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I. OBJETO Y PLAN DE TRABAJO



Capitulo I

CAPITULO 1
" OBJETO Y PLAN DE TRABAJO

La experiencia del grupo en electroforesis capilar se inicia en 1994, con la
estancia de larga duracién de E. F. Sim6 en el laboratorio del Prof. P.G. Righetti de
la Universidad de Milan. El Dr. E.F. Simé, realizd dos estancias en dicho laboratorio
para trabajar en electroforesis capilar. La primera, de 4 meses de duracion, se realizé
dentro del marco de las becas otorgadas por la Generalitat Valenciana bara formacién
de jovenes investigadores, y la segunda, de un afio de duracidn, se realizé a lo largo
de 1995 en el marco del programa Europeo de Capital Humano y Movilidad. Como
resultado de dicha estancia, el Dr. E.F. Simé publicé 6 articulos en revistas de alto
impacto relacionados con la separacién por electroforesis capilar de proteinas y
fragmentos de ADN. Igualmente, el grupo ha organizado varios cursos de Tercer
Cicio 0 Posgrédo sobre electroforesis capiiaf, i‘mpart'idos enla _Univeréitat de Valéncia
a lo largo de varios afios, si bien uno de ellos se imparti6 en Julio-Agosto de 1996 en
la Universidad de Costa Rica (San José, Costa Rica) y también en la Universidad de
Morelos (Cuernavaca, México) en el marco del Programa Intercampus Accién II por
el Dr. G. Ramis.

A finales de 1994 y bajo el titulo: “Aplicaciones de la electroforesis capilar
a la resolucion de varios problemas de control de calidad” se inicia el proyecto
IMPIVA 108994/1034, subvencionado por dicho organismo y por la empresa
MERCADONA, S.A. en el marco del Programade Proyectos de I+D Precompetitivos,
y con una duracién de dos afios. Con fondos de dicho proyecto, en octubre de 1994
se adquiere un primer instrumento de electroforesis, y con fondos de la Generalitat
Valenciana para dotacion de infraestructuras, un segundo instrumento en enero de
1995. Desde entonces ambos instrumentos se han utilizado intensivamente en tfabajos
relacionados con: a) los objetivos del proyecto IMPIVA 108994/1034; b) los

objetivos del proyecto GV/3205-95, en cooperacién con un grupo de investigacion en

3




Objeto y plan de trabajo

Biologia Vegetal; y c) durante los tres Gltimos afios, al desarrollo de los objetivos

planteados en tres convenios firmados con diversas empresas privadas, y actualmente

- vigentes.

Fruto de esta investigacién son las numerosas publicaciones aparecidas en
revistas internacionales de elevado impacto y las comunicaciones presentadas a
congresos nacionales e internacionales.

El objeto de esta Memoria es la puesta a punto de métodos de anélisis répidos
y fiables mediante electroforesis capilar dentro de las lineas de investigacién del
grupo. De hecho, los trabajos expuestos en esta Memoria estin directamente
relacionados con los objetivos de los proyectos y convenios citados.

De acuerdo con lo estipulado en la normativa sobre el Doctorado Europeo,
parte de la Memoria esté redactada en un idioma oficial de la Comunidad Europea
distinto del castellano (Capitulos VIl y VIII), adjuntidndose en el anexo (anexos IV y
V) la correspondiente traduccién de dichos capitulos al castellano. Igualmente, se

| adjuntan como anexos. Ias. ver_sio_neé en inglés del feSté de los capitﬁlos,- y que
corresponden a los articulos publicados.

Esta memoria consta de trece capitulos, siendo el segundo de ellos
introductorio a la electroforesis capilar, y el resto se divide en tres grandes partes (A,
By C), constando cada una de ellas de sus respectivos capitulos introductorios (Parte
A, Capitulo III; Parte B, Capitulo V1 y Parte C; Capitulo IX) y de los que desarrollan

objetivos de investigacion especificos, tal como se concreta a continuacion.
Parte A

Se han puesto a punto procedimientos de determinacién de acido L-ascérbico
y glutation en sus formas reducidas y oxidadas, por electroforesis capilar, en plantas
vasculares y no vasculares, demostrandose la aplicabilidad de estos procedimientos

a la evaluacion de la calidad ambiental.




Capitulo I

Parte B

Se hah'deéarfollado procedimientos baéadoé enla eleétroforesis capilar péra
la separacidn rapida y eficaz de proteinas en derivados lacteos. Los procedimientos
se han aplicado al control de calidad de quesos, haciendo uso, cuando ha sido
conveniente o necesario, de técnicas de estadistica multivariante. El objetivo fue
desarrollar procedimientos rdpidos y fiables para detectar y cuantificar leche de vaca
en quesos de oveja y de cabra, asi como también el tiempo de maduracién de quesos.
Este estudio se realiz6 en colaboracién con el Dr. Pier Giorgio Righetti del

Dipartimento Scientifico e Tecnologico de la Universita degli Studi di Verona.
Parte C

Sehan desarrollado procedimientos para determinar tensioactivos absorbentes

- en muestras de origen industrial, abarcando tensioactivos cati6nicos, no i6nicos y

anidnicos. Se han propuesto métodos que permiten la resolucién de tensioactivos
cationicos, en particular cloruro de benzalconio y cloruro de cetilpiridinio,
frecuentemente utilizados en desinfectantes y productos de higiene personal.
Asimismo, se han desarrollado otros dos métodos, uno de ellos para determinar

tensioactivos no idnicos, y el otro para tensioactivos ani6nicos.

El desarrollo de los objetivos expuestos anteriormente ha dado lugar a las

siguientes publicaciones:

1.- J.M. Herrero-Martinez, E. F. Simé-Alfonso, V.I. Deltoro, A. Calatayud y G.

Ramis-Ramos, “Determination of L-ascorbic acid and total ascorbic acid in

vascular and non vascular plants by capillary zone electrophoresis”, Anaiytical
Biochemistry, 265, 275-281 (1998).
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2.-

J.M. Herrero-Martinez, E. F. Simé-Alfonso, V.I. Deltoro, A. Calatayud, E.

Barreno y G. Ramis-Ramos, “Simultaneous determination of L-ascorbic acid,

| glutathione and their oxidized forms in ozone-exposed vascular plants by

. capillary zone electrophoresis”, Environmental Science and Technology, 34,

1331-1336 (2000).

J.M. Herrero-Martinez, E. F. Simé-Alfonso, G. Ramis-Ramos, C. Gelfi y P.G.
Righetti, “Determination of cow’s milk and ripening time in non-bovine cheese
by capillary electrophoresis of the ethanol-water protein fraction”,
Electrophoresis, 21, 633-640 (2000).

J.M. Herrero-Martinez, E. F. Simé-Alfonso, G. Ramis-Ramos, C. Gelfiy P.G.
Righetti, “Determination of cow’s milk in pure and mixed cheeses by capillary
electrophoresis of whey proteins in acidic isoelectric buffers”, Journal of
Chromatography A, 878, 261-271 (2000).

J.M. Herrero-Martinez, E. F. Simé-Alfonsd, C. Mongay-Fernandez y G. Ramis-

' Ramos, “Determination of cationic 'suffactants by capillary zone electrophoresis

and micellar electrokinetic chromatography with deoxycholate micelles in the
presence of large organic solvent concenfrations”, Journal of Chromatography
A, 895, 227-235 (2000).

J.M. Herrero-Martinez, M. Fernandez-Marti, E. F. Sim6-Alfonso y G. Ramis-
Ramos, “Determination of alkylphenol ethoxylates by micellar electrokinetic
chromatography with bile salts”, Electrophoresis (en prensa).

J.M. Herrero-Martinez, E. F. Sim6-Alfonso y G. Ramis-Ramos, “Separation and
determination of linear alkylbenzenesulfonates by nonaqueous capillary

electrophoresis in presence of alkylammoniun salts”, enviado a Electroforesis.

!
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Capitulo 11

CAPITULO I

' ELECTROFORESIS CAPILAR

IL.1. Introduccién a la electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE, capillary electrophoresis) es una técnica de
separacion que se basa en la migracién diferencial de especies cargadas en presencia
de un campo eléctrico [1-6]. En electroforesis capilar, la separacion se lleva a término
en el interior de capilares, generalmente entre 25 y 100 pm de didmetro interno, los
cuales se han llenado con disolucién tamp6n. La alta resistencia eléctrica del capilar
permite aplicar voltajes altos (correspondientes a campos de entre 100 y}500 V/cm)

con una minima generaci6n de calor, lo que reduce el tiempo de analisis y aumenta

'la'eﬁcacia.‘ El can_r’ géne_rado es dis'ipado con rapidez debido a la gfén relacién .

superficie/ volumen del capilar. La fuerza que impulsa el flujo en CE se generaen la
misma pared interna del capilar mediante el efecto conocido como electroémosis, lo
que da lugar a un perfil plano del flujo. Se elimina asi una de laS causas del
ensanchamiento del flujo cuando éste se genera externamente, como sucede en
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, high-perfomance liquid
chromatography). En este caso el perfil del ﬂujb es parabdlico, constituyendo una
causa de ensanchamiento de las bandas y pérdida de eficacia. Cuando el
ensanchamiento de bandas es controlado exclusivam'enteApor difusi6n, se obtienen
picos que gener_almenfe superan ios 10° platos tedricos. R

| La primera separacion electroforética en uh tubo .capilar, debida a Hjertén se
public6 en 1967 [7]. Para evitar los efectos de conveccion, ya que el capilar era
aproximadamente de 1 ml de capacidad, se aplicé una rotacién en torno al eje
longitudinal del mismo. Posteriormente, Virtenen [8] y Mikkers [9] desarrollaron

separaciones electroforéticas en capilares de vidrio y PTFE respectivamente, con un

9
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Electroforesis capilar

diametro interno de aproximadamente 200 pm. En los primeros afios de la década de
los ochenta, Jorgenson y Lukacs [10] realizaron la separacion en capilares de silice
fundida de ’75 pm de diémétro interno. Jor‘gehsbn [11] clarificé la teoria y describid
las relaciones existentes entre los pardmetros operacionales y la calidad de la

separacion, demostrando el gran potencial de la técnica como método analitico.
IL.2. El mecanismo de separacién en electroforesis capilar

La separacion electroforética,como hemos comentado anteriormente, se basa
en las distintas velocidades que adquieren los solutos cargados en el seno de un

campo eléctrico. La velocidad de cada ion se puede expresar como:

v=pE (1)

donde v es la velocidad del ion, p, la movilidad electroforética y E el campo eléctrico
aplicédo.A La movilidad electroforética, es una constante caracteristica del ion en un
determinado medio. Se puede hallar su valor a dilucién infinita, ya sea por célculo
(correccion a cero) o por extrapolacion de una serie de experimentos a diluciones
crecientes del tampén. La movilidad viene determinada por un balance entre la fuerza
electrostitica F, y las fuerzas de rozamiento F,. La fuerza de atraccion eléctrica se

puede expresar como:
F, =qE )
Si consideramos los iones como esferas de radio r, la fuerza de rozamiento
viene dada por la ley de Stokes: - '
Fe = 6mnrv 3)

donde 1 es la viscosidad de la disolucién. Una vez alcanzado el estado estacionario,

en el que la velocidad es constante, ambas fuerzas son de la misma intensidad pero

10
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de signo opuesto, por lo que:

qE = 6nnrv = 6nqrp, E @

de donde:
_ 9
ue - 61"]1' (5)

De esta ecuacion se deduce que las particulas con mayor densidad de carga
tendran movilidades mayores.

La movilidad electroforética tedrica difiere generalmente de la observada
experimentalmente. La movilidad medida .en funcién del tiempo de migracién se
conoce como movilidad aparente o efectiva, siendo ésta la suma de las movilidades

A electroforéti}cay_ electroosmética, y a su vez presenta una relacion intrinseca con el pH
del medio y la composicion del tamp6n empleado en la inyecéién. La _diférencia entre
movilidad absoluta y movilidad efectiva es debida al flujo electroosmético.

I1.3. El flujo electroosmético

El flujo electroosmético o electroendosmético (EOF, electroosmotic or
electroendosmotic flow) es uno de los principales factores que afectan a una separacién
electroforética. El EOF es debido a la presencia de cargas sobre la superficie de la
pared interna del capilar, y al efecto que produce la aplicacién del campo eléctrico
sobi'e la disoluci6n en contacto con dicha pared éargada. En contacto con un medio
acuoso, la superficie del cépilar tiene generalmente un exceso de cargas negativas a
causa de la ionizacién de la silperﬁcie por si misma, y/o por adsorcion de especies
anidnicas sobre ella. Para capilares de silice fundida ocurren los dos procesos, aunque
se puede controlar el EOF reduciendo o aumentando el niimero de grupos silanoles en

forma ani6nica. Asf el flujo electroosmético es practicamente nulo por debajo de pH

11



Electroforesis capilar

3, al estar todos los silanoles protonados. Por contra, al aumentar el pH aumenta el
EOF. En capilares de materiales no aniénicos como el PTFE, también se presenta este
fenémeno, siendo debido a la adsorcion de aniones sobre sus paredes.

Los iones que se encuentran en la disolucion tienden a neutralizar la superficie
del capilar, formando una doble capa y creando una diferencia de potencial conocida
como potencial zeta. La primera capa, o capa de adsorcion primaria, estd fuertemente
retenida, pero sobre ella se establece una capa difusa en la que predominan los iones
del signo contrario al potencial de la superficie. Esta segunda capa estd menos retenida,
por lo que puede moverse por aplicacion de una diferencia de potencial. Su
movimiento arrastra a todo el liquido. Una representacion e'squemética de este

fenomeno se puede observar en la Figura I1.1.

Figura I1.1. Desarrollo del flujo electroosmético: a) carga negativa sobre la superficie
de silice fundida; b) cationes hidratados acumulados sobre 1a superficie; ¢) flujo hacia

el catodo por la aplicacién de campo eléctrico.
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Capitulo I1

La magnitud del flujo electroosmético se puede expresar en funcién de los

términos de velocidad o de movilidad

Veor =GUWE )
o bien:

Heor = (&/M) | )

donde vg; es la velocidad del flujo electroosmético, pgor es la movilidad
electroosmoética, § es el potencial zhita o zeta y € es la constante dieléctrica del medio.
La pgor depende de la naturaleza de la pared del capilar y de la composicion del
medio. El potencial zeta es funcién de la carga por unidad de superficie, y no sélo
depende del pH, sino también de la fuerza iénica del tampén. Asi por ejemplo, un

aumento en la misma provoca una disminucién del espesor de la doble capa, una

_ disminuci6n del potencial zeta y, subsiguientemente, una reduccién del flujo. La

-velocidad total de las partic_:u]as't:argadas es la suma de su velocidad electroforética

y de la velocidad electroosmotica:

V= Vet Veor 3)

En la mayoria de las aplicaciones de la electroforesis capilar la vgq, €s mayor
que lav,. En la forma mas habitual de trabajo, todas las particulas tanto cationes como
aniones y particulas sin carga se mueven en la misma direccidn, siendo arrastradas

hacia el catodo; por tanto el flujo es del 4nodo al citodo. Como resultado de la suma

de las dos movilidades, los cationes avanzan mas rapidamente que el flujo, las

moléculas neutras avanzan a la misma velocidad del EOF y los aniones se retrasan,

tanto mas cuanto mayor es su densidad de carga (Figura I1.2).
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Polaridad Normal :

Cationes Aniones
[ B
—— ~—
+ peof p’eof —
Kot . Ap‘ L

Figura IL.2. Movilidad electroforética total para cationes y aniones.

El control del EOF requiere alterar la carga de la superficie del capilar o la
viscosidad del tamp6n. En la TablaII.1 se indican muchos de los métodos para control
del EOF. _ v . _

~ Una formarapida de disminuir el EOF es la disminucién del campo eléctrico,
lo que conlleva numerosas desventajas en cuanto al aumento del tiempo de anélisis,
y pérdida de eficacia y de resolucion. Los cambios mas drasticos en el EOF son
logrados alterando el pH del tampon, pero ello puede afectar la carga del soluto y su
movilidad. El EOF puede ser modificado ajustando la concentracién o fuerza iénica
del tampén, pero elevadas concentraciones del mismo pueden generar corriente
elevada y calentamiento por efecto Joule. También se puede controlar el EOF
modificando la pared del capilar, a través de revestimientos dindmicos, esto es,
mediante compuestos retenidos poradsorci6n, o también con revestimientos estaticos,

esto es, enlazados covalentemente a la superficie.
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Tabla I1.1. Métodos de control del flujo electroosmoético.

Variable - Resultado - Comentario

Campo eléctrico  Cambio proporcional en el EOF -Al reducirse pueden disminuir la
eficacia y la resolucion
-Calentamiento por efecto Joule a
campos elevados

pH deltampén  EOF disminuye a pH bajo y aumenta - Efecto importante sobre el EOF

Fuerza i6nica o
concentracién
del tampdn

Temperatura

Modificador
organico

Tensioactivo

Polimero
hidrofilico

Polimero
policatiénico

Revestimiento
covalente

apH alto

Un aumento provoca disminucién del
potencial zeta y del EOF

Cambia la viscosidad un 2-3% por °C.
Cambia potencial zeta y viscosidad

Se adsorbe a la pared del capilar via
interacciones hidrofilicas y/o i6nicas

Se adsorbe a la pared del capilar via
interacciones hidrofébicas

Se adsorbe a la pared del capilar via
interacciones hidrofébicas y
electrostéticas )

Enlace quimico a la pared del capilar

- Puede alterar la carga y/o estructura
del soluto

- Elevada fuerza idnica genera corriente
elevada y calentamiento

- Baja fuerza i6nica crea adsorcién de
la muestra

-Distorsion de los picos si la
conductividad es diferente a la de la
muestra

- Limita el hacinamiento de la muestra
si se disminuye

-Es 1til si la T® se controla
instrumentalmente o

-Cambios complejos
-Puede alterar la selectividad

-Alteran significativamente la
selectividad

-Tensioactivos aniénicos aumentan el
EOF

-Tensioactivos catidnicos pueden
disminuir o invertir el EOF

-Disminuye EOF por apantallamiento
de la carga de la superficie y aumento
de la viscosidad

-Eficaz a concentraciones muy bajas

- Miltiples modificaciones posibles
(hidrofilia o carga)

- Problemas de estabilidad del
recubrimiento

15
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I1.4. Movilidad y tiempo de migracién

~ El tiempo que un soluto necesita para migrar desde el punto de inyeccién'

hasta el punto de deteccién se denomina tiempo de migracién. Este se puede

relacionar con una serie de pardmetros experimentales a través de:

Ky ®

- ——
=

-1
tE

donde p, es la movilidad aparente o total, que corresponde a la suma de las
movilidades electroforéticay electroosmética, V es el voltaje aplicado, 1 es la longitud
efectiva del capilar, considerada como la distancia entre el extremo donde se realiza
la inyeccidn y la ventana de deteccion, L es la longitud total del capilar, t es el tiempo
de migracién y E es el campo eléctrico. En presencia del flujo eleétroosmético la

movilidad medida corresponde a la. movilidad aparente. El EOF se puede medir

inyectando una especie sin carga que no se adsorba, para lo cual suelen utilizarse,

entre otros compuestos, acetona, dimetilsulféxido, dimetilformamida y éxido de

mesitilo.
ILS. Dispersion de zona controlada por difusion

La dispersion puede ser definida como ensanchamiento de las zonas de los
solutos provocada por diferencias en la velocidad del soluto dentro de esa zona. De
ahi que la separacion electroforética dependa de las diferencias entre las movilidades
de los solutos. La diferencia necesaria pﬁra resolver dos zonas es funcién de la
longitud de las zonas, y estas tltimas dependen fuertemente del proceso de dispersion.
De los dos tipoS de dispersion posible, longitudinal y radial, solo la dispersién
longitudinal tiene influencia, ya que la segunda esta anulada por la geometria del

capilar.

16
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La situacion de dispersion minima o dispersién dptima ideal se tiene cuando
otros mecanismos de dispersion distintos de la difusion molecular longitudinal son
despreciables. | | » | . v _

En tal caso, la dispersién viene controlada por la difusién molecular y se

puede expresar como:

_ 2DIL
BV

o? = 2Dt 10)

donde ¢ es la desviacidn estindar del pico, y D es el coeficiente de difusién o
difusibilidad. El niimero de platos teéricos, N, cuando la dispersion esta controlada

por difusién molecular, viene dado por:

N=L -2y

que indica que la eficacia es proporcional a las movilidades y al voltaje aplicado,
inversamente proporcional a la difusibilidad e independiente de la longitud del
capilar.

Algunos de los factores més importantes que influyen en la eficacia son los
gradientes de temperatura inducidos por calentamiento Joule, por la longitud de la

muestra inyectada y por las interacciones del soluto con las paredes del capilar.
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IL.6. Interacciones soluto-pared

Las interacciones entre el soluto y la pared del capilar van en detrimento de
la eficacia. Dependiendo de la intensidad de la interaccion, puede suceder que el pico
del soluto arrastre una cola considerabie, o incluso que no aparezca por estar
completamente adsorbido. Las principales causas de la adsorci6n sobre las paredes
de silice fundida es la interaccién idnica entre los solutos catinicos y las paredes
anidnicas, y las interacciones hidrofdbicas y en algunos casos también a la formacién
de esteres de los silanoles. Asi pues, la gran relacion area de la pared-volumen del
capilar, es beneficiosa para el transporte de calor que se genera en el interior del
capilar por efecto Joule, pero representa un inconveniente por el aumento de los
fenémenos de adsorci6n.

Fen6menos de adsorcion significativos se pueden observar para solutos como
péptidos de alto peso molecular y proteinas, ya que estas especies tienen numerosas
cargas y una hidrofobicidad media. _Algu'nas. e_:st'rétegias _destihadas a reducir las
interacciones soluto-pared son: aumento de la concentracion del tampén (disminuye
las interacciones del soluto al reducir la carga efectiva de la superficie), operar a
valores de pH extremos con el fin de limitar la adsorciéon (pH acidos como 2-3 o

basicos como 9-10), o recubrimiento estéatico o dindmico de la pared del capilar.
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II7 Resolucion

- Laresolucién entre los componentes de una muestra es el objetivo final de
una técnica de separacion. En CE, la resolucién se define del mismo modo que en
cromatografia, como la diferencia entre los maximos de los dos picos considerados

dividida por el promedio de sus anchuras:

R = 2(t,-t)) _ Lt

Wt W, 40 (12)

donde t es el tiempo de migracién, w, y w, son las anchuras de las bases de los picos
y 40 es la anchura promedio. Por otra parte, la resolucién depende de las movilidades

electroforéticas y electroosmoética, y de otros pardmetros, del modo siguiente:

172

R=| —|[(Ap)| ———— 13)
(4@)( k) D (p+p_ )

EOF

donde p= (n, + p))/2y Ap=p, - p,.

A diferencia de lo que sucedia con la eficacia (ecuacién 11), un aumento del
voltaje no provoca un aumento equivalente de resolucion, ya que la relacién esta
mediada por una raiz cuadrada. Es necesario aumentar cuatro veces el voltaje para
obtener un aumento del doble en la resolucién. Por otro lado, para un soluto tal que

B = - pgor la resolucion es infinita, pero dicho soluto no llega a alcanzar nunca el

_ detector. Por tanto, la resoluci6n en CE es inversamente proporcibnal al tiempo de -

analisis.
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I1.8. Modificaciones en la pared del capilar

Para reducir la adsorcién, entre otros medios indicados antériormente, puede
recurrirse a modificar la pared del capilar. Existen dos tipos de revestimientos: a)
permanentes, basados en fases enlazadas covalentemente o adheridas fisicamente; b)

dindmicos, basados en la adicién de determinados reactivos al tamp6n.
a) Revestimientos permanentes

La sililacién seguida por desactivacién con un grupo funcional adecuado o
funcionalizacidn es el método mas extensamente usado. La desactivacion se puede
conseguir con especies tales como poliacrilamida, polisacaridos, etc. Dependiendo de

la desactivacion, se puede eliminar o invertir el EOF. En la Tabla I1.2 se indican

algunos métodos. Estas modificaciones de la pared han sido disefiadas como. -

‘permanentes y no requieren apenas mantenimiento, pero desafortunadamente la

estabilidad de los recubrimientos es siempre limitada y con frecuencia dificil de

reproducir.
b) Revestimientos dinamicos

Una Ventaja de los recubrimientos dindmicos es su reproducibilidad y
estabilidad. Como el modificador se encuentra en el tampén, el revestimiento se
regenera continuamente. | _ A

Una desventéja es que los solutos también pueden ver afectados por la
presencia del modificador. Otra limitacién es el mayor tiempo de equilibracién
necesario para obtener una superficie reproducible y un EOF constante. En la Tabla

I1.3 se contemplan algunos modos de desactivacion dinamica.
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Tabla I1.2. Tipos de recubrimientos estaticos.

‘Tipos | - " Comentarios
Sililacién y funcionalizacién - Numerosos grupos funcionales
(Si-O-Si-R?) utilizables

- Preparacion sencilla _
- Enlace Si-O-Si estable entre pH 4 y 7.

- Amplia estabilidad térmica

Acoplamiento directo Si-C - No es necesaria la sililacién ;
(Poliacrilamida via Grignard) - Estable entre pH2 y 10

- Dificultad de preparacién

Polimeros adsorbidos’ - Poca estabilidad térmica
(Celulosa, PEG®, PVA®) - Intervalode pH2 a 9

- Relativamente hidrofébico

Polimeros entrecruzados adsorbidos - Invierte el EOF
(Polietilenoimina) - Utilizable para proteinas basicas

- Estable a pH fisiolégico

Fases de Cromat. de gases - Inestable frente a la hidrdlisis
Fases de Cromat. liquida - Pueden aumentar la adsorcién de
proteinas

*R = Poliacrilamida, proteinas o0 aminoécidos, 4cidos sulfénicos, maltosa, PEG®
’PEG = polietilenglicol
‘PVA = alcohol polivinilico
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Tabla I1.3. Tipos de recubrimientos dinamicos

Tipos

-Comentario

Extremos de pH

Fuerza i6nica alta

Polimeros hidrofilicos

Tensioactivos

Aminas cuaternarias

Polimeros policatiénicos

- Reduce la interaccién electrostatica
- Intervalode pHde 2212 .

- EOF casi eliminado a pH bajo

- EOF réapido a pH alto

- Puede desnaturalizar proteinas

- Reduce la interaccion electrostatica
- Disminuye el EOF '

- Posible calentamiento Joule

- Enmascara la carga de la pared y reduce el EOF
- Aumenta la viscosidad

- Puede separar por tamarfios

- Desactivan la superﬁcic"dél capilar a‘ través de
interacciones hidrofébicas y/o i6nicas

- Amplia variedad de aditivos

- Féciles de usar

- Posibilidad de usar el mecanismo de separacién de

. Cromat. micelar electrocinética

- Puede disminuir o invertir el EOF

- Puede desnaturalizar irreversiblemente proteinas

- Pueden ser usados en conjuncién con fases de Cromat.

liquida

- Disminuye o invierte el EOF

- Pueden formar pares iénicos

- Neutraliza la carga de la pared reduciendo, eliminando o

invirtiendo el EOF

- Efectivo a concentraciones muy bajas
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Capitulo Il

I1.9. Modos de operacion en electroforesis capilar

Una caracteristica importante de la electroforesis capilar es la gran versatilidad
en las formas de operacion. Se pueden distinguir seis modos de operacion que
corresponden a otros tantos mecanismos de separacion: electroforesis capilar zonal,
cromatografia capilar micelar electrocinética, electroforesis capilar en gel,
isoclectroenfoque, isotacoforesis y electrocromatografia capilar. A su vez, estos

pueden combinarse para dar lugar a mecanismo de separacion mixtos.
I1.9.1. Electroforesis capilar zonal

La electroforesis capilar zonal (CZE, capillary zone electrophoresis) es la
técnica mas ampliamente empleada debido a su simplicidad y su versatilidad. El
capilar se llena s6lo con el tampdn, y es en este medio donde tiene lugar la separacion;
ésta tiene lugar gracias a las diferentes movilidades electroforéticas de los solutos.
Como se indica en la Figura I1.3, la separacion se basa en la migracion de solutos en
bandas discretas y a diferentes velocidades. En presencia de un EOF elevado es posible
la separacion y deteccion tanto de solutos anidnicos como catiénicos en la misma

inyeccion.

Figura I1.3. Esquema de separacion en CZE.
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a) Seleccion del tampén en CZE

- La seleccién del tampén que hace las veces de electrolito de fondo (BGE,

background electrolyte) o de soporte de la corriente, es extremadamente importante.
La sensibilidad del flujo electroosmético frente al pH hace imprescindible el estricto
control de la composicién del tampén. Los tampones formados por acidos
poliproténicos como el citrato o fosfato, tienen la ventaja de que pueden ser efectivos
en un amplio intervalo de pH. -

Los tampones utilizados en electroforesis capilar deben cumplir las siguientes
condiciones: '

i) buena capacidad amortiguadora en el intervalo de pH requerido,

ii) baja absorbancia a la longitud de onda de deteccién,

_ ii1) baja movilidad electroforética para minimizar la generacién de corriente.

La composicién de un tampén electroforético determina la migracion de las

_ especies présentes en la muestra, debiendo gafantiiar la estabilidad dél_ sistema exi su

conjunto, el comportamiehto reproducible de los solutos individuales y la separacion '

satisfactoria de los componentes de la muestra.

Los llamados tampones bioldgicos (Tris, borato, histidina, etc.) son

especialmente recomendables por su baja movilidad electroforética, por lo que pueden

ser utilizados en alta concentracién sin que ello implique un aumento significativo en
la corriente. Una desventaja de algunos de estos tampones es su elevada absorbancia
en laregion UV-vis. Algunos de ellos pueden ser utilizados para formar complejos con

los solutos y alterar la selectividad, como por ejemplo, el borato ha sido utilizado para

aumentar la separacién de catecoles y carbohidratos [12].
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b) Tampones isoeléctricos

Tradicionalmente para la separacién de péptidos o proteinas se han usado-

tampones como fosfato, formato y glicinato en medio 4cido, con algunas ventajas
fespecto a los medios neutro o alcalino [13]:

i) Su disociacion se minimiza de forma significativa, anulandose

practicamente el EOF para cualquier pH por debajo del pK del silanol

(evaluado como pK = 6.3), aunque la “heutralizacién” de la pared se

completa por debajo de pH 2.3 [14] .

ii) El bajo valor de pH en el medio comunica una carga positiva neta al

péptido o proteina, permitiendo asi una mejor migracién hacia el extremo

catodico del capilar.

iii) Como la pared del capilar practicamente no tiene carga, no existe

interaccion apreciable entre ella y el péptido, disminuyendo la causa

mayoritaria de ensanchamiento de picos [15, 16].

El problema estriba en que en un medio tan acido (pH 2-2.5) la conductividad
del tampdn es muy elevada, y inicamente se puede trabajar con voltajes muy bajos
(E <200 V/cm), de forma que se alarga demasiado el tiempo de analisis y se pierde
resolucion. '

Para soslayar este problema se introdujeron los tampones isoeléctricos, que
han resultado ser electrolitos muy tiles para las separaciones por electroforesis
capilar, espeéialmente de péptidos y proteinas [17]. Se basan en especies quimicas

que combinan una alta capacidad amortiguadora en la zona de pH de interés,

- presentando al mismo tiempo una baja conductividad.

La ventaja de trabajar en electroforesis con un tampén isoeléctrico, en un
medio cuya acidez se encuentra proxima a su pl es que se puede aumentar el voltaje
sin que se incremente el efecto Joule. Con ello se mejora la resolucion y se reduce el

tiempo de analisis.
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Cuando se usa un tamp6n anfétero en medio acuoso perteneciente a un
sistema diprético H,A**/HA™!/A* (log K, log K, ), la capacidad amortiguadora, B,

vendra dada por:

2
B=2303 x[h.;.&..,.cshx B, +4B, h+ZB, B, h ] 14
h P(h) |

siendo C, la concentraci6n analitica del sistema, B, =K, Bz =K, K,,siendo K, y K,
las constantes de protonacién y donde, para abreviar, se hace P(h)=1+p, h+f, h%.

El estudio de esta funcién conduce a la siguiente conclusion: el empleo de un
anfolito con valores proximos de log K;, pero distanciados al menos en 1.2 unidades
logaritmicas (Alog Ki > 1.2 ), tiene la ventaja de que la capacidad amortiguadora
presenta una pseudo-meseta, lo que permite ensanchar el intervalo uitil de amortiguado

manteniendo baja la concentracién del electrolito, y con ella la conductividad.

Por su parte la conductividad estard también en funcién de las

" conductividades iénicas equivalentes de las especies que tengan una carga neta.no
nula y de sus concentraciones respectivas. En el caso del anfolito que se considera,

la conductividad vendra dada por:

zh, +(z+1) Ay, B, h +(z+2) XHIA B, h?
P(h)

x = ?»H. [H]+ Agy-[OH] +C, (15)

La caracteristica que mejor define un tampoén electroforético es la relacion
entre la capacidad amortiguadora y la conductividad, R = p/¢ [18]. Cuanto mis alta
sea la primera y mas baja la segunda, esto es, cuanto .mayor sea R para el valor de pH
de trabajo, tanto mas adecuado sera el electrolito para su trabajo.en electroforesis
capilar.

Las conductividades ionicas de H' y de OH" son del orden de 350 y .de 192
S x cm?x eq’*, valores muy superiores a las de los restantes iones y que, por ello, se

empiezan a dejar sentir, y practicamente se imponen, por debajo de pH 3 y por encima
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de pH 11. Por ello, la accién de los tampones isoeléctricos estd limitada a la regién
3<pH<I1.

¢) Aditivos modificadores de la selectividad en CZE , e

La selectividad en la separacion puede ser ficilmente alterada mediante
cambios en la naturaleza del BGE que incluyen el control del pH y de la naturaleza de
los iones del tampén, asi como también el uso de diversos aditivos, tales como iones
dobles, polimeros lineales, disolventes organicos miscibles, selectores quirales, iones
metalicos, agentes solubilizantes por rotura de puentes de hidrégeno, agentes ' _
formadores de pares de iones, etc. En la Tabla II.4 se muestra una seleccion de A

aditivos.

Tabla I.4. Algunos aditivos habituales en CZE.

Aditivo Ejemplo Efectos -

Disolventes orgénicos Metanol, acetonitrilo Alteran el EOF yla =
hidrofobicidad *
Iones dobles Tris, CHAPS® Aumentan la fuerza iénica sin _
" aumentar la conductividad -
Selectores quirales Ciclodextrinas, éteres corona  Quiralidad y solubilizacién . 1
Aminasy poliaminas Diaminopentano, putrescina, Paresi6nicos, inversién de EOF |
polibreno
. Formadores de puentesde - Urea ~ Solubilizacién
hidrégeno

®3-[3-(cloroamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato
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I1.9.2. Cromatografia micelar electrocinética

La cromatografia capilar micelar electrocinética o MEKC (micellar electrokinetic
chromatography) fue introducida en 1984 por Terabe y col. [19-22], y es una de las
formas de electroforesis mas ampliamente utilizadas. Es la Gnica técnica electroforética
que se puede utilizar para la separacion de especies sin carga eléctrica neta, si bien es
capaz de separar también solutos cargados. Se basa en las diferencias de las constantes
de asociacion entre solutos y micelas. La separacion de especies neutras en MEKC tiene
lugar en un tampén que contiene tensioactivos i6nicos a concentraciones superiores a
su concentracion micelar critica (CMC, critical micelle concentration). Tanto las micelas
como losiones libres del tensioactivo idbnico pueden migrar a favor o en contradel EOF,
dependiendo de su carga y del signo del potencial zeta de la pared del capilar. Durante
su migracion, las micelas interaccionan con los solutos de una forma cromatografica,
tanto por interacciones hidrofobicas como por interacciones electrostaticas. Las especies

no cargadas que interaccionan con la micela modifican su movilidad, distinguiéndose

del flujo electroosmético, y las que no interaccionan se mueven con el EOF. El proceso

de separacion se esquematiza en la Figura I1.4.

Figura I1.4. Esquema del mecanismo de separacion en MEKC.
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Capitulo 11

Con flujo no invertido, los tensioactivos aniénicos, como el dodecilsulfato sédico

(SDS, sodium dodecyl sulphate) migran hacia el 4nodo, es decir, en direccion opuesta

'al EOF.Sila polaridad es positiva, es necesario un EOF muy elevado para que lasmicelas

lleguen a moverse en la direccién del cétodo, alcanzando el detector. Generalmente
se utilizan valores elevados del pH para mantener un valor de EOF razonable, y asi
asegurar la migracion de los solutos asociados a las micelas de SDS hacia el detector.

El mecanismo de separacién de solutos neutros en MEKC es esencialmente
cromatografico, y puede ser descrito utilizando una ecuacién cromatografica modificada.
Larelacion del nimero total de moles de un determinado soluto en la pseudofase estacionaria
(micela), y el nimero de moles del mismo soluto que se encuentra en la pseudofase

movil (tamp6n electroforético), o retencion relativa de ese soluto, k, vendra dado por:

to(l T:—m) _ M (16) }
_ me :
donde: t, = tiempo de migracién del soluto

t, = tiempo de migracién de los solutos no retenidos

t.. = tiempo de migracion de las micelas

K = constante de distribucion del soluto fase mévil-micela

Vs = volumen de la pseudofase micelar o pseudo estacionaria

V), = volumen de la pseudofase mévil '

Cuando el tiempo de migracion de la micela, t,, es infinito, esto es, cuando

las micelas se comportan como una fase estacionaria estética, no llegando al detector,

- estaecuacion sereduce a la definicién convencional de k. Laretenci6n relativa se puede

modificar variando la concentracion de tensioactivo y la polaridad de la pseudofase
continua. Generalmente, laretencion relativa, aumenta linealmente con la concentracién
detensioactivo, y disminuye si se incrementa la hidrofobicidad de la pseudofase continua.
El uso de tensioactivos i6nicos a elevada concentracién esta limitado por el aumento

de corriente producido, y por el efecto Joule asociado a la misma.
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Laresolucion de dos especies en MEKC se puede describir mediante la ecuacién

siguiente:

-t

R= N (“_ 1)( k2 ) tme a7
4 a k2+ 1 1+_ti Ki

tme

donde los subindices 1 y 2 se refieren a las dos especies que se consideran, y donde
a es la selectividad: a =k, / k,.

_ Esta ecuacion establece larelacion entre eficacia y resolucion, y entre eficacia
y selectividad. Laecuacién predice una mejora de laresolucién al aumentar la eficacia
olaselectividad. La resolucién aumenta si aumentamos la ventana de tiempo de elucién
o tiempo de anélisis, esto es, el intervalo de tiempo definido por la diferencia (t,, - t,).
Los solutos hidrofilicos que no interaccionan con la micela son eluidos con el flujo

electroosmético, y los solutos totalmente retenidos por la micelas, como es el caso del

- Sudén III, utilizado con frecuencia para establecer t_, eluyen con las mismas. -

a) Seleccidn del tensioactivo

EnMEKC se pueden conseguir variaciones muy importantes de laselectividad
variando la naturaleza fisica de la micela: tamafio, carga, geometria, polaridad e hidrofobicidad.
Para ello pueden emplearse diferentes tensioactivos por separado o en mezclas. La selectividad

~ variade modo similar a lo que sucede cuando se cambia la fase estacionaria en cromatografia

liquida. Los tensioactivos pueden ser aniénicos, catiénicos, no idnicos, iones dobles,

"0 mezclas de ellos. En la Tabla IL5 se indican algunos tensioactivos habitualmente

utilizados en MEKC. A su vez, dentro de cada categoria, también se puede variar tanto

la longitud de la cadena alquilica como la estructura y carga del grupo hidrofilico.
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Tabla ILS. Tensioactivos habitualmente empleados en MEKC [23-25].

CMC* (mM)

Tensioactivo Ntim. agreg.
- Anidnico

Dodecil sulfato sédico 8.1 62

Catidnico

Bromuro de cetiltrimetilamonio 0.92 61

Bromuro de dodeciltrimetilamonio 15 56

Bromuro de tetradeciltrimetilamonio 35 75

No iénico

Octil glucésido 4 -— -—

n-Dodecil-B-D-maltésido 0.16 -

Triton X-100 0.24 140

Tween20 - 095 -

Brij35 - 0.09 40

Ion doble

CHAPS*® 8 10

Sales biliares

Colato sédico 13-15 24

Desoxicolato sédico 4-6 4-10

Taurocolato sédico 10-15 5

825°C
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b) Sales biliares

Otros tensioactivos anidnicos, menos utilizados que el SDS, son las sales biliares.

Estas tienen la estructura grande, rigida y no lineal de los esteroides ( Figura I.5). Las

sales biliares suelen tener nimeros de agregacién mas bajos que los tensioactivos alifaticos

convencionales (vease Tabla IL.5).

Sal biliar R, R, R R,

Colato sédico OH OH OH ONa

Desoxicolato sddico OH H OH ONa

Taﬁrocolato sodico OH OH OH NHCH,CH,SO;Na
Taurodesoxicolato sédico OH H OH NHCH,CH,SO;Na

- Figura IL5. Estructuras de las sales biliares.
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Las propiedades fisicas de las sales biliares han sido ampliamente estudiadas

* [26, 27], mientras que existe cierta controversia acerca de la estructura de sus micelas.

En 1968, Small [28] propuéc’i un modelo-de agregacion de las sales biliares segiin el -

cual las micelas de la capa primaria se forman por asociacién de los esqueletos hidrocarbonados,
y las micelas secundarias por agregacion de las primarias. En las micelas primarias,
hasta 10 moléculas de la sal biliar se enlazan por las cadenas hidrofébicas, mientras
que los grupos hidrofilicos salientes (grupos hidroxilo y carboxilico) estan fuertemente
hidratados. Este modelo fue establecido en base a criterios de maxima ocupacién del
espacio y del comportamiento interfacial de los monémeros.

Posteriores estudios de agregacion de las sales biliares mediante técnicas de
dispersién de la luz[29, 30], resonancia magnética nuclear, resonancia de espin electrénico
y técnicas de rayos X [31-34] apoyan el modelo original de Small. Como resultado

de dichos estudios, se ha propuesto un modelo en el que los agregados en cuestion forman

- micelas en forma de hélice (Figura II.6), en las cuales los grupos hidroxilo se orientan -

hacia el centro de la micela, mientras QUe los grupos metilo se quedan en la superficie

de lahélice. Al contrario, que en una micela clésica, la parte interior es polar y la parte
exteriores apolar. Asi pues, lamicela de la sal biliar puede ser considerada o vistacomo
una “micela invertida”.

Este modelo puede ser importante para comprender el reconocimiento quiral
por parte de las micelas formadas por sales biliares. El nimero y orientacién de grupos
- hidroxilo cambiara las posibilidades de interaccién quiral de los solutos con las sales
biliares. A su vez, el hecho de que el monémero de sal biliar sea mas polar que el SDS
conduce a una reduccion general de k en MEKC [35, 36], lo cual es particularmente
ventajoso en el caso de separaciones de compuestos muy hidrofébicos.

