica y el ligando organico. No
obstante, en los Ultimos afios, se han obtenido materiales luminiscentes
bidimensionales y tridimensionales, tales como los “metal-organic frameworks”
(MOFs) [58 — 60], que han despertado un gran interés desde el punto de vista
analitico para la deteccién de iones metdlicos [59] v el desarrollo de sensores para
medidas de pH [60], entre otras aplicaciones. Cabe destacar que existen otros
materiales tridimensionales luminiscentes que presentan luminiscencia anti-Stokes, los
“up-converting phosphors” (UCP), los cuales emiten en el visible tras excitarlos con

radiacion infrarroja.
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Un caso especial de LWFs utilizados en Quimica Analitica son los quelatos
de rutenio(ll), los cuales muestran luminiscencia con una duracién ligeramente
superior a la de los fluordforos orgédnicos. La principal ventaja que presentan es la
posibilidad de usar diferentes ligandos que permiten modificar las propiedades
quimicas y espectroscdpicas de estos complejos, mostrando maximos de emisidn,
generalmente, entre 610 y 650 nm. La estructura quimica del quelato utilizado en las
investigaciones incluidas en esta Memoria se muestra en la Figura 7. El cloruro de
rutenio(ll)-tris-(2,2'-bipiridina) absorbe radiacion visible a unos 450 nm vy la emite
alrededor de 610 nm, presentando una banda de emisidén relativamente ancha, a
diferencia de las bandas estrechas que originan los quelatos de iones lantdnidos
anteriormente comentados. La duracidn de su estado excitado depende del
disolvente utilizado, siendo de 890 ns en acetonitrilo y 650 ns en agua [61], valores
superiores a los de algunos fluordforos organicos, tales como la fluoresceina (3 - 4
ns), pero inferiores a los de algunos quelatos de iones lantdnidos, que suelen ser del

orden de ms [57].

Cl

Figura 7. Estructura quimica del quelato cloruro de rutenio(ll)-tris-(2,2'-bipiridina) (Ru(bpy);**
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El uso analitico de los quelatos de rutenio se ha orientado principalmente al
desarrollo de sensores [62—66]. En concreto, se han propuesto sensores para la
determinacion de iones Cu(ll) [62] y 4cido hipocloroso [63], aunque una de sus
aplicaciones mds destacadas ha sido su uso como sensores para oxigeno, en los que
se mide la inhibicidn de la fluorescencia del quelato de Ru(ll) originada por el

oxigeno disuelto en el medio [65, 66].

En lo que se refiere a los LWFs orgdnicos, que emiten en la regidn de baja
energia del espectro electromagnético (>600 nm), ademds de una buena selectividad
espectral, presentan otras caracteristicas, tales como bajo riesgo de degradacion de la
muestra debido a la baja energfa utilizada para la excitacidn y baja probabilidad de
sufrir fendmenos de inhibicidn ya que presentan un tiempo de vida corto. Estos
compuestos orgdnicos poseen una estructura rigida, con una serie de enlaces
conjugados o anillos aromdticos condensados, y pueden pertenecer a distintas
familias, tales como cianinas, oxacinas y rodaminas, entre otros, como se muestra en

la Tabla I.

En dicha tabla se incluyen las estructuras quimicas bdsicas de cada familia de
compuestos, a excepcion de los fluordforos Atto y Alexa, que tienen estructuras
genéricas de oxacinas y cianinas, pero las casas comerciales que los suministran no
dan informacidn de sus estructuras concretas. Estos dos grupos de fluordforos
comerciales emiten en el visible y en el IR cercano y, aunque tienen ciertas
limitaciones, tales como pequefio desplazamiento Stokes, baja solubilidad,
inestabilidad y tendencia a sufrir procesos de oxidacidn o foto-oxidacién, han sido
ampliamente utilizados, especialmente en andlisis bioldgico, donde la sefial
procedente de la matriz de la muestra puede ser una importante fuente de
interferencias [56]. Sin duda, una de las aplicaciones mds destacadas de los LWFs
orgdnicos se ha centrado en su uso como aceptores en sistemas basados en

transferencia de energfa por resonancia de la fluorescencia (FRET) [67, 68].
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1.2.2 Reacciones de derivatizacion en cromatografia de liquidos

El fendmeno de la luminiscencia estd limitado a un ndmero relativamente
restringido de sistemas, ya que requiere unas caracteristicas estructurales vy
ambientales que permitan que los procesos de desactivacion no radiantes se
ralenticen para que la emisidon pueda competir cinéticamente con ellos. Una opcidn
para determinar compuestos que no presentan fluorescencia intrinseca es el uso de
reacciones de derivatizacidon que posibiliten la obtencién de los niveles adecuados de

sensibilidad y selectividad.

La for