Ademas, las micelas de sal biliar pueden tolerar altas concentraciones de disolvente
orgénico, como por ejemplo metanol [37], sin experimentar una pérdida de eficacia
o un aumento excesivo del tiempo de andlisis. Estas deseables caracteristicas, junto
con sumencionada inherente quiralidad, ha impulsado el uso de sales biliares en MEKC

[37-40].

33




Electroforesis capilar

FiguraIL6. Miceias de desoxicolato de rubidio: (a) proyeccién a lo largo y (b) perpendicular
alejedelahélice. Los circulos negros son grupos metilo, y los blancos grupos hidroxilo.

Se han omitido las moléculas de agua y los iones Rb*.
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¢) Aditivos en MEKC

. De forma analoga a como sucede en cromatografia liquida con fases méviles
micelares, el uso de los aditivos citados anteriormente permite modificar la selectividad.
Asi porejemplo, laadicion de disolventes organicos tales como metanol o acefonitrilo,
en concentraciones de 10-20%, modifica la selectividad al tiempo que aumenta la solubilidad
de los compuestos orgéanicos en la fase acuosa, pero concentraciones superiores rompen

la estructura micelar del tensioactivo y provocan un deterioro de la separacion.

I1.9.3. Electroforesis capilar en gel

La electroforesis capilar en gel (CGE, capillary gel electrophoresis) ha sido
empleada principalmente en las ciencias biol6gicas, para la separacién de proteinas

y 4cidos nucleicos. En CGE, los solutos migran a través de los poros de un polimero

- o gel que actiia como un tamizmolecular, separando los solutos en funcién de su tamafio

y forma.
Sustancias como el ADN y proteinas saturadas con SDS no se pueden separar

con otras técnicas electroforéticas, debido a que presentan relaciones masa-carga constantes,

| por lo que todas ellas migrarian a la misma velocidad. Por ejemplo, en lamolécula de

ADN, cada nuevo nucledtido adicionado a una cadena da lugar a una nueva unidad

" de masa, pero al mismo tiempo a una nueva carga, de manera que larelacién masa-carga

permanece constante.

» Lacelectroforesis capilar en gel se puede comparar directamente con la eleéuToforesis

en capade gel, yaque los mecanismos que tienen lugar en ambas técnicas son fundamentalmente

los mismos, con la diferencia de que el sdporte’ capilar es mas versatil, puesto que no

es necesario que el gel tenga consistencia mecénica. |
En la separaci6n de fragmentos de ADN, se utilizan polimeros de acrilamida

sintetizados en el interior del capilar. También se emplean polimeros lineales solubles,

como el polietilenglicol, dextrano o agarosa, polimerizados previamente e introducidos
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en el capilar mediante presion; estos polimeros son muy dtiles en la separacién de proteinas.

- En CGE se trabaja en ausencia de EOF o a valores muy bajos de éste, ya que

_ en caso contrario el EOF produciria el avénce del gel en el interior del capilar, perdie’ndosé ‘

el efecto de filtracién molecular. Un inconveniente del CGE es que las moléculas sin
cargano migran, o no lo hacen con suficiente velocidad. La selectividad puede ser alterada

por la adicién de selectores quirales y modificadores organicos.
11.9.4. Isoelectroenfoque capilar

Elisoelectroenfoque capilar (CIEF, capillary isoelectric focusing) es una técnica
de alta resolucién empleada para separar péptidos y proteinas en base a diferencias de
sus puntos isoeléctricos (pI). Esta técnica ya se empleaba en electroforesis en soporte
plano, y ha sido adaptada la electroforesis capilar.

La separaci6n tiene lugar mediante la generacién de un gi'adiente de pH, que
se consigue utilizando anfolitos para concenuar lossolutos en esu'echas bandas, mej orando
asila moluci6n. Estos anfolitos sdn jones dobles y presentan un pl determinado, utilizdndose
mezclados en concentraciones iguales, y seleccionados cuidadosamente de forma que
sus valores de log K abarquen un determinado intervalo de pH.

Al aplicar el campo eléctrico, los anfolitos y las proteinas migran hasta concentrarse
en laregién donde el pH es igual a surespectivo pl. A continuacion se hacen pasar frente
al detector aplicando presi6n y sin eliminar el campo eléctrico para no perder el enfoque.

~ La principal aplicacion ¢s la determinaci6n del pl de proteinas, la separacién
deisoformesy de otras proteinas que presentan problemas por otros métodos, y la purificacion

F .

de proteinas.
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IL.9.5. Isotacoforesis capilar

En isotacoforesis capilar (CITP, capillary isotachophoresis) se emplean dos o

sistemas tampén para conseguir un estado dindmico en el que las zonas separadas se
muevantodas ala misma velocidad. Cada zona permanece en contacto con la siguiente,
y todasellas avanzan intercaladas entre los dos tampones denominados electrolito lider
y terminal. De esta manera se consiguen separaciones rapidas, con la ventaja adicional
de que los solutos se concentran hasta alcanzar como méximo las concentraciones de
los electrolitos lider y terminal.

Para analizar aniones, por €j erhplo, el electrolito lider ha de ser seleccionado
de manera que contenga un anién con una movilidad electroforética efectiva mayor
que la de los solutos. De forma semejante, el anion del electrolito terminal, ha de contener
un anién que presente una movilidad aparente inferior a la de cualquier componente
de la disoluci6n a estudiar. Cuando se aplica el campo eléctrico, los aniones migran
ordenados de mayor amenor movilidad, avanzando sin embargo a la misma velocidad,

en zonas discretas y de concentraciones iguales, arrastrados por el electrolito lider.
I1.9.6. Electrocromatografia capilar

Laelectrocromatografia capilar (CEC, capillary electrochromatography), utiliza
capilares con un empaquetamiento cromatografico de particulas. El perfil del flujo no
es estrictamente plano, pero es mas uniforme que los perfiles obtenidos mediante presion

externa. A su vez, en CEC la uniformidad del empaquetado es menos importante que

~ en un sistema de HPLC, porqué la velocidad del EOF, en una primera aproximacion, -

no depende del didmetro de los canales del empaquetado, mientras que la velocidad
del flujo lineal en un sistema impulsado mediante presién externa es proporcional al

cuadrado del diametro de los canales.
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Laseparacion en CEC es el resultado de la combinacion de efectos de 1a electroforesis

. yelrepartoentre la fase mévil y la fase estacionaria, pudiendo ser especialmente adecuada

para la separacion de solutos neutros.
Noobstante, pese a las ventajas de la CEC su uso est4 menos difundido, siendo

una de las causas el coste de los capilares con relleno.
I1.10. Perspectivas futuras de la electroforesis capilar

Aunque el uso de la CE como técnica de analisis se ha popularizado desde hace
tan s6lo algo mas de una década (los instrumentos comerciales surgieron en 1988),
los avances en este drea de la tecnologia han permitido que sea totalmente competitiva
y complementaria en relacion a técnicas bien establecidas, como la cromatografia de
gases (GC, gas chromatography)y laHPLC, convirtiéndose en unamuy valiosa herramienta

para resolver una gran variedad de problemas analiticos. Larelativamente baja sensibilidad

de 1a CE es actualmente su principal desventaja. De todas formas, los avances enel -

disefio de los capilares y de sus soportes, y en los sistemas dpticos complementarios,

estan aportando mejoras en este sentido.
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- CAPITULO III
SISTEMAS REDOX COMO INDICADORES DE LA CONTAMINACION
| ATMOSFERICA |

II1.1. El estrés ambiental

Las plantas, a lo largo de su ciclo vital, se encuentran sometidas a una gran
variedad de causas de estrés ambiental, lo que tiende a disminuir sus posibilidades de
desarrollo y supervivencia (TablaIIL.1). Cualquier condicién ambiental desfavorable,
o'la presencia de sustancias que afecten o bloqueen el metabolismo de la planta son

causas de estrés [1]. En este sentido, no se considera estrés a los reajustes rapidos de

 la actividad metabélica, como por ejemplo los debidos a cambios transitorios y no

'permanentes de intensidad luminosa, temperatura o hu_medéd. El concepto de estrés

es en si mismo relativo, ya que una determinada situacién ambiental puede resultar
estresante para una especie y no para otras. Podemos diferenciar dos tipos de estrés,
bidtico y abibtico. El estrés abidtico estd causado por la accion directa de seres vivos,
mientras que el abiético es el resultado de agentes fisico-quimicos.

Las plantas, poseen una variedad de mecanismos protectores, que atentian e
incluso previenen las alteraciones del equilibrio termodindmico o quimico entre el
ambiente externo y el interior celular. Gracias a los mecanismos protectores, las

plantas tienen capacidad para tolerar o evitar el estrés. De este modo, la magnitud del

-dafio inducido por un estrés determinado es un reflejo del éxito o del fracasd de los

mecanismos de resistencia de la planta [2].
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Tabla IIL.1. Condiciones o factores estresantes que pueden afectar al crecimiento y .

desarrollo de las plaﬁtas.

Estrés  Factores/Condiciones

Bidtico Animales grandes y pequeiios, incluyendo insectos y nematodos
Oftras plantas

Bacterias, hongos, virus y viroides patégenos

Abiético Sequia (estrés hidrico) o
Exceso de sales en el suelo (estrés salino) h

Calor, frio y congelaci6n (estrés por temperaturas extremas) '

Encharcamiento e inundaci6n (estrés por anaerobiosis)
0,, SO,, herbicidas, etc. (estrés por contaminantes ambientales)

Deficiencia en elementos minerales (estrés nutricional)

- Viento, suelo compacto, etc. (estrés mecanico)

Lesiones o heridas

Al inicio del estrés tiene lugar una desestabilizacion de las funciones

metabolicas de la planta, como resultado de la mayor demanda energe'ticé necesaria
para minimizar las alteraciones metabélicas inducidas por la perturbacién. A este
estado, le sigue otro de normalizacion de las funciones, asociado con un aumento de
la resistencia al estrés. No obstante, si los limites de tolerancia se sobrepasan, y se
excede la capacidad adaptativa al estrés, puede producirse dafio permanente e incluso

la muerte del vegetal [3].
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Es muy importante destacar que, en condiciones de campo, las situaciones de
estrés multiple son frecuentes. Ello implica que més de un factor ambiental puede
 limitar el desarrollo de la planta,' de modo que la respuésta el vegetal no es
predecible mediante un anélisis por separado de los efectos de cada estrés. De este
modo, de una combinaci6n de diferentes factores de estrés puede resultar una sinergia
o antagonismo [4].
Atendiendo a los estudios realizados y recogidos en esta Memoria,
centraremos nuestro interés en el estrés provocado por los contaminantes

atmosféricos, principalmente por ozono y didxido de azufre.
IT1.2. Estrés por contaminantes ambientales
I11.2.1. Contaminantes atmosféricos

’ Desde_ ‘elv inicio de la revolucién industrial, la implantaci6n de grandes
industrias, asi como el aumento del trifico rodado, ha traido consigo importantes
impactos ambientales, con repercusion tanto en zonas industriales como rurales. En
la actualidad, el problema de la contaminaci6n atmosférica es global.

| Seentiende p(;r' contaminantes atmosféricos aquellas sustancias que producen
efectos adversos y daiiinos sobre las plantas, animales o materiales, modificando las
propiedades fisicas o quimicas del ambiente, y produciendo un desequilibrio que los
sistemas naturales de autodepuracion son incapaces de superar. |

Los contaminantes atmosféricos pueden clasificarse en virtud de su origen.

Asi, se consideran como primarios los que son directamente vertidos a la atmésfera

desde los puntos de emision (didxido de azufre, 6xidos de nitrégeno, metales pesados,
etc.). Se denominan secundarios los que se sintetizan en la atmésfera durante el
transporte, a partir de precursores quimicos primarios, cdmo sucede con la depdsicién
4cida (derivados sulfonados o nitrogenados) o los fotooxidantes (ozono, nitrato de

peroxiacetilo, etc.). En la Tabla IIL.2 se expone un listado de los contaminantes

49




Sistemas redox indicadores

. atmosféricos que pueden afectar a los vegetales, indicando aquellos que tienen

tendencia a acumularse.

. La inmensa mayoria de los contaminantes dejan residuos en los vegetales,

pudiendo detectarse mediante Analisis Quimico, sin embargo, el ozono (por su corta

permanencia) s6lo puede detectarse por los sintomas especificos que produce en

algunas especies, por ejemplo, el moteado clordtico en aciculas de pino.

Tabla II1.2. Contaminantes atmosféricos.

Tipo

Compuestos o factores en el aire

Derivados acumulables

Primarios

Secundarios

Oxidos de azufre

~ Oxidos de nitrégeno, amoniaco

Derivados fluorados

Téxicos: metales, comp. orgdnicos .

Radioisétopos -

Clima: temperatura, precipitacion,

humedad relativa, radiacién solar

Sulfatos (deposicién seca/hiimeda)
Nitratos (deposicién seca’hiimeda)

Ozono (fotooxidantes)

Nitratos de peroxiacetilo (fotooxidantes)

Per6xido de hidrégeno

Compuestos azufrados
Compuestos nitrogenados
Compuestos fluorados

Metales pesados,

Radiontclidos

Radicales libres

Peréxidos
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I11.2.2. Respuestas al estrés por contaminantes atmosféricos en plantas
a) Ozono

El ozono troposférico (O,), es uno de los contaminantes atmosféricos
secundarios més téxicos para las plantas [5]. La formacion del O, troposférico es
debida tanto a fuentes naturales como de origen antropogénico. Las fuentes naturales
son: v

a) Formacion durante las tormentas por las descargas eléctricas.

b) Intrusiones naturales de ozono desde la estratosfera.

La contribucion natural de ozono al sistema troposférico es mucho menos
importante que la debida a la actividad humana [6]. La emisién de hidrocarburos

volatiles y 6xidos de nitrgeno constituyen los compuestos claves a partir de los cuales

se genera el ozono en la troposfera. La produccién de ozono se debe, de modo }

simplificado, a reacciones que implican un equilibﬁo entre el NOzby el NO [7]:

NO,+hv ==me NO+0
0+0,+M ™= 0,+M

Estas reacciones permiteh predecir de manera aproximada los cambios diarios
en las concentraciones de O,, aunque pueden desplazarse en uno u otro sentido por la
presencia en la atmdsfera de restos de hidrocarburos y radicales libres [8]. El ozono,
o sus precursores, pueden ser transportédos pof los vientos dominantes desde su origen
en las zonas industriales, hasta zonaé rurales que pueden distar cientos de kilémetros

de los focos de emision.
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El ozono es absorbido principalmente por los estomas, y una vez en el interior
de la célula reacciona inmediatamente con los componentes celulares y su
concentracion disminuye. No obstante, los productos resultantes, principalmente
radicales libres, son tan téxicos como la propia molécula de ozono.

Los efectos del ozono sobre la vegetacién pueden ser observados en el
funcionamiento de las células, y en alteraciones de tejidos y 6rganos, o manifestarse
en un deterioro general de toda planta, e incluso en un declive de las poblaciones,
comunidades o ecosistemas (agricolas, forestales, etc.). v

'Los episodios agudos de exposicién a 0zono, tales como concentraciones
elevadas (superiores a 65 pg/m?) durante pocas horas, pueden producir dafios
visibles en las hojas, tal como se observa en la Figura III.1. Estos sintomas se
manifiestan en clorosis, moteado (manchas plateadas) y necrosis (células muertas
que aparecen como manchas oscuras o pardas) [9]. Por otra parte, los efectos

crénicos conducen a cambios en el crecimiento, productividad y calidad del

material vegetal.

A B

Figura IIL.1. Efecto del ozono sobre hojas de sandia: A) muestra control; B)

muestra expuesta a 0zono.

52




Capitulo Iil

Fisiologicamente, el estrés debido a O, se manifiesta en una reduccién en la

absorcion del CO,, asociado a una disminucion de la conductividad estomatica y de-

la capacidad de fijar CO, -[10].'_Ademés, las reacciones del OZono con los lipidos "

alteran la permeabilidad de la membrana, lo que dificulta la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) y dihidronicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), y
disminuye la capacidad para el transporte de triosas fosfatadas (precursores de la

sintesis de almid6n y sacarosa).

El ozono también induce la senescencia foliar prematura [11], y una
disminucién del contenido de nitrogeno foliar, que es desviado desde las hojas viejas
hasta las j6venes, asociado a una pérdida del enzima ribulosa-1,5-difosfato

~carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) [2, 12]. También produce modificaciones en el
cociente tallo/raiz, que tiende a aumentar tras las fumigaciones con ozono. Este

ultimo efecto es debido a una traslocacion de elementos minerales, sobre todo

carbono y nitrégeno, desde la raiz hasta las partes aéreas de la planta, donde son mas

" necesarios [2].

b) Diéxido de azufre (SO,)

El SO, se produce durante la combustion del carbén, gasolina, gas natural,
madera, fundicién de metales, etc. También se produce, aunque en menor cuantia,
durante las erupciones volcanicas y en los incendios forestales [13]. Las emisiones
de SO, de modo prolongado representan una seria amenaza para las masas forestales,

pudiendo dar lugar a declive y muerte de los bosques [13].
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El SO, se absorbe a través de los estomas y también puede producir dafios en

la superficie de las hojas, penetrando luego en el interior de la hoja. Una vez en el.

ihterior,’ el S>O2 reacciona con los fluidos celulares para formar sulfito, bisulfitoy -

sulfato. Los equilibrios dependen del pH:
SO, +H,0 === H,SO; ===+ H'+HSO; === H'+S0,*
HSO; +% 0, === H'+S0>*

El efecto de las fumigaciones con SO, se traduce, en pﬁmer lugar, en una
acumulacién en las partes aéreas [14, 15]. En las etapas iniciales de la
destoxificacion, el SO, se oxida a sulfato. Este proceso se produce en las paredes
celulares, y estd mediado por las peroxidasas. La incorporacidn del azufre tiene lugar
fundamentalmente durante el metabolismo fotosintético, y genera como productos
finales los aminoécidos cisteina y metionina. Esta incorporacién del azufre a los

aminodcidos altera el equilibrio carbohidratos/proteinas a favor de estas ultimas [15].

No obstante, la eficacia de los procesos de destoxificacion es limitada y una absorcién '

prolongada de SO, incrementa la acidez de los compartimentos foliares [16].

La productividad agricola se ve afectada por el SO, [15; 17], probablemente
debido a la disminucién de la fotosintesis [17], al aumento de las tasas respiratorias
y ala redistribucién de los fotoasimilados. Estos procesos se encuentran directamente
afectados, ya que el SO, y/o sus derivados interfieren con las vias metabdlicas de
adquisicién de CO, [18]. Ademas, la productividad puede verse afectada de manera
indirecta, ya que el SO, aumenta la sensibilidad frente a otras causas de estrés, lo que

_puede provocar la disminuciéon de la fotosintesis [19]. La sensibilidad de la
fotosintesis al SO, difiere marcadamente entre especieé, probablefnente debido a las
diferentes tasas de absorcion gaseosa, y a la diferente capacidad para metabolizar el

contaminante una vez absorbido.

54




Capitulo III

En coniferas, las alteraciones inducidas por el SO, en las ceras de las camaras

subestomaticas de las aciculas pueden afectar al funcionamiento de los estomas [20].

El SO, también provoca cambios estructurales en las ceras superficiales de la

: epidermis, lo que facilita la pérdida de iones y la entrada de organismos patégenos

[21]. Finalmente, la deposicion seca y himeda de SO, modifica la disponibilidad de
nutrientes en el suelo, lo que provoca cambios en la concentracién de elementos

minerales en las hojas [16].

¢) Oxidos de nitrégeno (NO,)

Los NO, presentes en el aire proceden de la incineracién de basuras, de la

actividad de la industria quimica y de la quema de combustibles fosiles. Se requieren

‘concentraciones més altas de NO, que de otros contaminantes, tales como O, y SO,,

para -causar dafios de similar magnitud en las plantas. Con frecuencia las
concentraciones ambientales de NO, son demasiado bajas para causar lesiones
visibles, sin embargo, los NO, participan en las reacciones que generan ozono

troposférico.

Los dafios agudos producidos por NO, en las plantas se parecen a los
producidos de manera aguda por SO,, penetrando en las hojas a través de los estomas
y disolviéndose en el agua aplospética, donde producen nitritos y nitratos. Estos

ltimos se pueden metabolizar tras reduccion previa.
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IIL.3. Los vegetales como indicadores del estrés ambiental
IIL3.1. Introduccién a la indicacién con vegetales

Los vegetales reaccionan frente a los contaminantes atmosféricos antes que
cualquier otro ser vivo. Los vegetales son mas sensibles en sus relaciones con el
entorno, siendo su respuesta de un gran valor, dado que es la de un sistema bioldgico
y, ademads, esta diferenciada para cada especie o comunidad. La respuesta a la

contaminacion estd en funcion de la combinacion, concentracién y duracién de la

accion de los contaminantes.

Ademas, los vegetales constituyen la base del funcionamiento y estructura de

los ecosistemas, y por tanto, el diagnéstico de los efectos nocivos de la contaminacion

- atmosférica sobre los vegetales permite establecer hipétesis predictivas sobre la

evolucién de la calidad del aire en amplios territorios. Es por ello, que sobre la base
de la indicacion con vegetales es posible desarrollar acciones o programas de defensa
ambientales, antes de que los niveles de contaminacién puedan afectar a la salud del

hombre, o se produzca la desestabilizacion irreversible de los ecosistemas.

De esta forma, y con bajo coste, se pueden detectar aquellas masas de aire que

transportan contaminantes, sin necesidad de establecer puntos de medicion de

parametros fisico-quimicos y, al mismo tiempo, se pueden optimizar las redes de

control de contaminacion con sensores, al sefialar las zonas donde éstos deben

situarse, contribuyendo asi al desarrollo de programas de sanidad ambiental.
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Las principales reacciones consideradas en la indicacién del estrés ambiental
son:

(i) Cambios morfolégicos y anatémicos: constituyen sintomas visibles de

dafios (efectos nocivos), o variaciones en la vitalidad o en la fructificacion.

(ii) Alteraciones en la composicién floristica de las comunidades

(desaparicién de algunas especies y entrada de otras) y en la cobertura o

frecuencia de algunas especies (estructura, dinamismo).
(iii) Variaciones en la respuesta funcional.
Las variaciones en la respuesta funcional pueden ser las siguientes:

- fntegridad de membranas. El cambio en la permeabilidad de las membranas
deja el camino libre a la pérdida de electrolitos y carbohidratos solubles. Estas

pérdidas pueden ser facilmente monitorizadas midiendo la conductividad del lixiviado

- y/o el contenido en potasio [22]. Se ha descrito la liberacién del ion potasio como

respuesta al tratamiento con metales pesados :[23] y con SO, [24].

- Degradacion de pigmentos. Frecuentemente se ha hecho uso de la
degradacion de clorofilas para evaluar los efectos de los contaminantes sobre la
fotosintesis [25]. Las medidas pueden ser espectrofotométricas o

espectrofluorimetrias.

- Alteracion fotosintética. Concentraciones muy bajas de SO, producen un
estimulo de la fotosintesis, pero concentraciones mds altas siempre causan una

reduccion. La respuesta especifica estd influida por el tiempo de exposicién, el pHy

- el estado de hidratacién [26]. En contraste, la respiracién en la oscuridad del material

fumigado parece inalterada. Otros estudios comparativos han encontrado también que
la respuesta fotosintética es mas sensible y variable que la respiracion [25]. A su vez,
el estado energético de las células, establecido en base a la actividad de ATP, varia

también en presencia de contaminantes del aire [27, 28].
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- Alteraciones en sistemas antioxidantes. Las concentraciones de diversas
especies quimicas que intervienen en el metabolismo primario y/o secundario han

demostrado estar fuertemente correlacionadas con la respuesta fisiolégica de las

plantas ante la agresi6én por parte de determinados contaminantes. Estas especies son:
- Metabolitos antioxidantes.

- Enzimas antioxidantes.

- Reguladores del sistema fotosintético, como los pigmentos del ciclo de las

xantofilas (carotenos).

IT1.3.2. Metodologias del uso de vegetales como indicadores del estrés ambiental

La diagnosis de los efectos que los contaminantes provocan sobre bosquesy

cultivos requiere, en un primer paso, la identificacién de las especies més sensibles
a los contaminantes. Un segundo paso es la prospeccion del territorio, con la fijacion
de parcelas que permitan caracterizary cuantificar los dafios. Seguidamente, se deben
poner los medios para tratar de correlacionar estos datos con los valores de inmision
de contaminantes, lo que implica disponer de sensores fisico—qui’micos préximos a las

areas de muestreo.

Ademads, es necesario realizar experimentos de fumigacién con gases
contaminantes, en condiciones controladas, para establecer las relaciones causa-
efecto. Las limitaciones en la interpretacién de los datos provienen del hecho de que
los resultados en laboratorio no son mas que parcialmente extrapolableé a lo que
sucede en condiciones naturales, ya que las interrelaciones son muy complejas, y es
préacticamente imposible controlar todas las variables. Para paliar estos problemas se

introdujeron las cdmaras abiertas (OTC, open- fop chambers) (Figura 1I1.2),
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normalizando asi las metodologias de estudio de los efectos de la contaminacion

atmosférica sobre la vegetacion.

32 m

- Mook W emp
‘ _ Figura II1.2. Diagrama de una cdmara abierta.

II1.4. Sistemas antioxidantes

La formacién de especies de oxigeno activo, tales como el oxigeno en estado

singlete ('0,), el radical superéxido (O,), el radical hidroxilo (*OH) y el peréxido
de hidrégenb (HZOZ_'), es perjudicial para el funcionamiento de lacélula. Aunqué estas
moléculas son productos del metaboliémo qelular aerdbico, su produccién y -
destruccion es un proceso regulado [29]. El “estrés oxidativo” es la acumulacién : T
intracelular a niveles téxicos de las especies de oxigeno activo, lo que implica la =
saturacion de los sistemas antioxidantes de defensa, esto es se sobrepasa la capacidad

de eliminacién.
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Los radicales libres poseen una reactividad alta (debido a su configuracién
paramagnética) e indiscriminada frente a diversas biomoléculas celulares a las que . S
- modifican oxidativa'r_nente.'La oxidacién implica la pérdida de su funcién biolégica.

Asi por ejemplo, en contacto con los &4cidos grasos poliinsaturados de los

glicerolipidos de las membranas, los radicales libres forman perdxidos, y modifican ”

los aminoéacidos que componen las proteinas, induciendo la ruptura y la agregacion

de proteinas, haciéndolas mas susceptibles al ataque de las proteasas. Ademads, causan

il

mutaciones en los 4cidos nucleicos. Para contrarrestar la toxicidad de las especies de
oxigeno activo, las células vegetales disponen de un sistema antioxidante altamente

eficaz, compuesto por constituyentes enzimaticos y no enzimaticos. -

La exposicién al ozono y a otros contaminantes altera la actividad de los -
sistemas antioxidantes tanto enzimaticos (ascorbato peroxidasa, glutation reductasa, Y

superdxido dismutasa) como no enzimaticos (ascorbato, glutation, a-tocoferol). Las

- especies vegetales que presentan mayor actividad antioxidante estin mejor protegidas : .o
frente a los efectos adversos de los contaminantes atmosféricos. Esta caracteristica -
les confiere cierta tolerancia, en comparacion con las especies sensibles, que tienen

menor actividad enzimdtica y menor concentracion de sustancias antioxidantes. e

111.4.1. Antioxidantes no enzimaticos

a) Acido L-ascérbico

El 4cido L-ascorbico (AA, ascorbic acid) esta presente en los organismos
fotosintéticos, incluidas las algas y los briofitos, en equilibrio con su forma oxidada,
el acido dehidroascérbico, (DHA, dehydroascorbic acid) (Figura IIL.3). Las -

concentraciones de AA y DHA en plantas son muy variables, pero los tejidos que
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muestran un crecimiento rapido, las hojas, y algunos frutos, son particularmente ricos
en esta sustancia [30]. El cloroplasto también contiene elevadas concentraciones de
AA, hasta 50 mM en vespinac'a, ’ pro‘bablcmen'.te' debido a su importante papel en la
fotosintesis [31]. Otros componentes celulares, como la vacuola y el citosol, también

contienen AA [32]. Las células vegetales consumen AA mediante varios procesos:

(i) El AA tiené un papel central en los sistemas antioxidantes de los
ambientes hidrofilicos e hidrofébicos del cloroplasto [31]: por un lado, reduce el
ani6n superéxido y reacciona con los radicales hidroxilo y el peréxido de hidrégeno,
ademas de eliminar el oxigeno singlete [33, 34]; por otro lado, el AA regenera el a-

tocoferol, un antioxidante liposoluble que protege a las membranas [35].
(i) Lahidroxilacion de los residuos de prolina en las cadenas de polipéptidos.

(iii) La desepoxidacién de las xantofilas debido a su papel de cofactor
esencial de la enzima violaxantina-desepoxidasa [36].

(iv) El AA juega'uh papel importante en el control del trénsporte de
electrones fotosintético y respiratorio [37] y en la divisién de las células vegetales
[38].

El consumo activo de AA implica una oxidacién que conduce, en primer
lugar, a la formacion de un radical libre denominado 4cido monodehidroascérbico
(MDHA). Este se degrada rapidamente y forma el DHA. El DHA experimenta la

‘ruptura hidrolitica del anillo, conduciendo en disoluciéon acuosa al 4cido 2,3-

dicetogulénico (Figura II1.3) [39]. La oxidacién del AA y la hidrélisis del DHA estan

influenciadas por factores tales como temperatura, luz, pH, presencia de oxigeno

disuelto, presencia de cationes inetélicos, etc. [40-42].
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CIH 20H
HCOH
-H: o —0 .e
+H H\— ‘e
OH O~

Acido L- ascérbico

Acido monodehidroascérbico

Acido dehidroascérbico
(hemiacetal hidratado)
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H
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Acido dehidroascérbico

|
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H(%OH OH
HCOH é =0
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A

Acido 2,3-dicetoguldnico -

Figura IIL3. El 4cido L-ascérbico y sus productos de oxidacién [39].

En las plantas, el AA constituye el sustrato reductor mas importante en la
destoxificacion de H,0,. La eliminacién de H,0, tiene lugar a través de una serie de

reacciones conocidas como el ciclo ascorbato-glutation o ciclo de Halliwell-Asada

electrones (Figura II1.4). En la regeneracién del AA participa el
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) que utiliza NADPH, y el

_ (Figﬁra I11.4). Es_te' ciclo tiene lugar en el estroma del cloroplasto, en la matriz

mitocondrial y en el citosol. El ciclo implica la accién del NAPDH como reserva de

dehidroascorbato reductasa (DHAR) que utiliza glutatién reducido.

enzima

enzima
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DHA <

NADP*_[MDHAR NADPH

—

* ASC ———> MDA®
/’\\
———3 202 HQO
4° [s0p] 4 |

_ / / Estroma -
Fd K, ;. o : :

e
PSI Membrana del tilacoide
| be +aH +0,  2H,0 meen. Qel tilacoide

Figura IIL4. Representacién esquemética de los mecanismos y reacciones que
participan en la eliminacion del oxigeno activo y en la regeneracién del ascorbato

(ciclo de Halliwell-Asada o ciclo redox ascérbico-glutation).

El AA tiene una funcidn crucial en la proteccion de las plantas frente al estrés
oxidativo, como indica el hecho de que la tolerancia al estrés provocado por O; y

otras condiciones estresantes se correlaciona con los niveles endégenos de esta

sustancia [33, 34, 43-45]. Por ello, la relacién AA/DHA o AA/(AA+DHA) se utiliza

como indicador del estrés ambiental, lo que a su vez convierte a este sistema redox

en un indicador de la contaminacién ambiental [33].
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b) Glutatién

El glutation es el tripéptidoy-glutamilcisteinilglicina (Figura IIL5). Constituye
el principal compuesto de almacenamiento y transporte de azufre orgénico en las

plantas [35]. El glutatiéon puede encontrarse en forma reducida (GSH) o en forma

oxidada como un dimero (GSSG), en el que los residuos de cisteina de dos moléculas |

de glutation estdn unidas por un puente disulfuro. La forma reducida se regenera por

reduccién con NADPH, en una reaccién catalizada por la enzima glutation reductasa

(GR).
| mzr\j\NH/DENH __COOH
Q ONI.l - OOH s\
wm - _ \\ 0OH
GSH GSSG

Figura IILS. Formas reducida (GSH) y oxidada (GSSG) del glutation.

El glutatién desempefia en las plantas diversas funciones fisiolégicas entre las

que se destacan las siguientes [46, 47]:

(i) Almacenamiento y transporte de azufre reducido. E1 GSH se sintetiza en

las hojas, especialmente en los cloroplastos, y una gran parte es exportado a laraiz y
alas zonas de crecimiento del tallo, con objeto de suministrar azufre reducido [48]. En
estos Organos importadores, el glutatién se descompone en sus tres componentes
aminoacidicos, y la cisteina resultante se emplea para la sintesis de proteinas y

metabolitos azufrados.
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(ii) Reduccién de puentes disulfuros en proteinas. El GSH, en funcién de su
grupo tiol, protege. de la oxidacién los puentes disulfuro de los centros cataliticos de

muchas enzimas, evitando su mactlvaclén [49, 50].

(iii) Funcién protectora o de defensa: El GSH tiene la capacidad de formar
conjugados con pesticidas (xenobi6ticos) y herbicidas (triazinas y cloroacetamidas)
[51]. Ademés, es un precursor en la sintesis de fitoquelatinas, las cuales estan

implicadas en la destoxificacién de metales pesados [52, 53].

(iv) Destoxificacion del per6xido de hidrégeno en los cloroplastos (ciclo de
Halliwell-Asada). Junto con el ascorbato, el GSH desempefia un importante papel en
la destoxificacion de especies activas oxigénicas que se forman en el cloroplasto en

determinadas situaciones de estrés.

Debido a su grupo tiol, el GSH juega un papel importante en la defensa de las

| plantas y otros orgamsmos frente al estrés ox1dat1v0 [50 54]. El GSH sirve como

sustrato para la regeneracxén del ascorbato y segln se ha propuesto, juega un
unportante papel en la estabilizacién de las membranas celulares, eliminando el
peréxido de acilo formado durante la peroxidacion de los lipidos por ataque oxidante
[55]. Aligual que sucede en el caso del AA, la extrema sensibilidad del GSH frente
a cambios bioquimicos lo convierte en un indicador ideal de estados patolégicos o de
estrés [56], empledndose el cociente GSH/GSSG o GSH/(GSH+GSSG) como
indicador [33, 57].

Los estudios de correlacion entre los niveles endégenos de GSH frente a
condiciones de estrés [58-60], muestran un aumento en la cantidad relativa del GSSG,
y por tanto una disminuci6n en el cociente GSH/GSSG. Sin embarg'o,'est‘:udios de
estrés asociados con inhibicién o deficiencia de la catalasa [61], exposicion a metales

pesados [62], y exposicién a ozono [44, 63, 64] muestran una acumulacién de GSH.
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¢) a-Tocoferol

En células animales. existe abundanté bbiblio.grafia sobre el papel del a-
tocoferol como antioxidante. En células vegetales, actia en los espacios hidr6fobos
como protector de las membranas. Sus concentraciones en la célula son menores

.que las de AA y GSH, si bien, no por ello es menos importante su papel en los

procesos de destoxificacion de radicales libres [65].
I11.4.2. Antioxidantes enzimaticos

Los enzimas implicados en la eliminacién de las especies activas del

oxigeno en vegetales son (Figura II1.4, ciclo Halliwell-Asada):

(i) Superéxido dismutasa (SOD): cataliza la dismutacién del radical
superéxido, formando oxigeno y peréxido de hidrégeno. Varios estudios [66, 67]
demuestran que la expresion de la SOD aumenta en condiciones ambientales que

provocan un incremento de la formacion de especies toxicas de oxigeno.

(ii) Catalasa (CAT): descompone el perdxido de hidrégeno en agua y
oxigeno. Este enzima no se encuentra en el cloroplasto, localizandose en el citosol
y los peroxisomas. Al igual que la SOD, la CAT responde a las condiciones
ambientales [68, 69]. |

(iii) Ascorbato peroxidasa (APx): el dafio oxidativo en el cioroplasto, en
ausencia de catalasa, es paliado por la APx, que cataliza la oxidacién del AA a

MDHA, utilizando el H,0,.

(iv) Peroxidasa (POD): oxida el peréxido de hidrégeno a agua.
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Otros tres enzimas que participan en el mantenimiento del AA y GSH en sus

formas reducidas son la- monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), -
dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutatién reductasa (GR). La GR utiliza la

NADPH como reductor, mientras que la MDHAR utiliza NADH y NADPH.
Finalmente, la DHAR utiliza GSH como reductor. Los tres enzimas se localizan en
el cloroplasto y el citosol. Todos ellos tienen una gran afinidad por sus sustratos,
y su participacién en el ciclo del AA-GSH es crucial, ya que permiten la continua

regeneracion del AA en el cloroplasto.
IIL.S. Determinacién de dcido L-ascérbico en plantas
a) Preparacién y conservacion de muestras

Las condiciones de extraccién son muy importantes en la determinacién de
AA. Como han indicado varios autores [39, 70}, de estas condiciones depender4 la
estabilidad del AA, siehdo esencial inactivar las enzimas degradativas y fijar el
equilibrio redox AA/DHA. La oxidacién del AA y la hidrélisis de DHA dependen
de muchos factores, tales como el pH, temperatura, 'presencia de oxigeno disuelto,
enzimas ¢ iones metalicos [40-42]. La mayoria de los extractantes empleados son
disoluciones acidas de elevada fuerza idnica, lo que es necesario tanto para inhibir

la actividad metabdlica de la célula y la precipitacién de proteinas, como para

* prevenir la hidrélisis basica del anillo lact6nico e inhibir la oxidacién [40-42). Los

extractantes mas utilizados son los 4cidos metafosférico (MPA, metaphosphoric
acid) [41, 71, 72], tricloroacético [41, 42, 71], oxdlico [40] y perclérico [73]. Sin
embargo, el MPA en concentracibnes entre el 2 y el 5% es el mads ampliamente
utilizado, ya que da lugar a recuperaciones mucho mayores que las obtenidas con

&cido tricloracético al 10% [74, 75]. La extraccién con 4cido oxdlico conduce a
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recuperaciones del 85% , pero las muestras son menos estables que con MPA [76].

El écido perclérico da lugar a rendimientos similarcs_ a los del MPA, pero es un.

égente menos eficaz en la precipitacién de proteinas [77].

En las extracciones, se suelen emplear también D,L-homocisteina [78], 2-
mercaptoetanol [79] y L-cisteina {80] como reductores. Muchas disoluciones
extractantes se adicionan con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), que forma
complejos con cationes metalicos como Fe** o Cu”, inhibiendo asi su accién
catalitica sobre la oxidaci6n del AA y sobre la hidrélisis del DHA [41, 42].

A su vez, se deben optimizar las condiciones que pueden acelerar la
degradacion del AA durante el resto del proceso de preparacién y almacenamiento
de la muestra. Asi pues, la oxidacién y reduccién se retardan purgando con
nitrégeno u otros gases inertes [41, 42, 72], congelando las muestras a -20°C [42,

81}, y reduciendo al minimo su exposicioén a la luz.
b) Técnicas analiticas

Se han desarrollado numerosos métodos para la determinacién de AA y
DHA. Sin embargo, algunos procedimientos no son especificos, lo que complica las

operaciones necesarias € incrementa el tiempo de anélisis [82-83].

b.1) Volumetrias

- Tillmans y col. [84] determinaron té.nto AA como el contenido total de AA
(previareduccién del DHA), mediante su valoracioén con 2,6;diclorofenol-indofenol
(DCIP) [84, 85]. Este método es rdpido y sencillo pero no tiene suficiente
selectividad, ya que interfieren otras sustancias reductoras presentes en los extractos

vegetales.
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b.2) Técnicas espectrofotométricas

Con anterioridad a 1980, la mayoria de loskrriétc')dos"dé dctérminacién de
AA estaban basados en procedimientos espeétrofbtﬁmétricos. Estos méfodos
incluyen la reduccién del DCIP por el AA [71], la reduccién de Fe(III) a Fe(II) por
AA, seguida de la formacién de un complejo absorbente de Fe(II) como ligando
2,2'-dipiridilo o bien o-fenantrolina [40, 41, 71, 86). En éstos métodos, se debe
reducir previamente el DHA a AA [86]. Roe y Kuether [87] propusieron el método
de la 2,4-dinitrofenilhidrazina, basado en la oxidacién del AA a DHA vy 4cido 2,3-
dicetogulénico. EIDHA se determina por condensacién con el reactivo, dando lugar
ala bis-2,4-dinitf0fenilhidraiona. El AA total se determina mediante oxidacién

previa del AA a DHA, seguida de la formacién de la hidrazona [88].

También, se ha propuesto un procedimiento de determinacion fluorimétrica

basado en la condensacion de DHA con o-fenilendiamina [71]. En todos los casos,

estos procedimientos carecen de sensibilidad y selectividad ‘suficientes ‘para su

aplicécic'm directa a la mayoria de las muestras reales [39].

El uso del enzima ascorbato oxidasa permite superar el problema de la falta
de selectividad. La oxidacion especifica de AA a DHA se monitoriza mediante la
disminucién de la absorbancia del AA a 260-265 nm en presencia de exceso de
enzima [89, 90]. Sin embargo, este procedimiento no puede ser usado para

determinar de forma directa DHA.
b.3) Cromatograﬂa liquida de alta resolucién

Se han descrito numerosos métodos para la determinacioén de AA basados

‘en la separacion por HPLC con deteccion UV-vis [91-94), electroquimica [42, 76,

95, 96] o fluorimétrica [75]. La determinacién por HPLC evita muchas

69




Sistemas redox indicadores

interferencias, y los andlisis se caracterizan también por una alta sensibilidad.

Existen numerosos protocolos robustos y precisos, pero por lo general los tiempos

de analisis son largos, debido a la necesidad de reacondicionar periédicamente las
columnas. Ademas, las muestras necesitan ser analizadas individualmente, puesto

que el HPLC es una técnica secuencial.

Respecto a la determinacién del DHA, debido a su baja absorbancia en el
UV, se aplican procedimientos indirectos que implican su reduccién con
homocisteina [97, 98], ditiotreitol [81, 99] o L-cisteina [100], asi como

derivatizacidn pre-columna [101] o post-columna [102].

b.4) Cromatografia de gases

La cromatograf’ ia de gases ha sido escasamente utilizada para determmar o

AA posiblemente debido a las rigurosas condiciones necesarias para la
derivatizacidn. El AA se debe tratar con trimetilsilileter en ausencia de agua [40,
103]. Una ventaja de este enfoque es la posibilidad de determinar AA y DHA en el

mismo cromatograma.

b.5) Electroforesis capilar

En los ultimos afios, la electrofofesis_capilar ha sido aplicada al anélisis de -

AA [80, 104-110]. En comparacidn con las separaciones de HPLC, los analisis de
CE son mis rédpidos y mucho mas selectivos, siendo también destacable la
capacidad para tratar nanomuestras. Se han desarrollado métodos de CE p.ara la
determinacién de AA en vegetales y zumos de fruta empleando deteccién UV
directa [80, 104, 105, 107-109] e indirecta [106] y electroquimica [110]. Para la
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determinacion de DHA, se ha recurrido a procedimientos indirectos que implican

su reduccién a AA [105]. Recientemente, Davey y col. [108] monitorizaron
simultineamente AA y DHA, si bien, no fue posible cuantificar este altimo por

problemas de estabilidad de sus disoluciones.

ITL.6. Determinacién de glutation en plantas

a) Preparacion y conservacion de muestras

En la bibliografia se encuentran diferentes procedimientos para la

extraccion del glutation en muestras bioldgicas [111]. Esta es una etapa critica en

el andlisis del GSH, al igual que sucede con el AA. Se hacq uso de extractantes

tales como los acidos S-sulfosalicilico, picrico, tricloroacético, trifluoroacético,

perclérico y MPA [112-117]. Otra metodologia recurre al empleo del 4cido 5,5'-
ditiobis(2-dinitrobenzoico) (DTNB) [118], omitiendo la desproteinizacién acida;
sin embargo, este procedimiento no inactiva las enzimas degradadativas del GSH.
A su vez, suelen adicionarse diversos agentes protectores de los grupos tiol, como
N-etilmaleimida (NEM) [119] El NEM debe ser eliminado antes de'l‘anélisis, pero
su extraccion es engorrosa y suele conllevar pérdidas en la determinacion de GSSG
[120].

A su vez, también se deben adoptar condiciones que minimicen la
degradacién del GSH durante el resto de preparacién y almacenamiento dé la
muestra. Al igual que se hace en la determinacion del AA, la solucién consiste en
retrasar la oxidacién purgando con nitrégeno u otros gases inertes [111], y también
congelando las muestras a -70°C, especialmente en el caso de muestras de sangre

y plasma [111].
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b) Técnicas analiticas

| b.1) Métodos enzimaticos |

Las determinaciones enziméticas de GSHy GSSG [116, 121, 122] se basan
en el ciclo de la glutatién reductasa [116] que emplea DTNB como reactivo
especifico de los grupos tiol. Este ensayo es selectivo paré la estimacion de
glutation oxidado. Sin embargo, se puede determinar GSH por diferencia entre el
GSSG y el glutatién total. Una desventaja del método enzimatico es el elevado
nimero de etapas necesarias para preparar extractos biolégicos neutralizados en

presencia o ausencia de NEM.
b.2) Cromatografia liquida de alta resoluci6n

Se han propuesto numerosos métodos de HPLC para la cuantificacion de
GSH y GSSG en muestras bioldgicas, empleando diferentes sistemas de deteccion.
El cociente GSSG/GSH se determina como indice del estrés oxidativo en plasma,
hepatocitos, eritrocitos y otras matrices biolégicas. Debido a las bajas
concentraciones de los analitos en estas matrices, y a su pequefia absortividad
molar, es necesario utilizar agentes derivatizantes. Con este fin, se ha utilizado

DTNB [123], y S-carboxin]etilacién de los tioles seguida por la derivatizacion

cromogénica de los grupos amino con 2,4-dinitrofluorobenceno [124-126]. También

seha propuesto la derivatizacion fluorogénica con derivados de monobromobimano
[127-130] o dansilados [131, 132]. Finalmente, también se ha utilizado deteccién

electroquimica [133-136].

Sofic y col. [137] desarrollaron un procedimiento de HPLC con deteccioén

electroquimica para la determinacién simultanea de AA y GSH en diferentes tejidos
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animales y vegetales. Las formas oxidadas (DHA y GSSG) se determinaron de

- - forma indirecta, previa reduccién con ditiotreitol y glutation reductasa,

" respectivamente.

b.3) Electroforesis capilar

La electroforesis capilar se ha utilizado para determinar GSH y otros tioles
sin derivatizacién previa [108, 138-142]. Con el fin de aumentar la sensibilidad,
también se han adaptado a la CE métodos que implican derivatizacion previa con
monobromobimano [143, 144], DTNB, [145], NEM [146], I1,1'-
etenilidenbis(sulfonil)bisbenceno [147] o 2,3-naftalendicarboxaldehido [148].

Recientemente, Davey col. [108], empleando un tampén borato de pH 9.0,

‘han mOnitoriza_'do simultineamente AA y.GSH en plantas; _sin efnbargo, no

realizaron estudios cuantitativos ni aplicaron el procedimiento a la evaluacién del

estrés oxidativo.
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE ACIDO L-ASCORBICO Y DE ASCORBICO TOTAL B

EN PLANTAS VASCULARES Y NO VASCULARES POR
ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL

Capitulo publicado en Analytical Biochemistry (Anexo II).

Resumen

Se describe un procedimiento de electroforesis capilar zonal (CZE) para la

determinaci6n de acido L-ascorbico (AA)y acido ascorbico total (AAT, suma de AA

y acido dehidroascoérbico) en plantas vasculares y en liquenes, bri6fitos y hepaticas.

Las muestras se congelan en nitrégeno liquido y se extraen con acido metafosférico

al 2%. Para determinar AA, se inyecta directamente una alicuota en el capilar de silice

fundida. La determinacién de AAT se realiza después de su reduccion con DL-
homocisteina a pH 7. El electrolito de fondo contiene 60 mM de cloruro sédico, 60
mM de dihidrogeno fosfato sédico, 0.0001% de bromuro de hexadimetrina, y NaOH
hasta alcanzar pH 7. El procedimiento es rapido y muy reproducible; el limite de
deteccion es 0.2 pg ml”, que corresponde a 0.4 mg/100 g de muestra. El método
propuesto se valida por comparacién con un método enziméatico habitual. El
procedimiento de CZE se puede aplicar correctamente y ofrece resultados para todas
- las muestras ensayadas, mientras que el método enziméticd no se puede utilizar para
cuantificar AA en algunas plantas que dan una alta absorcion de fondo en la region .
UV.

Palabras clave: acido ascorbico; indicadores de contaminacion atmosférica; liquenes;

bridfitos; hepaticas; electroforesis capilar zonal.
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IV.1. Introduccién

_ El 4cido L-aScéfbico (AA), en equilibrio con su forma oxidada, 4cido L-
dehidroascorbico (DHA), se encuentra universalmente distribuido, tanto en animales
como en vegetaleé. La determinacion de AA y de acido ascorbico total (AAT = AA
+ DHA) es de gran importancia, puesto que el cociente AA/AAT es un indicador de
la calidad ambiental [1]. Los factores que provocan estrés en los vegetales, incluyendo
tanto dafios mecanicos como contaminacion atmosférica, alteran este cociente.

Las concentraciones de AA y DHA varian ampliamente en los vegetales,
encontrindose generalmente los niveles mas altos en tejidos y hojas en crecimiento
[2]. M4s del 3 % del peso fresco de ciertas frutas es AA [3]. Las células vegetales
consumen activamente AA en varios procesos: (i) la eliminaciéon de perdéxido de
hidrégeno y radicales libres oxigenados producidos por contaminantes atmosféricos

[1,4]; (ii) la hidroxilacion de residuos de prolina en cadenas polipeptidicas [S]; y (iii)

la de-epoxidacién de carotenoides en el ciclo de las xantofilas [6]. Adicionalmente,

el AA juega un papel destacado en el control del transporte electrénico fotosintético
y mitocondrial [7], y en el control de la divisién celular en plantas [8]. Las
concentraciones de AA en cloroplastos son altas, alcanzando valores del orden de 50
mM en espinaca, lo cual esta probablemente relacionado con su papel central en la
fotosintesis [9]. También, el AA se halla presente en otros orgénulos celulares como
el citosol, las vacuolas y la membrana celular [10, 11].

En el cuerpo humano, el AA juega un papel fisiologico importante en la
absorcion de hierro, en el metabolismo de esteroides y amino4cidos arométicos, en
la sintesis de polisacéridos y colégénos y en el desarrollo neonatal. Una insuficiente
ingestion de AA conduce é una deficiencia de colageno, lo que provoca los sintomas
de la enfermedad conocida como escorbuto. También se ha demostrado la capacidad
del AA para desempeiiar un papel inhibidor en ciertas formas de crecimiehto de

células cancerigenas in vitro [12-14].
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La estabilidad de las disoluciones acuosas de AA depende del pH, de la

temperatura, la concentracién de oxigeno, y de la presencia de trazas de iones

~metalicos .Que catalizan su oxidacion [15-18]. Para determinar AA y AAT en z'umds

de frutay otros productos industriales, se han empleado métodos espectrofotométricos
[19-28), polarografia difefencial de impulsos [29] y potenciometria de adsorcion [30].
Sin embargo, estos rriétodos carecen de la adecuada selectividad para analizar extractos
de plantas vasculares y no vasculares [19, 20]. Se han descrito procedimientos
especificos basados en la oxidacion de AA en presencia de ascorbato-oxidasa [31-33],
y en el uso de técnicas de separacion, incluyendo cromatografia de gases con
derivatizacion pre-columna [34], HPLC en fase inversa'[35-39], de exclusién idnica
[40-44), de pares i6nicos [45], y de intercambio i6nico [46], asi como isotacoforesis
[47, 48] y otras técnicas de electroseparacion capilar [49-63].

Se han desarrollado procedimientos de electroforesis capilar zonal (CZE) para
la determinacién de AA en vegetales y zumos de fruta [52-54, 56-59, 61]. Se han

' utilizado'capil'éi"es recubier'tos_‘cc')n poliacrilamida [52, 54] y con bromuro de tetradecil -

trimetilamonio [61]. También se ha empleado cromatografié micelar electrocinética
(MEKC) con un electrolito soporte (BGE) conteniendo dodecilsulfato sédico (SDS)
[49], o bien desoxicolato sédico (SDC, sodium deoxycholate) [50, 51], para
determinar AA en preparados vitaminicos y en vegetales, respectivamente.

En este capitulo, se determina AA mediante CZE en presencia de bromuro de
hexadimetrina (HDM, hexadimetrine bromide). E1l HDM es una sal de amonio
cuaternario polimérica capaz de invertir eficazmente el flujo electroosmético (EOF)
incluso a concentraciones muy bajas. La determinacién de DHA se realiza como AA,
tras reduccién previa con homocisteina. El procedimiento es répido y altamente
reproducible, y los limites de deteccién son inferiores a los encontrados en otros
métodos de electroseparacion capilar. El método se ha aplicado a plantas vasculares,

y también a liquenes, bridfitos y hepéticas, que contienen concentraciones de AA y

DHA menores que las plantas vasculares. El método se valida mediante la

comparacion con un método enzimético [31]. Finalmente, se discuten los resultados
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hallados en relacion con el cociente AA/AAT, que como se ha comentado es un

. valioso indicador de la contaminacién atmosférica.

IV.2. Parte experimental
IV.2.1. Reactivos

Se prepararon disoluciones de 250 pg ml' de AA (Sigma, St Louis, MO,
USA) en 4cido metafosforico (MPA) al 2 % (w/v) (Aldrich, Milwaukee, WI, USA).
Para prevenir la oxidacion, las disoluciones se prepararon en frio y se almacenaron
a 4°C. Inmediatamente antes de la inyeccion, se prepararon también disoluciones de
10 pg ml' de DHA (Aldrich) en MPA al 2 %. Se utilizaron hidréxidos sédico y

potasico, dihidrégenofosfatos sodico y potasico, 4cido bdrico y cloruro sédico

__(Panreac, Barcelona), todos ellos de calidad para analisis. En el método enzimatico -

se empled ascorbato-oxidasa (prod. ném. A0157, Sigma). La reduccién del DHA se
realiz6 con DL-homocisteina (Sigma). El recubrimiento dinamico del capilar y el
cambio del sentido del EOF se consiguié gracias al empleo de bromuro de
ﬁexadimetrina (HDM, Fluka, Buchs, Suiza) conteniendo de 25 a 50 unidades de
hexadimetonio. En los experimentos realizados con capilares recubiertos de
acrilamida se emplearon los siguientes reactivos: acrilamida, persulfato aménico,
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y 3-(trimetoxisilil) propil metacrilato
(agente silano enlazante) (Fluka). En la preparacion de todas las disoiuciones se
utiliz6 agua nanopura (Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA). Antes de su
introduccién en el sistema velectrofoiético, las disoluciones se desgasificaron en un
bafio de ultrasonidos (Modelo 617, Selecta, Barcelona), y seguidamente se pasaron

a través de un filtro de nylon de 0.45 um de tamaiio de poro (Scharlau, Barcelona).
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IV.2.2. Aparatos

Se utiliz6 un sistema de elcctroforésis ‘capilarb HP (H.ew‘lett-Packard, Palo

Alto, CA), equipado con un detector espectrofotométrico de fila de diodos, conectado
a un ordenador VECTRA HP 486/66XM. El capilar de silice fundida empleado fue
de 33.5 cm de longitud y 50 pm de didmetro interno (Supelco, Bellefonte, USA). La
ventana de deteccion se practico a 8.5 cm del extremo de salida. El
acondicionamiento del capilar nuevo se realizd haciendo pasar por su ihterior
disoluciones de NaOH 1 y 0.1 M durante 5 min, y posteriormente agua nanbpura
durante 10 min, todo ello a una temperatura constante de 60 °C. Al comienzo de cada
sesion de trabajo, el capilar se acondicioné durante 30 min con el tampén de
sepafacién a la temperatura de trabajo, que fue de 23°C. Las éreas de los picos fueron
corregidas dividiéndolas por los respectivos tiempos de migracion; con este fin, se

hizo uso de la correspondiente opcion del software. El anélisis por via enzimatica se

realiz6 haciendo uso de un espectrofotometro de fila de diodos (Modelo 8452_A,' |

| Hewlett-Packafd), conectado mediante una interfase HPIB a.un ordenador PC 486/66

MHz. Para las medidas de pH se empled un potenciémetro Crison modelo micropH

2000 provisto de un electrodo combinado de vidrio-Ag/AgClL.
IV.2.3. Material vegetal

Una parte de las plantas vasculares, perejil y espinaca, fueron adquiridas en

{
diferentes supermercados locales y analizadas el mismo dia de la compra. Otra parte

de las muestras de perejil y espinaca se cultivaron en el laboratorio y se analizaron el

mismo dia de su recoleccion. Los liquenes Parmelia acetabulum (Necker) Duby,
Parmelia quercina (Willd.) Vainio y Hypogymnia tubulosa (Schaerer) Havaas, y
briéfitos Hypnum cupressiforme (Hedw.) Gaertn, Tortula ruralis (Hedw.) Gaertn.,
Meyer & Scherb., asi como las hepéticas Porella platyphylla (L.) Pfeiff y Frullania

dilatata (L.) Dum., fueron recolectados de sus habitats especificos en Sierra del Toro
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(Castellon, Espafia, UTM 305XK8719) en su estado de humedad natural en Febrero

de 1998. Estas muestras fueron inrﬁediatament_e transportadas al laboratorio y

analizadas dentro de la misma semana de recoleccién.
IV.2.4. Tratamiento de muestras y reducciéon del DHA

Las muestras de plantas vasculares y no vasculares se lavaron
abundantemente con agua destilada para eliminar el polvo y, en el caso de las no
vasculares, para quitar los restos del sustrato al que estan adheridas. En las muestras
de perejil y espinaca se desechd el peciolo y las venas. Inmediatamente después se
procedi6 a congelar las muestras con nitrégeno liquido. En este estado, se
pulverizaron y luego se homogeneizaron con MPA al 2% en un mortero de porcelana
rodeado de un baio de hielo. La relacién de masa vegetal pesada-volumen de MPA

- fue de 0.5 g (peso seco):8 ml para liquenes, bridfitos y hepaticas, y de 2 g (peso

fresco):12 ml para peréjil' y espinaca. Para eliminar el material no disuelto, las

mezclas se centrifugaron a 6000 g a 4°C durante 2 min, y el liquido claro
sobrenadante se pasé por un filtro de 5 um (Mitex, Millipore, Bedford, MA),
inyectdndose una alicuota en el capilar.

Para determinar AAT, se tomé una alicuota de 0.5 ml del extracto filtrado y
se agitd suavemente con 30 mg de DL-homocisteina hasta disolucién completa de esta
tltima. Se afiadieron 30 pl de NaOH 2 M obteniéndose un pH final préximo a 7. La
mezcla se inyect6 inmediatamente, y se calculé la concentracion de DHA como la

diferencia entre AAT y AA.
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IV.2.5. Procedimientos de CZE y enzimitico

Enel anéli'si.s de AA pﬁr CZE, se utiliz6 como electrolitd soporte un tampon
de sodio dihidrégeno fosfato 60 mM, conteniendo la cantidad necesaria de NaOH 0.1
M para alcanzar pH 7, y conteniendo también NaCl 60 mM y HDM al 0.0001 %. La
separacion tuvo lugar aplicando un voltaje de -15 kV a una temperatura constante de
23°C. Tanto las muestras como los estandares se inyectaron ejerciendo una presién de
50 mbar durante 2 s. La longitud de onda de deteccién fue de 265 nm. Entre
inyecciones sucesivas, el capilar se regener6 hidrodindmicamente con el electrolito
soporte durante 10 min, para lo cual se ejerci6 una presion de 1015 mbar. Las eficacias

se calcularon como:

2
N= 554( ' )
. Win

* donde t, es el tiempo de migracién y w,, s la anchura del pico a media altura.

La determinacién enzimitica de AA se realiz6 monitorizando con el
espectrofotdmetro la disminucién de absorbancia a 265 nm, la cual se produce al
afiadir ascorbato-oxidasa a causa de la oxidacion del AA a DHA {31]. Las porciones
de prueba contenian 1 ml de extracto vegetal o de disolucién estandar, y 2 ml de
tampon fosfato 100 mM (pH 6.8). La oxidacién del AA se lleva a cabo mediante la
adicién de sucesivas alicuotas de 10 pl de una disolucion de 0.25 unidades pl” de
ascorbato-oxidasa. Laabsorbancia decrece amedida que se adicionan nuevas alicuotas,
hasta que finalmente permanece constante. La diferencia de absorbancias inicial y final

es proporcional a la concentracién de AA.
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IV.3. Resultados y discusién
IV.3I.1.. EstudioS ‘preliminares

Se estudid la estabilidad de las disoluciones de AA en MPA al 2 % a 4°C. La
reduccion de la absorbancia del pico de AA por un periodo de tres dias fue menor del
1 %. Por tanto, los estandares y los extractos se prepararon, almacenaron e inyectaron
en presencia de un 2 % de MPA en frio. En medio 4cido fuerte y débil, las
disoluciones de la forma protonada no cargada del AA (log K = 4.17) [16] son
relativamente estables, mientras que en medio alcalino aumenta rapidamente el riesgo
de oxidacién [16]. Se seleccioné un BGE de pH 7 como un compromiso entre
mantener el AA en forma anidnica durante la separacion, dotindolo asi de movilidad

electroforética, y reducir al mismo tiempo, en lo posible el riesgo de oxidacidn.

Con el fin de obtener bajos tiempos de migracién para el AA se decidié -

| 'trabajar' con polaridéd negatfva, y con un EOF pféximo a cero o invertido. Para
eliminar o invertir el EOF se estudiaron varios recubrimientos del capilar, tanto
estaticos como dinamicos. Entre los primeros, se ensayé el recubrimiento con
acrilamida [64]. Usando un tampén fosfato 20 mM a pH 7 y una tensién de -15 kV,
se observe el pico del AA, que presentd un tiempo de migracion inferior a 5 min. Sin
embargo, diferentes capilares produjeron variaciones importantes del tiempo de
migracion, lo que se atribuyo a una falta de reproducibilidad en la elaboracién del
recubrimiento del capilar con acrilamida. Por esta razén, se prefiri6 emplear
recubrimientos dinamicos, seleccionando finalmente el HDM. Este poliniero ha
mostrado ser muy efectivo pafa reducir e invertir el flujo electroosmético, incluso a
concentraciones muy bajas [65].

Se ha recomendado afiadir una disolucién concentrada de monohidrégeno
fosfato potésico a los extractos conteniendo MPA antes de la reduccién del DHA con
DL-homocisteina; se supone que la adicién de esta sal reduce la acidez de las
disoluciones de MPA, facilitando la reduccién del DHA [66-68]. Sin embargo, con
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este procedimiento, no se observo pico alguno debido al AA, lo que puede ser debido

al efecto anti-hacinado (anti-stacking) producido por la excesiva fuerza i6nica.

Para evitar en lo posible el aumento de la fuerza iénica, se aumentd el pHcon

NaOH 2 M, en lugar de utilizar K,HPO,. Ademas, con el fin de evitar la oxidacién del
DHA en medios neutros y alcalinos, la DL-homocisteina se agregd antes que el
NaOH. El pH final de la mezcla, préximo a 7, aumenté muy poco cuando se adicion6
un mayor volumen de NaOH 2 M, lo que indica una alta capacidad amortiguadora de
la mezcla. Esta capacidad amortiguadora puede explicarse en base a la presencia de
cantidades importantes de 4cido ortofosforico libre en las disoluciones de MPA. Tras
la inyeccién, y empleando el BGE recomendado, las disoluciones neutralizadas con
NaOH 2 M no mostraron pérdida de eficacia en el pico del AA. Ademas, inyecciones
consecutivas no mostraron pérdidas de sensibilidad por lo menos durante 20 min tras

la reduccién; sin embargo, las disoluciones inyectadas a los 40 min después del

- tratamiento con DL—homoc_isteina y NaOH mostraron pérdidas de un 30 %.

Para estimar la recuperacién de AA durante la reduccién, se prepar6 una

disolucién de 10 pg ml' de AA an agua, y se afiadié hasta un 2% de H,0,. La

- inyeccién de alicuotas sucesivas de esta disolucién mostré una pérdida de AA de

alrededor de un 60 % en 3 h. La adicién de DL-homocisteina y NaOH al cabo de las
3 h mostré una recuperacion del 97 £ 1 % (n = 3). También, se realizaron
experiencias con disoluciones de DHA recién preparadas a partir de DHA sélido,
obteniéndose recuperaciones del 80 %. La menor recuperacion obtenida en este caso

se atribuyo a la baja pureza del DHA sdlido [60].
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IV.3.2, Optimizacidon de las condiciones de separacion

~ Se estudi6 la influencia de la concen_trzicién de fosfato sobre el tiempo de
migracién y la eficacia del pico del AA, manteniendo constante la concentracién de
HDM (1x10™ %). En la Tabla IV.l se muestran los tiempos de migracién, su
desviacion tipica y el nimero de platos tedricos del pico de AA para los diferentes
tampones empleados. Al aumentar la concentracioén de fosfato disminuy6 el tiempo
de migracion, y se observé un aumento de la eficacia, sin embargo, también aumento
el ruido de fondo. Teniendo en cuenta estos factores, en los experimentos siguientes
se decidif utilizar fosfato 60 mM. No se observé un aumento significativo del numero
de platos tedricos cuando se afiadi6 dcido bdrico en concentraciones crecientes, hasta
80 mM.

Como también se muestra en la TablaIV.1, la eficacia mejord notablemente
tras la adicién de NaCl al tampon. Los extractos empleados en las determinaciones
de AAy AAT contienen concentraciones élevédas de MPA y metafosfato sédico,
respectivamenté. Por ello, la adicién de NaCl al tamp6n mejord el hacinamiento
(stacking), efecto que se produce cuando la conductividad del electrolito soporte es
mayor que la conductividad de las muestras. Debe tenerse en cuenta que el
hacinamiento es 6ptimo cuando la conductividad del BGE es entre 5y 10 veces mayor
que la conductividad de la muestra. |

Es interesante indicar que un aumento en la concentracién de NaCl tuvo un

mayor efecto sobre la eficacia que un aumento equivalente en la concentracioén de

NaH,PO,. Los experimentos posteriores se realizaron con un electrolito conteniendo

fosfato 60 mM y NaCl 60 mM a pH 7. Concentraciones superiores de NaCl
condujeron a corrientes muy elevadas y a una pérdida notable de reproducibilidad.
Cuando se adicionaron concentraciones crecientes de HDM, en el intervalo de 1x10

a 5x10° %, el tiempo de migraci6n del AA disminuyé desde 2.9 a 2.0 min, sin que
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se produjera un aumento apreciable de eficacia. Conun 1x10* % de HDM se obtuvo

~ un EOF estable, que no varié apreciablemente durante mas de 60 inyecciones.

Tabla IV.1. Tiempo de migracién y eficacia del pico de AA con distintos BGEs.

Fosfato (mM) NaCl (mM) t (min) Nx10?
20 0 133204 9
20 60 50+03 57
20 100 3.820.6 77
40 0 8.5+0.2 17
60 0 49402 27
70 0 40+02 32
60 20 4.07+0.04 43
60 40 3.22520.008 59
60 60 2.88+0.05 76

IV.3.3. Aplicacién a muestras reales, parametros de calidad y validacién

La curva de calibrado se realizé inyectando seis estdndares de AA en

concentracion creciente, hasta 100 pg ml. Utilizado el 4rea corregida (4rea del pico

dividida por su tiempo de migracion) se obtuvo una recta con un coeficiente de

correlacion lineal de r 2> 0.9998.'_ La sensibilidad, el limite de deteccion ( LOD, limit

of detection ), la repetitividad y la reproducibilidad, tanto para el area corregida como

para el tiempo de migracion, se muestran en la Tabla IV.2. El LOD se calculé como

3 veces el ruido de fondo dividido por la sensibilidad. El ruido de fondo, s, se obtuvo

de dos formas: (i) suponiendo que la anchura de la linea base en la region del pico es
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5s; y (ii) como la desviacidn estandar de una serie de 10 inyecciones de concentracién

10 pg ml"'. Ambos procedimientos condujeron al 'mismo. LOD.

Tabla IV.2. Pardmetros de calidad para el método de CZE.

Parametro : Valor

Sensibilidad, pg! ml mUA"! 3.1x10°
Repetitividad del area corregida, % (n = 10, 10 pg ml™) 0.9
Repetitividad del tiempo de migracién, % (n =10, 10 pg ml™) _ 0.8°®
Reproducibilidad del area corregida, % (n = 8, 10 pg ml", 8 dias) 1.2
Reproducibilidad del tiempo de migracion, % 1.1®
(n=8, 10 pg ml’, 8 dias)

- LOD con disoluéipnés' de estandar, pgml* - S 0.2
LOD en planfas vasculares, mg/ IOOg de peso'fresco | | 0.12
LOD en plantas no vasculares, mg/ IOOg de peso seco 0.3

2 Como desviacidn estandar relativa.

Los eXtractos de los vegetaies indicados en la Tabla IV.3 se analizaron
utilizando ambos procedimientos: el propuesto, que hace uso de la CZE, y el método

enzimatico [31]. Como se observa en la Figura IV.1, en los diferentes extractos

aparecieron varios picos correspondientes a solutos desconocidos. La identificacion

del AA se realizé haciendo uso del tiempo de migraci6n y del espectro de absorcion |

UV en el méximo del pico; los datos se compararon con los obtenidos inyectando
estandares. También se inyectaron muestras aditivadas con AA, observéndose el
aumento correspondiente del pico del AA. Ademas, en todos los extractos, el pico del

AA aparecié bien separado respecto a otros picos de la matriz. Por otra parte, en
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comparacion con la inyeccién de estandares, la linea base a ambos lados del pico del

- AA no experimentd un aumento del ruido de fondo al inyectar los extractos. Por ello,

el LOD fue el mismo, tanto para estandares como para extractos vegetales.

Tabla IV.3. Concentraciones de AA encontradas en varias plantas por los métodos

de CZE y enzimatico®

Muestra CZE M. enzimético
Perejil (cultivado) 258 -t
Espinaca (mercado local) - 57.4 572
Espinaca (cultivada) 81.7 80.7
Parmelia acetabulum 2.94 2.95
Parmelia quercina . o _ 1.82 : --1.84
'- H}’POgymni;z tubulosa - 621 E ' 6.02 :
Hypnum cupressiforme _ 5.43 . 5.38
Tortula ruralis 10.5 S
Porella platyphylla 4.47 -
Frullania dilatata | 1.79 1.85

* En mgde AA por 100 g de muestra fresca y muestra seca en plantas vasculares y no -

vasculares, respectivamente.
b El método enzimatico no puede aplicarse debido a la alta absorbancia de los

extractos.
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2504

20+
< A < B
S 16 S 2.00-
E E
w 12- S 1.50
S S
: s
8 g 2 1.00
Q [3]
g 8 AA
2 < ,
2 4 2 0.50-
< < WW"W
) S
0 I 4 1 T T T 1 000 T T T T 1 T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tiempo (min) Tiempo (min)
6 -
= ] C
g .
E
E 47
Ua)
B
(o]
Aa
g 2 Y
=}
2
O 4
<
0 v T I T T 4 T 1

Tiempo (min)

Figura IV.1. Electroferogramas de extractos de plantas; concentraciones de AA
encontradas en los extractos: (A) espinaca, 95.8 ug ml'; (B) liquen Parmelia

acetabulum, 1.8 pg ml; y (C) briéfito Tortula ruralis, 6.5 pg ml.
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Ademas, se prepararon curvas de calibrado mediante el método de las

adiciones de estandar. Para ello, sobre los extractos se adicionaron tres disoluciones

~ con concentraciones crecientes de AA, hasta 100 pg ml™. Las curvas fueron lineales -

con r 2>0.998, y en todos los casos, las pendientes de las curvas de calibrado
- obtenidas mediante el método de las adiciones de estdndar fueron iguales que las
pendientes obtenidas mediante calibrado externo. Este resultado es condicién
necesaria, aunque no suficiente, para que el método esté exento de efecto matriz. Sin
embargo, con este resultado es muy probable que el método propuesto esté
efectivamente exento de efecto matriz, aunque no se tenga una garantia absoluta sobre
este extremo. ‘

Para obtener las curvas de calibrado por el procedimiento enzimatico, se
emplearon tres disoluciones patrén de AA en concentraciones crecientes, hasta 50 pg

ml'. Se utilizé tanto el método de calibrado externo, como el de adiciones de

estandar. Se obtuvieron lineas rectas con_ﬁ_ >0.998. Como se muestra en la Tabla

IvV.3, los"procedimientos CZEy enzimético prdporcionarOn valores similares para
todas las muestras. La aplicacion de la prueba estadistica para una serie de pares de
datos no mostrd diferencias significativas para un nivel de confianza del 95 %.
Cuando el extracto era fuertemente coloreado, como ocurri6 con perejil, Tortula
ruralis y Porella platyphylla, la alta absorbancia inicial a 265 nm impidié la
aplicacién del método enzimatico.

Las concentraciones de AA encontradas en plantas vasculares fueron
similares a las indicadas en la bibliografia. La concentracion mas alta de AA dada por
la espinaca cultivada con respecto a la comprada en el supermercado local puede
atribuirse al tiempo mas corto transcurrido entre ia recoleccion y el tiempo de anélisis.

Los li’quenes, bri6fitos y hepaticas mostraron concentraciones inferiores de
AA respecto a las plantas vaSculares. En liquenes, la menor concentracion de AA
puede ser atribuida al menor peso del fotobionte (algas), respecto al mayor péso de
los hongos, que estn casi desprovistos de AA. En ciertas especies de liquenes, tales

como Parmelia sulcata, la poblacion celular de algas endosimbiéticas puede
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representar tan sélo entre un 10 y un 15% del peso total del talo [69]. En el caso de
bridfitos y hepaticas, la concentracién inferior de AA se puede atribuir a su
metabolismo més_lentb.- : _ » o _ |
Los resultados de la determinacién de AA y DHA, y de larelacion AA/AAT,
en espinaca, en un liquen y en una hepatica se muestran en la Tabla IV .4. El valor
obtenido para la espinaca es similar a los encontrados en la bibliografia [31]. El
procedimiento enzimatico no pudo aplicarse en algunos casos a causa de la excesiva

absorbancia de los extractos (ver Tabla IV.3).

Tabla IV.4. Concentraciones de AA y AAT encontradas en varias plantas por el
método de CZE

Muestra AA® TAA® AA/TAA
Espinaca 409 507 081
Parmélia qi)ercina 2.49 ' 433 0.58
Frullania dilatata 3.61 35 0.1

*Enmgde AA por 100 g de muestra fresca y muestra seca, én plantas vasculares y no

vasculares, respectivamente.
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‘ CA_Pi_TULO \%

DETERMINACION SIMULTANEA DE ACIDO L-ASCORBICO,
GLUTATION Y SUSFORMAS OXIDADAS MEDIANTE ELECTROFORESIS
CAPILAR ZONAL EN PLANTAS VASCULARES EXPUESTAS A LA
ACCION DEL OZONO

Capitulo publicado en Environmental Science and Technology (Anexo ITI).

Resumen

Se propone un procedimiento de electroforesis capilar zonal (CZE) para la
~ separacién de acido ascorbico (AA), glutation (GSH) y glutation oxidado (GSSG)en .
‘pl:.mtas vasculares en una'inyecc.ién y desarrollo electrofo.ré'tico anicos. El electrolito
de fondo (BGE) esta constituido por un tampén fosfato de pH 7, conteniendo bromuro
de hexadimetrina para controlar dindmicamente el flujo electroosmético. La
separacion se realiza en menos de 5 min. La sefial se monitoriza simultineamente a
265 y 200 nm. En otra alicuota del mismo extracto, y previa reduccién con DL-
homocisteina, se determina acido dehidroascorbico (DHA). Los limites de deteccion
de AA, GSH y GSSG se hallan en el intervalo 0.2 - 0.8 pg ml"', que corresponde a
0.04 - 0.16 mg por 100 g de peso fresco de hojas de tomate, sandia y pafata. Las
plantas expuestas a altas concentraciones de ozono (1600 pg m?), en un sisfema de
fumigacién de laboratorio durante 1,2,3,y 5 h, muestran estrés oxidativo progresivo
inducido por el ozono. El estrés produce una reduccién simultanea de los cocientes
AA/(AA+DHA) y GSH/(GSH+GSSG); sin embargo, para plantas cultivadas en el
campo, en camaras abiertas por arriba, y sometidas durante unos 50 dias a

concentraciones de ozono mucho mas bajas (concentraciones medias, 10 y 80 pg m™),
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la velocidad de reduccion fue mayor para el cociente AA/(AA+DHA) que para el
GSH/(GSH+GSSG). -

Palabras clave: 4cido L-ascérbico; glutation; estrés oxidativo, electroforesis capilar

zonal.
V.1. Introduccién

El ambiente oxigenado de la vida aerdbica conduce inevitablemente a la
produccion de diversas especies quimicas oxidantes, tales como anion superéxido,
perdxido de hidrégeno, peréxidos orgénicos, radical hidroxilo y otros radicales, todos
ellos subproductos del metabolismo celular. La presencia de estas especies reactivas
oxigenadas produce en las plantas estrés oxidativo. Entre los sistemas primarios que

previenen o limitan los dafios por oxidacion, se encuentran los basados en

~ antioxidantes no enzimaticos, tales como el 4cido L-ascérbico (AA, vitamina C), el

glutation (GSH, y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) y el a-tocoferol (vitamina E).
Ambos, el AA y el GSH estan universalmente presentes en la inmensa
mayoria de células procarifticas y eucaridticas, donde experimentan
interconversiones con sus formas oxidadas, dcido L-dehidroascérbico (DHA) y
glutation disulfuro (GSSG), respectivamente. Estos sistemas redox estdn implicados
en una amplia serie de reacciones celulares [1-4]. Los cocientes AA/(AA+DHA) y

GSH/(GSH+GSSG) son de gran importancia como indicadores de la calidad

- ambiental [5]. Los factores que inducen estrés en las plantas, incluyendo tanto dafios

mecanicos como contaminacién atmosférica, alteran estos cocientes. o
Las concentraciones de AA y DHA en vegetales varian ampliamente,
encontrandose generalmente los niveles mas altos en tejidos y hojas en crecimiento
[6]. Mas del 3 % del peso fresco de ciertas frutas es AA [7]. Las células vegetales
consumen activamente AA en varios procesos: (i) la eliminacién .de perdxido de

hidrégeno y radicales libres oxigenados producidos por contaminantes atmosféricos
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[5, 8]; (ii) la hidroxilacién de residuos de prolina en cadenas polipeptidicas [9]; y (iii)

la de-epoxidacién de carotenoides en el ciclo de las xantofilas [10]. Adicionalmente,

el AA juega un papel destacado en el contrbl del transporte electronico fotosintético
y mitocondrial [11], y en el control de la divisién celular de las plantas [12]. Las
concentraciones de AA en cloroplastos son altas, por ejemplo, alcanzan valores del
orden de 50 mM en espinaca, lo cual estd probablemente relacionado con su papel
central en la fotosintesis [4]. El AA se halla presente también en otros orgénulos
celulares como el citosol, las vacuolas y la membrana celular {13, 14].

Se atribuyen numerosas funciones fisiolégicas al GSH en las plantas [15], tales
como la reserva de sulfuro en su forma reducida y la regulacién de la expresién de
algunos genes [16]. Ademds, el GSH estd implicado en la regulacién redox del
metabolismo celular [17], y debido a la presencia de los gnipos tiol, en la defensa de
las plantas y otros organismos contra el estrés oxidativo [18]. Se cree que la

concentracion de GSH en el estroma del cloroplasto estd cercana a 5 mM, lo

o shﬁéientemente alta como para que el GSH pueda actuar como un importénte tampén

redox, préviniendé la inactivacién enzimatica mediante la protéccibn de los gnipos'
tioles de las proteinas frente a la oxidacién [19-21]. Se ha demostrado que una funcién
especifica del GSH es el mantenimiento de la reserva de ascorbato en las células de las
plantas [21].

Para determinar AA y DHA (previareduccion a AA) en zumos de fruta y otros
productos industriales, se han empleado métodos espectrofotométricos [22-31],
polarografia diferencial de impulsos [32] y potenciometria de adsorcién [33].' Sin

embargo, estos métodos carecen de la adecuada sensibilidad, o de selectividad

suficiente, para analizar extractos de plantas vasculares y no vasculares [22, 23]. Se -

han descrito procediniientos espebiﬁcos basados en la oxidacién de AA en presencia
de ascorbato-oxidasa [34-36], y en técnicas de separacién, incluyendo cromatografia
de gases con derivatizacién pre-columna [37], HPLC en fase inversa [38-42], de
exclusién i6nica [43-47], de pares i6nicos [48], y de intercambio iénico [49], asi como

isotacoforesis [50, 51] y otras técnicas de electroseparacion capilar [52-66].
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Se han desarrollado procedimientos de electroforesis capilar zonal (CZE) para
la determinacién de AA en vegetales y zumos de fruta [55-57,59-62,64]. Se han
utilizado capilares recuBiertoé con poliacrilamida [55, 57] y con bromuro de tetradecil
trimetilamonio [64]. También se ha utilizado cromatografia micelar electrocinética
(MEKC) con un electrolito soporte (BGE) conteniendo dodecilsulfato sédico (SDS)
[52], o bien desoxicolato sédico (SDC) [53,54] para determinar AA en suplementos
dietéticos vitaminados y en vegetales, respectivamente.

La mayoria de los métodos de HPLC y CZE para la determinaciéon de GSH
implican derivatizacién [67-70]. Asi por ejemplo, se ha empleado N-etilmaleimida
para bloquear el grupo tiol [71], realizdndose la deteccién tanto espectrofotométrica
como fluorimétricamente. No obstante, estos procedimientos son incompatibles con
el andlisis de ascorbato debido a la rapida oxidacién del AA provocada por el ajuste
del pH a valores neutro y alcalinos. Se han determinado simulténeamente GSH y
GSSG sin derivatizar mediante HPLC y CZE utilizando deteccién electroquimica
[72-74]. SR

' Se ha conseguido también determinar simult4neamente AA y GSH mediante
HPLC [75] y CZE [63]. El procedimiento de Sofic y col. [75] conlleva tres
inyecciones. En primer lugar, se inyecta directamente una alicuota para determinar AA
y GSH; en segundo lugar, otra alicuota se incuba con glutatién reductasa y NADPH
para determinar la suma GSH+GSSG; y finalmente, en una tercera alicuota, que
previamente se ha sido tratada con ditiotreitol con el fin de reducir el DHA, se
cuantifica la suma AA+DHA. Este procedimiento se aplicé a tejidos animales y
vegetales. Davey y col. [63] usando un capilar de silice no recubierto, y un BGE
conteniendo un tampén borato 200 mM de pH 9, con un 20% (v/v) de acetonitrilo,
fueron capaces de determinar AA, GSHy GSSG en ex&actos de plantas mediante una
unica inyeccion. Aunque también se observé un pico correspondiente al DHA, este

analito no se pudo cuantificar.
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En el capitulo anterior [76], se ha propuesto un procedimiento de CZE para
la determinacion de AA y de la suma AA+DHA (previa reduccién de DHA con
DL-homdcis_teiha) en piantas véscular‘es.y'h’que_nes, ‘bridfitos y hepéticas. En este
capitulo, se describe un procedimiento de CZE para la determinacion de AA, DHA,
GSH y GSSG. Se inyecta una alicuota para determinar AA, GSH y GSSG,
monitorizando simultdneamente la seflal a dos longitudes de onda. Para la
cuantificacion de AA+DHA, se trata una segunda alicuota con DL-homocisteina y se

_inyecta. Se analizaron plantas vasculares expuestas a estrés oxidativo, y los resultados

se compararon con los obtenidos con plantas de control.
V.2. Parte experimental
V.2.1. Reactivos

Se preparérqn vdié.oAlu'ciones patrén de 250 jig ml” de AA, GSHy GSSG
(Sigma, St Louis, MO, USA) en 4cido metafosférico al 2% (MPA, Aldrich,
Milwaukee, W1, USA). Para prevenir la oxidacion, estas disoluciones se prepararon
a 4°C, y se conservaron a -20°C en la oscuridad. Se utilizaron hidréxido sédico,
dihidrégeno fosfato sédico, cloruro sédico (Panreac, Barcelona), DL-homocisteina
(Sigma) y bromuro de hexadimetrina (HDM, polimero que contiene alrededor de 25
a 50 unidades de hexadimetonio) (Fluka, Buchs, Suiza). Todas las soluciones se
prepararon en agua desionizada (desionizador Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA),
y antes de su inyeccion se desgasificaron en un bafio de ultrasonidos durante 1 min, y
se pasaron a través de un filtro de nylon de 0.45 um de didmetro de poro (MSI,
Westboro, MA). ' | '
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V.2.2. Aparatos

: Se utilizé como eﬁ el Capitulo IV un sistema de electrbforesis capilar HP *° )
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA). El capilar de silice fundida empleado fue de 33.5
cm de longitud, 25 cm de longitud efectiva, y 50 pm de didmetro interno (Supelco,
Bellefonte, USA). A su vez, el acondicionamiento de un capilar nuevo se realizé
como se describe en el Capitulo IV. Al comienzo de cada sesion de trabajo, el capilar
se acondicioné durante 30 min con el tampén de separacion a la temperatura de
trabajo, que fue de 23°C. Las dreas de los picos fueron corregidas dividiéndolas por
los respectivos tiempos de migracién; con este fin, se hizo uso de la correspondiente

opcion del software.
V.2.3. Material vegetal y experimentos de campo

- Las especies empleadas: esp'in_ac'a'(Spinacea oleracea), sandia (Citrullus
lanatus), patata (Solanum tuberosum) y tomate (Lycopersicum esculentum), fueron

obtenidas y tratadas como se indica a continuacion:

(i) La espinaca fue adquirida en un supermercado local, y analizada el mismo
dia.

(ii) Las plantulas de sandia, se obtuvieron mediante germinacion de sus
semillas- sobre una mezcla comercial de suelo (vermiculita) en un
invernadero. A las tres semanas de su plantacion, se trasplantaron a macetas
y se coloraron en una cmara abiéftd (OTC) mantenida bajo aire pasado por
un filtro de cafbén (CF, charcoal filter). La mitad de las plantulas fueron
expuestas a plena luz solar, y la otra mitad a 50 % de luz solar. Pasadas tres

semanas mads, se recogieron y se analizaron.
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(iii) Las patatas fueron cultivadas desde principios de Enero hasta mediados
de Marzo en macetas, en el interior de las OTCs. Las plantas, se expusieron
: ta‘ntb a aire filtrado (CF) como a aire nd filtrado, tomado _direétamente del |
ambiente (NF). Duranfe el proceso de desarrollo, la concentracién de ozono
en el lugar, fue controlada diariamente usando un monitor EPA (Modelo
1008, Deisibi, Glendale, CA, USA). El nivel medio de ozono durante el
crecimiento de la patata estuvo alrededor de 10 pg m? en las OTCs con CF
y de 80 pg m™ en el caso de las NF. Este tltimo valor excede ligeramente del
valor estindar de la calidad del aire establecido por la Comunidad Europea
y fijado en 65 ug m* de ozono.
(iv) El tomate se germind en un invernadero provisto con aire filtrado CF.
Después de 20 dias, las plantas se recogieron y expusieron a 1600 pg m” de
ozono empleandose el sistema de fumigacion de laboratorio (LFS, laboratory

fumigation system) que se describe a continuacién.
V.2.4. Experimentos con sistema de fumigacién de laboratorio

EnlaFigura V.1 se muestra un diagrama del LFS. Este sistema de fumigacion
consta de cuatro cubetas de 2.5 litros cada una, construidas en acero inoxidable
recubierto de PTFE y provistas de tapas transparentes de vidrio. El LFS esta provisto
de un control preciso del flujo de aire que circula a través de las cubetas, de control
continuo de otros parametros ambientales (temperatura, luz), y de un sistema para la
monitorizacién simultinea de la concentracién del contaminante introducido con la
corriente de aire. . » '

Para minimizar los problemas de adsorcién y desorcién del ozoho a los
materiales con los que esta construido el sistema, en todas las conexiones en contacto
con gases se empled acero inoxidable, PTFE o acero inoxidable recubierto de PTFE.
Con objeto de que la corriente de aire mantuviese unos niveles de diéxido de carbono

constantes, el aire se introducia inicialmente en un contenedor de pléstico de 20 litros,
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situado antes de la bomba de aspiracion. Inmediatamente después de la bomba
impulsora de_ aire, se situaba un filtro de carbén activo para eAlim.inar los
| Co_nta_mina’r_ltes de la corriente de éire. A continuacidn, el aire se burbujeaba a través
de un frasco lavador conteniendo agua destilada a temperatura ambiente, con objeto
de humedecerlo. Una trampa fria (Modelo KF 18/2, Walz, Alemania), regulaba el
flujo de aire a su punto de rocio, 20.0 + 0.1°C, resultando asi una humedad relativa
del 97 £ 1 % en las cubetas.

Después de su acondicionado, la corriente de aire se dividi6 en dos lineas o
canales separados, uno para las cubetas de control y el otro para las fumigadas,
estando montadas sobre cada canal dos cubetas en paralelo. Ademas, en la linea de
control una de las cubetas se utilizaba para medir la temperatura y la humedad
relativa, mientras que la otra albergaba las plantas de control. La humedad se
controlaba mediante un sistema de medida del punto de rocio (Modelo TS, Walz), y
~ la temperatura se media mediante un termopar insertado en la cubeta. En la linea
-fumigadzi, _él ozono se generaba haciendo pasar el flujo d.e. aire a través-de un
ozonizador de luz UVA(SIR, Espafia). La concentracioén de ozono se registraba antes
de la entrada en las cubetas mediante un analizador de ozono (Modelo 1008-RS,
Dasibi). El control preciso del flujo de aire a través del sistema se lograba utilizando
controladores masicos (5850 TR-series, Brooks Instruments, Holanda) y
caudalimetros regulables, fijindose un valor de flujo de 2 L min™ por cubeta. Las
cubetas se mantuvieron siempre sumergidas en un bafio termostatizado a20.0+ 0.1°C.

A continuacién, las plantas se introdujeron en las cubetas de control (libres
de ozono) y en las de fumigacion, siendo expuestas a 1600 pg m de ozono durante

1,2,3y5 horas. Los experimentos se realizaron de forma aleatorizada.
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Figura V.1. Diagrama del sistema de fumigacion de laboratorio (LFS). Simbolos: OG,
generador de ozono; OA, analizador de ozono; FM, caudalimetro; C, cubeta; TP,

sonda de temperatura; DP, sistema medidor del punto de rocio.
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V.2.5. Preparacién de las muestras para CZE

En todas las muestrés se eliminaron el peciolo y las venas, € inmediatamente
se pesaron, se congelaron en nitrégeno liquido y se pulverizaron. A continuacién, se
homogeneizaron con MPA al 2% en un mortero de porcelana rodeado de un bafio de
hielo. La relacion de masa vegetal pesada-volumen de MPA fue de 2.0 g cada'12 ml
para espinaca, y de 2 g cada 4 ml para tomate, sandia y patata. Para eliminar el
material no disuelto, las mezclas se centrifugaron a 6000 g a 4°C durante 2 min, y el
liquido sobrenadante se pasé por un filtro de 5 pm de didmetro de poro (Mitex,
Millipore, Bedford, MA, USA), inyectdndose una alicuota en el capilar.

Para determinar AA+DHA, se tomd una alicuota de 1.0 ml del extracto
filtrado y se agité suavemente con 100 mg de DL-homocisteina hasta disolucién
completa de esta ultima. Se afiadieron 50 pl de NaOH 2 M obteniéndose un pH final
préximo a 7. La mezcla se inyect6 inmediatamente, y se calculd la concentracién de

" DHA como la diferencia respecto a la concentracién hallada de AA.
V.2.6. Procedimiento de CZE

Lainyecci6n de las muestras se realizé hidrodinamicamente (50 mbar durante
2 s). La separacion electroforética se realiz6 aplicando un voltaje de -15 kV a 23°C.
Como BGE se utilizé un tampén de sodio dihidrégeno fosfato 60 mM, con la cantidad
necesaria de NaOH 0.1 M para alcanzar pH 7,y en presencia de NaCl 60 mM y HDM
0.0001 %. El HDM permite invertir el flujo incluso a concentraciones muy bajas [77].
Las longitudes de onda de deteccion fueron 265 nm 'para AA, y 200 nm para GSH y
GSSG. Entre dos inyecciones sﬁcesivas, el capilar se lavd con el electrdlito soporte

durante 10 min, utilizando para ello 1015 mbar.
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V.3. Resultados y discusion
V.3.1. Estudios preliminares y de estabilidad

Los picos de AA, GSH y GSSG aparecieron a 3.2, 4.0 y 3.7 min,
respectivamente. No se observo deriva significativa del flujo electroosmético, ni de
los tiempos de migracion de los picos de los analitos, ni de las areas de los mismos,
en al menos 60 inyecciones. La recuperacion del AA oxidado mediante la reduccién
con DL-homocisteina fue del 97 + 1% (n=3) [76]. En los estudios de estabilidad se
emplearon tanto las disoluciones estandar de AA, GSHy GSSG en MPA al 2%, como
extractos de tomate y espinaca, también preparados en el mismo medio. Se estudio la
estabilidad de los analitos, tanto en los extractos como en disoluciones estandar a
23°C, en un bafio de hielo a 0°C y congelados a—20°C durante los periodos siguientes:

45 min, 24 horas y 20 dias, respectivamente. Se realizaron siempre entre tres y seis

- medidas a intervalos regulares. En ningin caso se observaron variaciones .

significativas de las areas de los picos para medidas realizadas a diferentes tiempos.
Sin embargo, en los experimentos siguientes, las disoluciones estandar o los extractos
de las muestras se analizaron inmediatamente, o bien se almacenaron durante pocas
horas a 0°C, y siempre menos de una semana a —20°C, cuando fue necesario mantener

la disolucién por mas tiempo.
V.3.2. Parametros de calidad con estandares y analisis de plantas

Enlas Figuraé V.2yV.3se muestran electroferograma§ caracteristicos .de AA
a265 nm, y de GSH y GSSG a 200 nm, correspondientes é extractos de tomate de dos
tipos: muestras de control y muestras fumigadas con ozono. Los picos de AA, GSH
y GSSG en los extractos se identificaron mediante la comparacion con los tiempos de
migracion de los correspondientes estindares, y en el caso del AA, también por

comparacién con el espectro de absorcién del estindar. Ademas, también se

119

i



Determinacién de dcido L-ascérbico y glutatién

inyectaron alicuotas de los extractos sin y con la adicién de pequefias cantidades del

- . patrdn correspondiente, observandose en todos los casos un incremento de los picos.

Finalmente, cuando las plantas ‘fue'ron tratadas con 620n0’, los picoé de AA
y GSH disminuyeron, mientras que el del GSSG aumento, lo cual confirm6 también
la correcta asignacion de los picos. En todos los casos, los picos de los tres analitos
aparecieron bastante separados de los demas picos de la matriz.

Para construir las curvas de calibrado externo se utilizaron disoluciones
patron de‘ 10, 20, 40, 60, 80, 100 y 200 pg ml” para AA, y de 10, 20, 40, 60, 80, 100
y 150 pg ml"! para GSH y GSSG. También se inyectaron blancos. Se obtuvieron
lineas rectas con r2> 0.998. La sensibilidad, la repetitividad (durante una jornada de
trabajo) y reproducibilidad (durante 8 dias) de los tiempos de migracion y de las areas
corregidas de los picos, junto con el limite de deteccién (LOD), se muestran en la
Tabla V.1. Para cada analito, el LOD se calculé como el cociente entre 3 veces la
desv1acnon estandar del 4rea de un pico de baja concentracnon s,yla pendlente dela
curvade cahbrado [78]. Los valores dela desvnacnon estandar para AA GSH y GSSG
se obtuvieron myectando 10 allcuotas de unos 10 pg ml"'. Se obtuvieron los mismos
LODs, tanto inyectando disoluciones estandar como extractos vegetales.

También se construyeron curvas de calibrado mediante el método de
adiciones de estandar para AA, GSH y GSSG. Para ello, se adicionaron tres
estandares con concentraciones crecientes de los analitos sobre los extractos, sin
sobrepasar 100 pg ml” de analito en el extracto aditivado. En todos los casos, se
obtuvieron lineas rectas con ordenadas en origen estadisticamente iguales a ceroy con
> > 0.998. Las pendientes no fueron significativamente distintas de las obtenidas

mediante calibrado externo (ver Tabla V.1).
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Figura V2. Electroferogramas de extractos de tomate medidos a 265 nm: A, muestra

de control; B, muestra expuesta durante 3 h a 1600 pg m™ de ozono en el LFS.
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Figura V.3. Electroferogramas de extractos de tomate medidos a 200 nm: A, muestra

de control; B, muestra expuesta durante 3 h a 1600 pg m™ de ozono en el LFS.
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V.3.3. Perspectiva biolégica

Las' concéntraéiohes de AA, DHA, GSH y' GSSG encontfadas, tanto en las
muestras control como en las fumigadas, se muestran en la Tabla V.2. Desde una
perspectiva biologica, el hecho de que las plantas expuestas al sol posean valores mas
altos en los cocientes AA/(AA+DHA) y GSH/(GSH+GSSG) que las plantas
cultivadas en la sombra, es consistente con la necesidad de una mayor capacidad de
proteccion contra la luz, tal y como fue demostrado por Logan y col. [79]. Por otra
parte, los cambios experimentados en las reservas de antioxidante en plantas de patata
y tomate fumigadas, estan de acuerdo con la funci6n que desempeﬁaﬁ estas sustancias
en la eliminacion de ozono o de los radicales libres que la accién de éste produce.

En la Figura V.4 se muestran los cocientes AA/(AA+DHA) y
GSH/(GSH+GSSG) obtenidos para muestras de tomate de control y fumigadas con
ozono. Los resultados muestran que ambos mdlcadores de estrés dlsmmuyen
'progreswamente conforme aumenta el tlempo de fumigacion. Por su parte las
muestras del control mantuvneron valores constantes de ambos cocientes. Estos
resultados estan de acuerdo con los datos indicados en la Tabla V.2, en los cuales los
niveles de DHA y GSSG aumentaron a expensas de la disminucién de sus
correspondientes formas reducidas.

Para comparar adecuadamente las velocidades de relajacion de ambos
indicadores de estrés, se normalizaron los cocientes AA/(AA+DHA) y
GSH/(GSH+GSSG). Para ello, se dividieron los cocientes por sus maximos
respectivos a tiempo de exposicion cero, y se representaron frente al tiempo de
expdsicién (resultados no mostrados). No se produjeron diferencias importantes entre
las velocidades de relajacién de ambos sistemas redox. Todo ello sugiere que las
plantas experimentaron un severo estrés oxidativo debido a las altas concentraciones
de ozono empleadas, y que la acumulacién del contaminante superé la velocidad de

regeneracion de ambos, AA y GSH.
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Figura V.4. Influencia del tiempo de exposicién a ozono sobre los cocientes
AA/(AA+DHA) y GSH/(GSH+GSSG) en hojas de tomate. Resultados obtenidos en
las cubetas de control (%, A) y de fumigacién (+, ) del LFS.
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En el liquen Xanthoria parietina se ha demostrado que la concentracién de
GSH aumenta en respuesta al aumento de contaminacién atmosférica [80], y lamisma
tendehcié se ha observédo en otras planfaé expuestas a ozono [34, 81]. En ﬁuestro
caso, los distintos resultados obtenidos puedeniser explicados por las elevadas

-concentraciones de ozono empleadas en nuestro LFS.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los experimentos con plantas de
patata en las OTCs, en los que se emplearon concentraciones de ozono mucho
menores, y con tiempos de exposiciéon mucho més largos, mostraron una respuesta
diferencial para los dos sistemas redox. La relacién AA/(AA+DHA) en plantas de
patata expuestas a aire CF (concentracién media de ozono, 10 pg m™) fue mucho
menor que el correspondiente cociente GSH/(GSH+GSSG). Este resultado concuerda
con los resultados de Luwe y col. [34]. Las plantas de patata expuestas a aire NF
mostraron valores mucho mas bajos para ambos indicadores; desafortunadamente, en

estas muestras, la respuesta diferencial de los sistemas redox no pudo evaluarse

- debidoa qhe la concentracién de GSH estuvo por debajo del limite de cuantificacién.

La evaluacién simultanea de ambos indicadores redox, AA/(AA+DHA) y
GSH/(GSH+GSSG), en un mismo extracto vegetal, puede considerarse Util por dos
razones: en primer lugar, para confirmar los resultados en la evaluacion del estrés
oxidativo en una muestra dada, y en segundo lugar, porque el procedimiento
propuesto constituye una herramienta fiable para investigar la respuesta diferencial
de los dos sistemas redox a la accién de los agentes de estrés oxidativo. Las varianzas
asociadas a un cambio de procedimiento, 0 a una inyeccion diferente, son eliminadas
al emplear una nica inyeccion y un tinico desarrollo electroforético para determinar
ambos sistemas redox. Por lo tanto, el procedimiento descrito parece mas apropiado
para el estudio de la respuesta diferencial de los dos sistemas redox que otros
procedimientos basados en determinaciones separadas de los mismos. La desventaja
principal del procedimiento es un limite de cuantificacién de GSH excesivamente
alto, sin embargo, este limite se puede mejorar mediante el empleo de capilares de

mayor paso optico.
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CAPITULO VI
CONTROL DE CALIDAD DE LA LECHE Y EL QUESO

VI.1. Definicién legal de 1a leche

La leche y los productos lacteos son, desde siempre, una fuente bésica de
alimentacion en la dieta humana, existiendo en la mayoria de paises leyes especificas
que los protegen y regulan. La leche natural destinada a la alimentacién humana,
segln se recoge en el Codigo Alimentario Espaiiol [1], se define como: “el producto
integro, no alterado ni adulterado y sin calostros, del ordefio iliinterrumpido de las
hembras mamiferas domésticas, sanas y bien alimentadas™. A continuacion se realiza
la siguiente matizacion “con la denominacion genérica de leche se comprende unica
y exclusivamente, la leche natural de vaca”. La leche producida por otros animales
domésticos se designara indicando el nombre de la especie correspondiente (leche de

oveja, de cabra, etc.).
V1.2. Propiedades fisicas y fisico-quimicas de la leche

La leche es un liquido opaco, blanco mate, mas o menos amarillento segin
el contenido de B-carotenos de la materia grasa, con sabor dulce y olor agradable.

En la Tabla VL1 se detallan algunos valores esenciales de las constantes mas
utilizadas pafa determinar la calidad de la leche, y que indican su grado de frescura

o posibles adulteraciones.
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Tabla VI.1. Constantes fisico-quimicas de la leche [2]

Propiedad | o Leche

Densidad 1.028 a 1.036 g/ml

Punto crioscépico -0.51a-0.55°C

pH (a 20 °C) 6.5a26.7

Acidez valorable 0.15 a 0.18 g de acido lactico/100 m! de leche

Ladensidad estarelacionada con la riqueza en materia secay en grasa, siendo
‘estos contenidos antagénicos. Asi, una leché pobre o aguada tiende a disminuir su
densidad al reducirse la materia seca, pero a su vez tiende a incrementarla por
disminuir el contenido en materia grasa (cuya densidad es del orden de 0.93 a 20°C).
Por eso las leches enrlquec1das en materia grasa tienen una densndad mas baja,
mlentras que las leches descremadas la tienen més elevada

El punto crioscopico o temperatura de congelacion es varlable dentro de
unos limites, en funcion de las condiciones zootécnicas. Su medida permite apreciar
la cantidad de agua eventualmente afiadida a la leche.

El pH da una informacién precisa del estado de frescura de la leche. Una
leche fresca es neutra o muy ligeramente acida, pero cuando las bacterias lacticas
empiezan a actuar, una parte de la lactosa se degrada a acido lactico (log K=3.86) lo
que hace disminuir el pH.

La acidez valorable es el contemdo aparente en acxdos expresado en gramos

' de acndo lactico por 100 ml de leche
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V1.3. Composicién quimica

La leche est compuesta por una matriz acuosé (contiene entre el 63 y el 87%
de agua, segin las especies) que actia como medio dispersante de una mezcla
compleja de constituyentes en distinto estado de agregacién, pudiendo citarse los
siguientes: |

- Sustancias en disolucién verdadera, como carbohidratos, sales minerales,

vitaminas hidrosolubles y compuestos nitrogenados.

- Sustancias en dispersion coloidal, tales como micelas de fosfocaseinato

calcico, citratos y fosfatos calcicos y magnésicos, seroproteinas, etc.

- Sustancias emulsionadas, como lipidos, esteroles y vitaminas liposolubles.

Laestabilidad de la emulsidn, que aparece como gldbulos grasos en el plasma

acuoso, se debe a la presencia de una membrana envolvente lipido-proteica, cargada

negativamente, que asegura la repulsion electrostatica entre los distintos globulos. En

el centro se hallan los lipidds de 'bajo punto' de fusién, liquidos a tempefatura
ambiente, y en la periferia se encuentran glicéridos neutros, fosfolipidos y proteinas,
constituyendo la membrana globular. |
La composicion de la leche varia de forma notable entre las distintas especies
 animales. En la Tabla V1.2 se comparan las composiciones porcentuales medias de

la leche humana con las de vaca, cabra y oveja.

Tabla VI.2. Composicién media de la leche de algunas especies [3].

. Leche Lactosa Grasa Proteinas Caseina Seélidos®  Cenizas®
Humana 66 - 3.3 14 085 1213 023
Vaca 4647 3436 34-36 25 11-13 0.7-0.8
Cabra 4347 4344 4042 3.0 | 11-17 0.8
Oveja 4550 5070 5.6-6.0 45 | 1821 . 09-1.0

*Por sélidos se entiende el residuo seco tras calentar a 105 °C durante 2% horas (incluye la grasa).
®Por cenizas se entiende el producto resultante de la incineracién del residuo seco.
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V1.3.1. Glicidos

'El principal aziicar de la leché es la lactosa, un disacarido formado por una

o 6 B-glucosa unida a una B-galactosa. Se encuentra disueltay actiiacomoel principal
componente osmoético de la leche, lo que permite el transporte de agua desde la
sangre. Las transformaciones que puede experimentar la lactosa tienen un gran interés
nutricional e industrial, ya que la elaboracion de muchos productos lacteos se basa en
estas transformaciones:
- Utilizacién metabdlica: La lactosa es un nutriente para los mamiferos. Se
metaboliza mediante rotura de la unién B 1-4 del disacarido por hidrélisis
enzimdtica, transformandose en glucosa y galactosa.
- Fermentacion lactica: Llevada a cabo por microorganismos en un proceso

que tiene al 4cido lactico como producto final.

- Otras fermentaciones: En la elaboracién de productos lacteos pueden tener

lugar otras fermentaciones, como la propi6nica en la que se desprende

anhidrido carbénico, o la butirica que estropea los quesos. Las
fermentaciones se deben a diversos microorganismos sobre la lactosa o sus

derivados.
VI.3.2. Materia grasa

La materia grasa de la leche se indica frecuentemente por la tasa butirica
(conjunto de sustancias lipidicas que, por hidrélisis de los ésteres, dan lugar 4cidos
grasos), y varia en funcién de las condiciones zootécnicas, hasta el punto de que la
proporcion de sus acidos grasos constituyentes es caracteristica de las diversas
especies animales, con incidencia en el sabor de productos derivados, como queso.
Asi, el contenido en acidos caprilico y céprico es més alto en las leches de oveja y

cabra que en las de vaca. La materia grasa esté constituida por un 98.5% de diversos
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triglicéridos, 1% de fosfolipidos polares y 0.5% de sustancias liposolubles (colesterol,

acidos grasos libres, hidrocarburos y vitaminas A, D, E y K).
VL3.3. Proteinas

Las proteinas de la leche se presentan en dos fases diferenciadas:

- Fase micelar o dispersa, inestable, constituida por las caseinas (particulas
sélidas, en suspension) que dispersan la luzy dan a la leche su aspecto blanco, opaco.

- Fase soluble o continua, estable, constituida por las proteinas solubles que
permanecen en el suero.

En 1877 Hammarster distinguid tres proteinas en la leche: caseina,
lactoalbimina y lactoglobulina. Para ello, floculd la caseina con acido acético,

dejando en disolucién las proteinas del suero o seroproteinas, menos abundantes que

la fraccién caseinica, y que a su vez se pueden fraccionar en lactoalbimina y

lactoglobulina. En 1936 Pedérsén demostré por ultracentrifﬁgacién laheterogeneidad

de la caseina, y en 1939 Mellander separ6 por electroforesis 3 fracciones de caseina
(o, By v) que se diferencian en uno o mas aminoécidos. Posteriormente se obtuvo la
y-caseina como producto de degradaci6n de la forma . En la Tabla V1.3 se recopilan
las principales proteinas de la leche de vaca: la fraccion céseinica, mas irhportante,

y la fraccion sérica.
a) Caseinas

- Las micelas de caseina son proteinas desnaturalizadas cuyas cadenas, flojas
y enmarafiadas, estan unidas quimicamente a fosfato célcico coloidal (fosfoproteina,
con un 4% de grupo prostético) y se mantienen en suspension por la presencia de
cargas negativas y de grupos glucidicos hidréfilos. El tamafio micelar varia ehtre 30

y 300 nm, encontrandose la micela fuertemente hidratada.
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Tabla VL.3. Algunas caracteristicas de las proteinas de la leche de vaca [4].

PM® (x 10%)

'Fra‘ccién Variantes genéticas ~ Proteina (%) pl |
Caseinas 75-85 - -
o,-CN A,B,C,D,E 39-46 4.92-5.35 23.6
o,-CN A,B,C,D 8-11 - 25.2
k-CN A,B,C,E 8-15 537 19
B-CN A, AL AB,C,D,E 2535 5.20-5.85 24
y-CN 3-7 5.8-6.0 12-21
y-CN AL AL AL B - - 20.5
v;-CN A'/AYL, A B - - 11.8
v,-CN AVAY A’ B - - 11.6
Proteinas del suero 15-22 - -
B-LG - A,B,C,D,EF,G - 712 535-541 183
wLA AB - 2-5 4245 14.2
Seroalbuminas - 0.7-1.3 5.13 66.3
Inmunoglobulinas - 1.9-3.3 - -
IgG1 - 1.2-3.3 5.5-6.8 162
IgG2 - 0.2-0.7 7.5-8.3 152
IgA - 0.2-0.7 - 400¢
IgM - 0.1-0.7 - 950¢
FsC - 0.2;0.3 - 80
Proteasas-Peptonas - 2-6 3.3-3.7

* Componente secretor libre.

® Monémero, salvo cuando se indique otra cosa.

¢ Dimero.
¢ Pentimero.

4-41
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Las caseinas representan aproximadamente el 80% del nitrégeno total de la

- leche de vaca, y dentro de ellas se distinguen 4 proteinas principales: o;-, ts,-, B-y

k-caseinas (CN), en uha relacién aproximada ‘de 40:10:35:12. Estas cadenas
polipeptidicas presentan heterogeneidad con relacién al grado de fosforilacion (como
sucede con las g~ y &5,-CN) o glicosilacién (como en el caso de la k-CN) y/o
sustituciones de aminoécidos controladas genéticamente [5].

Tanto la a-CN como la $-CN se unen fuertemente al calcio y precipitan a
concentraciones de Ca?* superiores a 6 mM. Sin embargo, la k-CN, con solo un resto
de fosfato, es soluble a elevadas concentraciones de Ca®*, impidiendo la precipitacién
de las otras fracciones de la caseina (¢ y ) mediante la formacién de complejos.

Por accidn del cuajo, la k-CN es proteolizada entre los aminoacidos 105 (Phe)
y 106 (Met), lo que ocasiona la coagulacion de la leche, fracciondndose ésta en la

para-k-CN, que precipita en presencia de Ca®* con el resto de fracciones de caseina,

y un glicopéptido (caseinmacropéptido) que queda en disolucion. Esta ultima

- propiedad juega un papel fundamental en la fabricacion de quesoS.

Finalmente, las y-caseinas son el resultado de la proteolisis de las -caseinas

por una proteasa alcalina (plasmina) de la leche.
b) Proteinas del suero

El término proteinas del suero se emplea para designar aquellas proteinas
solubles a pH 4.6 y a 20°C, que se caracterizan por ser proteinas globulares sujetas a
la desnaturalizacién por el calor. Sin embargo, dentro de esta denominacién se
incluyeh las proteosas-peptonas, que no precipitan por calentamiento, y que se
originan como fragmentos N-terminales provenientes de la proteolisis de la -CN. La
fraccién de seroproteinas que precipitan por el calor estd formada por f-
lactoglobulinas (B-LGs), a-lactoalbiminas («-LAs), inmunoglobulinas (Ig),
seroalbimina (BSA, bovine serum albumin) y otras proteinas en proporciones

menores. Estas proteinas no estan sometidas a las modificaciones post-translacionales
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que sufren las caseinas (glicosilacion y fosforilacién), aunque se conocen variantes
genéticas de la a-LA y B-LG [6]. »

La B- LG es la protema mas abundante del suero; representando
aproximadamente un 50 % de todas las seroproteinas. Esta constituida por una cadena
peptidica de 162 aminoacidos, diferencidndose de las B-LG caprina y ovina en 6
residuos. De forma mayoritaria existen 3 variedades genéticas en la leche de oveja (A,
B, C), 2 en la de vaca (A, B) y una en la leche de cabra. )

La a-LA tiene como funcién primordial intervenir en la sintesis de la lactosa.
Esta compuesta por 123 aminoacidos, diferencidndose de las a-LA caprina y ovina
por la presencia de metionina en la posicidon 90. Al margen de esta diferencia, las o.-
LAs caprina y bovina se diferencian en once puntos de la cadena polipeptidica.
Mayoritariamente existen dos variedades genéticas de «-LA en la leche de oveja (A,
B) y s6lo una en las de vaca y cabra.

Las mmunoglobulmas del suero de la leche son semejantes a las dela sangre,
~ y son importantes por su actividad como anticuerpos.

Hay otras proteinas minoritarias en la leche como la seroalbimina,
serotransferrina y lactoferrina, de gran importancia para el aporte de hierro.

En la Tabla VI.4 se muestra la distribucién porcentual de las proteinas en

leches de vaca, cabra y oveja.

144



Capitulo VI

Tabla VI.4. Composicién media de las fracciones nitrogenadas y proteicas de las

 leches de vaca, cabra y oveja [7].

Fraccién Vaca Cabra Oveja

Nitrégeno no proteico 0.047 0.041 0.041

Proteinas del suero, total 0.56 0.63 0.96
a-LA 0.1 0.12 0.19
B-LG 03 0.23 0.38

Caseinas, total 273 2.86 449
a-CN 127 0.73 1.79

B-CN 1.01 1.60 2.12

. k-CN 040 0.23 0.46

V1.3.4. Otros constituyentes

La leche de vaca contiene alrededor del 1% de sales, derivadas tanto de
aniones organicos como inorgénicos, siendo el contenido en cenizas del orden del
0.7%. Como anién orgdnico mas abundante se encuentra el citrato.

" Entre los elementos mas frecuentes estan: Na, K, Ca, Mg, P, Cl y S,
destacando entre ellos el Ca y el P, tanto por su valor nutricional como por su papel
relevante en la estabilizacion de las caseinas. La leche contiene también trazas de
_ otros muchos elementos, como molibdeno y hiérro, que forman parte de los enzimas.

Estin también presentes, aunque en cantidades muy pequefias pero de gran
importancia cualitativa, un gran numero de sustancias, conocidas como
biocatalizadores, entre las que se destacan las vitaminas y los enzimas, y a ias que

deben afiadirse otros elementos bioldgicos como las bacterias y restos de células y
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células enteras procedentes de la descamacién y de la filtracion de la sangre

. (leucocitos).

"Por Giltimo, 1a leche contiene también gases disueltos, esencialmente diéxido

de carbono, nitrégeno y oxigeno.
VI1.4. Queso
V1.4.1. Definiciéon de queso
Segin la reglamentacion técnico-sanitaria de la leche y de los productos
lacteos, el queso es el producto obtenido por coagulacion enzimatica de la leche y/o

determinados productos lacteos, con previa o posterior separacion de al menos parte

del agua, lactosa y sales minerales, seguido o no de maduracion [8]. Los ingredientes

- bésicos, ademas de la leche o productos lacteos citados, que se utilizan en-la

~ elaboracién del queso son:

- Cultivos de levaduras y bacterias lacticas

- Cuajo, 4cidos o enzimas coagulantes

- Sal

- Aditivos autorizados segun tipos de quesos y segun la legislacion de cada

pais.
VI.4.2. Elaboracién del queso

La elaboracién de los quesos se ha hecho durante siglos de forma artesanal,
pero en la actualidad, la mayoria se elabora en industrias con tecnologias modernas,
en condiciones higiénicas mas adecuadas. A continuacion se describen brevemente

las etapas de la elaboracién:
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Recepcion de la leche: La leche ordefiada en las granjas se encuentra a una

temperatura de 37°C, resultando un excelente medio para el cultivo de todo tipo de

bacterias, por lo que debe ser inmediatamente enfriada a una témpefatura de 2-6°C.

Cuando la leche es descargada de la cisterna que la ha transportado hasta la central
quesera, se pasa por un tamiz, consiguiendo asi la eliminacién de las impurezas més
groseras.

Tratamiento previo: El tratamiento previo es distinto segin el tipo de queso,
pero en general se pasa la leche por una centrifuga de alta velocidad, con el objeto de
eliminar impurezas, bacterias y esporas.

Seguidamente se procede a la pasteurizacioén a 72-75°C durante 15-20 s,
asegurando la eliminacion de bacterias patdgenas. Por wltimo, se afiade un cultivo de
bacterias lacticas, que producen 4cido lictico reduciendo el pH y ayudando a la
coagulacién de la leche.

- Coagulacion de la leche: En esta etapa se afiade cuajo alaleche, el cual, por

suactividadenzimatica, a tempefaturas del orden de 28-33°C, produce su coagulacién

en un tiempo variable que depende del tipo de queso. La leche coagulada es cortada
en granos cuyo tamafio depende del tipo de queso, con posterior agitacion y
calentamiento, para eliminar la mayor cantidad de suero.

Moldeado, prensado y salado: Después de la eliminacién del suero, los
granos se colocan en moldes y se prensan. Una vez el queso estd moldeado y prensado
se procede al salado, mediante inmersi6n en bafios de salmuera o por adicién de sal
sobre la corteza. Con el salado se obtiene una mejor conservacién del queso, y ademas
se realza su aroma. " - |

| Maduracién y envasado: La maduracién del queso es un proceso bioquimicd
muy complejo, en el que tienen lugar una serie de reacciones catalizadas por enzimas
microbianas, dependientes de factores externos e internos. En todos los tipos de
quesos tiene lugar la fermentacion lactica, en la que el acido lactico favorece la accion

del cuajo, facilitando la separacion del suero, a la vez que previene el desarrollo de
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bacterias indeseables y regula los procesos proteoliticos en virtud de su influencia

sobre las actividades enziméticas [9]. La degradacion de proteinas, es la etapa mas

- importante de la maduracién para muchos tipos de quesos, ya que afecta a su sabor

y textura. La extension y naturaleza de la degradacién de proteinas depende de los
siguientes factores:

- Tipo y concentracion de enzimas microbianas.

- Contenido en agua.

- Presencia de acido lactico.

- Temperatura.

- pH.

- Sales que afectan a la actividad enzimatica.

Cada queso tiene sus propias condiciones de humedad, aireacion y

temperatura para una Optima maduracién. Por tltimo, los quesos son envasados y

empaquetados antes de su salida hacia los puntos de distribucién y venta.

V1.4.3. Clasificacién

Es dificil clasificar los quesos de una forma clara debido a la amplia variedad |
existente, ya que muchos de ellos se encuentran en los limites de las clases. Algunos
de los criterios que se pueden seguir para su clasificacion son:

- Tipo de leche.

- Tipo de coagulacion de la leche.

- - Contenido en humedad.

- Contenido en grasa.

- Textura.

- Tipo de microorganismos empleados en su elaboracién.

- Pais y/o region de origen.
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VI.5. Adulteraciones

Los productos derivados de la produccién lechera y de su industria deben
protegerse frente a eventuales fraudes, que pueden manifestarse de diferentes modos,
bien como fraudes en la leche en el momento de su produccién, o como fraudes
inferidos en los derivados a lo largo de su fabricacion.

En consumo directo, las adulteraciones mas comunes de la leche son la
adicién de agua y/o el desnatado. Para su deteccion, generalmente se recurre a
determinaciones de densidad y porcentaje de grasa y, si conviene, a la medida del
punto crioscopico. Estos parametros, en funcién de la adulteracion, varian como
sigue:

i) La adicion de agua rebaja los valores de la densidad y el porcentaje de

grasa, elevando el punto crioscdpico.

ii) La adici6n de leche desnatada eleva la densidad y rebaja el porcentaje de

grasa, mientras que el punto'crioécépico prééticamente no se altera.

iii) La adicion de agua y desnatado, simultaneos, rebaja el porcentaje de grasa

y eleva el punto crioscépico, mientras que practicamente no se altera la

densidad.

Cuando la leche es empleada en la fabricacién de productos lacteos,
especialmente en quesos de oveja y cabra, se suele producir también adulteracion por
adicion de leche de vaca. El elevado precio de la leche de oveja, y en menor medida,
la de cabra, unidos a la superproduccion de leche de vaca, lleva a adulterar aquellas,
con el fin de aprovechar la produccién de leche de vaca sin pérdida de beneficios.
Existen métodos, basados especialmente en la determinacion de proteinas licteas

[10], que permiten constatar y evaluar esta adulteracién.
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V1.6. Técnicas del andlisis de proteinas de leche, queso y productos licteos

Con el fin de estudiar tanto el polimorfismo existente en las proteinas de la
leche, los procesos de maduracién y la evaluacién de adulteraciones en ésta y en sus
derivados, se han desarrollado numerosos métodos [11-13], habiéndose utilizado

principalmente técnicas inmunoldgicas, cromatograficas y electroforéticas.
VL6.1. Técnicas de inmunoensayo

Se ha estudiado la capacidad antigénica de caseinas, B-LGs e
inmunoglobulinas [14-18], obteniéndose los mejores resultados con estas tltimas {15].
Por lo general, los métodos inmunolégicos son sensibles y de fécil ejecucion, siendo
su princfpal inconveniente la obtencién del anticuerpo especifico, asf como la
posibilidad de dar reacciones cruzadas que puedan dificultar la interpretacién de los
~ resultados. Sin embargo, en qﬁdsos el proceso ptoteolﬁico no afécta al resultado,

pudiendo aplicarse a productos con eievado grado de.maduracién [14-16].
Recientemente, Beery col. [17] desarrollaron una técnica indirecta competitiva
mediante ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay ) usando la -LG bovina para
detectar leche de vaca en quesos de ovejay cabra, mientras que Richter y col. [18] han
empleado la y-CN bovina en la determinacién de leche de vaca en leches de cabra y

oveja y en quesos.
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VL.6.2. Técnicas cromatograficas

" VI.6.2.1. Cromatografia de intercambio i6nico

a) Cromatografia de intercambio anidnico

La separacion de las caseinas se basa principalmente en el uso de columnas
de dietilaminoetil-celulosa, empleando como eluyente un tampén de pH 7-8.5 [19-21]
y un gradiente de NaCl. La separacién de las o - y a,-CN se consigue utilizando
concentraciones elevadas de urea (3-8 M), y gradientes adecuados de NaCl.

Haasnoot y col. [22], empleando este tipo de cromatografia, demostraron que
la adulteraci6n de la leche de vaca se puede detectar a nivel del 1-2% en leche de
cabra, del 2-4% en leche de oveja y del 10% en queso, usando como marcador un

- péptido derivado de la accion del cuajo sobre la o ;-CN bovina. |

Réspecto a prdteinas del suero, Humpﬁey .y col. [20].irvl'vesti'ga'r.on diversos -
tampones entre pH 6 y 8.5, encontrando que a pH 6 y con un gradiente de NaCl se
pueden separar la a-LA y las B-LGs A y B. Laezza y col. [23], empleando un
gradiente de NaCl a pH 7, consiguieron separar e identificar proteinas séricas bovinas
y ovinas.

También se ha descrito la utilizacién de un gradiente de acetato sddico para

conseguir la separacién de a-LA, B-LG A y B, y BSA en leche desnatada [24, 25].
b) Cromatografia de intercambio cationico

La separacion de las caseinas se puede llevar a cabo utilizando una columna
de intercambio catiénico, empleando en la separacién un tampén de pH 3.5 que
contiene urea § M y 2-mercaptoetanol, y en el que se ha establecido un gradiente de
NaCl[21]. Hollar y col. [26] han podido separar las diferentes variantes genéticas de

la B-CN.
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La cromatografia liquida de intercambio catiénico se ha utilizado para la

~ separaciényy aislamiento de proteinas de suero u otras proteinas minoritarias. Asi, por

ejeniplo, la lactoferrina y las lactopéroXidasas se separan de las restantes proteinas y
péptidos por cromatografia sobre carboximetilcelulosa a pH 7.8 [27, 28]. La
cromatografia liquida de intercambio catiénico también se ha empleado en la

separacion de glicomacropéptidos a valores de pH bajos [29].
V1.6.2.2. Cromatografia en fase inversa

Para la separacion de caseinas por cromatografia en fase inversa se utilizan
columnas de los tipos C,, C; y C,;. Como fase moévil es habitual utilizar la mezcla
acido trifluoroacético-agua-acetonitrilo (0.1:70:30) con un gradiente de acetonitrilo
hasta (0.1:50:50). Mediante una columna C,g [30], todas las caseinas son eluidas en
un tiempo inferior a 30 min, siendo el orden de elucién: k-CN, &,-CN, o ;-CN y B-
CN, con la separacion de diversas variantes genéticas de las mismas. El empleo de
columnas con menor longitud de la cadena hidrocarbonada llev6 a pérdidas en la
resolucion entre las diferentes variantes caseinicas [31, 32].

La cromatografia liquida en fase inversa se ha utilizado para la leche
desnatada [32, 33] y para la evaluacién e identificacién de quesos. Pham y Nakai [34]
utilizando una columna C; y elucién isocratica con tampdn fosfato 0.1 M a pH 6,
pudieron determinar el tiempo de maduracion de diversos quesos, con un 65.9 % de
aciertos. Por otro lado, con una columna Cs, y usando un gradiente ternario agua-
acetonitrilo-metanol (96.8:1.2:2 a 56.3:30:13.4), y una concentracién constantc de
acido trifluoro acético del 0.1 %, se pudieron distihguir diferentes tipos de quesos,
clasificindolos mediante técnicas de estadistica multivariante con un grado de acierto
del 90 % [35].

Mediante HPLC en fase inversa, también se han separado e identificado

péptidos o aminoécidos que contribuyen al aroma y olor del queso, procedentes bien
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de su maduracion, o bien debidos al tipo de queso, al origen animal de la leche, o al

'btlpo de cuaJo usado en su elaboracién [36-38]

Las protemas séricas también se pueden separar y cuantlﬁcar mediante
columnas de fase inversa [39-44). Por ejemplo, se pudo separar a-LA, §-LG y BSA
empleando una columna C; con gradiente de isopropanol [39]. Por otro lado, con un
gradiente de acetonitrilo y una columna C, se consiguen separar las variantes genéticas
de la B-LG A y B, y parcialmente la B-L.G C, asi como BSA y a-LA [40].

Se han establecido diversos métoﬁos para detectar la presencia de leche de
vaca en quesos de oveja y cabra [41-46]. De Frutos y col. [41, 42] han utilizado una
columna C, de 5 cm de longitud y un gradiente de acetonitrilo, detectando la presencia
del pico de la a-LA bovina en quesos conteniendo un 10% de leche de vaca.

Urbanke y col. [43] establecieron la presencia de 1-3% de leche de vaca en
leches de cabra y oveja, y en quesos, con una columna C;, empleando para ello 0.1%
de écido trifluoroacético y un gradiente de acetonitrilo. Recientemente, De Noni y col.
[45, 46] han podido detectar hasta un 1% de leché de vaca en quesos de c_abfa [45] y
oveja [46].

VL.6.2.3. Otras cromatografias
a) Cromatografia de exclusién

Lacromatografia de exclusion se ha utilizado para separar las caseinas de otras

proteinas lacteas de acuerdo con sus masas moleculares [47-50]. Este tipo de

* cromatografia se ha utilizado generalmente con una finalidad preparativa, ya que no

se consiguen separar las protemas dentro de los grupos.
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* b) Cromatografia hidrofébica

La cromatografia hidrofobica puede constituir un modo atractivo para aislar
caseinas, sin embargo las pocas investigaciones a este respecto [S1, 52] muestran
resultados poco satisfactorios respecto a los obtenidos en cromatografia en fase

inversa.
¢) Cromatografia de afinidad

Este tipo de cromatografia se suele emplear para purificar proteinas
minoritarias presentes en el suero, como la lactoferrina [53]. Para separar las caseinas,
se hace uso de columnas de hidroxiapatito, eluyendo éstas en orden creciente a su

nimero de unidades de fosfato [30].
VL.6.3. Técnicas electroforéticas
V1.6.3.1. Electroforesis en capa de gel

La electroforesis en capa de gel de poliacrilamida se ha utilizado
intensivamente en el estudio de las proteinas lacteas [54], evolucionando desde
separaciones basadas en la relacion carga/masa (PAGE, polyacrilamide gel
electrophoresis), hasta llegar a separaciones basadas en la masa moiecular (SDS-
PAGE) o en diferencias de punto isoeléctrico (IEF, isoelectrofocusing, enfoque

isoeléctrico o isoelectroenfoque).
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a) PAGE

Esté técnica ha sido utilizada por diversos investigadores para éstudiar la
degradacion de las caseinas y caracterizar los productos de hidrdlisis, siendo indicada
para cuantificar la proteolisis de los quesos [55-60].

- La adulteracién de los quesos de oveja o de cabra con leche de vaca, o de
leche de cabra en quesos de oveja, se cuantifica habitualmente por PAGE [61-70],
empleéndose como marcadores en algunos procedimientos la B-LG A y B de origen
bovino [63-66], y en otros la 0. ,-CN bovina [55, 56, 61, 68, 69]. Estas proteinas
presentan una mayor movilidad electroforética respecto a sus homoénimas de oveja y
cabra. Molina y col. [63, 67], empleando el primer criterio, obtuvieron limites de
deteccién del orden del 1% de leche de vaca en quesos de oveja y cabra.

Sin embargo, esta técnica es valida para quesos frescos y de bajo grado de

- maduracion, pero en el caso de quesos maduros, en los cuales la degradaci6n de las . ‘

caseinas es patente, aparecen nuevas bandas enel cspeétrd electroforético, dificultando

su interpretacion.
b) SDS-PAGE

Baschy col. [71] desarrollaron un método para cuantificar caseinas y proteinas
del suero en leche liquida y en polvo. Meisel y Carstens [72] concluyeron que el SDS-
PAGE es adecuado para determinar el contenido de proteinas del suero y caseiné en
productos lacteos. Aunque la separaci6n de las proteinas tiene lugar en funcién de su

masa molecular, se obtuvo un comportamiento anémalo (un retraso) de la 0t5,-CN

‘respecto a la B-CN, pese a ser la primera de menor peso molecular que la segunda. La

explicacion dada por Cremer y Richardson [73] es el gran tamafio hidrodindmico no
esperado de la o.,,-CN.
Con SDS-PAGE y la ayuda de un densitémetro dptico se puede obtener

informacidn sobre el proceso de curacién de un queso, ya que se puede observar una
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disminucién en la intensidad de las bandas de las caseinas, y un aumento en el nliimero

-de bandas de péptidos de bajo peso molecular con el tiempo de maduracién [74-78],

- lo que puede aportar datos adicionales a los estudios realizados via PAGE. La medida -

de masas moleculares es una ventaja importante de la técnica SDS-PAGE respecto al
PAGE[77,79, 80].

¢) IEF

La separacion de las proteinas de acuerdo con su punto isoeléctrico (plI) es
especialmente util en el andlisis de caseinas y sus variantes genéticas [81-83].
Braun y col. [84] desarrollaron un método IEF para determinar el contenido

de caseinas, proteinas séricas y proteinas totales en diversos alimentos empleando geles

de poliacrilamida con urea, y utilizando la &t5,-CN B como marcador para las caseinas,

y LAy B-LG A como marcadores para las protemas séricas.

Varios autores han sometldo la fraccién caseinica de las protemas alatécnica

del IEF con el objeto de detectar adulteraciones [85-88]. Addeo y col. [87-90] han
podido detectar un 0.5% de leche de vaca en quesos de leche de oveja, cabra o mezcla
de ambas, através de la generacion in vitro de ¥,-CN mediante la adicién de plasmina.

Para la deteccion de adulteraciones también se ha empleado la fraccién sérica
[66, 89-91]. Addeo y col. [90], empleando como marcador -L.G bovina, han podido

detectar la presencia de un 0.5% de leche de vaca en quesos de oveja.
V1.3.2. Electroforesis capilar

Recientemente, se han desarroliado nunierosos métodos de analisis .‘de
proteinas lacteas mediante CE (Tabla VL.5). El objeto de estos métodos es mejorar el
control de calidad de la leche y sus derivados, incluyendo aspectos tales como los

polimorfismos, la proteolisis y la deteccién y evaluacién de adulteraciones. -
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Las principales proteinas lacteas (a-CN, B-CN, a-LA y B-LGs) se han

~ separado en capilares de silice fundida, empleando tampén fosfato de pH- 7.0

conteniendo urea 4 M [92], o una alta concentracién de 'tanipén borato de pH 10 [93],
con el fin de mantener las caseinas en disolucion. |

De Jong y col. [94] emplearon un capilar recubierto con polimero y un tampén
fosfato de pH 2.5 conteniendo urea 6 M, para determinar simultdneamente proteinas
séricasy caseinas, con discriminacién de algunas variantes genéticas, en leches de vaca ‘
[94] y cabra [95]. Recio y col. [96] modificaron este método, minimizando la
adsorcion de proteinas, y lo aplicaron al andlisis de variantes genéticas en leches de
diferentes especies [97].

Respecto a las proteinas del suero, se han desarrollado diversos métodos para
separar ¢ identificar las principales (a-LA, B-LG A y B, BSA e IgG), empleando
capilares de silice con tampones de elevado pH en combinacién con diferentes

modificadores orgémcos [98,99], admvos pohméncos en el electrolito soporte [100],

y elevada fuerza i6nica en tampones de pH alcalmo [101], estrategias todas ellas

destinadas a reducir la adsorci6n de las proteinas a la pared del capilar.

Recientemente, Fairise y Cayot [102] han usado MEKC para separar las
proteinas licteas tras su desnaturalizacién con SDS y DL-ditiotreitol. La principal
ventaja de este método es el corto tiempo de anélisis (90 s) frente a los procedimientos
por CZE (30 min) [103]. Por otra parte, este procedimiento es poco adecuado para
detectar adulteraciones, debido a la ausencia de estudios cuantitativos, y a la
irreproducibilidad en el tiempo de migracioén de la B-LG, fuertemente dependiente del
proceso de preparacnén de la muestra. ‘

La aplicacion de la CE al estudio de la proteohsxs de proteinas lacteas perrmte
detectar cambios en la hldrohsxs de la caseina, con la conmgmente observacion de
productos de degradacién, siendo de especiél interés los fendmenos de proteolisis
producidos durante la maduracién de quesos [104-111]. |

También, se han desarrollado métodos de CE [96, 100, 101, 106] para evaluar

los cambios que experimentan la leche y sus derivados sometidos a calentamiento.
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La CE también se ha utilizado para evaluar la adicién fraudulenta de cuajo
o suefo sélido a productos lcteos (basada normalmente en la deteccién y

cuantificacién del caseinmacropéptido) [96, 112, 1 1'3],» ési como la adulteracion de

leche fresca con leche en polvo [92, 94, 114, 115].

La adulteracion de productos lacteos de determinado origen animal con leche
de otras esp‘ecies, puede ser detectadaen base a los diferentes perfiles electroforéticos
proteicos [116-120]. Recientemente, Cartoni y col. [118-120] empleando capilares
metil silanizados han detectado hasta un 2% de leche de vaca en leches de oveja y

cabra, y la adici6n de hasta un 4% de la misma en quesos de oveja y cabra.
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CHAPTER VII

'DETERMINATION OF COW’S. MILK AND RIPENING TIME IN
NONBOVINE CHEESE BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS OF THE
ETHANOL-WATER PROTEIN FRACTION

Chapter published in Electrophoresis (Traduccion al castellano en el anexo I »).

Abstract

A novel method is reported for analyzing adulteration of goat and ewe cheeses
with cow’s milk: eapillary zone electrophoresis (CZE) in isoelectric, acidic buffers (50
mM imino diacetic acid, IDA, pH = pI = 2.3). The cheese samples were extracted with -
a20:80 v/v ethanol-water mixture in presence of 3 M urea and 1% ﬂ-mercaptoethanol
' for 1h. Aﬁer centnﬁrgatron and llpld extraction, the samples were dissolvedin 50 mM
IDA 6 M urea and 0.5% hydroxyethyl cellulose and analyzed by CZE at 700 V/cm.
A total of 18 characteristic peaks were resolved among the three types of cheeses and
18 variables were defined as their respective areas. There was excellent similarity
among the electrophoretic patterns obtained with cheeses of a given type of milk, while
cheeses made with different types of milk were easily distinguishable. Most peaks
were common to all cheeses, but the profile differed depending on the type of milk
used. Principal component analysis, linear discriminant analysis, and partial least
squares regression (PLS) were used for statistical analysis of the data obtained by CZE.
In particular, by using PLS multivariate regression, the contents of cow’s milk in
presumably pure goat anrl ewe cheeses, as well as in binary and ternary mixtures, could
be predicted with relative standard deviations of ca. 6-7%. In addition, the ripening
time in goat and ewe cheeses could also be predicted.

Key words: isoelectric buffers / capillary zone electrophoresis / cheese / proteins
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VIL1. Introduction

Determination of ammal ofigin of milk is a major issﬁe concerning tﬁe qualify ‘
control of cheese and other dairy products. In particular, the fraudulent adulteration of
goat and ewe cheeses with cow milk is relatively common, which is due to: (i) seasonal
fluctuations in the availability of goat and ewe milk; (ii) the higher price of goat milk,
and particularly ewe milk, in comparison to cow milk; and (iii) the opportunity to use
the overproduction of cow milk without loss of profit. Another important characteristic
of cheese, also evaluated in quality control, is the ripening time. Although the chemical
interpretation of the maturation processes is complicated and incomplete, this
parameter is helpful in understanding taste and flavor.

Significant qualitative and quantitative information concerning the animal
origin of cheese can be obtained from protein analysis. For this purpose, two

approaches are possible: (i) to isolate characteristic proteins of the animal species of

- interest,'to be evahiate_d and used for univariate calibration; (ii) to obtain a pattern or .

profile including peaks arisihg from severalv proteins, and to evaluate several features
of this pattern to be used as variables in a multivariate calibration technique [1].
Approach (i) is most frequently used in the determination of cheese composition,
whereas the evaluation of ripening time is usually addressed using approach (ii).

Ramos and Juarez [2] have evaluated the applicability of electrophoretic,
immunoassay and liquid chromatographic methods to the determination of cow milk
using approach (i). Pellegrino et al.[3] used reversed phase high performance liquid
chromatography to determine cow milk in buffalo mozzarella as well asin goat [4] and
ewe cheeses [5]. Molina et al. [6] predicted the percentages of cow, goat and ewe milk
in Spanish fberiéo cheeses by polyacrylarrﬁde gei electrophoresis of whey proteins. A
multivariate approach for the identification of cow, goat and ewe milk samples using
gas chromatography data for fatty acids, followed by linear discriminant anialysis
(LDA) was developed by Smeyers-Verbeke et al. [7].
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The characterization of cheese maturity has been carried out by a variety of

- techniques, including slab gel electrophoresis [8, 9] and liquid chromatography [10-
‘ 14]. Pham and Nakai [12] classified Cheddar cheeses according to ripening time on

the basis of liquid chromatography of aqueous extracts, followed by stepwise LDA.
A range of proteolysis parameters have been used for characterizing Spanish
Manchego cheeses [15], as well as for predicting the ripening time by means of partial
least-square regression (PLS) and other multivariate regression techniques [16].

High performance capillary electrophoresis (HPCE) .is a fast, highly
automated, efficient and quantitative technique for biopolymer analysis, well suited for
quality control purposes in dairy industries and regulatory agencies. Recently, a
number of studies have demonstrated that HPCE is a suitable technique for analyzing
milk proteins [17], by using uncoated {18-28] and coated capillaries {29-39]. Cattaneo
et al. [35] have demonstrated the capability of capillary zone electrophoresis (CZE)
to analyze milk mixtures and to determine up to an 8% cow milk content. Cartoni et
al. [38, 39]_emp10yed methyl silanized capillaries in the'quanﬁta'itionvof up to 8 2%
cow milk in ewe and buffélo cheeses. In regard to cheese ﬁpening time studies,
Strickland et al. [26] employed HPCE to monitor and characterize chemical changes
in Cheddar cheese during maturation.

Righetti’s group [40-46] developed fast CZE procedures using isoelectric
buffers, which due to their much reduced conductivities, are compatible with high
voltage gradients, thus favoring high resolution with short migration times. These
authors have suggested the use of isoelectric acidic buffers to separate peptides [41,
42}, oligonucleotides [43, 44] and wheat [45] and maize proteins [46].

We report here the fast identification and quantitation of adulterations (by
addition of cow’s milk) of cheesés, elaborated with goat and/or ewe milk, on the basis
of the protein patterns obtained by CZE analysis of an ethanol-water extract. The CZE
separations were performed in a few minutes with an iminodiacetic acid isoelectric
buffer. Several multivariate exploratory analyses, regression and prediction techniques

were applied to the study of the CZE data. The electropherograms contained
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information related to animal origin of the samples and ripening time. Statistical

-analysis was used for improving the determination of the cow milk content and

~ ripening time in goat and ewe cheeses.

VIL.2. Materials and methods
VIL.2.1. Reagents

Iminodiacetic acid (IDA), urea and f-mercaptoethanol (B-ME) were obtained
from Sigma (St.Louis, MO, USA), and hydroxyethylcellulose (HEC; average
molecular mass, 27000 Da) was from Polysciences (Warrington, PA, USA). Deionized
water was used throughout (Barnstead deionizer, Sybron, Boston, MA, USA).

VIL.2.2. Apparatus

Uncoated fused-silica capillaries (27 cm total length, 20 cm effective length,
50 pm ID) were obtained from Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA). The
CZE experiments were carried out with a P/ACE 2100 HPCE instrument, provided
with a band-pass filter spectrophotometric detector, and controlled by System Gold
software (Beckman, Fullerton, CA, USA) using an IBM PS/2 computer.

VII.2.3. Origin and preparation of samples

Cheese samples of guaranteed composition were supplied by Mercadona S.A.
and Licteas Toledo S.A. (Table VIL1). Portions 0f 0.2 g were‘ extracted with a 20:80
v/v ethanol-water mixture in presence of 3 M urea and 1% B-ME for 1 h at room
temperature under vigorous stirring. The extracts were centrifugated for 10 min at

7000 x g. Excess acetone was added to extract the lipids and to precipitate proteins.
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After centrifugation at 7000 x g for 20 min, the pellet was dissolved in a
buffer containing 50 mM IDA, 6 M urea and 0.5% HEC. To establish the adequate
dilution factor prior to injeétion in ihe'capillary, the protein concentration of each
extract was determined by triplicate according to Peterson [47]. For a typical CZE
experiment, a cheese extract diluted up to ca. 2 mg/ml protein was injected. The

extracts were stored at -20 °C until use.

VII.2.4. CZE procedures

New capillaries were conditioned at 60 °C as follows: 5 min with 1 M NaOH,
5 min with 0.1 M NaOH, and 10 min with water. At the beginning of each working

session the capillary was thermostated at 25 °C and rinsed for 30 min with the running

‘buffer. The background electrolyte contained 50 mM of the IDA isoelectric buffer (pH

=pl=2.30 at 25 °C) suppleme_nted with 0.5% HEC and 6 M urea (apparent pH 3.1).
AllAbvufférs a'nd samples were forced through Millipore 0.45 pm filters, and loaded in
the capillary using hydrostatic pressuré (0.5 psi) for 3 s. Separatidns were performed
at 700 V/cm, with a typical current of 25 A. The sigﬂal was monitored at 214 nm.
Additionally, since it was recently found that isoelectric buffers would not be
completely stationary in the electric field, depending on their respective pI values [54],

the analyte and catholyte solutions were changed after every set of five runs.
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VIL3. Statistical analysis
VIL3.1. Explofatory ahalysis'of data

Two multivariate statistical techniques for exploratory analysis of the data

matrix were used, ie., principal component analysis (PCA) and dendrogram

representations [48]. In PCA, a set of orthogonal vectors, which are called-

eigenvectors, and which are linear combinations of the original variables, is created.
Eigenvectors are constructed in order of decreasing explained variance, thus, the first
eigenvector covers as much of the variation in the data as possible. The second
eigenvector is orthogonal to the first one and covers as much of the remaining variance
as possible, and so on.

By plotting the projection of the samples on the planes of the 1st-2nd, 1st-3rd

and 2nd-3rd eigenvectors, one can have the best possiblé views of the internal structure

of the data matrix, and interpret sémple interrelationships such as c':orrelations" and

groups. Interrelationships'among the original 'variables, and among these and the
samples, can also be overviewed by plotting the projections of the variables on the
same planes. Before using PCA, standardization of the data matrix is usually
performed in order to give the same weigth to all the original variables.

The dendrogram is a scheme by which, according to the similarities, the
samples are merged into hierarchical groups or clusters. A cluster begins in a given
sample, which is linked to the most similar isolated sample or previously formed
cluster. Two clusters are then merged to form a new cluster that replaces them. This
process is repeated until only a single cluster is left. The algorithms used by the
program differ in how they comphte the similarity between the clusters [49, 50]. The
variables can also be grouped by hierarchical clustering, which is useful for gathering
information about the factors which control the system and which give rise to the

variable groups. In this work, the dendrograms of the samples in the space of the
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variables and vice versa were calculated using Euclidean distances as a measure of

similarity. Both nonstandardized and standardized data were tried.
VIL3.2. Linear discriminant analysis

LDA is commonly used to classify samples into categories. It is based on an
iterative search for the discriminant vectors that maximize the separétion between
categories and simultaneously minimize the intracategory variances [48]. The
discriminant vectors are linear and orthogonal combinations of the original variables,
and are obtained in order of decreasing discrimination power.

The objective is to provide a method for predicting into which category a new
sample is most likely to fall. In addition, when the membership of the samples to the
previously defined categories is known, an LDA gives a better view of the separation
among categories than PCA. For this purpose, the projections of the samples on plane

of the lst-2nd dlscnmmant vectors are plotted
VIL.3.3. Partial least squares regression

PLS is a powerful multivariate regression technique, which performs
particularly well when various predictors of X-variables express common information,
that is, when they are strongly colinear. For predicting a single response or Y-variable
by using the information supplied by n X-variables, application of the PLS algorithm
yields:

Y=t, L+, L, +..+tL;+...+t L,
where the L; or latent variables are linear combinations of the original variables. A

different PLS model is constructed by using one, two or more latent variables. The first

latent variables collect both variance and correlation among the predictor variables and
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the response, but the last ones contain only noise. Thus, the best models are those

hlch explain a large percentage of the total variance of the data matrix with a
minimum number of latent variables. The optimum number of. latent variables to be
included in the model should be defined in each case.

VIL.4. Results and discussion
VIL.4.1 Definition of the variables and construction of the data matrix

The training set used to define the variables was constructed by analyzing the
nine cheese samples of a single origin, as indicated in Table VII.1. These include pure
cow (C), goat (G) and ewe (E) cheeses. Each sample was analyzed in triplicate, and
each time three injections were performed; thus, a total of 9 x 9 = 81
electropherograms constituted the trammg set. The electrophoretlc proﬁles of three
cheeses, each one elaborated with a different type of mllk, are shown in Figure VILL.

In order to define the variables, the electropherograms were compared by the
ELECTRO program, developed in our laboratory. This program integrates the peak
areas, and reduces the electropherogram to a scheme, in which the peaks are substituted
by single lines. In this way, many schematized electropherograms can be
simultaneously compared on the screen or printed. Several characteristic peaks
common to all samples can also be used as references in order to correct small shifts
of the migration time. This helped in selecting characteristic peaks of each type of
milk, as well as peaks which were present in two or three types of milk, as variables.
In this way, a total of 18 variables were defined as the areas of the 18 characteristic
o peaks indicated in Figure VIL1. Peaks 2 and 14 were used as references to correct |

migration times.
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Table VIL1. Training samples

Manufacturer Composition, C/G/E (%) Ripening time®

Don Nuiio 100/0/0 L
Edam 100/0/0 H
Cadi 100/0/0 L
Capitol 100/0/0 L
Flor de Esgueva 0/0/100 L
Plantio 0/0/100 H
Roncal A 0/0/100 H
Montesinos '0/100/0 L

H

Rocinante 0/100/0

®Percentages of cow (C), goat (G) and éwé (E) milk declare'd by the manufacturer.
Ripening time: low (L, fresh cheese) and high (H).

There was an excellent similarity among the electrophoretic patterns obtained
with cheeses of a given type of milk (data not shown), while cheeses made with
- different types of milk were easily distinguishable. Thus, the peak labelled as 1 in
Figure VII.1 was characteristic of cow cheeses, peaks 2, 13 and 14 were much larger
than the other peaks in goat cheeses, and peaks 3 and 5-8 were particularly large in ewe
cheeses. Most peaks were common to all cheeses, but the profile was different
* depending of the type of milk used.

In order to improve reproducibility, the peak areas were divided by the sum
of the areas of the 18 peaks of the respective electropherogram. Then, the data matrix
was standardized. The statistical studies that follow were performed with the PARVUS
[51] and UNSCRAMBLER [52] packages.
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AU

Time (min)

Figlire VIL1. Electropherograms of a cow (C), a goat (G) and a ewe (E) cheeses,
showing the 18 peaks selected as variables (60 mAUFS for each electropherogram).
CZE conditions as given in Section VI.2.4.
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- VIL4.2. Exploratory data analysis by PCA

A first PCA plot showed three clusters which corresponded to the three genetic
categories: C, G and E. Two out of the 81 runs (a Roncal A and a Montesinos run)
were outliers and were therefore removed in all further studies. A biplot showing the
projections of the samples (scores) and the variables (loadings) on the plane of the 1st
and 2nd eigenvectors is given in Figure VII.2. The 1st and 2nd eigenvectors explained
the 36 and 19% of the total variance, respectively; thus this plot showed the 55% of
the total variance. The biplot also showed clusters of some variables. Thus, variables
3,4,5,7,9and 10 showed a cluster associated with high ewe contents, and variables
1,13, 14, and 15 gave a cluster associated with high cow contents. Finally, high values
of variable 2 indicates large goat contents. '

Aninteresting feature of Figure VIL.2 is the G and E samples according to both
genetic brigin and ripehiﬁg time. Eaéh 6ne of the G and E cafegbﬁés abpeared as
divided into two other categoriés, one cbntaining the low (L) and the other one with
the high (H) ripening time samples. Separation of the C categories according to the
ripening time was unsuccessfully tried on the planes of the 1st-2nd, 1st-3rd and 2nd-
3rd eigenvectors. The separation of the ripening time categories was enhanced by

PCAs performed separately for the G and E categories (not shown).
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"Figure VIL2. Biplot on the plane of the 1st and 2nd eigenvectors. The symbols used
for representing the samples of the training set of Table VII.1 were: cow cheeses, (L)
low and (M) high ripening time; goat cheeses, (+) low and (*) high ripening time; ewe
cheeses, (A)low and (A ) ripening time. The numbers represent the original variables,

plotted according to the respective loadings.
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VIL4.3. Exploratory data analysis with dendrograms

‘A dendrogram of the samples sharply ’grouped' them iﬁto the 'thr.ee genetic
categories: C, G and E (not shown). Separation of the G and E samples into L and H
ripening time clusters was also observed. As shown in Figure VII.3, a dendrogram of
the variables indicated the following groups: (i) the cow group, consisting particularly
by variables 1, 13-15 and 17; (ii) the isolated variable 2 which was characteristic of
goat cheeses; and (iii) the ewe group, which included particularly variables 3-6 and 9-
10. These groups agreed. with the correlations among variables, which were observed

in the PCA studies.

vl
1151713141618 8 112 3 4 5 9 6 10 7 12

Figure VIL3. Dendrogram of the variables showing the cow (variables 1, 13-15 and
17) and ewe (variables 3-6 and 9-10) groups, and the isolated variable 2 which was

characteristic of goat cheeses.
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VIL.4.4. Linear discriminant analysis

All the training samples of Table VII.1 were used to construct several LDA
models. First, the samples were recognized as belonging to the C, G or E categories
to construct the model. Afterwards, the model was applied to both the training and a
few additional evaluation samples. These were several C/G binary and C/G/E ternary
samples.

A projection of the training samples (triplicate runs by sample), on the plane
of the 1stand 2nd discrimination vectors, is shown in Figure VII.4. The three genetic
categories appeared sharply defined, in fact, the LDA correctly classified all the
samples of the training set. The binary and ternary evaluation samples were projected
at intermediate locations among the categories, as expected ﬁom their mixed

composition (not shown).

¥
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Figure VIL4, LDA plot based on the C, G and E categories. Projection of the training -

samples on the plane of the 1st and 2nd discrimination vectors (symbols as in Fig.

VIL.2).
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Another LDA model was constructed by including the samples into the two

| ripening time categories, L and H. All L samples resulted in a single group, whereas

the H goat and H ewe samples resulted in well-separated groups (Figure VIL.S).

Unfortunately, the H cow samples were ill-separated from the L cow samples. As

shown inFigure VIL6, parts A-C, complete separation of the ripening time categories,

including the L and H cow samples, was achieved by constructing an LDA model for

each one of the three genetic categories. The variance contributed by the genetic

origin was removed in these plots, which enhanced the separation of the ripening time

categories. Thus, the unmistakable classification of cheese samples by both genetic

and ripening time categories was achieved by using stepwise LDA with two chained

models, the first one addressed to the genetic origin and the second one to ripening

time.

as in Fig.VIL.2).

Figure VILS5. LDA plot based on the L and H ripening time categories. Projection

of the training samples on the plane of the 1stand 2nd discrimination vectors (symbols
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Figure VIL.6. LDA plots based on the L and H ripening time categories. Projection
of the (A) cow, (B) goat and (C) ewe samples on the plane of the 1st and 2nd
discrimination vectors of LDA models constructed separately for the C, G and E

categories (symbols as in Fig.VII.2).
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VIL.4.5. Construction of PLS models

In. llght of the results commented above we constructed multlvarlate PLS
models capable of evaluating the following variables: (i) the contents of cow milk
(C%) in presumably pure goat and ewe cheeses, and in binary and ternary cheeses;
and (ii) the ripening time (Rt) in cheeses, previously classified by genetic origin. The
models were evaluated by comparing the predictions of the training set samples with
the declared values.

For this purpose, the following variables were defined and added to the data
matrix: (i) the percentages of cow (C%) and goat (G%) milk (two variabics are
enough to establish the composition of binary and ternary cheeses; thus the percentage
6f ewe was not included); and (ii) the ripening time, which was introduced as two
simple possibilities, 0 or 100, standing for the low and high ripening times,
respectlvely, since detailed information about ripening tlmes was not available.

- Foreach, the calibration samples and predlctor varlables to construct each ‘

PLS model are indicated in TableVIL2. First, only the 18 peak areas were included

as X-variables to predict the concentration of cow milk (model 1 of Table VIL.2). As

observed in Table VII.2, accurate predictions, with standard deviations of ca. 6-7%,

were achieved. The results did not improve by including the ripening time as an
additional predictor variable (model 2).

Accuracy and precision improved slightly when two different PLS models,

one for low and another for high ripening time cheeses were constructed (models 3

~ and 4, respectively).
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In addition, models 5-9 of Table VII.2 were constructed to assess the
capability of the procedure to predict the rlpemng time. Unsatlsfactory results were -
obtained by usmg all the samples and the 18 peak areas to predict the ripening time
(model 5). This was attributed to the lack of separation of the L and H categories of
cow milk, which agreed with the results previously obtained by PCA and the
dendrograms. Further, no advantage was achieved by adding the cow and goat contents
as predictor variables (model 6), and errors increased when a PLS model for the cow
samples was constructed separately for the G and E categories (model 7). Finally,
predictions improved dramatically when the G and E categories were treated separately
(models 8 and 9, respectively). Thus, the ripening time in goat and ewe cheeses were

predicted with standard deviations of ca. 5-9%.
VIL.4.6. Prediction of the cow’s contents and ripening times by PLS

_ The best models (Table VII 2) were applled to predlct the percentage of cow
.mllk and the ripening time of some add1t10nal evaluation samples, including pure, |
binary and ternary cheeses. Two or three portions of each evaluation sample were
extracted and analyzed in triplicate, and the electropherograms were treated as done
previously with. the calibration samples. The results, which were compared with
reference values declared by the manufacturer, or obtained by the SDS-PAGE

| procedure [53] in other laboratories, are given in Table VIL3.

Model 1 (to predict C% without distinguishing L and H samples) and model
3 (to predict C% in L samples) gave satisfactory predictions of C% in terms of
~ accuracy and precision. However, model 4 (to predict C% in H satriples') gave low C%
-valﬁes. Models 8 and 9 correctly classified G and E samples as having a high ripening

time.
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VILS. Conclusions

It has been shown that a CZE electropherogram of the ethanol-water protein -
fraction contains enough information to classify cheeses according to both genetic
origin and ripening time. On the basis of the electropherograms, and using PLS
multivariate regression, the contents of cow’s milk in presumably pure goat and ewe
cheeses, as well as in binary and ternary mixtures, can be predicted with relative
standard deviations of ca. 6-7%. This includés cheeses of low and high ripening time.

The ripening time of goat and ewe cheeses can also be predicted.
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CHAPTER VIII

.DETERMINATION OF COW’S MILK IN NON-BOVINEb AND MIXED
CHEESES BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS OF WHEY PROTEINS
IN ACIDIC ISOELECTRIC BUFFERS

Chapter published in Journal of Chromatography A (Traduccion al castellano en

el anexo V).

Abstract

An improved method for determination of cow’s milk in non-bovine cheese is
reported: electrophoresis of whey proteins in acidic, isoelectric buffers. Two background
electrolytes (BGEs) have been tested: (i) 50 mM iminodiacetic acid (pH = isoelectric
 point = 2.30 at 25°C), 0.5% hydroxyethylcellulose, 0.1% Tween 20 and 6 M urea
(apparentpH 3. i), E=300V/cm, forthe separation of a-lactalbumins (u-LAs); (ii))aBGE
with the same composition, but supplemented with 10% Tween 20, E=450 V/cm, forthe
fractionation of B-lactoglobulins (B-LGs). Surfactants have a discriminating effect on the
retention behaviour of the bovine a-L A and -L G proteins, owing to the different strength
of the protein-surfactant association complexes, and are needed for separating these two
proteins from small peaks in the electropherograms generated by degradation of casein
during cheese ripening. Novel equations are given for deriving the ratio of the area (or
height) of bovine a-LA, or B-LG, to the area (or height) of ovine or caprine a-LA or -LG
(such ratios being typically used to determine the percentage of cow’s milk in dairy
products), since previous ecjuations had markéd drawbacks, such as non-linearity of the
plots with increasing slopes at high cow’s milk percentages, and too broad confidence
limits at high cow's milk contents, where the peak area (or height) ratio tends
asymptotically to infinite. With the novel procedures here reported, contents of cow’s

milk as low as 1% can be quantified in goat’s and ewe’s cheeses. The present protocols
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give lower detection limits, are cheaper and more rapid than any other methodology
- reported in the literature, and can be easily applied to the routine quality control of

binary and ternary cheeses.
Key words: cheese / food analysis / proteins / whey proteins
VIIL1. Introduction

Dairy products, which constitute a major component of human food, are protected
in alrﬁost all countries by specific laws. According to law, the animal origin of the milk
used for manufacturing cheese must be declared by the producer; however, adulteration
of goat and ewe cheese with cow’s milk is relatively common, owing to: (i) seasonal
fluctuations in the availability of goat’s and ewe’s milk; (ii) higher priee of goat’s milk,
and particularly ewe’s milk, in comparison to cow’s milk; (iii) opportunity to use the

‘overproduction of cow’s milk without loss of profit. Therefore, reliable, rapid aﬁd -
sensitive control methods must be available to check the composition of milk, cheese and
other dairy products.

This problem has been addressed by enzymelinked immunosorbent assay
(ELISA), slab gel electfophoresis and column liquid chromatographic methods. Richter
et al. [1] developed an indirect competitive ELISA technique based on the evaluation of
caseins and glycomacropeptides in milk. Beer ef al. [2] also used ELISA for estimating
bovine fB-lactoglobulin‘in milk.

Gel isoelectric focusing has been used for analysing whey proteins [3-5] and
caseins [6, 7]. Molina et a?. (8] predicted the percentages of cow’s, goat’s and ewe’s milk
in “Iberico” cheese by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of whey proteins, and
Ramos and Juarez [9] evaluated the applicability of electrophoresis and immunoassay in
milk mixtures. Both ELISA and slab gel electrophoresis provide semiquantitative valuable
information, but they are slow, labour intensive and cannot detect small amounts of cow’s

milk in goat and ewe products. Chromatographic techniques in their different modes
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(reversed-phase, ion-exchange and size-exclusion) have also been applied to the

- evaluation of whey proteins [10-12]. Reversed-phase high-performance liquid

chromatography has been used to determine cow’s milk in buffalo mozzarella[13] aswell

as in goat [14] and ewe cheeses [15]. Chromatography has proved. to be a valuable
quantitative technique for protein analysis in dairy products; however, separation time is
usually within the 30-50 min range, which is rather long for some routine quality control
purposes.

Recently, anumber of studies have demonstrated that high-performance capillary
electrophoresis (HPCE) is a suitable technique for analysing milk prdteins [16] by using
uncoated {17-27], and coated capillaries [28-38]. Cattaneo et al. [34] have demonstrated
the capability of an HPCE mode, i.e., capillary zone electrophoresis (CZE), to determine
up to an 8% level of cow’s milk in milk mixtures. Recently, Cartoni et al. [37, 38]
employed methyl silanized capillaries in the determination of down to 2% cow’s milk in

ewe and buffalo cheeses.
o Righétﬁ and co-workers ’[3 9-45] have dgveloped fast CZE pfdcbdmes using
isoelectric buffers, which, due to their much reduced éonductivities, are compatible with
high voltage gradients, thus favouring high resolution with short migration times. These
authors have used isoelectric acidic buffers for separating peptides [40, 41],
oligonucleotides [42, 43] and wheat [44] and maize proteins [45].

We report here the fast identification and quantitation of cow’s milk in goat and
ewe cheeses on the basis of the CZE separation of whey proteins. Isoelectric buffers
containing iminodiacetic acid and different concentrations of a non-ionic surfactant

(Tween 20) were used.
VIIL2. Materiais and methods
VIII1.2.1. Reagents

Iminodiacetic acid (IDA), urea and bovine standards of a-lactalbumin (a-L.A)and
B-lactoglobulins (B-LGs) A and B were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).
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The caprine and ovine a-LA and B-LG used as standards were purified in the laboratory
. by slab gel isoelectric focusing. Aceﬁc acidand u'is(hydroxymethyl)amihomeﬂlane (Tris) -
were from Fluka (Buchs, Switzerland). ‘Hydroky'ethylcellulos'e- (HEC, averagemolecular. -
mass, 27000 Da) was from Polysciencés (Warrington, PA, USA). A buffer containing 0.3
M acetic acid and the necessary 2 M Tris for reaching pH 4.6 was prepared. Deionized
water was used throughout (Barnstead deionizer, Sybron, Boston, MA, USA).

VIIL2.2. Apparatus

Fused-silica uncoated capillaries (33.5 cm x 50 pm ID x 375 pm OD) were
obtained from Supelco (Bellefonte, PA, USA). The CZE experiments were carried out
with an HP*® capillary electrophoresis system (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA),

equipped with a diode array spectrophotometric detector.
* VIIL2.3. Origin and preparéﬁoh of samples

Samples of cow, goat and ewe cheeses of guaranteed composition, including
cheeses of a single animal origin, and binary and ternary mixtures, were supplied by
Mercadona and Lécteas Toledo (Spain). Cheeses of guaranteed single animal origin
were used to prepare several binary and ternary mixtures to be used as standards. For
this purpose, fresh and ripened cow, goat and ewe cheeses provided by several
manufacturers were used. Other cheese samples, elaborated with binary and ternary
milk mixtures, were also used as standards and for evaluation purposes. In the latter
case, both the composition declared by the manufacturer or SDS-PAGE data were
available (Table VIII.1). Sample preparation was similar to that proposed by Pellegrino
et al. [14] but with some modifications. Thus, 0.5 g cheese samples were mixed with
1 ml distilled water and shaken at room temperature for S min in a vortex mixer. The
extracts were centrifuged at 12000 rpm (16500 g) for 15 min at 4°C. A 500 pl aliquot
of the supernatant was diluted with 250 pl of the acetic acid/Tris buffer of pH 4.6, left
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to stand for 20 min, and centrifuged again for 15 min. Desalted and preconcentrated
samples were obtained with. Microcon membranes of 10000 M, cut-off (Amicon,
Miilipore, Bedford, MA, USA). After cenﬁ{ﬁlgation on the Microcon tﬁbes at 8000
rpm (11000 g) for 30 min, the extracts were stored at -20°C until needed.

Table VII1.1. Declared and found cow’s milk contents (in percentages) for a series of

commercial Spanish cheeses

Manufacturer * Reference Found from a-LAs  Found from B-LGs
Entrepinares (H) 70-90°® 73+3 67+5

Puente Cesta (H) 50-75° 60+2 57+4

Flor de Ronda (L) 80-95° 92+3 90+ 6

Flor de Ronda (H) . 80-95° 96 +3 926

Roncal (H) Pureewe® ND* ND*

Don Bemardo (H) Pureewe® 102 - 8+4

Alquerias del Nifio Perdido (H) - Puregoat®” 30+3 = 28+5

Licteas Toledo (L) Pure goat® ND! ND!

Lécteas Toledo (H) 60°¢ 60+2 55+4

®Ripening time between parentheses: L, fresh cheese; H, ripened cheese.
®Obtained by SDS-PAGE according to ref. [4] in another laboratory.
¢Declared by the manufacturer.

4Not detected.

VII1.2.4. Recommended CZE procedures

New capillaries were conditioned at 60°C as follows: 5 min with 1 M NaOH,
5 min with 0.1 M NaOH, and 10 min with water. At the beginning of each working
session the capillary was rinsed for 30 min with the running background electrolyte
(BGE) at 25°C. No alteration of the baselines were observed using a rinse time of 2

min between samples. The two following BGEs and electric fields are recommended:
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(i) For the separation of a-LAs: 50 mM IDA (pH = pI = 2.30 at 25°C, where

pl=isoelectric point), 0.5% HEC, 0.1% Tween 20 and 6 M urea (apparent pH

3.1).E=300 Viem. o . |

(i) For the separation of B-LGs: a BGE with the same composition, but

supplemented with 10% Tween 20. E = 450 V/cm.

All buffers and samples were pressed through 0.45 ;mi Millipore filters, and
loaded in >the capillary using hydrostatic pressure (50 mbar) for 3 s. The signal was

monitored at 214 nm.
VIIL.3. Results and discussion
VIIL3.1. Separation of a-LAs of different apimal origin

A BGE containing 50 mM IDA, 0.5% HEC and 6 M urea, and an electric
 field of 700 V/cm, was ﬁrst used. The electropherografﬁs of the fractiohs of ripened
cheeses of a single animal origin, which were retained by the Microcon membranes,
are shown in Figure VIII.1 A-C. The «¢-LA and B-LG peaks were identified in all
cases by spiking the cheese extracts with the protein standards. Fresh cheeses gave
similar electropherograms,‘ which showed the same main peaks but with a simpler
baseline. Retention of the i)roteins by the membranes was checked by also injecting
the filtrates; in all cases, the a-LA and PB-LG peaks were not present
(electropherograms not éhown). In addition, the electropherograms of the retained
fractions were also injected after dilution to 50% with water. The peak areas showed
2 50% rcduction, which indicated _the absence of non-linear effects, such as those
associated to sample viscosity.

The a-LAs appeared at the same migration time for the goat and ewe samples
(Figure VIII.1 B and C, peaks 4 and 6, respectively), but at a different time for the
cow’s samples (Figure VIIL.1 A, peak 1). Unfortunately, in ripened cheeses, the cow’s

o-LA overlapped with a small peak of the goat and ewe samples, adjacent to the
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corresponding o-LA peak. This is shown in Figure VIIL.1 D, which coneéponds toa
- ewe extract spiked with 200 mg/l bovine &-LA. Small peaks adjacent to a-LA peaks-
are 'usu.ally dﬁe tb césein.degradation producfé dufing chcesé ripening [14]. Thése ’
small peaks were absent in fresh cheeses. On the other hand, the B-LGs peaks

appeared at similar migration times in all samples. Thus, a peak for the adequate

evaluation of goat-ewe mixtures was not present in these electropherograms, and the

evaluation of small amounts of .cow’s milk in ripened ewe cheeses was subjected to

bias owing to overlapping of the cow’s a-LA peak with a low but not negligible peak

of the goat and ewe profiles.

Xu et al. [46] found that Tween 20 and other non-ionic surfactants have a
discriminating effect on the retention behaviour of the bovine a-LA and B-LG
proteins owing to the different strength of the protein-surfactant association
complexes. Therefore, a 0.1% Tween 20 was added to the BGE. Also, the electric
field was decreased to 300 V/em. As shown in Figure VIIL2, in the presence of
. surfactant, .svivmple_r béselines, higher éfﬁc.ienc.ies: and differéntial shifts in the peaks
of the bovine, caprine and ovine a-LAs were produced. The peaks of the three a-LAs
appeared at different migration times, thus making possible the determination of
binary and ternary mixtures. Furthermore, as shown in Figure VIII.2 D, the bovine a-
LA peak (added to a ewe sample) appeared in a flat background region of the ewe
electropherograms, well resolved ffom the small peak exhibited by the samples of
ripened ewe cheese at a migration time slightly over the ovine a-LA peak. Similarly,
the bovine a-LA peak appeared at a migration time between the caprine o-LA peak
(number 4 in Figure VIII.2) and the small peak showed by the ripened goat cheeses
at a larger migration timve’(Figure VIIL2 B), well resolved from the former and

satisfactorily resolved from the later (results not shown).
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Figure VIIL1. Electropherograms of whey from (A) cow (B) goat and (C) ewe
ripened cheeses. Electropherogram (D): ewe’s extract spiked with 200 mg/l of bovine
a-LA. Capillary: 33.5 cm (effective length 25 cm) x 50 um LD.; hydrodynamic
injection: 50 mbar x 3 s; running buffer: 50 mM IDA, 6 M urea and 0.5% HEC;
electric field: 700 V/cm (resulting in‘a current of 27 pA); detection at 214 nm. Peak
“identification : 1, bovine a-LA; 2, bovine B-LG A; 3, bovine B-LG B; 4, caprine a-LA ;
5, caprine B-LG; 6, ovine a-LA; 7, ovine f-LG A; 8, ovine B-LG B.
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- Figure VIIL2. Electropherograms of whey from (A) cow, (B) goat and (C) ewe ripened
cheeses. Electropherogram (D): ewe’s extract spiked with 200 mg/l of bovine a-LA.
Running buffer: as in Fig. VIII.1 but supplemented with 0.1% Tween 20 [BGE (i)]; electric
field: 300 V/em (resulting in a current of 11 pA). Peak identification and other conditions
as in Fig. VIIL.1.
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The experiments were also performed at 500 V/cm, but a better resolution was
- obtainedat 300 V/em. With this electric field and using the recommended BGE (i), cheese
sarxiples elaborated with mlxtures of goét-c'ow and ewe-cow milk, and with. a mixture of
the three types of milk, were injected. As shown in electropherogram of Figure VIII.3,
excellent separation among the three a-LAs was achieved (peaks 6, 4, 1 representing a-
LAs from ewe, goat and cow, respectively). The peak located between peaks 4 and 1
appeared only in ripened cheeses, and in the electropherogram showed in Figure VIII.3
 this peak was particularly large, thus it was attributed to a degradation product. To measure
the peak areas, the baseline was drawn by connecting the valley bottoms.

50 —

' 2+3+5+7+8

Absorbance at 214 nm (mAU)

Time (min)

. Figure VIIL3. Electropherogram of whey from a ternary cheese (Table VIIL1,
Entrepinares, ripened) with the following composition: C, 70%; G, 15%; E, 15%.
Separation conditions as in Fig. VIIL.2 and peak identification as in Fig. VIIL.1.
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VIIL3.2. Separation of 3-L.Gs of different animal origin

: The..possibilit.y of uﬁing not only the &-LAs, but also the -LGs, for deVeloping
improved procedures for the determination of the composition of binary and ternary
cheeses, was studied. In order to achieve a better resolution of the B-LGs of different
animal origin, the BGE composition was modified. First, the influence of the urea
concentration within the 6-9 M range was examined. When the concentration of urea
increased, the pH of the BGE also increased (up to 3.3 with 9 M urea), and the resolution
improved up to 8 M, but remained unaffected at a higher urea concentration. Resolution
of the bovine, ovine and caprine 3-LGs also improved by increasing the Tween 20
concentration up to 15%, but sensitivity decreased by more than 10%. As shown in Figure
VIIL4, with a 10% Tween 20, the peaks of the three -LGs appeared at different migration
times, thus making possible the determination of mixtures. A drawback was the
progressive loss of resolution between the caprine and ovine a-LA peaks as the Tween 20 ...

| cohcentration increésed. This cdnﬁ.rmed. that the _optirﬁization of the separation of the -
LAs and the B-LGs of different origin in two independent procedures, was a better choice
than the joint optimization of the separation of the a-L A and B-LG peaks. The high Tween
20 concentration also led to an undesirable increase of the 3-LGs migration times. In order
to offset this effect, thus reducing analysis time, the electric field was increased. Thus, a
BGE containing 8 M urea and 10% Tween 20, and an electric field of 450 V/cm, was
selected. '
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_Absorbance at 214 nm

Time (min)

Figure VII1 4. Electropherograms of whey from (A) cow, (B) goat and (C) ewe ripened
cheeses. Running buffer: 50 mM IDA, 8§ M urea, 0.5% HEC and 10% Tween 20, electric
field: 450 V/cm (resulting in a current of 10 pA); detection at 214 nm. Peak identification

and other conditions as in Fig. VIIL1.
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An electropherogram of a temary mixture obtained in these conditions is shown

. in Figure VIILS5. As can be observed, the peaks of the f-LGs of different animal origin,
~ including the bovine and oVih_e A and B genetic_variéties (as confirmed by spﬂcing the
extracts with the corresponding standards), were resolved (see peaks 8, 7, 5,2 and 3 in the

17 to 20 min elution window).
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Figure VIILS. Electropherogram of whey from a ternary cheese. Running buffer and
other conditions as in Fig. VIIL.4.
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VIIL3.3. Quantitation studies

Thé ratio of the area (or height) of bovine a-LA, or B-LG, to the area (or height)
of ovine or caprine a-LA or B-LG, have been used to determine the percentage of cow’s
milk in dairy products [12-15, 37, 38]. Drawbacks of using these ratios for constructing
the calibration curves are non-linearity, with increasing slopes as the cow’s milk
percentage increases, and large confidence limits at high cow’s milk contents, where the
peak area (or height) ratio tends asymptotically to infinite. The curves are approximately
linear up to 20% cow’s milk, but the slope increases progressively, being very large over
a ca. 60% cow’s milk. A different approach which overcomes these limitations is
proposed in this work. First, binary mixtures of cheeses were prepared and used as
standards, for establishing the bovine/caprine and bovine/ovine sensitivity ratios. These

were defined, respectively, as:

‘Aczf"g .

ATl O
A_nC
A c,eE ()

where A, A, and A, are the areas of the bovine, caprine and ovine a-LA peaks, and C,
G and E are the percentages of cow, goat and ewe’s milk in binary cheeses, respectively;
finally, f*, and . are the sensitivity ratios. For determining the sensitivity ratios for the
o-LA and B-LG peaks, two series of binary mixtures, containing from 0 to 70% of cow’s
cheese and goét or ewe cheese, were prepared and analysed using the two recommended
BGEs. Each series contained seven binary mixtures of fresh cheeses and seven binary
mixtures of ripened cheeses. As shown in Figures VIIL.6 and VIIL7, straight-lines were
obtained for the A /A, versus C/G and A /A, versus C/E plots, thus indicating that f*

and f*,  were independent of the cow’s milk contents.
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0.0 — T T T
0.0 04 08 12 16
C/G
Figure VIIL6. A /A, versus C/G for the a-LA peaks of a series of binary mixtures of cow
. and goat ripened cheeses.

124 -

]

Figure VIIL7. A, /A, versus C/E for the a-LA peaks of a series of binary mixtures of

cow and ewe ripened cheeses.
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A linear behaviour was also observed for the % cand f®__sensitivity ratios, which

‘were deﬁned by using expressions analogous to Egs. (1) and (2), but by utilising the

corresponding P-LGs peaks. For the bovine and ovine B—LGs, the sum of the areas of the -

peaks 2 and 3, and 7 and 8, respectively, were used. Furthermore, in all cases, and within
the experimental error range, the points obtained with fresh and ripened cheeses coincided
on the same straight-lines. Experimental values of the sensitivity ratios were: £° ;= 0.71,
f°..=0.71, f_ =1.09 and ¥ .= 0.82. The differences from unity could be due to diverse
molar absorptivities of the proteins at 214 nm, or maybe also to the various percentages
of whey proteins of milk of different animal origin retained by cheese. The linear
relationships thus obtained indicated that the A_/A, A./A and A, /A, ratios can be directly
used for establishing the composition in binary cheeses. Thus, according to Egs. (1) and
(2), the C/G and C/E ratios of cow-goat and cow-ewe cheeses are given by the A /A, and
A /A, peak ratios divided by °; ;and f°_, respectively. Furthermore, the G/E ratio in goat-

ewe binary cheeses is given by the A, /A, ratio divided by f°. . /f* ;. The same applies to

 the B-LGs peaks. In order to directly calculate the cow, goat and ewe corite_nts m binary
and ternary cheeses using either the a-LA or B-LG peak areas, the following expressions
can also be used:

Co e 100%=F,100% | o)
A +2A +E2A,
G= s 100%=F,100% @
AJEE A +(ELIT2)A, |
A,

E=
AT+ (ELITE)A *A,
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Egs. (3), (4) and (5) are easily demonstrated by substituting (f°,, A, ), (F%. A.),
(A5 [/ T g) A (A / 15, ) and [(£7. /17, ) A;] by their values obtained from
‘Eqs. (1) and (2), and reorganising. Eqgs. (3), (4) and (5) eliminate the .need 6f coﬁstrﬁcting
calibration curves other than those previously used to evaluate the sensitivity ratios. The
equations can also be indistinctly used with binary and temary cheeses. Furthermore,
expressions analogous to Egs. (3), (4) and (5) can be derived for the B-LG péaks, taking
into account that in this case, and for the bovine and ovine 3-LGs, the sum of the areas of
the peaks 2 and 3, and 7 and 8, respectively, should be used. Sensitivity ratios can change
with cheeses of different type, manufactured with a different procedure, or with milk of
the same animal species but not of the same breed. For this reason, Egs. (3), (4) and (5)
could lead to small systematic errors when used with tabulated sensitivity ratios. In this
case, experiments to establish the sensitivity ratios with cheeses of the same type as the
problems to be analysed should be performed.

Alternatively, the standards can be used to plot F,, F, and F, (calculated using the
tabl_ilated values of the sénsitivity ratios) égainst C, G and E, respectively. As _shdwn in
Figure VIIL.3, this gives almost linear or low curvature relationships, with zero intercepts
and slopes close to the unity. In case of non-linearity, a least-squares fitting to the
quadratic equation (F, = a + b C + ¢ C?) gives accurate results. Several series of
experimental data were also plotted in Figure VIIL.8. As it can be observed, no significant
deviations from the predicted linear behaviour were produced. An analogous plot was

obtained with 3-LGs peaks.
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0.0‘ T l T I T | T I T ]

0 .20 40 60 80 - 100
. _ C%

Figure VIIL8. Plot of F,, calculated as defined in Eq. (3), and using f* , = f*.. = 0.71,
against C. Slope of the regression straight-line (continuous line), 1.00. Dashed lines
obtained by plotting F, calculated using *., = f*,. = 0.60 (upper line) and £, = f° =

0.80 (lower line) for the same C values.
VIIL3.4. Figures of merit

~ In order to establish the detection limits, two cheese samples containing a 2%
cow’s milk and 98% goat or ewe’s milk, respectively, were analysed eight times per day
during 3 days. Ripened cheeses were analysed using BGE (i) at 300 V/cm. The cow
contents were calculated using the tabulated sensitivity ratios and Eq. (3). Average intra-
day (as the average of the three intra-day values, 7x3 degrees of freedom) and inter-day
standard deviations (as total standard deviation, 23 degrees of freedom) were calculated.
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Aécording to the IUPAC recommendation [47, 48], the detection limits were
calculated as 3.29 times the average intra-day standard deviations of the C values. Using -
this criterion, at the detection limit the « and B errors are 5%, and the relative standard
deviation of C is 30%. The same study was repeated with the same samples but by using
BGE (ii) at 450 V/cm. The B-LG peaks and an expression analogous to Eq. (3) were also
-used. The detection limits given in Table VIII.2 were obtained from the three series of
eight determinations, as the average of the corresponding three relative standard deviations
of C multiplied by 3.29. The relationship between the standard deviations of the peak areas
and the standard deviation of C can also be established theoretically, by using the law of
propagation of errors; however, it should be taken into account that the random etrors of
the peak areas used as input variables in Eq. (3) (as well as in Eqs. (4) ahd (5)) are strongly
correlated. This largely reduces the standard deviation of C in relation to the standard
deviations of the peak areas. In other words, the relative standard deviation of the peak
areas is much larger than the relative standard deviation of the ratio of peak areas used to
calcu.lat‘eC."__._ e | o B
| Owing to the large standard deviation of the B—LG peaks, this study was also
repeated using samples containing 5% cow’s milk. The results, also given in Table VIII.2,
confirmed the better repeatability and lower detection limits obtained with the a-LA peaks
in comparison to those yielded by the B-LG peaks. This can be attributed to the larger
errors associated to the quantification of the sum of two peak areas, as occurs with the
bovine and ovine B-LGs, in comparison to integration of a single peak area with the a-
LAs. Migration time repeatability exhibited a relative standard deviation (RSD) below 2%
in all cases. Better peak area and migration time repeatabilities were achieved with fresh

cheeses.
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VIIL3.5. Analysis of samples

vThe rééoxﬁmehded procedures were used for aﬁalysi'ng fhe cominercial'cheése '
samples indicated in Table VIII.1. Cow’s milk should not be present in pure goat and ewe
cheeses, and the adulteration of supposedly pure and mixed cheeses with cow’s milk is
economically significant when the actual cow’s milk contents surpasses the declared value
by 10% or more. As shown in Table VIIIL1, both the detection of a few parts per cent of
cow’s milk in pure goat and ewe cheeses, and a cow’s milk excess larger than 10% in the
declared composition of a binary or ternary cheese, can be addressed by the proposed CZE
method. A

The results (columns 3 and 4) coincided with the declared composition and with
the SDS-PAGE data, as given by the manufacturers, within the experimental error. Notice,
however, that the values found by integration of the B-LG peaks are consistently 5-8%
lower than those obtained upon a-LA quantitation, and also exhibit larger standard
deviati'qnsv. As indicated aBove, this later can be eXpia_ined by the-lérg“er randdm error
associated to the Quantiﬁcétioh of thé 'sum of two peak areas in compaﬁson to the
integration of a single peak area. On the other hand, a systematic error can only be
produced by factors éﬁ'ecting the samples showed in Table VIII.2, but not the standards
used to obtain the sensitivity ratios, or to construct the calibration curves. As indicated
above, the standards were prepared by mixing cheeses of a single animal origin, whereas
the different milks used to elaborate the samples were mixed at the beginning of the cheese
manufacture process. Maybe due to the easier denaturation of the bovine B-LGs, to watér
solubility differences, or for any other unknown reason affecting the manufacture process,
* the use of the B-LG peaks lead to a slight underestimation of the cow contents.
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VII1.4. Conclusions

A quick and simple capil.léuy eléctrophofesis proéedure ‘fof the separation and. -
quantitation of the bovine, caprine and ovine a-LA and B-LG peaks in binary and ternary
cheeses has been developed. With the B-LG peaks, the bovine and ovine A and B genetic
variants can also be distinguished as individual peaks (see Figs. VIII.4 and VIIL.5). In the
proposed procedure, separation is performed in a very short time, thus for instance, the
separation of c-LAs is completed in 11 min, and the between-sample rinsing time can be
reduced to 2 min or less. This is significantly less than the 30 min which are required in
the chromatographic procedures described in the literature. A calibration approach, which
is simpler and gives a better precision and accuracy than the procedures used in the
literature, has also been described. The present procedures give lower detection limits, are
cheaperand more rapid than any other protocol reported in the literature, and can be easily
applied to the routine quality control of binary and ternary cheeses. An additional, non-

negligible advantage, is that our protbcol does not require coated capillaries, as necessary

. inmethods adopting alkaline buffers, thus substantially reducing analysis costs. Due to the

low operative pH, the effective suppression of silanol ionization not only prevents protein

binding to the wall, but also minimizes the electroendoosmotic flow, with markedly

improved run reproducibility.
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CAPITULO IX
'CARA&TERIZACIf)N Y DiETERl\iINACION DE TENSIOACTIV OS - |
IX.l.A Tensioactivos
IX.1.1. Definicion

Los tensioactivos son compuestos que se concentran o acumulan en la
interfase entre dos medios, alterando la tension superficial. El uso de tensioactivos se
inici6 con el desarrollo del jabdn en las culturas Sumeria [1] y Egipcia alrededor del
7000 a. C. [2]. Con el paso del tiempo, la preparacion del jabon se fue perfeccionando
en funcion de las demandas de higiene y limpieza. En la primera mitad del siglo XIX,

se descubrieron nuevas sustancias capaces de modificar la tensién superficial.

Sin embargo, hasta hace poco no se prestaba atencién a los 'prbblemas '

ambientales y toxicoldgicos relacionados con el uso de tensioactivos. Hoy en dia, la

dilucidn de los vertidos y su biodegradabilidad en agua son muy importantes, tanto para

mantener en valores minimos el nivel de contaminantes en rios, lagos y costas, como para -

asegurar el funcionamiento comecto de las instalaciones de depuracion de aguas
residuales.

Los tensioactivos poseen una constitucion molecular tipica, esencialmente lineal
y asimétrica, con un resto hidréfobo y un grupo hidréfilo. La parte hidrofébica es una
cadena alifatica, lineal o ramificada, conteniendo en general entre 10y 18 carbonos. En
los productos naturales y‘en' los de transformacién quimica (alcoholes gl'asoé, amidas,
aminas alifaticas) predominan las cadenas no ramificadas, mientras que en los derivados
del petréleo y los obtenidos por sintesis (usualmente a partir del carbon) existen multitud
de cadenas ramificadas. Por su parte el resto hidrofilico, determinante de la solubilidad en

agua, es un grupo polar de caracter acido tal como un grupo sulfato, sulfonato o
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carboxilato, o de caracter basico como una amina, una sal de amonio cuaternario o el ion
- piridinio.

Los tensioactivos presentan una estructura anfifilica que sé manifiesta en la
afinidad de cada resto hacia una fase de distinta polaridad, y en la concentracion del
tensioactivo en la superficie del liquido, disminuyendo la tensién superficial del mismo.
Por ello, presentan propiedades tales como la formacién de emulsiones, mojabilidad,
dispersion, detergencia y/o solubilizacion. Los tensioactivos ya sean naturales o sintéticos,
cambian la solubilidad y el estado de otros constituyentes presentes en el medio, y lo
organizan formando micelas y otras microestructuras.

Sobre las propiedades tensioactivas de un cbmpuesto influye, ademas de la propia
naturaleza del grupo hidrofilico, la situacién que éste ocupa en la molécula. En principio
se pueden distinguir:

a) Posicion terminal. La estructura molecular es polar y totalmente asimétﬁca. El

 grupo hidrofilico puede estar unido directamente al hidrofébico, o entre ambos puede

" existir un resto de carécter alifatico o aromatico que posea ya cierto caracter hidrofilico.

Si la cadena hidrofébica tiene una longitud adecuada, estas estructuras muestran
basicamente caracter detergente.

b) Posicion central. El grupo hidrofilico se intercala en cualquier punto de la
cadena hidrofébica, auhque si en ella existen puntos reactivos (enlaces dobles, grupos
hidroxilo, etc.) tiende a ocupar esos lugares. De todas formas, conforme el grupo
hidrofilico estd mas centrado en la cadena, tanto mas se ve mermada la capacidad
detergente del tensioactivo.

¢) Varios grupos hidrofilicos. En una cadena pueden estar presentes varios grupos
vhidrofili'cos; 16 que exalta notablemente Ia solubilidad del tensioactivo en»agua, pero
reduciendo su capacidad detergente. Tal estructura comunica sin embargo propiedades

dispersantes al tensioactivo.
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IX.1.2. Clasificaci6n /

Atendiendoa su‘ carga, los tensioactivos se clasifican en ani6nicos, catibnicos, no
i6nicos y anfoteros. Los ani6nicos tienen el grupo hidrofilico de caracter 4cidoy, junto con
el resto hidréfobo, forman un anidn. Los catiénicos son los que tienen el grupo hidrofilico
de caracter basico. Si el grupo hidréfilo no es capaz de ionizarse y formar sales, el
tensioactivo se califica de no i6nico, como es el caso de varios grupos éter espaciados a
lo largo de una cadena alifatica. Finalmente las moléculas que tienen simultineamente

restos 4cidos y bésicos son tensioactivos anféteros o iones dobles.
a) Tensioactivos aniénicos

Lostensioactivos aniénicos se caracterizan por tener un grupo hidrofilico cargado
negativamente. El més antiguo y conocido es el jabon que, si bien es un tensioactivo
anibnico, se acostumbra a incluir én una.cé-tégoria sepéréda-de los restantes, a los qﬁe se _
les conoce en su conjunto como detergentes sintéticos. Suelen distinguirselos siguientes
grupos: alquilbenceno sulfonatos ramificados (ABS, branched alkylbenzenesulfonates),
alquilbenceno sulfonatos lineales (LAS, linear alkylbenzenesulfonates), alquil sulfatos
(AS, alkyl sulfates), alquil sulfatos etoxilados (AEOS o LES, alkyl or lauryl ether sulfates)
alquil fenol éter sulfatos (FAES, fatty alcohols ether sulfates), a-olefina sulfatos (AOS,
a-olefin sulfates), alquil sulfonatos, a-sulfonatos de &cidos grasos y ésteres, mono- y

diésteres sulfosuccinatos y sulfonatos derivados del pétréleo (Figura IX.1).
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cn,(cln——cnso; Na*  CH;—(CHp)7O—SOy Na
- \CHy  j — . n=11-17(11-15) "

Alquilbenceno sulfonatos ramificados (ABS) Alquil sulfatos (AS)

I i

m=11-14 n=1-16 (2-3)

CH;-(CH2)m -CH-(CH2),-CH;

m+n=7-11
SO3- Na+
Alquilbenceno sulfonatos lineales (LAS) , Alquil sulfatos etdxil_adoé (AEOS)_
R—@—o—(crb&w)ﬂ—oso; Na' ROOC—CH,
- ROOC—CH—S0; Na'
n=3(1-8) - R:cadenaalquilica

Alquilfenol éter sulfatos (FAES) Alquil sulfosuccinatos

CH—(CHy)sCH=CH—(CH;}-SO; Na"  CH;—(CH,):—S0; Na’
 m+n=9-15 ' | n=12-18

a-Olefin sulfonatos (AOS) Alquil sulfonatos

Figura IX.1. Estructura y nomenclatura de los principales tipos de tensioactivos

anidnicos.
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En la actualidad, los detergentes sintéticos aniénicos mas importantes son los

LAS, presentes en productos comerciales como una mezcla compleja compuesta de

honiélog(')s, principalmente C,,-C,,, € isémeros posicionales (FiguraIX.1). La principal .

ventaja de éstos con relacion a otros detergentes anidnicos es su biodegradabilidad, pues
los microorganismos sélo son capaces de metabolizar cadenas lineales. Sin embargo, hay
- que indicar que los LAS pueden llegar a ser venenosos para los peces y otros organismos
si su cadena alquilica es superior a 14 4tomos de carbono. Al aumentar la hidrofobicidad
de la cadena alquilica, aumenta también su retencion en las grasas, y por tanto en los
tejidos animales y vegetales. Por todo ello, los alquilbenceno sulfonatos han sufrido varios
cambios en su formulacion desde mediados de los afios sesenta. Se usan principalmente
en detergentes y agentes de limpieza. Tras su uso, son vertidos al agua, por lo que es de

interés su determinacion en aguas, lodos de depuradora y otras muestras ambientales.

b) Tensioactivos catiénicos

Tienenun grupo hidroﬁlico cargadd positivamente. Suelen agruparse en 4cidos |

grasos de amida, amidoaminas, imidazolinas, derivados del petréleo, nitrilos, ciclicos
- aliféticos, aromaticos, compuestos no nitrogenados, poliméricos catiénicos y éxidos de
amina.

Lostensioactivos catiénicos de importancia industrial [3] son compuestos grasos
nitrogenados y, especialmente, compuestos con nitrégeno cuaternario (FiguraIX.2). Son
depocautilidad en procesos de limpieza, porque lamayoria de las superficies tienen carga
negativay los cationes se retienen sobre ellas en lugar de solubilizar la suciedad adherida.
Sin embérgo, y debido a estas mismas propiedades, poseen numerosas aplicaciones
especializadés. Por ejemplo, las aminas y los compuestos cuatefnarios inhiben el
crecimiento de organismos monocelulares como bacterias y algas. Las moléculas se
orientan en la interfase entre la membrana bacteriana y el agua o el aire, creando una

pelicula cerrada de dimension molecular que interfiere en la respiracion del organismo y
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éste muere. Por este motivo son antisépticos y bactericidas, utilizindose en pastillas para
- infecciones bucofaringeas y en aerosoles nasales [4]. o

Ademis las aminas grasas primarias y las aminopropilaminas grasas se utilizan -
como inhibidores de la corrosién, y en la limpieza de metales, cuando se utiliza HCl para
disolverel 6xido. Laaminase orienfa en lainterfase entre el metal y la solucién 4cida, con
las colas hidrofébicas comprimidas, formando una capa protectora de una o dos moléculas
de espesor. Esta capa es tan cerrada que evita el ataque del metal limpio por parte del
exceso de 4cido.

Otra aplicacion més de los compuestos grasos nitrogenados, y que depende de la
actividad de superficie y orientacién, es el suavizado de textiles. El tensioactivo catiénico
se adsorbe y orienta en la interfase formada entre el textil y el agua. También, tienen
afinidad por la superficie del cabello, utilizindose como acondicionadores y suavizantes

“en productos que se aplican después del lavado, para contrarrestar asi el efecto

~ apelmazante de los tensioactivos anidnicos.

o - |
@——cnz—rili—(crlz),,-cm @‘I"IL(CHZ),,-CH3

CH;
CH; CH;
n=7-17 (11, 13) |
Sales dealquilbencildimetil amonio Sales de alquilbenceqdimetil amonio
- B T
v@NL(CHz)n —CH; R1—1|~I+—CH3 R,——lle'—crg
' ' CH; R,
n=12-14 ‘ R,R,=CHy, n=12-18
Sales de alquil piridinio Sales de alquiltrimetil- y dialquiltrimetil amonio

Figura IX.2. Estructura y nomenclatura de los principales tipos de tensioactivos

catidnicos.
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¢) Tensioactivos no iénicos

Enlos téhsioactivds no iénicos la pafté hidrofilica de la molécula es una cadena
de polioxietileno, cuyos grupos éter comunican la polaridad necesaria para garantizar su
solubilidad en agua por formaciéon de puentes de hidr6geno. Si bien la cadena
polioxietilénicé no es tan polar como un grupo ionizado, un conjunto de 5 6 10 unidades
de 6xidode etileno (EO, ethylene oxide) puede alcanzar una notable capacidad hidrofilica.

Son excelentes agentes humectantes, compatibles tanto con tensioactivos
ani6nicos como catiénicos, y no se ven afectados por los iones Ca'y Mgz“ del aguadura.
Desafortunadamente, tienden a ser liquidos o ceras de bajo punto de fusién y, por
consiguiente, es dificil formularlos en forma de polvo. Asi por ejemplo, los detergentes
en polvo de baja espuma, que han tenido cierto éxito en lavadoras autométicas, son
pegajosos al tacto. A cambio, los tensioactivos no iénicos son ideales para formulaciones

~ en estado liquido. ‘Otr(') de sus inconvenientes es su tendencia precipitar a temperaturas

elevadas o fuerzas ibnicas altas, debidb_ a la menor solvatacién de la cadena de

| polioxietileno'.

Los tensioactivos no i6nicos mas importantes son los etoxilados, los cuales se
producen por condensacién de 6xido de etileno con alquilfenoles o alcoholes. Esta
condensacion da lugar a una cierta distribucién de homélogos con distinto nimero de
unidades de EO (Figura IX.3).

Los alcoholes etoxilados (AEs, alcohols ethoxylated) son los tensioactivos no
i6nicos més empleados en productos de limpieza, cosméticos, herbicidas, etc., debido a
su fécil eliminacién mediante tratamiento biolégico de las aguas residuales. Estos
tensioactivos son mezclas de homélogos, tanto en la longitud de la cadena alquilica (que
éuele variar de 8a 18 étbmos de carbono), como en el namero de unidades de EO Los
alduilfenol etoxilados (APEs, alkylphenols ethoxylated), principalmente octifenoles
(OPEs, octylphenols ethoxylated) y nonilfenoles (NPEs, nonylphenols ethoxylated),
también poseen una cadena de unidades de EO, pero a diferencia de los AEs, absorben en
elUV.La aplicaci6n de los APEs en detergentes est4 restringida, debido a la dificil
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eliminacion biol6gica (escasa biodegradabilidad) de los metabolitos més hidrofobicos,
concretamente, los alq\;ifenol_es no etox_iladqs y monoetoxilados. No obst_ante, siguen
siendé empleados en industrias teitiles yde colorantés. ' L

Los AE:s lineales se biodegradan mas rapidamente que los APEs. Ademéé, tienen
mejores propiedades de detergencia que los LAS sobre muchos tipos de suciedad y sobre
la mayoria de las telas, y son especialmente buenos para eliminar la grasa de las fibras
sintéticas. También trabajan bien en frio, y se espera que sean los de mayor desarrollo
entre los principales componentes de los detergentes domésticos.

También se conocen derivados de aminas, amidas (alcanolamidas, FAA, farty
alkanol amides) y ésteres de acidos grasos, siendo bastante empleados en productos de
aseo corporal. Asi por ejemplo, la dietanolamida de coco posee buenas propiedades
espumantes, estabilizando la espuma de los tensioactivos anidnicos. '

Finalmente, los tensioactivos noi6nicos abase de aziicares (alquilpoliglucésidos,
APG, alkylpolyglucosides) tienen una biodegradabilidad sumamente rapida y baja

toxicidad, y puédcn elaborarsc a partir de materias primas namr.ale"s._ Por ello, éunque han

tenido poco impacto, puede aumentar su iinportancia en el futuro.
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m=7-8 n=2-10
n=2-100 (9-10)
R =C4H,, (nonil) CgH,, (octil)
Alquilfenol etoxilados (APE) Alcoholes etoxilados (AE)
HO H,0H
HO
» m=7-17(7,9, 11)
x=1-3(1.2-1.6)

™0 —(CH,)5CH;

Alquilpoliglucésidos (APG)

0
| CH,—CH,-O)=zH
R——C—N<( h—CH;-O)g

(CH,~CH,-O)zH

R: cadena alquilica (C,,-C,,)
n=1,2 m=90,1

Alcanolamidas (FAA)

Figura IX.3. Estructura y nomenclatura de los principales tipos de tensioactivos no

i6nicos.
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d) Tensioactivos anféteros

Son compuestos con estructura de ion doble, esto es, presentan simultineamente- :

una carga positiva y otra negativa sobre la misma molécula. Pueden comportarse como
ani6nicos o como cationicos, dependiendo del pH de la disolucién en la que se utilicen.
Ademés, tienen una cadena alquilica lineal saturada con un niimero variable de 4tomos de
carbono, entre 12y 18.

A pH cercanos a 7 son menos irritantes que los catiénicos y aninicos, y se
utilizan en champus suaves. La formulacion de estos productos es complicada por la
posible precipitacion del tensioactivo anfétero cuando el pH estd préximo a su punto
isoeléctrico. Pueden utilizarse, junto con NaOH, en limpiadores alcalinos para superficies
grasas, y como limpiadores acidos junto con HCI para superficies oxidadas, debido a que
son estables y funcionales en un amplio intervalo de pH.

Un niimero importante de compuestos naturales ampliamente conocidos, como

por ejemplo la lecitina, son tensioactivos anféteros. Una clase adicional de tensioactivos -

anféteros que presentan un grupo amonio cuaternario son las alquilbetainas (Figura IX.4).

c,7H3500—o—lCH2 | -C|H3 |
Cy7H3300—0— 0 CH. ]
s o N R—N*-CH,—C0OO
CH,-O—P—CH,—-CH,-N—CH; |
| l CH,
CH
R: cadena alquilica
(CirCie)
Lecitina : Alquilbetainas

Figura IX.4. Estructuray nomenclatura de los principales tipos de tensioactivos anfoteros.
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IX.1.3 Composicion de productos industriales de limpieza

En la composicién quimica de productos industriales de limpieza y detergentes, -
ademas de la presencia de tensioactivos, que suelen constituir la materia activa de la
formulacién, nos encontramos con otros componentes basicos. No todas las formulaciones

los llevan, y su composicion puede diferir en funcién del uso industrial o cosmético del

producto.
a) Coadyuvantes o fortificadores

Generalmente son sales inorganicas que mejoran o protegen la eficacia detergente
 del tensioactivo. El més utilizado de todos ellos es el tripolifosfato sédico (STPP, sodium
tripolyphosphate). Sus funciones incluyen:

- -Ablandar el agua de lavado. Los mecanismos de actuacion incluyen
- 'preéipitaciéh (carbonato Asédico), secuestro (fosfatos, EDTA, 4cido nitrilotriacético y
citrato sédico) e intercambio idnico (zeolitas y acidos policarboxilicos solubles en agua.).

- Actuar como emulsionante de la grasa y particulas sélidas de la suciedad
impidiendo su redeposicion.

- Proporcionar la alcalinidad adecuada para el lavado (STPP, zeolitas, carbonato
sédico).

Los silicatos sodicos (SiO,/Na,0 en diferentes relaciones) actian como
coadyuvantes a altas concentraciones. A bajas concentraciones se comportan como
inhibidores de la corrosion, formando una pelicula protectora sobre las superficies
metalicas de las maquinas de lavado. Asimismo, en el lavado automético de vajillas
protegen el color y esmalte de las cerdmicas (inhiben la solubilizacién de silice y silicatos

por efecto de ion comun).
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b) Blanqueantes oxidantes

~ Su funcién es eliminar las manchas persist'enteé. Los principales son el perborato
sédico y el percarbonato s6dico. Su modo de actuacion conlleva su descomposicién en
agua, liberando per6xido de hidrégeno, cuyo poderoso poder oxidante es el causante de

la eliminacién de las manchas.
¢) Blanqueantes 6pticos

Son compuestos fluorescentes generalmente derivados del triazimilestibeno sulfonado.
Se utilizan en formulaciones para el lavado de tejidos. Actiian absorbiendo la radiaciéon UV,
. emitiendo parte de la energia absorbida en forma de luz visible correspondiente a la parte
azul del espectro, enmascarando de esta forma el tono amarillento tipico de los tejidos usados

o mal lavados. Proporcidnan un brillo y blancura aparente.
d) EstaBﬂizantes de los blanqueantes

Con este fin se utilizan EDTA y fosfonatos, tales como los del 4cido
nitrilotrimetilenfosfonico. Secuestran los metales pesados que pueden estar presentes en

las aguas de lavado, y que provocan la descomposicion prematura del blanqueante.
¢€) Agentes de antirredeposicion

Impiden que la suciedad separada de los tejidos durante el lavado se redeposite
sobre los mismos. Se adsorben sobré los tejidos repeliendo, gracias a su carga eléctrica
negativa, la suciedad presente en la disolucién. El més comin es la carboximetilcelulosa
sédica, que sblo es efectiva con tejidos de algod6n. La generalizacién de las fibras
sintéticas ha exigido la blisqueda de productos alternativos, tales como los éteres de

celulosano iénicos. Las formulaciones comerciales llevan mezclas de ambos compuestos.
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f) Enzimas

Catalizan la descotribosiciéh de proteinas de alto peso molecular en fracciones de
bajo peso molecular, més ficilmente eliminables de las superficies a lavar. Se utilizan
mezclas de enzimas, puesto que son especificas con respecto a cada tipo de suciedad. Las
mds usadas son las proteasas y las lipasas. Las primeras actian sobre la suciedad proteica
y manchas de huevo, grasay sangre. Las segundas actiian sobre manchas de grasas de alto

peso molecular.
g) Controladores de espuma
Pueden potenciar o disminuir la formacién de espuma. En méquinas de lavado

automdtico se busca reducir la espuma, lo que se consigue mediante la adicién de una

pequefia cantidad de jabén. En fonnulac_iones para el lavado de la vajilla a mano es

“deseable el aumght_o del efecto espinnahte, para lo que se usan alcanolamidas de scidos -

grasos, amidas de 4cidos grasos; betainas, sulfobetainas y 6xidos de amina.
h) Suavizantes

En los dltimos afios se han desarrollado formulaciones para el lavado de tejidos
~ queincorporan agentes suavizantes, tales como cloruros de dialquildimetilamonio y sales
de imidazolinio.

i) Perfumes y colorantes.

Se emplean para proporcionar unas caracteristicas mis agradables a la

formulacién.
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j) Cargas

Las cargas sén 'gener_almente, sales inorganicas, sobre todo sulfato sédico, qhe se
utilizan en formulaciones de detergentes en polvo, para ajustar el nivel de ingredientes
activos por dosis recomendada, evitar el apelmazamiento de las particulas de detergente,
mejorar sus propiedades de escurrido, controlar su densidad y evitar la formacion de
polvo. En los tiltimos afios su uso estd disminuyendo, como consecuencia de la aparicién

de las formulaciones en polvo concentradas.
k) Auxiliares de formulacién

Los auxiliares de formulacién son compuestos que se emplean en detergentes
liquidos. Son agentes hidrétropos, cuya funcién es aumentar la solubilidad y miscibilidad
de todos los componentes de la formulacién en el agua, favoreciendo su compatibilidad.
Los mas utilizadoé son las sales _sé.di.cas. de p-toluen-, xilen- y cumen-sulfonatos, asi como
la urea, el etanol y el isopropanol. Los alcoholes permiten ademés reducir la viscosidad

de la formulacion.
IX.2. Anlisis de tensioactivos
IX.2.1. Precauciones en la toma y preparacion de la muestra

El principal problema de preparacion y tratamiento de Mmuestras con baja
concentracion de»tensioactivos, es su Vter‘lder'lcia a adsorberse sobre las interfases, lo qué
resulta especialmente probleméatico en matrices tales como lodos de depuradora, suelos
o sedimentos. Ademas, para evitar la pérdida de tensioactivos, la toma de muestra debe
realizarse en condiciones de baja o nula formacion de espuma.

La adsorcion de tensioactivos puede tener lugar también sobre las paredes de

botellas, pipetas y material de vidrio, causando contaminacién cruzada. Para evitarla es
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recomendable lavar los recipientes con metanol. Weber y Morris [5] observaron que una
disolucién 0.01 M de KH,PO, desorbe los tensioactivos aniénicos de las superficies de
vidrio.- Marcomini y col. [6] encontraron QUe la’ adicién de un 3% de NaCl a las
disoluciones reduce e incluso elimina las pérdidas de LAS adsorbido sobre material de
vidrio.
Las muestras ambientales deben de ser tratadas inmediatamente, con el fin de
‘minimizar y prevenir la degradacién microbiana. Para evitarla, las muestras de agua y
lodos de depuradora son conservadas con un 1% de formaldehido y guardadas a 4°C en
la oscuridad [7-9], mientras que las muestras de sedimentos son congeladas a -20°C para

su posterior analisis [10-11].
IX.2.2. Extraccion y preconcentracién

La eleccién de la técnica de extraccion més adecuada para la recuperacién de

‘tensioactivos debe tener en cuenta la sensibilidad y selectividad del método analitico que

se va a utilizar, la complejidad de la muestra, y las caracteristicas quimicas y fisicas de los
analitos. ,
La extraccion de una disolucion acuosa con un disolvente inmiscible ofrece, en
un solo paso, tanto una prepurificacién como una preconcentracién. La selectividad se
alcanza eligiendo un disolvente adecuado, y ajustando las condiciones experimentales de
la fase acuosa. Sin émbargo, en la extraccion liquido-liquido, la tendencia del tensioactivo
aconcentrarse en las interfases conduce a la formacién de emulsiones, lo que dificulta una
completaseparacion. Otro inconveniente es que los tensioactivos no tienen preferencia por
la fase organica. Los tensioactivos iénicos se extraen mediante formacién de parés idnicos
con contraiones adecuados [8, 12, 13]. Sin embargo, los tensioactivos i6nicos de larga
longitud de cadena tienden a formar emulsiones, y por ello, la extraccion de pares iénicos
da lugar a recuperaciones altas tan sélo cuando la cadena carbonada es corta [7, 14].
Los procedimientos de extraccion en fase solida permiten el aislamiento de los

compuestos de interés de forma ripida y sencilla. En general, se utilizan resinas
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hidrofébicas y de intercambio i6nico, cuya naturaleza es afin a la mayoria de los
- tensioactivos. Se han extraidq y enriquecido LAS con diferentes fases estacionarias
" inversas [15-17] y posterior intercambio aniénico [18]. También, se han preconéenu'ado
AEOS y AS mediante fases estacionarias tipo C2 [19]. El aislamiento de APEs de
muestras acuosas se ha realizado con cartuchos C18 {20] tras intercambio i6nico previo
sobre resinas Amberlite XAD [21] y carb6n activo [22]. La preconcentracion de AE y
APG se ha realizado en fase inversa con columnas C8 y C18 [23, 24].

La extraccién con fluidos supercriticos [25-28] presenta un gran nimero de
ventajas en comparacién con el uso de extractantes liquidos. Es mds fépida, y las
recuperaciones son mayores, reduciéndose la cantidad de disolvente empleado, y siendo
més facil interconectar el paso de extraccion con la cromatografia de gases y la
cromatografia de fluidos supercﬁticos [26-28].

Para extraer tensioactivos de lodos, sedimentos y suelos se han utilizado la
extraccién Soxhlet y la destilacién. Asi por ejemplo el LAS se msla de lodos de
depuradora por extraccion Soxhlet [29], yel APE se separa medlante destllamén con
disolventes 7, 10, 29-31},a veces seguida de extraccién hqmdo-hquxdo [7, 31}

IX.2.3. Técnicas de medida
IX.2.3.1. Volumetria

_ El an4lisis de tensioactivos, bien sea mediante volumetria o colorimetria, se basa
generalmente en reacciones caracteristicas de los grupoé polares, tales como carboxilato,
sulfato, sulfonato, hidroxilo o sal de amonio cuaternario [32-35]. Estos métodos
proporcionan el contenido total de un determinado tipo de tensioactivos, péro no los
caracterizan. A su vez, poseen muchas interferencias, y no aportan informacién sobre

homélogos e isdmeros.
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El contenido de materia activa aniénica se suele realizar mediante valoracién
indirecta en dos fases, utilizando un tensioactivo catiénico como valorante (cloruro de
bezetonio, Hyamin 1622, 0 bromuro de hexadeciltrimetil amonio, CTAB)y exi presencia
de azul de metileno o de bromofenol como indicador [33, 35]. |

Anélogamente, el contenido en tensioactivos catiénicos se determina mediante
valoracidén o colorimetria con un tensioactivo aniénico. Otro método ampliamente
empleado es la valoracién en dos fasgs con tetrafenilborato sédico, utilizando azul de

“bromofenol o naranja de metilo como indicadores. La ventaja de este método es la
posibilidad de diferenciar distintos grupos de tensioactivos catiénicos controlando el pH
de la valoracién. |

El contenido total de tensioactivos no idénicos polietoxilados se suele determinar
mediante precipitacion previa con tetraiodobismutato bérico, seguida de redisolucién con
tartrato amonico. El bismuto presente en la disolucién es entonces valorado con EDTA,
empleando naranjade xilenol como indicador. Los tensioactivos no iénicos determinados
por este método son denbminados sustancias activas al bismuto o BIAS (bismuth active _
sﬁbstances). Otro método menos usado paraeste ﬁpo de tensioactivos es la valoracién en
dos fases con tetrakis-(4-clorofenol) borato potasico [36, 37].

IX.2.3.2. Colorimetria

Los procedimientos colorimétricos tienen como base analitica comtin la
formacién de un compuesto coloreado que se pueda extraer con un disolvente inmiscible
[38-411.

La extraccion con azul de metileno seguida de colorimetria supone un método '
relativamente sensible, sencillo y répido paia la determinacién de tensioactivos aniénicos.
El pariénico azul de metileno /tensioactivo aniénico es més soluble en liquidos organicos
que en agua. La intensidad del color azul es una medida de la cantidad total de
tensioactivo aniénico [42-43]. Una gran cantidad de tensioactivos aniénicos sintéticos se

pueden determinar mediante este procedimiento: ABS, LAS, AS y AEOS. El limite de
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- deteccion del método esta préximo a 25 pg ml”, Los tensioactivos aniénicos determinados
-con este método son denominados sustancias activas al azul de metileno o MBAS

- (methylene blue active substances). En lugar de azul de métilend, también se han
empleado otros colorantes del tipo azo piridinio [44], y deﬁvados de trifenilmetano [45;
47].

Para tensioactivos catidnicos, se suele emplear el colorante ani6nico azul de
disulfina, basdndose el metodo en la formacién y extraccién del par idnico formado entre
el colorante y el tensioactivo [42, 48, 49]. Los tensioactivos catidnicos determinados
usando este método se denominan sustancias activas al azul de disulfina 0 DBAS
(disulfine blue active substances).

Para extraer tensioactivos no iénicos polialquiletoxilados se utiliza tetratiocianato
de cobalto(II). El grupo polialquiletoxilado hidrofilico compleja al cobalto, dando lugar
a un catién de gran tamafio que forma una par iénico con el anién tiocianocobaltato(Il)
[50, 51]: [R(OCH,CH,),0HCo*, Co(SCN),*]. El limite de deteccién esde 1 ug ml',

" También se puede emplear el método BIAS, pero en lugar de efectuar la-
valoracién con EDTA, se hace reaccionar el bismuto con ditiocarbamato de pirrolidina,

con la subsiguiente formacién de un complejo enﬁre ambos, que absorbe a 405 nm.
-1X'2°3'3,' Otras técnicas espectroscopicas
a) Espectroscopia ultravioleta

Gabriel y Mulley [52] describen diversas aplicaciones de la espectrometria UV
en la determinacion de teﬁsioactivos anionicos, mientras que Nadeau y Siggia [53] han

realizado un estudio similar para tensioactivos no iénicos. Hellmann [54] determin6 LAS

mediante espectrometria derivada.
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b) Espectroscopia infrarroja

'La espectroscopia infrarroja (IRS, infrared .speétfoscopy) es una de las técnicas
més utilizadas en andlisis cualitativo de tensioactivos [55-57]. La identificacién de los
componentes se puede realizar en base a la comparacién con espectros de referencia y/o
por la interpretacion de picos que indican grupos funcionales especificos. Ademas, la

identificacién de moléculas més complejas se puede realizar empleando IRS en
combinaci6n con otras técnicas como son resonancia magnética nuclear (NMR, nuclear
magnetic resonance), espectroscopia de absorcion ultravioleta, y espectrometria de masas
(MS, mass spectrometry). |

¢) Resonancia magnética nuclear

. Se ha demostrado la versatilidad y la posibilidad de aplicacién de la
..espectroscopia de NMR en la caracterizacién y detetminaéi(m de tensioactivos [5 8-_6,0]; o
Sin embargo, su aplicacién hasido escasa, debido a los numerosos requisitos que impone

en lo relativo a la preparacion de la muestra.
d) Absorcioén atéomica

Diversos autores han descrito la determinacién de tensioactivos catiénicos,
anibnicos y no iénicos en agua mediante espectrometria de absorcién atémica (AAS,
atomic absorption spectrometry) [61-67].

Los tensioactivos aniénicos se pueden ser extraer de la matriz acuosa con un
disolvente orgénico como pares i6nicos con bis-etilétidiamin cuprafo (II). Después, el
cobre se determina por AAS de llama [61] o en camara de grafito [62, 63]. También
existen procedimientos similares consistentes en la extraccidn del complejo de LAS con
a, a’-bipiridin cuprato (II) en metil isobutil cetona, con la posterior determinacién del

cobre por AAS [64, 65].
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Se han determinado tensioactivos catiénicos mediante la formacion de un par
- iénico con tetracianocobaltato (II) [61], tetraciano cuprato (IT) [66] o tetraciano zincato (IT)
[67], seguida de extraccién con un disolvente organico. Despugs, se determina el metal

respectivo, y su contenido se refiere a la concentracion inicial de tensioactivo.
¢) Espectroscopia de emision de plasma acoplado por induccién

Pressouyre [68] desarrollé un método sensible, preciso, rapido y selectivo para
determinar tensioactivos ani6nicos mediante la formacién de un complejo entre el
tensioactivo y o-fenantrolin cuprato (II), con posterior extraccion en metil isobutil cetona

y medida de la sefial de emisién del cobre mediante esta espectroscopia.
IX.2.3.4. Técnicas electroquimicas

‘Dentro de las técnicas electroquimicas, para dctérminaf t_ehSiqa_ctivos'se ha

utilizado principalmente la potenciometria con electrodos selectivos de iones '[69-72].
IX.2.3.5. Técnicas cromatograficas
a) Cromatografia sobre capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC, thin-layer chromatography) ha sido
utilizada en el estudio de 1a biodegradacién de tensioactivos no iénicos y de sus productos
-~ intermedios [73-75]. Los tensioactivos no i6nicos polietoxilados pueden ser extraidos en
cloroformo, separado's mediante TLCy determinados por.comparaci6n con una serie de
estandares [75]. Este método permite la determinaci6n de tensioactivos no idnicos dentro
del intervalo 0.1-1 mg/l. La TLC también se ha aplicado a la separacion de tensioactivos
aniénicos [73, 76-78].
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b) Cromatografia liquida de alta resolucion

LaHPLCes la técnicamés a‘mpliamehte éplicada ala Separacién y determinacion
de tensioactivos. Las principales ventajas son la simplicidad y la capacidad de separacion
de mezclas complejas de tensioactivos en sus correspondientes homélogos e isémeros,
obteniéndose buenos limites de deteccion tanto para especies cargadas como sin carga.

Dado que los LAS son los tensioactivos anidnicos de mayor uso, se han
desarrollado numerosos métodos de HPLC para su separacién. Los homdlogos alquilicos
se separan empleando mezclas metanol/agua conteniendo perclorato sédico, fases
estacionarias apolares C8 y C18 y régimen de elucion isocratica 79, 80]. Por su parte, los
isémeros se pueden separar con columnas C18 mediante elucién con gradiente [81].
Mezclas acetonitrilo/agua con perclorato sédico conducen a una separacion parcial de los
isémeros, empleandose para ello columnas de larga longitud y condiciones isocraticas

[82].

agua de rio, aguas residuales [79, 80, 82] y lodos de depuradora [83, 84] es de gran interés.
En general, se requiere la concentracion previa de la muestra mediante extraccion en fase
solida.

LaHPLC con detecci6n electroquimica permite determinar compuestos organicos
en concentraciones del orden del picogramo (1-100 pg) [85-87]. Ladeterminacion de LAS
[17, 80, 88-90] empleando HPLC y deteccidn fluorescente permite alcanzar limites de
deteccion de 0.01 mg/l en agua [91, 92] y 0.1 mg/Kg en sélidos [92].

- Marcomini y Ginger [29] desarrollaron un método para determinar tanto LAS
como tensioactivos no iénicos (APEs), utilizando HPLC en fase inversa, empleando
columnas C8 y elucion con un gradiente agua/acetonitrilo.

La cromatografia de intercambio idnico es til para separar los diversos tipos de
tensioactivos anidnicos [93], sin embargo, sélo se obtiene un Gnico pico por cada tipo.

En el caso de tensioactivos anidnicos no absorbentes, tales como alquil sulfatos

y sulfonatos, se han adoptado diversas estrategias: cromatografia de pares iénicos con
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deteccién indirecta [94, 95], cromatografia de intercambio i6nico con diferentes
supresores y deteccién conductlmétnca [96, 97] y HPLC con derivatizacién post-columna
y deteccién fluorimétrica [98].

Los tensioactivos catidnicos se separan por cromatografia de intercambio i6nico
empleando detecciéon UV [99] o conductimétrica [97, 100, 101], o por HPLC con
formacién post-columna de un par iénico [102, 103].

La HPLC se ha aplicado también a la resoluci6n de tensioactivos no iénicos en
sus correspondientes homélogos [104-113]. Debido a la variacién en la longitud de la
cadenaalquilica(AE y APG)y el grado de etoxilacién (AE, APE) o glucosilacién (APG),
la separacion de tensioactivos no i6nicos constituye un problema dificil, que a veces se

resuelve mediante la aplicacion de dos técnicas de separacién distintas de forma

secuencial o paralela. La separacién de AE de acuerdo a la longitud de la cadena

hidrofébica se realiza con columnas HPLC apolares [81, 107, 109, 111]. Para la

separacion de homélogos de EO de AE y APE se ha utilizado una amplia variedad de

fases éstacionariaé [107, 108, 110-'1_13];' Para la determinacién de AE, con deteécién '
 espectrofotométrica, esnecesariala derivatizacién previa con fenil isoéianato [109,110],

naftil isocianato [106] o cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo [106].

¢) Cromatografia de gases

La inherente baja volatilidad de la mayorfa de los tensioactivos dificulta la
aplicacion de la cromatografia de gases para su anélisis. La separacion sin derivatizacion
esta limitada a oligbmeros de tensioactivos no iénicos de bajo peso molecular. Por tanto,
se deben desarrollar procedimientos de derivatizacién adecuados, por ejemplo sililacién
de AS [114] y de no i6nicos [24, 115], esterificacién de APE, [115], cloracién de LAS
[116] o reaccion de AE con HBr [106], o preparacién de productos de descomposicion
voldtiles mediante desulfonaciéon de LAS con dcidos (LOD <1 pg/1) [117]. En lamayoria
de los casos, se utiliza un detector de ionizacién de llama, si bien los derivados

halogenados se pueden determinar con el detector de captura electrénica [14].
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d) Acoplamiento de masas a HPLC y GC

Durante esta ultima década, han aparecido numerosos articulos en los que se -

utiliza espectrometria de masas acoplada a HPLC [19, 21-23, 104, 106, 118-120] y a GC
[12,16,83, 104-106, 121-123] para caracterizar y determinar trazas de tensioactivos. Estas
técnicas proporcionan unaalta selectividad y sensibilidad, y ofrecen informacion adicional

sobre el peso molecular y la estructura de los analitos.
IX.2.3.6. Técnicas electroforéticas
a) Electroforesis en capa de gel

Swisher [34] describi6 la aplicacién de la electroforesis en capa de gel para la

separacion de tensioactivos aniénicos, obteniendo una pobre separacion de los homélogos.

. Bondenmiller y Latz [124] emplearon un gel de agarosa para llevar a cabo la separacién

de series de homélogos de ABS, AES y AS.
b) Electroforesis capilar

La aplicacién de la electroforesis capilar al andlisis de tensioactivos se ha
incrementado durante estos Giltimos afios. En la Tabla IX.1 se resumen diferentes métodos
de anélisis de los principales tipos de tensioactivos mediante CE.

La determinacion del contenido total de LAS se ha realizado mediante el empleo
de tampones borato o fosfato en aUsenciav de disolvente organico, obteniéndose un tnico
pico [82, 125, 126]. La separacion de homélogos de LAS se hé llevado a cabo usando
tampones borato o fosfato a pH 7-9, empleando acetonitrilo como modificador orgénico

[82, 125, 127-130] y también se ha realizado en un medio no acuoso [131].
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Respecto a la separacién isomérica de LAS, se han desarrollado métodos de CE

~con clclodextrmas [130] o SDS en presencia de alto contenido en disolvente orgémco :

[125 132]. S
Debido a la baja sensibilidad de la técnica, la aplicacion de la CE a andlisis de

trazas es problemética, sin embargo, se han publicadb recientemente determinaciones de

-~ LASysus productos de degradacién en aguas residuales y lodos de depuradora [82, 125,

133], obteniéndose limites de deteccién del orden del pg/l (tras una preconceﬂtracién de
1000 veces) para LAS [82], e inferior al pg/l (tras un enriquecimiento de 2500 veces) para
sus productos de degradacién [133]. |

Parala determinaci6n de tensioactivos ani6nicos no absorbentes, tales como AS,
AEOS, alquil sulfonatos y alquil sulfosuccinatos, se harecurrido a la detecci6n indirecta,
empleandose diferentes reactivos visualizadores [134-139]. El SDS se ha determinado en
agua[134) y pasta dentifrica [ 135}, usando p-hidroxibenzoato como reactivo visualizador.
Con deteccmn indirecta para alquil sulfonatos se obtienen limites de deteccién de 2 mg/l

= [136]. Tambxen se han empleado otros modos de deteccion altematlvos a la deteccién -

indirectaen el UV como la fluorimétrica paraAS[140}yla espectromeina de masas para
-alquil sulfatos [141].

El anélisis de tensioactivos cati6nicos por CE es problemético debido a la fuerte
adsorci6n de éstos a la pared interna del capilar. Sin embargo, la adicién de modificadores
orgdnicos en grandes cantidades, el empleo de capilares recubiertos, o el uso de medio no
acuoso han ayudado a solucionar el problema [142-147].

En lo referente a tensioactivos catibnicos no absorbentes, tales como compuestos
de alquily dialquilamonio, se han empleado numerosos reactivos visualizadores [95, 136,
142, 145, 148), siendo necesaria en todos los casos, la presencia de un alto porcentaje de
disolvente organico para obtener eficacias y resoluciones adecuadas. Los limites de
deteccioén se hallan comprendidos entre el pg/l y el mg/l para deteccién indirecta de
tensioactivos del tipo alquilamonio [136, 145].
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La investigacién de tensioactivos no iénicos por CE requiere la aplicacién de un
aditivo idnico para formar una pseudofase, siendo el SDS el mas ampliamente empleado,

' junto con la adicién de modificadores orgénicos en concentraciones superiores al 20%.
La separacion esti basada en la estabilidad de los complejos de asociacién solvofobica ' —
tensioactivo-analito [149]. De esta forma, se han analizado los tensioactivos no iénicos del .
tipo alquilfendl, empleando tampones conteniendo SDS y altos contenidos de acetonitrilo
y otros disolventes orgénibos [111, 130, 137, 150-153]. Una alternativa es la separacién
de los tensioactivos no iénicos mediante su derivatizacion previa con anhidrido ftalico, da
lugar a derivados ani6nicos; este procedimiento ha sido utilizado para separar APEs [137]
y AEs [153]. La formacién de ftalatos no sélo permite dotar a los analitos de movilidad
electroforética neta, sino que ademds los transforma en croméforos, permitiendo su

deteccién en el UV.
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CAPITULO X

DETERMINACION DE TENSIOACTIVOS CATIONICOS MEDIANTE
ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL Y CROMATOGRAFIA MICELAR
ELECTROCINETICA CON MICELAS DE DESOXICOLATO EN
PRESENCIA DE ELEVADAS CONCENTRACIONES DE DISOLVENTE
ORGANICO

Capitulo publicado como articulo en J. Chromatogr. A (Anexo VI).

Resumen

Mezclas de los tensioactivos catidnicos cloruro de benzalconio (BKC,
benzalkonium chloride) y clorur_b de cetilpiridinio (CPC, cetylpyridinium chloride)
se resolvieron con rapidez, y los solutos se_bde-temlinaron devrr.l_o'do. repfoducible y |
fiable, usando para ello electrolitos de fondo (BGEs) conteniendo borato 80 mM a pH
8.5, sales biliares y elevadas concentraciones de disolvente orgénico. En presencia de
la sal biliar, el mecanismo de separacion cambia de ser puramente electroforético a
un mecanismo mixto, en el que predomina la cromatografia miéelar electrocinética,
y que proporciona una excelente resolucion para todos los solutos, incluyendo los
homélogos C,,-C,; del BKC y el CPC. Para obtener una adecuada resolucion con un
tiempo de anélisis corto, se recomienda el empleo de un BGE confeniendo
desoxicolato sédico 50 mM y un 20% de tetrahidrofurano. Para incrementar la
resolucién, el tetrahidrofurano se puede sustituir por un 30% de etanol, si bien en este
caso, también aumenta el tiempd de anélisis. El procedimiento se aplicé a la
- determinacion de tensioactivos en formulaciones industriales y domésticas, con una
excelente resolucion entre los homoélogos, con limites de deteccion de unos pdcos ug

ml" y reproducibilidades por debajo del 2%.
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Determinacion de tensioactivos catiénicos

Palabras clave: composicion del BGE; sales biliares; cloruro de benzalconio; cloruro

de cetilpir_idi_nio‘
X.1. Introducciéon

Los tensioactivos catiénicos se suelen utilizar como agentes antimicrobianos,
emulgentes, anticorrosivos y suavizantes en preparados farmacéuticos, formulaciones
cosméticas, productos de limpieza, desinfectantes y otras manufacturas [1]. Por tanto,
es necesario el desarrollo de procedimientos de andlisis adecuados para su
determinacién en aguas residuales urbanas, efluentes industriales y muestras
ambientales. Ademas, algunos tensioactivos cationicos se producen industrialmente
como mezclas de varios compuestos homélogos, por lo que la caracterizacién de las
mezclas determinando sus componentes individuales es interesante en control de

calidad industrial y en estudios ambientales. La determinaciéon de tensioactivos

catinicos se ha realizado tradicionalmente mediante valoracién.en dos fases [2, 3],

y también por HPLC [4-8], GC [9-11] y TLC [12-14]. Sin embargo, y a causa de su
fuerte tendencia a la adsorcidn, los métodos cromatograficos producen elucién no
lineal con colas y pérdida de eficacia, por lo que la resolucion es con frecuencia baja,
y en muchos casos los homélogos no se pueden distinguir.

Una alternativa a la cromatografia es la CE. La determinacién y
caracterizacién de tensioactivos cationicos mediante CZE puede Ilevarée a cabo
mediante el uso de BGEs con concentraciones elevadas de un disolvente orgénico, lo
~ que reduce la adsorcion sobre las paredes del capilar, e impide la formacién de
micelas mixtas, forzando a las distintas especies quimicas a migrar separadamente,
como iones individuales. Con este propdsito, se han empleado varios disolventes
organicos: tetrahidrofurano (THF) [1 5-17], metanol [18], acetonitrilo y acetona [19-
21]. -

En MEKC los compuestos no cargados se separan afiadiendo al BGE un

tensioactivo idénico en concentracién superior a la concentracién micelar critica
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(CMC) [22,23]. Los compuestos no cargados se discriminan en funcién de la
_ estabilidad de sus respectivas asociaciones soluto-micela. Ademés, las micelas idnicas

' puedén modificar la selectividad de la Sepéraciéﬁ de solutos cargados mediante :
interacciones electrostaticas y/o hidrofébicas. Por tanto en MEKC, los solutos iénicos
se pueden separar por un mecanismo mixto MEKC-CZE. '

En MEKC, el tensioactivo mas usado ha sido y sigue siendo el dodecilsulfato
sédico (SDS) [24, 25], sin embargo, también se utilizan otros, incluyendo sales
biliares como el colato sédico (SC) y el desoxicolato sédico (SDC) [26-29], y mezclas
de sales biliares con SDS [30], o con éteres de polioxietileno, como el polietilén glicol
(PEG) [31, 32]. Las sales biliares, que tienen la estructura grande, rigida y no lineal
 de los esteroides, con dos o tres grupos hidroxilo a su alrededor, ademas del grupo
cargado en un extremo, constituyen un grupo especial de biotensioactivos, con
propiedades que difieren considerablemente de la mayoria de los demds tensioactivos
~ [33]. Al parecer, las sales biliares forman micelas en forma de hélice, con bajos

nimero dé_ égregécién, yconla poréi_c’in hidrdfé'bica del vmo‘némero orientada hacia el
medio acuoso, mientras que la parte hidrofilica esta orientada hacia el interior [34-
39].

Las sales biliares proporcionan una diferente selectividad que el SDS, y
exhiben diferentes propiedades cromatogrificas itiles, como por ejemplo, la
posibilidad de reconocer conformaciones enantioméricgs [26, 40-42], asi como una
mayor polaridad de sus micelas [27, 41]. Ademas, las micelas formadas por sales
biliares pueden tolerar mayores concentraciones de disolventes orgénicos (v. gr., hasta

~un 30% de etanol) sin que se destruya la estructura micelar. Esta caracteristica de las
sales biliares es particularmente notable, puesto que lés micelas de la mayoria de
tensioactivos se destruyen en medios hidro-organicos conteniendo concentraciones
mucho menores de disolvente organico.

En este capitulo se ha desarrollado un procedimiento de CE para la sepéracic')n
de los tensioactivos catidnicos cloruro de benzalconio (BKC) y cloruro de

cetilpiridinio (CPC). Estos tensioactivos se utilizan ampliamente como agentes
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antimicrobianos, en el tratamiento de infecciones comunes de la boca y garganta, y
. el BKC también se emplea como _espermic;ida vvaginal y como desinfectante en
 entornos laborales, incluyendo hospitales. Por tanto, tiéneun gran interésel desarrollo
de procedimientos rapidos y fiables de determinacion de estos tensioactivos,
incluyendo los homélogos del BKC, en productos farmacéuticos y otros productos
industriales. Los tensioactivos, incluyendo los homélogos del BKC, se separaron
mediante CE en presencia de elevadas concentraciones de diferentes disolventes
organicos. Ademds, se adicionaron SC y SDC al BGE como modificadores de la
selectividad, para separar pares de picos superpuestos y para incrementar la eficacia,
~ mediante un mecanismo mixto CZE-MEKC. El procedimiento propuesto se aplic6 a
la determinacién de tensioactivos catidnicos en formulaciones industriales y

domésticas, con una excelente resolucion entre los homélogos.
X.2. Parte experimental
X.2.1. Reactivos y muestras

Se utilizaron como estandares los siguientes homélogos de BKC: cloruro de
bencildimetildodecilamonio (C,,), cloruro de bencildimetiltetradecilamonio (C,,),
cloruro de bencildimetilhexadecilamonio hidratado (C,s) (Fluka, Buchs, Suiza) y
cloruro de bencildimetiloctadecilamonio (C,g) (Aldrich, Milwaukee, WI, USA), y
CPC (Sigma, St. Louis, MO, USA). También se emple6 una muestra comercial de
BKC (conteniendo 62.3% de C,,, 34.7% de Cy, y 0.4% de Cy, contenidos
determinados mediante HPLC en el Departamento de Control de Calidad de F iuka),
asi como SC, SDC (Fluka) y SDS (Merck, Darmstadt, Gennaﬁy). En los estudios de
optimizacidn, se emplearon disoluciones de BKC y CPC, ambos en concentracién 2
mM.

Los dos tampones usados en este estudio se prepararon mediante adicién de

una disolucién de hidréxido sédico a una disolucion de dihidrégenofosfato sédico o
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de 4cido borico para alcanzar pH 7 u 8.5, respectivamente; los reactivos de grado
analitico fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). El metanol, etanol, .
acetonitrilo, n-pfopanol y THF fueron sﬁministradds por Scharlau (Barcelona). En las.
determinaciones de CMCs se utiliz6 rodamina 6G de Sigma. Todas las disoluciones
se prepararon con agua desionizada (desionizador Barnstead, Sybron, Boston, MA,
USA). Antes de su inyeccion, todas las disoluciones se pasaron a través de un filtro

de nylon de 0.45 pm de didmetro de poro (MSI, Westboro, MA, USA).

X.2.2. Instrumentacién

Se utilizé un sistema de electroforesis capilar HP *° (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA), equipado con un detector espectrofotométrico de fila de diodos, conectado
a un ordenador HP 486/66XM. El capilar de silice fundida empleado fue de 33.5 cm
de longitud y 50 pm de didmetro interno (Supelco, Bellefonte, USA). La ventana de
: _deteécféh Se prac:ticé' a 8>.5 ém_ del extremo de salida. LCs. e_spéctros de absorcién
empleados en las determinaciones de CMC se midieron con dos espectrofotémetros:

un Lambda-16 (Perkin-Elmer) y uno de fila de diodos HP8453 (Hewlett-Packard).

X.2.3. Procedimientos

Diariamente, antes de una nueva sesion y entre inyecciones, se hacen circular
sucesivamente por el capilar una disolucion de NaOH 0.1 M durante S min, agua
durante 1 miny el BGE durante 5 min. Al finalizar una sesion de trabajo se hace
circular a través del capilar NaOH 0.1 M durante 10 min, y seguidamente agua
durante otros 10 min. La inyeccion se realizé hidrodinAmicamente, a una presion de
50 mbar durante 2 s. Salvo si se indica lo contrario, la tensién aplicada fue de 15 kV
con polaridad positiva. La deteccion se realizé a 214 nm para el BKC, y a 214 y 254
nm para el CPC. Las muestras se disolvieron directamente en agua, exceptuando

algunos preparados farmacéuticos, que fueron diluidos previamente en un pequeiio
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volumen de etanol. Cuando fue necesarib, la identificacion del pico se realizd
~ mediante la fortificacién de las muestras con estindares. Para determinar CMCs se
. utilizé el desplazamiento del méximo del espe_ctrb de absorcién de lzi rodamina 6 G,
que tiene lugar de forma progresiva a medida que aumenta la concentracién de

tensioactivo [28].
X.3. Resultados y discusion
X.3.1. Estudios de CZE

Inicialmente se intent6 separar loshomélogos del BKC y CPC empleando una
tension de 25 kV y dos BGEs: (i) borato 80 mM a pH 8.5; y (ii) fosfato 80 mM a pH
7. En ambos casos, la disolucién que contenia la mezcla de CPC y BKC dio lugar a
un pico unico con una cola. Como se esperaba, el pico presenté un tiempo de
ﬁiigracién'inferior al del ﬂujo'elecfroosmétic'o. La baja eficacia y falta de resolﬁcién
se atribuyd a la 'formaciéﬁ de micelas mixfas, y la cola del picoala adsorcién sobre
las paredes del capilar. Por ello, se estudi6 la adicién al BGE de concentraciones
crecientes de etanol y de n-propanol, que actuasen como competidores de la adsorcién
y como inhibidores de la micelacién.

Se observaron tres efectos: (i) una reduccioén del EOF, como es de esperar a
causa del incremento de viscosidad y de la adsorcion del alcohol sobre las paredes del
capilar; (ii) un incremento progresivo de la resolucion entre los picos del homélogo
C,, del BKC, con respecto a un pico ancho tnico correspondiente al homélogo C,, y
al CPC; y (iii) un incremento en la eficacia y simetria de los picos. Estos efectos se
pueden explicar en Base ala reducci6n de la adsorcién y a la inhibicién de la
micelacion, lo que permite la migracién de los tensioactivos en forma de iones
separados y no como micelas mixtas. Como se muestra en la Figura X.1, con un 40%
de alcohol a pH 7 se observé una incipiente separacion entre los picos del homélogo

C,s y del CPC. La resolucién fue mejor a este pH que a pH 8.5, siendo también
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menores las colas, lo que se puede atribuir a la mayor protonacién de los grupos

s1lanol apH 7, y a su fuerte interaccion con el fosfato.

Es interesante hacer notar que el CPC y el homologo Cy, del BKC cuyas -

masas moleculares son distintas, se superponen, mientras que el CPC y el homélogo
C,2 que tienen exactamente la misma masa molecular, a saber, 304.3 g mol’,
presentan picos separados. El mayor tiempo de migracion del CPC respecto al
homélogo C,,, se puede explicar como una consecuencia de la menor densidad de
carga eléctrica sobre el nitrégeno aromético, cuya carga estd parcialmente
neutralizada por los electrones 7, cosa que no ocurre con los nitrégenos alquil
sustituidos de los homélogos del BKC. Esto conduce a una movilidad electroforética
menor en términos absolutos para el CPC, con respecto al homélogo C,, del BKC, el
cual aparece a una mayor distancia respecto al tiempo de migracién del EOF.

Los experimentos posteriores se realizaron utilizando n-propanol a pH 7. Al

aumentar la concentracxon de n-propanol hasta un 40%, se mcremento la resoluc1on

' entre el pico del homélogo Clz del BKC con respecto al pico iinico debldo alos otros :

dos solutos. A mayores concentraciones de alcohol (hasta un 60%), no se observé
ningan otro cambio, salvo una progresiva reduccién del EOF. Se estudié la influencia
de la concentracion del tamp6n, usando entre 20 y 120 mM de fosfato y un 40% de
propanol. La méxima resoluci6n se obtuvo con fosfato 80 mM. Reduciendo el voltaje

a 15 kV, se obtuvieron valores similares de eficacia y resolucién.
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Figura X.1. Electroferogramas de una mezcla conteniendo 2 mM de BKC comercial -

(con un 62.3% de Ci,yun 34.7%de C,;) y 2 mM de CPC. Condiciones de trabajo:
25 kV con polaridad positiva, BGE conteniendo fosfato 80 mM a pH 7.0 y 40% de
etanol (A) o de n-propanol (B). La altura del pico mayor corresponde a 15 mUA.
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X.3.2. Estudios de micelacién y de MEKC en presencia de sales biliares

Con el fin de modificar la selectividad incrementando la resolucién se intenté
un enfoque distinto, basado en la adicién de SC o de SDC al BGE. En general, el
empleo de elevadas concentraciones de disolvente orgénico inhibe la micelacién, sin
embargo, las micelas de las sales biliares pueden soportar sin destruirse
concentraciones de disolvente bastante mas altas que la mayoria de los tensioactivos.
Por tanto, en presencia de concentraciones adecuadas de disolvente organico, las
micelas de las sales biliares pueden seguir interactuando fuertemente con las
moléculas libres de otros tensioactivos. De este modo se dispone de un mecanismo
de separacion MEKC adicional que modifica la selectividad de las separaciones
electroforéticas.

Diversos autores-[29, 43-45] han recomendado el empleo de condiciones
bésicas para el anilisis de solutos catiénicos mediante CE. Sin embargo, en medio

_basico loé ténsioaéfivos catiénicos pueden interactuar fuertemente con los grupos
silanol extensamente ionizados de la pared del capilar. Las interacciones soluto-pared
se pueden evitar adicionando una base competitiva al tampdn [43], asi por ejemplo,
Quang y col. [44] observaron una importante mejora en la forma de los picos de
aminas organicas cuando se increment6 la concentracién de SDS, lo que se atribuy6
a la efectiva concurrencia del SDS por los grupos silanol de la pared del capilar. Por
tanto, la presencia de SC, o de SDC, en el BGE puede también mejorar la eficacia y
reducir las colas de los picos, gracias a la competencia con los solutoé por los grupos
silanol. ' o

| Cuando se usa MEKC coﬁ micelas ani6nicas y polaridad positiva, los picos
de los solutos aparecen después del tiempo de migracion del EOF y, por tanto, un
medio bésico puede ser importante para reducir el tiempo de andlisis por incremento
del EOF. Ademas la solubilidad de las sales biliares anidnicas, como es el céso del

SCy del SDC, se incrementa en medio basico. Por estas razones, y para confirmar los

puntos expuestos anteriormente, se determind la CMC del SDC. Para ello, se prepard |
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una serie de tampones conteniendo borato 80 mM a pH 8.5 y cantidades crecientes
de etanol (0, 10, 20, 30, 35 y 40%). Para cada concentracion de etanol, se preparé una
serie de disoluciones con concentraciones crecientes de SDC, todas ellas conteniendo "
también rodamina 6G 2.5 uM. En todos los casos, se midi la longitud de onda del
maximo del espectro de absorcion del colorante, A,,. Para cada concentracién de
etanol, se represento A, frente al log [SDC], y se obtuvo la CMC a partir del punto
de inflexién de la curva sigmoidal (Figura X.2). Como se muestra en la Figura X.3,
la CMC decrece ligeramente cﬁando la concentracion de etanol es inferior a un 32%,

y exhibe un fuerte incremento a partir de este valor. Por tanto, en un tampén borato

80 mM a pH 8.5, las micelas de SDC permanecen estables hasta que se alcanza un
32% de etanol.
540 —

4 | 3 2 A
log [SDC], M
Figura X.2. Longitud de onda del méximo de absorcion de la rodamina 6G frente a
la concentracién de SDC en un medio conteniendo borato 80 mM a pH 8.5, en

ausencia de etanol () y con un 30% de etanol (). -
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10 —

- Resolucién/ CMC (mM)

Etanol, %

Figura X.3. CMC de SDC (@) y resolucion para el par de especies quimicas
homdlogo C,, de BKC y CPC (M), ambos representados frente a la concentracion de
etanol. Condiciones de trabajo: 15 kV, polaridad positiva, BGE conteniendo borato

80 mM a pH 8.5, SDC 50 mM y concentraciones crecientes de etanol.
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A continuacidn, se obtuvieron los electroferogramas de una mezcla de BKC

y CPC en un medio tampdn borato 80 mM a pH 8.5 conteniendo 50 mM de SDC, y -

concentraciones crecientes de etanol, hasta un 40%. Como se puede observar en la
Figura X.4, en presencia de SDC y ausencia de disolvente orgénico se obtuvo un pico
estrecho y Unico, situado después del tiempo de migracién del EOF. Sin embargo,
cuando se aument6 la concentracion de etanol, este pico se resolvid en varios. En la
Figura X.3 se muestra la resolucidn entre el pico del homélogo C,, del BKC y el pico
del CPC en funcién de la concentracion de etanol. En contraste con lo que se habia
observado en ausencia de SDC, todos los solutos, incluyendo el CPC con respecto al
homélogo C,, del BKC, quedaron resueltos por encima de un 10% de etanol. La
resolucion es pequeiia por debajo de un 20% de etanol, pero se incrementa
rapidamente por encima de este valor, reduciéndose por encima de un 35% de etanol.
Este ultimo valor coincide con el limite hallado anteriormente, por encima del cual
se ve inhibida la formacién de micelas de SDC, R
Se estudi6 la influencia de la concentracién de SDC utilizando un 30% de
etanol (Figura X.5, abajo). A medida que aumenta la concentracién de la sal biliar se
incrementan también la resolucion y el tiempo de andlisis. Como se muestra en la
Figura X.5, arriba, se observé un comportamiento similar utilizando SC en lugar de
SDC, sin embargo, si se comparan ambos compuestos a una misma concentracion, el

SC da lugar a una menor resolucion que el SDC.,
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FiguraX.4. Electroferogramas de una mezcla conteniendo 2 mM de BKC comercial
(conun 62.3% de C,, y un 34.7% de C,,) y 2 mM de CPC. Condiciones de trabajb
- como en la Figura X.3; concentraciones de etanol desde A a E: 0, 10, 20, 30 y 40%,

respectivamente. La altura del pico mayor corresponde a 30 mUA.
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Absorbancia a 214 nm

Absorbancia a 214 nm

10 20 30 40
Tiempo (min)

Figura X.5. Electroferogramas de la mezcla indicada en la Figura X.4. Condiciones
de trabajo: 15 kV, polaridad positiva, BGE conteniendo borato 80 mM a pH 8.5, 30%
de etanol y las siguientes concentraciones de sal biliar: 15 (A), 50 (B) y 75 mM (C) de
SC (arriba) o de SDC (abajo). La altura del pico mayor corresponde a 30 mUA.
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X.3.3. Comparacion con otros disolventes y uso de otros aditivos

Manteniendo el r‘nibsr.no tamp(’m'borato 80 mM de pH 8.5, en 'pfesencia de
SDC 50 mM, se estudié la sustitucion del etanol por otros disolventes, utilizindose
| metanol, n-propanol, acetonitrilo y THF. En todos los casos, y como se observé en la
Figura X.4 con etanol, al incrementar la concentracién de disolvente orgénico, la
resolucién se incrementd hasta alcanzar un méaximo. Para n-propanol y THF, el
6ptimo se encontrd cerca del 20%, para acetonitrilo préxirho al 30%, y para metanol
fue del orden del 40%.

El THF dio lugar a una excelente resolucién, con un tiempo de analisis
inferior a la mitad que el obtenido con etanol (Figura X.6). Con n-propanol la
resolucion fue también muy buena, y el tiempo de andlisis corto (menos de 10 min),
sin embargo, con este disolvente una impureza del CPC aparecid solapada con el pico

.del homélogo C,, del BKC. La resolucion fue menor con acetonitrilo o metanol.
Utilizando estos disolventes en sus respectiifoé optimos de cohcentraciéh, SQ tiene el
siguiente orden creciente de resolucion y de tiempo de anélisis: metanol <acetonitrilo
< n-propanol < THF < etanol.

Se estudid el efecto del uso de mezclas de SDC con otros tensioactivos y con
PEG. Este estudio se realizé en presencia de un 20% de n-propanol. No se observaron
diferencias significativas en los electroferogramas cuando se adicionaron al BGE
tensioactivos no i6nicos como Tween 20 o Triton X-100 en el intervalo de
concentraciones entre el 1y el 10%, o cuando se adicionaron PEG 4000, PEG 6000
o PEG 10000 en el mismo intervalo de concentraciones. En todos los casos, cuando
se adiciond entre un 10 y un 40 mM de SDS se observé una disminucién de la

resolucion y de la eficacia. .
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CPC

“Absorbancia a 214 nm (mUA) .
)
|

Tiempo (min)

Figura X.6. Electroferograma de la mezcla indicada en la Figura X.4. Condiciones
de trabajo: 15 kV, polaridad positiva, BGE conteniendo borato 80 mM boratoa pH . .
8.5, SDC 50 mM y 20% de THF.
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X.3.4. Parametros analiticos significativos

Los parametros analiticos significativos para la determinacién de los
tensioactivos, incluyendo las repetitividades de los tiempos de migraci6n y areas de
pico, sensibilidades relativas, eficacias y limites de deteccidn a una relacién sefial-
ruido de 3, se obtuvieron con el tampén borato 80 mM de pH 8.5, en presencia de
SDC 50 mM y 30% de etanol. Las reﬁetitividades intra- e inter-dia se obtuvieron
~ inyectando la misma disolucién 0.2 mM de los analitos tres veces por dia durante 3
dias consecutivos. Las curvas de calibrado para los homélogos C,;, C,,, C, ¥ Cyg del
BKC (medidos a 214 nm) y para el CPC (medido a 254 nm), se construyeron a partir
de seis disoluciones estandar de cada soluto, conteniendo concentraciones igualmente
espaciadas entre si, hasta un valor maximo de 0.6 mM. Se obtuvieron lineas rectas con

r> 0.999. Los resultados se muestran en la Tabla X.1.

Tabla X.1. Repetitividades del tiempo de migracién (t,) y del area de pico (),

sensibilidades relativas (SR)®, eficacias y limites de deteccién (LOD) para S/N = 3.

Analito t,, % A, % SR Nx10%,m* LOD, pg ml!
Cy, 0.7;1.2 12; 1.7 1.00 49 3
Cy 0.8;1.2 14;1.7 1.01 34 4
Cy 1.0; 1.4 1.7;2.1 0.65 2.5 8
Cy 12,17 20;25 0.57 2.05 25
CPC 0814  13;19 070 23 4

* Desviacion estandar relativa intra- e inter-dia.
® Cociente entre las pendientes de las curvas de calibrado expresadas en mM. La

absorbancia se midié a 214 nm para los homoélogos de BKC, y 2 254 nm para CPC.
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Tabla X.2. Anélisis de muestras comerciales

Muestras (fabricante), tensioactivo analizado Declarado,  Hallado,

% %
Desinfectante industrial para hospitales (Lab. Coloma, S.A.), BKC 10 9.98
Concentrado comercial de BKC (Guinama, S.A.), BKC ' 50 498
Mini-6vulo, espermicida (Lab. Lanzas, S.A.), BKC 1.18 1.13
Afta Juventus, desinfectante bucal (Labs. ERN, S.A.), BKC 0.01 0.0098
Topicaina, desinfectante dérmico (Organon Teknica, S.A.), BKC 0.5 0.5
Cuve, desinfectante dérmico (Labs. Pérez Giménez), CPC 0.1 0.096
Silidermil polvo, desinfectante dérmico (Fides-Rottapharm, S.A.), CPC 0.5 0.48
Deli Plus, elixir bucal (Faman Cosmetics, S.L.), CPC 0.025 0.025

Deli Plus con fluoruro, elixir bucal (Faman Cosmetics, S.L.), CPC 0.05 . 0.049

X.3.5. Aplicacién a muestras reales

El procedimiento propuesto se aplicé a la identificacion y cuantificacién de
los homélogos del BKC y CPC en diferentes preparados farmacéuticos, cosméticos,
desinfectantes industriales y productos de limpieza. Los resultados se muestran en la
Tabla X.2. Como se puede observar en la Figura X.7 para dos muestras, los picos
aparecieron bien resueltos, y con un ruido de fondo bajo. En todos los casos, las
concentraciones encontradas para el CPC y BKC, ésta ultima calculada como la suma
de sus correspondientes homélogos, concuerdan satisfactoriamente con lacomposicién
declarada. Para la muestra de Guinama, lé composicién en homélogos cncontréaa fue:
67.6% de C,;, 29.0% de C,, y 3.4% de C,, siendo los valores declarados: 68% deC,,,
29% de C,, y 3% de Cy.
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Figura X.7. Electroferogramas de un desinfectante industrial para hospitales (A) y
de un desinfectante bucal (B). Condiciones de trabajo como en la Figura X.6, pero

utilizando un 30% de etanol en lugar de THF.
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X.4. Conclusiones

Utilizando BGEs que éontengah una sal biliar y elevadas concentraciones de
un disolvente organico, las mezclas de tensioactivos catiénicos se pueden resolver
reproduciblemente y con rapidez, con una excelente resolucién entre los homélogos,
y se puede llevar a cabo su determinacion con fiabilidad. Cuando la sal biliar est4
presente, los mecanismos de la separacién cambian desde el puramente electroforético
(CZE), a un mecanismo mixto en el que predomina la cromatografia micelar
electrocinética (MEKC). Para separar mezclas de BKC y CPC con una maxima
resolucion se recomienda un BGE que contenga tampdn borato 80 mM de pH 8.5, 50
" mMdeSDC y 30% de etanol. En cambio, si lo que se desea es obtener una adecuada
resolucién con un tiempo de analisis corto, se recomienda sustituir el etanol por un
20% de THF. Se pueden resolver mezclas de éstos o de otros tensioactivos catiénicos

usando diferentes sales biliares a concentraciones adecuadas. Los tensioactivos y sus

hoinélogos se pueden determinar con reproducibilidadés por debajo del 2%, y con -

limites de deteccion de unos pocos pg ml™. Estos limites se pueden mejorar utilizando
celdas de camino dptico extendido. El procedimiento propuesto es util para
determinar tensioactivos cationicos en una amplia gama de productos industriales y

domésticos.
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CAPITULO XI

DETERMINACION DE TENSIOACTIVOS ALQUILFENOL ETOXILADOS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA MICELAR ELECTROCINETICA CON
SALES BILIARES

Capitulo publicado como articulo en Electrophoresis (Anexo VII).
Resumen

Los tensioactivos no idnicos octil y nonilfenol etoxilados (OPEs y NPEs) con
diferente nimero de unidades de 6xido de etileno (valores medios: n = 10 y 40 para

OPEs, y n = 10 para NPEs) se separaron mediante cromatografia micelar

electrocinética. La separacion se realizé aplicando polaridad positiva, y utilizando un

tampén borato 80 mM de pH 8.5 que contenia desoxicolato sédico (SDC) o colato

sddico (SC). Cuando se adicion6 SDS al electrolito de fondo, en ausencia de sal
biliar, se obtuvo un pico unico, que presentd un tiempo de migraciéon mayor que el
correspondiente al del flujo electroosmético. Sustituyendo el SDS por una sal biliar
se consiguio resolver los homélogos. A una misma concentracion de sal biliar, la
separacion entre los homoélogos fue mayor con SDC que con SC. La resolucién
optima se alcanza cuando se emplea SDC en concentracién 50 mM. En presencia de
bajos o moderados porcentajes de acetonitrilo, o de n-propanol, la linea base se
~ mejora notablemente, mientras que la resolucién puede incrementarse o decrecer
ligeramente. Se propone un procedimiento parala determinacion de OPEsyNPEscon
una resolucion 6ptima entre los homdlogos. También se propone, y se aplica a
diversas muestras, un método modificado que aumenta la selectividad para la
determinacién en una sola inyeccion de otros tensioactivos absorbentes no i6nicos,
cationicos y aniénicos (como los alquilbenceno sulfonatos lineales) en productos

industriales y domésticos. El limite de deteccién fue cercano a 28 pg ml™! para NPE
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(n =10), y las reproducibilidades de las areas de los picos fueron 1.7% (intra-dia) y

5.6% (inter-dia).

Palabras clave: Alquilfenol etoxilados; Cromatografia micelar electrocinética; sales

biliares; desoxicolato sédico
XI.1. Introduccion

Los alquifenol polietoxilados (APEs) constituyen una clase de tensioactivos
no idnicos importantes para un gran niimero de procesos industriales, incluyendo los
sectores del papel, textil, recubrimientos, herbicidas y pesticidas agricolas, aceites
lubricantes y combustibles, metales y plasticos. En la industria del plastico, los APEs
son usados como aditivos suavizantes y estabilizadores, y como filtros de la radiacion

UV para prevenir el amarilleo. Las aplicaciones industriales comprenden el 55% del

total del mercado de APEs. El restante sector del mercado incluy_e' productos de -

limpieza industrial y comunitaria (30%), limpiahogares (15%) y productos para otros
usos como, por ejemplo cosméticos (< 1%) [1]. Desde su introduccion en los afios 40,
se han venido produciendo vertidos de APEs al ambiente acuatico. Su toxicidad e
impacto ambientales constituyen una cuestién importante y controvertida.

Las dos principales clases de APEs, los octil y nonilfenol etoxilados (OPEs

y NPEs, respectivamente), poseen una cadena hidrofilica que contiene un nimero

- variable de moles de 6xido de etileno (EO). La biodegradacion de APEs se caracteriza

por la formacién de metabolitos biorefractarios, como son los alquilfenoles
completamente desetoxilados (APs), y los mono y dietoxilados APs [2, 3]. Estos
compuestos son fuertemente lipofilicos se écumulan en organismos acuaticos, y se
adsorben fuertemente en los sedimentos. Por esta razén, son potencialmente mas

toxicos que los APEs hidrofilicos. .
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Se ha encontrado que los metabolitos lipofilicos de los APEs afectan al

sistema endocrino de peces y mamiferos, alterando los niveles de hormonas como el

.estrogeno [5-11]. La toxicidad de fos APEs se incrementa con la disminucién de la.

longitud de la cadena etoxilada [8]. Ademas, trazas de APEs pueden estimular el

crecimiento de células cancerigenas en las glandulas mamarias [12-15]. Sin embargo,

otros estudios indican que el impacto ambiental de los APEs es muy bajo [1, 16].
Por todo ello, se requieren procedimientos analiticos adecuados para la

determinacién de APEs en productos industriales, productos para uso doméstico,

“alcantarillado urbano, vertidos industriales y muestras ambientales. Ademas, los APEs

se producen industrialmente como mezclas de homoélogos con una amplia distribucién
en el nimero de unidades de EO. Por tanto, la caracterizacion del perfil de homélogos
es interesante en los estudios industriales y ambientales. Recientemente, se han

revisado [17] los métodos analiticos empleados a lo largo de muchos afios en la

~ extraccion, separacion cromatografica y cuantificacion de los APEs y compuestos

afines en muestras ambientales, incluyendo aguas, vertidos, sedimentos y lodos. Tras
la extraccion liquido-liquido, Soxhlet, en fase s6lida o mediante fluidos supercriticos,
los APEs se pueden separar mediante cromatografia liquida (LC) convencional o en
fase inversa [17-23], y por GC, utilizando una amplia variedad de detectores
habifuales, incluyendo espectrometria de masas [17, 19-21, 24]. _

Una alternativa a la cromatografia es la electroforesis capilar. Los APEs se
han resuelto en sus homdlogos, y se han determinado mediante electroforesis capilar
en gel con derivatizacion previa con anhidrido ftalico [25]. Sin embargo, la separacion
de APEs no derivatizados también es posible gracias a la cromatografia micelar
electrocinética (MEKC), un modo de electroforesis capilar capaz de separar
compuestos no cargados {26, 27]. En MEKC se adiciona al electrolito de fondo
(BGE) un tensioactivo iénico que se asocia con el analito. Los solutos no cargados
se discriminan en funci6n de la diferente estabilidad de los complejos de asociacion
soluto-micela. Se ha demostrado la posibilidad de determinar y caracterizar APEs

mediante MEKC utilizando un electrolito de fondo con dodecil sulfato sédico (SDS)
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[22, 23, 28-30). En ausencia de un disolvente organico, los APEs estan fuertemente

asociados a las micelas de SDS, obteniéndose un iinico pico que presenta un tiempo

" de migracién mayor que el tiempo del flujo electroosmético. Este.pico bhede sér
usado para determinar el contenido total de APEs, aunque otros compuestos
hidrofébicos absorbentes pueden interferir [23, 29]. En presencia de una elevada
concentracién de disolvente organico (por ejemplo, 35-40% de acetonitrilo), se
destruyen las micelas de SDS y APEs y los diferentes homélogos se separan por
asociacion solvofdbica con los iones aislados de SDS [22, 23, 28-30].

El tensioactivo méas ampliamente utilizado en MEKC es el SDS [31-33], pero
también se han usado sales biliares [34-36], y mezclas de sales biliares con SDS [37],
o con éteres de polioxietileno {38, 39]. Las sales biliares, que tienen la estructura
grande, rigida y plana del niicleo de esteroide, con dos o tres grupos hidroxilo
alrededor, constituyen un grupo especial de tensioactivos, con propiedades que

difieren considerablemente de los tensioactivos alifaticos y aromaticos ordinarios
[40]. L_asi sales biliares, incluyendo el cOlafo sodico (SC) y el desoxicél_étc_) sc_’idiéo
(SDC), forman pequeiias micelas helicoidales, con la porcién hidrofébica del
mondmero orientada hacia la disolucién acuosa, mientras que la parte hidrofilica esta
orientada hacia el interior [41-46]. Las sales biliares proporcionan una alternativa al
uso de SDS, y exhiben propiedades cromatograficas particulares, que incluyen la
posibilidad de discriminar enantiémeros [47-49], e incrementar la polaridad de la
micela [34,48].

En el Capitulo anterior, usamos las sales biliares para separar tensioactivos
catidnicos en un medio que contenia micelas de SDC y elevadas concentraciones de
etanol o tetrah»idrofﬁrano [50]. En este Capftulo, se estudia la separacion mediante
MEKC de los homdlogos de los APEs usando sales biliares en ausencia y presencia
de disolventes organicos y de SDS. Se ha desarrollado un procedimiento para la’
determinacién simultinea de APEs, y de otros tensioactivos absorbentes no iénicos

(como dietanolamida de coco, CODEA) y alquilbencenosulfonatos lineales (LAS),
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con una excelente resolucion entre los homélogos de todos los tensioactivos. El

método se ha aplicado al anlisis de productos industriales y domésticos.
XI.2. Materiales y métodos

XI.2.1. Reactivos y muestras

Se emple6 NPE con una media de 10 moles de EO, y los OPEs Tritén X-100
y Tritén X-405, con medias de 10 y 40 moles de EO, respectivamente (Fluka, Buchs,
Suiza). También, se usaron colato, desoxicolato y dodecilsulfato sédicos (Fluka). La
optimizacién de las condiciones de separacién se realizé en todos los casos
inyectando las siguientes disoluciones de prueba: NPE, Triton X-100, Triton X-405
y una mezcla de estos dos ultimos. La concentracion de los tensioactivos én las

. disoluciones de prueba fue de 500 pg ml?.

Elhidréxido sédico y el 4cido bérico de grado analitico fueron suministrados .

por Panreac (Barcelona). El acetonitrilo y el n-propanol fueron obtenidos de Scharlab
(Barcelona). Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada (Barnstead,
Sybron, Boston , MA) y se filtraron a través de un filtro de nylon de 0.45 pm de
diametro de poro (MSI, Westboro, MA). '

Algunos tensioactivos puros suministrados por las industrias también se
utilizaron como estandares en el analisis de productos industriales y domésticos:
CODEA (EMPILAN 2502, Albright & Wilson Ibérica, Barcelona), NPE con n = 10
(EMPILAN NP 10, Albright & Wilson Ibéricay DEHYDROPHEN PNP 10, Pulcra-
Henkel Ibérica, Barcelona), LAS (conteniendo un 8.7% de C,,, 40.6% de C, 1»34.7de
C,, y 14.3% de C,;, Petresa, San Roque, Cadiz) y cloruro de benzalconio (BKC,
contenieﬁdo 62.3%deC,,,34.7%de C,, y 0.4% de C,,, Fluka). Cuando fue necesario,
la asignacion de los picos se confirmé mediante fortificacion de las muestfas con

estos estandares.
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X1.2.2. Instrumentacion

Se em’plé() un equipo de eleétroforesi§ I'-IP3.D (Hewlett-Packard, Palo Altbl, CA)
provisto de un sistema de deteccion de fila de diodos. Se emplearon capilares de silice
fundida (Supelco, Bellefonte, PA) de 48.5 cm (40 cm de longitud efectiva) x 50 pm
de didmetro interno (363 pm de didmetro externo). Las separaciones se realizaron a
15 kV con polaridad positiva. La deteccion se llevé a cabo a 200 nm. La inyeccién se
practicé hidrodinAmicamente, bajo una presién de 50 mbar durante 2 s. Diariamente
antes de iniciar una sesién, el capilar se lavé con una disolucién 0.1 M de NaOH,
seguida por agua, y finalmente por el tampén de separaci6n, durante 5 min en cada
caso. Entre inyecciones sucesivas, el capilar se acondicioné con NaOH 0.1 M (5 min)
y con el tamp6n de separacion (7 min). Al finalizar cada sesién de trabajo el capilar
se rellené con NaOH 0.1 M durante 10 min, y finalmente con agua durante otros 10

min. .
X1.2.3. Procedimiento recomendado

Se pesan entre 0.2 'y 1 g de muestra, se diluye con agua (o con n-propanol si
es necesario) hasta 25 .ml, se filtray se inyecta. Los BGEs recomendados son: (i) para
obtener la méxima resolucion de homdlogos de los APEs con 10 < n < 40, en ausencia
de otros tensioactivos absorbentes, una disolucion de borato 80 mM de pH 8.5, a la
que se adiciona SDC hasta 50 mM y un 10% de acetonitrilo o n-pfopanol; (ii) paraun
aumento de la selectividad con muestras que contienen APEs junto con otros
tensioactivos absorbentes, borato 80 mM de pH 8.5, conteniendo SDC 75 mM y un

20% de acetonitrilo o propanol.
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XI.3. Resultados y discusién

XL3.1. Estudios de optimizaéién

a) Estudios MEKC con SDS

Como se muestra en la Figura XI.1, parte A, todas las posibles combinaciones
de estandares, inyectadas en un BGE que contenia borato 80 mM de pH 8.5, en
ausencia y presencia de concentraciones crecientes de acetonitrilo o n-propanol, dio
lugar a un pico tnico con un tiempo de migracién coincidente con el del EOF. En
ausencia de disolvente organico, el pico Gnico mostré una pequefia cola, indicando
adsorcion sobre la pared del capilar. '

Posteriormente, se utilizd el mismo tampén en ausencia de disolvente

orgénico, pero con concentraciones crecientes de SDS. Como se muestra en la Figura

~ XL1, partes B-D, cuando la c_on_cen_tracién de SDS aumenta, el pico Gnico aparece a

tiempos de migracién progresivamente superiores a los del EOF. Esto es debidoala
fuerte asociacion de los solutos con las micelas aniénicas de SDS. Sin embargo, como
se muestra en la Figura X1.1, partes C y D, se observa una incipiente separacién entre
el Triton X-100 y el Triton X-405, cuando se emplean concentraciones de SDS
superiores a 50 mM. Al mismo tiempo, el pico no muestra cola y aumenta la eficacia,
lo que se puede atribuir a la asociacidn del soluto con el SDS. Ademas, el SDS inhibe
la adsorcién de los solutos, debido a la competencia del mismo por los sitios activos

de la pared del capilar. De acuerdo con los resultados de la bibliografia [22, 23, 28-

30], loshomélogos de los OPEs y NPE se pueden resolver cuando se adicioha un 35%

de acetonitrilo a un BGE que contiene 50 mM de SDS.
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Figura XL1. Electroferogramas de una mezcla de Tritén X-100 y Tritén X-405,
concentracién de 500 pg ml” cada uno, obtenidos con un BGE conteniendo tampon
borato 80 mM a pH 8.5 y concentracidnes crecientes de SDS (0, 25, 50, 100 mM).
Voltaje aplicado, 15 kV, polaridad positiva, longitud de onda de deteccién, 200 nm.
Las flechas indican el tiempo de migracién del EOF (marcado con 1% metanol en la

muestra).
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b) Estudios MEKC con sales biliares

En la Figura X1.2, se muestra la resolucién de los homélogos, en ausencia de
SDS y de disolvente organico, utilizando en cambio SDC como fase
pseudoestacionaria y agente discriminante. Se estudié la influencia de la
concentracién de SDC, asi como la de SC, en la resolucién de homoélogos. Para ello
se evalud la resolucion global, que se definié como la media geométrica de las
resoluciones entre los picos consecutivos de los tres homélogos mas abundantes de
cada tensioactivo. Los resultados se muestran en la Figura XI.3, observandose una
resolucién dptima con una concentracion 50 mM de SDC. Para conseguir valores
similares de resolucion utilizando SC, se requirieron concentraciones superiores a 50
mM. Este es un comportamiento general [37, 50] que se puede atribuir a la mayor

capacidad del SDC para asociarse con solutos hidrofébicos, en comparacién con el

SC, el cual tiene un grupo hid_roxilo.adicional.

" Comose observaen la Figura X1.2, y como consecuencia de laasociacién con
las micelas de las sales biliares, los tiempos de migracion de los solutos son mayores
que el tiempo de migracién del EOF. El retraso se puede explicar en términos de
diferencias tanto de masa molecular como de hidrofobicidad. Se puede esperar un
mayor retraso para solutos con una masa molecular pequefia, ya que éstos presentan
més resistencia frente al EOF. Por tanto, para solutos con una hidrofobicidad media
similar, los homdlogos con un menor nimero de EO deben aparecer a mayores

tiempos de migracion. Por otra parte, estos solutos son mas hidrofébicos y, por tanto,

se asocian mas fuertemente a las micelas de las sales biliares. También por estarazon, -

deben aparecer a tiempos de migracion altos. Esto es precisamente lo que se observa
en la Figura XI.2, donde el Tritén X-100 (n = 10) presenta un tiempo de migracién
mayor que el Triton X-405 (n=40). Ademas, para un APE en particular, los picos con
menor tiempo de migracion deben corresponder a los homé.logos con mayor nimero

de unidades de EO.

299




Determinacién de alquilfenol etoxilados

Absorbancia a 200 nm (mUA)

10

o
1

1]
—
(=)

l

)
S
!

Triton X-100

Triton X-405

T I 1 l I I I . ]

8 10 12 14
Tiempo (min) -

Figura XL2. Electroferograma de una mezcla de Tritén X-100 y Triién X-405 (500

pg ml" cada uno) obtenidos con un BGE conteniendo borato 80 mM a pH 8.5 y 50
mM SDC. El tiempo de migracion del EOF fue 4.5 min.
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s

Resolucién global, R
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Figura XI.3. Resolucién global, R, como la media geométrica.de las resoluciones
entre picos consecutivos- de los tres homdlogos mas abundantes, frente a la
concentracién de sal biliar. EI BGE contiene borato 80 mM de pH 8.5 y
concentraciones crecientes de SC (linea discontinua) o SDC (linea continua). Las

disoluciones de prueba fueron: NPE (O), Tritén X-100 (A) y Tritén X-405 (@).
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Por otra parte, un incremento de la masa molecular de la parte hidrof6bica

_ produce dos efectos opuestos sobre el tiempo de migracion del soluto: (i) un

incremento debldo a una mayor asociacién con las micelas, y (i) una disminucién -

debida a la mayor masa molecular. Experimentalmente, en todos los casos, el NPE con
n = 10 exhibié tiempos de migracion ligeramente mayores qﬁc el correspondiente OPE
(Tritén X-100) (en torno a 11.5 min frente 11.8 min para los picos principales). Esto
sugiere que para solutos que tengan distinta parte hidrofébica y el mismo nimero de
unidades de EQ, el efecto de la mayor hidrofobicidad predomina ligeramente sobre el
efecto de la mayor masa molecular.

Es interesante observar que la resolucién entre homélogos se puede alcanzar
solopor la accion de la sal biliar, mientras que cuando se emplea SDS es necesaria una
elevada concentracion de disolvente orgénico. Esto ultimo es habitual en separaciones
mediante CZE y MEKC de tensioactivos i6nicos o no cargados, en las cuales se

necesita una elevada concentracién de disolvente orgdnico para rompcr las micelas,

, permltlendo asf a las moléculas de tensioactivo migrar mdlvxdualmente sin que puedan N

formar micelas mixtas. Las micelas mlxtas sise forman, pueden estar constituidas por
un nimero variable de solutos o moléculas huésped, de diferente masa molecular (por
ejemplo, diferentes homo6logos), y por un ntimero variable de anfitriones o iones de
tensioactivo. Normalmente, la separaci6n no es posible si se forman micelas mixtas,
debido a esta amplia distribucién de cocientes huésped/anfitrién. Por tanto, la
separacién de los homélogos de los APEs mediante sales biliares, en ausencia de
disolventes orgénicos, sugiere la formacion de agregados constituidos por una sola
molécula de tensioactivo insertada en una pequefia micela de la sal biliar.

Sin embargo, también se estudié la influencia de la adicién de un disolvente
organico al BGE en presencia de sales biliares. Las micelas formadas por las sales
biliares pueden tolerar grandes concentraciones de disolventes orgénicos (por ejemplo,
30%) sin que se vea afectada su integridad estructural. Esto es particularmente notable,
ya que las micelas de la mayoria de los tensioactivos iénicos y no iénicos se destruyen

con porcentajes relativamente bajos de disolvente orgénico. Se usaron BGEs que

302



Capitulo X1

contenian 80 mM de tampdén borato de pH 8.5, SDC 50 mM y concentraciones

crecientes de acetonitrilo 0 de n-propanol. Como se indica en la Figura X14, la

resolucién mejord ligeramente con concentraciones moderadas de- acetonitrilo, -

mientras que disminuy para concentraciones altas de este disolvente. Como también
se muestra en la Figura XI.5, la resolucién fue aproximadamente la misma con
concentraciones moderadas de n-propanol, y disminuyé para concentraciones
superiores a un 20% de n-propanol, siendo superior en este caso €l tiempo de anélisis
respecto al obtenido con acetonitrilo. Como se observa comparando las Figuras XI.6
y X1.7 con la Figura XI.2, una importante ventaja del uso de cantidades moderadas de
acetonitrilo o de n-propanol es el bajo ruido de fondo de la linea base.

En comparacin con otros electroferogramas de la bibliografia [22, 28, 30],
la resoluci6n entre los homélogos fue similar para los APEs con niimero bajo y medio
de unidades de EO, sin embargo, se consiguié una mejor resolucion para el Triton X-

- 405, cuyo nimero de unidades de EO es al_to (n = 40). Ademsds, en la Figura X1.7,
h parte B, se observa como mezclas de APEs con bajo (Tritén X-100, n - 10) y alto
nimero de EO (T ritén X-405; n= 40) pueden ser resueltas coﬁ una Gnica inyecéién.

Ademis, los picos pequeifios alrededor de los 18 min en la Figura X1.7, parte
A, corresponden a homélogos de NPE con un niimero bajo de unidades de EO, y al
nonilfenol desetoxilado, y de modo similar, los homélogos de OPE con un niimero
bajo de unidades de EO, y el octilfenol desetoxilado, aparecen préximos a los 19 min
en la Figura X1.7, parte B. La resolucién de estos picos muestra que el procedimiento
puede ser aplicado a la identificacién y evaluacién de los APs y APEs altamente

hidrof6bicos, lo que tiene mucho interés en _estudios ambientales.
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) Resolucién global, R

0 10 20 30
~ Acetonitrilo (%)

Figura XL4. Resolucién global, R, frente a la concentracién de acetonitrilo. El BGE
contiene tampoén borato 80 mM de pH 8.5, SDC 50 mM y las concentraciones
indicadas de acetonitrilo. Simbolos como en Figura X1.3.
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1.6 —

Resolucién global, R
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' ' n-Propanol (%)

Figura XL5. Resolucién global, R, frente a la concentracién de n-propanol. Otras

condiciones y simbolos como en Figura XI.4.
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Figura XL6. Electroferograma de Triton X-100 (500 pg ml ") obtenido con un BGE
conteniendo tampdn borato 80 mM de pH 8.5, SDC 50 mM y un 20% de acetonitrilo.
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Figura XI.7. Electroferograma de NPE (A) y de una mezcla conteniendo Triton X-
100 y Tritén X-405 (B) (500 pg ml” cada uno); BGE como en Figura X1.6, pero sin

acetonitrilo y con un 10% de n-propanol.
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Se estudi6 la influencia de la presencia de concentraciones crecientes de SDS
en BGEs que contenian SDC 50 mM, en ausencia y presencia de un 10% de n-
- propanol. Los efectos del SDS son: (i) incrementa el tiempo de nﬁgt'acién; (ii) también
incrementa ligeramente la resolucion, hasta una concentracién de SDS 20 mM, y (iii)
reduce la resolucién para NPE y OPE con n = 10 a concentraciones de SDS superiores
a 20 mM. Estos tensioactivos son més hidrofobicos que el Tritén X-405 (con n = 40),
y por tanto, se asocian mds fuertemente con el SDS. En conéécuencia, sus
correspondientes homélogos convergen progresivamente hacia un pico unico. Este

efecto se puede apreciar en la Figura XI.8.
X1.3.2. Anailisis de muestras industriales

Se analizaron las muestras industriales indicadas en la Tabla X1.1, que

contenian NPE con n = 10y otros tensioactivos. Con el BGE (i) (usando n-propanol, -

en ausencia y presencia de SDS 20 mM), los ‘picos de otrb_s, tensioactivos
(principalmenté LAS) solapabah con los picos de NPE, interfiriendo en la evéluécién
cuantitativa de NPE. La selectividad no mejor6 mediante el incremento de la
concentracién de SDC hasta 100 mM. Posteriormente, la concentracion de n-propanol
_se increment6 también hasta un 30% para diferentes concentraciones de SDC. En

presencia de n-propanol, el tiempo de migraciéon de los picos del LAS aumentd

considerablemente con respecto a los picos del NPE. La mayor selectividad entre los

homologos de NPE, y simultdneamente, la mayor separaci6n entre los picos del LAS
y NPE, se consigui6 para un BGE que contenia SDC 75 mM y un 20% de n-propanol.
Por ello, en todos los experimentos realizados a continuacién se utilizé el BGE (ii),

cuya composicion se establecid precisamente a partir de estos resultados.
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Absorbancia a 200 nm
10 mUA

L~

I ' [ ' I T l
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Figura XL8. Electroferogramas de una mezcla de Tritén X-100 y Tritén X-405 (500
pg ml'! cada uno) obtenidos con un BGE conteniendo tampdn borato 80 mM de pH
8.5, SDC 50 mM y las siguientes concentraciones de SDS: (A) 50 y (B) 75 mM.
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Como se muestra en la Figura XI.9, los picos de NPE y LAS .se separan muy
satisfactoriamente. Alin mds, se consigue la resolucion parcial de los isémeros y
‘homologos dei LASt. Por _otra_:p'arté, el pico principal de .CODE.A estd parcialinente
solapado con el pico de un homélogo del NPE; sin embargo, esto no dificulta la
cuantificacion de NPE, ya que el area de este homélogo se puede obtener por
interpolacion lineal, usando las dreas de los picos de los homdlogos restantes. El
mismo procedimiento se aplicé para cuantificar tres homélogos del NPE en un
producto de limpieza desinfectante, sin que el solapamiento entre estos picos y los
debidos a los homélogos del BKC originase error sistematico alguno (Figura XI1.10).

Usando este BGE, laregion proxima a los 27 min corresponde a los APEs con
bajo nimero de unidades de EO y a los APs desetoxilados, que tienen interés en
muestras ambientales. Por tanto, la amplia ventana de tiempo que se extiende entre

las regiones de los APEs y del LAS constituye una interesante caracteristica de este

BGE, ya que, con frecuencia, estos dos tipos de tensioactivos se investigan en

muestras ambientales. ‘ N

Se obtuvieron curvas .de calibracion usando los dos NPEs industriales
(indicados en la seccion X1.2.1) y el estandar de Fluka. Se inyectaron disoluciones de
NPE en concentraciones crecientes hasta 3 mg ml'. El NPE se cuantificé como la
suma de las areas de todos los picos de los homélogos. Para los tres NPEs estudiados,
las curvas de calibrado fueron lineales hasta una concentracién de 2 mg ml. Las
sensibilidades se obtuvieron con siete estindares de concentraciones igualmente
espaciadas dentro del intervalo dindmico lineal. No se observaron diferencias entre

los electroferogramas de los tres NPEs, sin embargo, las pendientes de las tres curvas

de calibracion difirieron ligeramente, lo cual puede ser debido a diferencias de pureza

entre los estandares (por ejemplo, el estandar de Fluka tiene una riqueza del 90%).
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40 —
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20 — | H
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Figura X1.9. Electroferograma de un detergente de prendaé delicadas,obtehido con

el BGE (ii), mostrando los picos de los homdlogos de NPE y LAS. Los picos

marcados con un asterisco son de CODEA.
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Figura XI.10. Electroferograma de un desinfectante limpiador obtenido con el BGE
(ii), mostrando los picos de los homélogos del BKC de 12 y 14 4tomos de carbono y

los picos de los homélogos del NPE.
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Para el anélisis de productos industriales, el contenido en NPE se calcul6 con

referencia al estandar de Fluka, sin embargo, para poder comparar el valor de la

. concentracién encontrada con el valor declarado, los valores encontrados fueron

también calculados con referencia al mismo NPE industrial empleado por el
fabricante para manufacturar el producto. Los resultados de la Tabla XI.1 muestran
una concordancia satisfactoria para la amplia variedad de productos analizados.
Los parémetroé analiticos significativos se muestran en la Tabla XI.2. Los
limites de deteccion se calcularon para una area igual a tres veces la desviacién |
estandar de las areas de ocho inyecciones de una disolucién de NPE de concentracién
50 pg ml. El limite de deteccion de 28 pg ml! de NPE total es mejor que otros
valores de la bibliografia obtenidos con HPLC y CE con deteccién UV, por ejemplo,
37y 100 pgml”, respectivamente [22], si bien todos estos limites son mucho mayores
que los obtenidos mediante HPLC con deteccién fluorimétrica (aprox. 0.2 ng ml,

previa extraccion Soxhlet) [18] o con deteccién mediante espectrometria de masas

‘acoplada (inferior a l'ng ml™) [51]. Las repetitividades int'ra-'e_ inter-dia se cal_culardn

a partir de seis series de seis experimentos cada una, llevados a cabo diariamente
durante otros tantos dias consecutivos. Las repetitividades se evaluaron a dos niveles

de concentracion de NPE: 50 y 500 ug ml™.
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X1.4. Conclusiones

Los APEs se pueden separar con excelente resolucién entre los homélogos
mediante MEKC, con un tampén borato de pH 8.5 que contenga una sal biliar. A una
concentracion de sal biliar dada, se obtiene mejor resolucién con SDC, en relacidn al
uso de SC. En presencia de pequefias 0 moderadas concentraciones de disolvente
organico lalinea base mejora notablemente, mientras que la resolucién puede mejorar
o decrecer ligeramente. Se propone un procedimiento para la determinacién de APEs
con una resolucién optima entre los homélogos. Este procedimiento proporciona
también una huella dactilar del APE, que puede ser usada para determinar el nimero
medio de unidades de EO y otros parametros utiles en control de calidad, en la
caracterizacion de productos desconocidos, en la monitorizacién de procesos de

degradacion, y en estudios de toxicidad y ambientales. También se propone un

procedimiento modificado que es mas selectivo, y que resulta itil para determinar .

tenéio_activos no iénicos, catiénicos y anidnicos en productos industriales y
domésticos, con una tnica inyeccién de la muestra. Los tensioactivos no ionicos,
principalmente NPEs, y anionicos, especialmente LAS, se encuentran habitualmente
juntos en productos de limpieza, y por ello, tiene interés la aplicacién del
procedimiento propuesto en control de calidad. Ademés, con los dos BGEs
recomendados, una regién de los electroferogramas resulta ser adecuada para la
identificacion y evaluacién de los APEs de bajo nimero de grupos de EO y los APs

desetoxilados.
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Capitulo X1

CAPITULO X11

SEPARACION Y DETERMINACION DE ALQUILBENCENO SULF_ONATOS
LINEALES MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL EN MEDIO
NO ACUOSO Y EN PRESENCIA DE SALES DE ALQUILAMONIO

Enviado para su publicacion en Electrophoresis.

Resumen

Se ha desarrollado un procedimiento para separar alquilbenceno sulfonatos lineales
(LAS)mediante electroforesis capilar en medio no acuoso en presencia de alquilaminas
y dcido acético. Enun medio etanol, sehan comparado diferentes alquilaminas (primarias,
secundarias y terciarias) de diferente hidrofobicidad. Los solutos migran en contra del
- flujo electroosmético (EOF), yal mismo tiempo son frenados debido a la asociaci(m
con las moléculas de alquilamina pmmws opor sﬁs correspondientes iones alquilainonio.
La mejor resolucién entre homélogos de LAS se obtuvo con un ligero exceso de
dipentilamina sobre 4cido. Cuando la concentracién del tampdon aumento, la resolucién
entre homdlogos aumenté ligeramente, sin embargo se aprecia una aumento notable
en la resolucién parcial de isémeros. Un BGE conteniendo 10 mM de écido acético y
20 mM de dipentilamina fue usado para separar y cuantificar los homélogos en un tiempo
inferior a 25 min, mientras que otro conteniendo 80 mM de 4cido acético y 90 mM de
dipentilamina ofrecié la mejor separaci6n a nivel de isdmeros. El primer BGE se aplic
ala caracterizaciény dete_rminacién de LAS endetergentes liquidosy en polVb. Ellimite
de detecci6n para ladeterminacién de LAS total fue 2.5 pgml”, y las reproducibilidades
de las 4reas y tiempos de migracién inter-dia fueron inferiores al 4.3 y 2.8%,

respectivamente.

Palabras clave: alquilbenceno sulfonatos lineales; electroforesis capilar en medio no

acuoso; asociacién i6nica con sales de alquilamonio
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XI1.1. Introduccién

Los alquilbenceno sulfonatos lineales (LAS) son los tensioactivos anidnicos

" mas ampliamente utilizados en la industria de los detergentes. Se encuentran en productos
domésticos e industriales de limpieza, incluyendo limpiadores de superficies. Los LAS
son también empleados en las industrias textil, cosmética, alimentaria .y del cuero, y
en la flotacién de minerales [1]. Los LAS estén presentes en las formulaciones comerciales
como mezclas complejas de los homélogos C, a C,,, cada uno de los cuales puede
encontrarse como diversos isémeros posicionales. Los isémeros posicionales se distinguen
unos de otros por el carbono de la cadena alquilica al que se ehcuentra unido el grupo
bencénico, y que puede variar desde el segundo hasta el central [2].

La determinacién del contenido total de LAS es suficiente para la legalizacién
del producfo, y como valoracién general de su posible impacto en contaminacién de

aguas residuales y superficiales. Sin embargo, la caracterizacién de los LAS, que implica

 establecer su per_ﬁl en homélogos ¢ isémeros, es tainbi_éh»inipqrtante en relacién coh_

muestras industriales y ambientales. La detergencia, labiodegradabilidad y la toxicidad
en medio acudtico dependen de la longitud de la cadena alquilica y de la posicién del
anillo aromético. Ademas, la distribucién en homdlogos e isémeros proporciona
informacion acerca del proceso de fabricacién y puede ser usado como huella dactilar
para establecer el origen del producto. Por tanto, se requieren métodos analiticos selectivos,
sensiblesy fiables tanto en control de calidad de los productos, como en anélisis ambiental.

El método més ampliamente utilizado para la cuantificacién del contenido total
de tensioactivos ani6nicos, incluyendo los LAS, en muestras acuosas es el método estindar
del azul de metileno [3]. Sehallevado a cabo la determinaci6n selectivade LAS ﬁle'diante
GC[4],HPLC [5]', espectrometria dé masas [6], TLC en combinaci6én con espectroscopia
IR y UV [7], NMR [8] o potenciometria [9], y electroforesis [10] . La HPLC de
intercambio idnico es ineficaz para separar los homélogos e isémeros del LAS [11].
Con este fin, habitualmente se utiliza la HPLC de fase inversa con fases estacionarias

del tipo Cyq [12,13] 0 C, [14], y fases méviles conteniendo perclorato sédico.
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En los dltimos afios, se ha incrementado considerablemente el uso de la CE

- : paralacaracterizaciony separacién de tensioactivos [15-24]. Los homélogos e isémeros

- de LAS no se resuelven utilizando BGEs en ausencia de disolvente brgénic_:o [18,20].
No obstante, bajo estas condiciones, la CZE puede ser ttil para la determinacion del
contenido total dé LAS (18, 20]. Laseparacion de homélogos se puede conseguir mediante
la adicién de una concentracién elevada de disolvente organico al BGE (por ejemplo,
un 30% de CH,CN) [15-18]. La resolucién también se puede mejorar mediante la adicién
* de Mg al BGE [19]. Por otro lado, la resolucion de isdbmeros requiere un mecanismo
de separacion adicional, tal como la asociacién solvof6bica con SDS [16, 21] o la
presencia de interacciones anﬁtnén-huesped con ciclodextrinas [20, 24], todo ello en
presencia de disolvente organico. La separacién de isdmeros también se puede llevar
a cabo utilizando MEKC en presencia de SDS y CH,CN [16].

Recientemente, la técnica de la CE en medio no acuoso (NACE, non-aqueous
capzllary eIectrophoreszs) hacobrado un creciente interés [25-27] Compuestos altamente
hldroféblcos se pueden ser disolver y separar con BGEs no acuosos En estos medios,
las especies neutras hidrofébicas se separan por asociacién con aditivos cargados [25].
Ademés, laNACE permite evitar los fenémenos de adsorcion sobre la pared del capilar
y/o las interacciones ion-ion, que provocan la precipitacion de los solutos (por ejemplo,
los tensioactivos anidnicos con cationes metéalicos). Salimi-Moosavi y col. [27-28]
mostraron laimportancia de las interacciones ion-ion para ajustar la selectividad en NACE,

utilizando para ello cationes metélicos o sales de alquilamonio para separar LAS y otros

tensioactivos aniénicos. Los homé6logos de LAS también han sido separados (si bien,

no cuantificados) en metanol puro empleando tetrametilamonio como contrai6n [28].

‘En este Capifulo, se estudia la separaciéxi de homélogos de LAS mediante la
técnica NACE empléando un tampén constituido por 4cido acético y una alquilamina
en medio etanol. A su vez, se comparan diferentes alquilaminas (primarias, secundarias
y terciarias) de diferente hidrofobicidad. El procedimiento optimizado fue aplicado al

anélisis de LAS en varios productos comerciales de limpieza.
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XII.2. Parte experimental
XII1.2.1. Reactivos y muestras

Los estdndares de LAS, conteniendo cantidades certificadas de los homdlogos
de 10 a 13 dtomos de carbono, se obtuvieron de Petresa (San Roque, Cadiz) y Condea
(Marl, Alemania). Las disoluciones usadas como estidndar para los estudios de
optimizacién contenian 2 mM de LAS en agua. Se utiliz6 acido bencenosulfénico (Fluka,
Buchs, Suiza) como estandar interno. Se usaron las siguientes alquilaminas, todas ellas
de Fluka: n-etil, n-propil, n-butil, n-pentil, n-hexil, n-heptil, dietil, dipropil, dibutil,
dipentil, dihexil, trietil, tripropil, tributil y tripentil aminas. Se usaron también acido
clorhidrico y 4cido acético de grado analitico (Panreac, Barcelona), 4cidos férmico,
n-propiénico y n-butirico (Fluka), etanol y acetonitrilo de grado HPLC (Scharlau,
* . Barcelona) y agua desionizada (Bamnstead, Sybron, Boston, MA,_USA).- Los productos
dofnéstioos eindustriales de limpieia fueron smﬁihis&adoé ﬁor Quumcas Oro,S.A.(San

Antonio de Benagéber, Valencia).
XI1.2.2. Instrumentacion

Se utilizé un sistema de electroforesis capilar HP*® (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA, USA) equipado con un detector espectrofotométrico de fila de diddos y capilares
de silice fundida (Supelco, Bellefonte, PA, USA) de longitud total 33.5 cm (25 cm
lo_ngitud efectiva) x 50 pmLD. (363 pm O.D.). Laé medidas del pH apérente en etanol
fueron realizadas con un potenciémetro Crison modelo micropH 2000 provisto de un

electrodo combinado de vidrio-Ag/AgCl a la temperatura de 23°C.
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X11.2.3. Procedimientos

- Antes de cada sesion, él 'cellpilar se aébndicioné con el tamp6n de sepai'acién
durante 60 min, y entre inyecciones sucesivas durante 5 min. Cuando se cambi6 la
composicién del BGE, el capilar se lavé con NaOH 0.1 M durante 30 min, y con el nuevo
BGE por 30 min més. Las muestras se disolvieron directamente en agua, o se diluyeron
con agua desionizada; cuando fue necesario se trataron previamente con un pequefio
volumen de etanol. Todas las disoluciones se hicieron pasar a través de filtros de nylon
de 0.45 pm de didmetro de poro (MSI, Westboro, MA, USA). Se realiz6 inyeccién
.hidrodinémica aplicando 50 mbar durante 2 s. El voltaje aplicado fue 25 kV con polaridad

" negativa. La deteccion se realizé a 224 nm.

- XIL3. Resultados y discusién
XI1.3.1. Selecci6n del 4cido y la amina

En presencia de altos porcentajes de disolvente organico, asi como en medio
puramente orgénico, el bajo potencial { conduce a valores muy pequefios del EOF [26,
29, 30]. Por tanto, para separar aniones como los LAS en este medio, se debe trabajar
con polaridad invertida. Se realizaron estudios previos con disoluciones de icidos
carboxilicos alifaticos (férmibo, acético, propionico y butirico) y HC, todos ellos en
concentracién 10 mM en etanol no acuoso. El 4cido acético propofcioné los menores
valores de corriente, y una mejor resolucién entre los picds CioY Ciss 'respecfo al uso
del HCI. A suvez, no se observaron diferencias significativas entre los diferentes &cidos
carboxilicos ensayados, seleccionandose por tanto el acido acético para estudios
posteriores. En la Figura XI1.1 se muestraun electroferograma obtenido con 4cido acético
10 mM.
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Figura XIL1. Electroferograma de LAS 2 mM en un BGE conteniendo 4cido acético

10 mM en etanol. Capilar de 33.5 cm x 50 pm L.D.; inyeccién hidrodindmica a 50 mbar
' x 2 s; voltaje aplicado, 25 kV con polaridad ne_gativa; deteccion a 224 nm.
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Laselectividad en sistemas no acuosos puede ser manipulada mediante el empleo

de agentes formadores de pares i6nic95 con diferentes propiedades estéricase hidrofébicas.

Conel bbj eto de incrementar la resolucién a través de la modificacién de la seléctividad,
se estudiaron diversas alquilaminas lineales primarias, secundarias y terciarias, variando
ademds la longitud de la cadena alquilica. Los experimentos se realizaron en el medio
alcalino, utilizando acido acético 10 mM y alquilamina 20 mM. Los resultados se muestran
en laFigura X11.2. El tiempo de migracién aumenta con lalongitud de la cadené, y también
con el niimero de cadénas de la amina, es decir al pasar de las aminas primarias a las
secundarias y terciarias, lo que puede ser debido a una asociacién de las aminas més
hidrofébicas mis fuerte con los solutos, o también, a la mayor masa molecular de los
pares i6nicos formados. _
A lo largo de cada serie se observa una mayor separacion de las lineas de los

homélogos con C,, (linea continua) y C,, (linea discontinua o de trazos), indicando que

una mayor hidrofobicidad (y tamafio molecular) de la aminatiende amej orar laresolucion ‘

-ehnfe homélogos. Este resultado se puede observar también en la Figura XI1.3, en la .

que se representa la resolucién gldbal; evaluada como la media geométricé de los
siguientes tres pares de picos: C,i/C,;, C,,/C,, ¥y C,,/C,; (usando el pico principal del
homélogo, en todos los casos) versus el nimero de dtomos de carbono para cada serie
de aminas. Con aminas secundarias y terciarias, se consigue una resolucién parcial de
los isémeros, como se puede apreciar en la Figura X11.4, parte A, para ladipentilamina.
Laresolucion a nivel de isémeros se incrementa en el orden: dibutilamina< dipentilanﬁna<
dihexilamina. Sin embargo, y debido a la falta de reproducibilidad en los tiempos de
migracién observada tanto con la dihexilamina, asi como con la tributilamina y

tripentilamina, se seleccioné la dipentilamina para todo el trabajo posterior.

329




Separacién y determinacién de alquilbenceno sulfonatos

24

[N
(=]
|
N

—
~
~

Db
=N
|

12

Tiempo de migracién (min)

] T f T I ' T T
2 4 6 8 10
Nuimero de 4tomos de carbono

Figura XI1.2. Efecto de la naturaleza de 1a amina sobre el tiempo de migracién de los
LAS. BGE: 4cido acético 10 mM, alquilamina 20 mM en etanol. Las condiciones de _
trabajo son las indicadas_ en la Figura XII1. La linea continua indica los tiempos de
migracién del homélogo C,, y la linea discontinua, los tiempbé de migracl:ién‘ del
homdlogo C,;. Los simbolos indican aminas primarias (@), secundarias (A) y

terciarias (H).
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Figura XIL.3. Efecto de la naturaleza de la amina sobre la.resolucién entre
homdlogos. Simbolos: aminas primarias (@), secundarias (A) y terciarias (M). BGE:
10 mM écido acético, 20 mM de alquilamina en etanol. Las condiciones de trabajo

son las indicadas en la Figura XIL.1.
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X11.3.2. Influencia de las concentraciones de dcido y amina

_En laFigura XIi.4 semuestrala influencia de 1a concentracién del tamp6n para
la serie realizada con un exceso de 10 mM de dipentilamina sobre el acetato de
alquilamonio formado. Para valores bajos de concentracién (&cido acético 10 mM y
dipentilamina 20 mM, o tamp6n 10/20) se observa una excelente resolucién entre
homélogos, y una resolucién parcial de los isémeros. A medida que se incrementa la
concentracion del tamp6n (hasta una relacién 80/90 para &cido acético y dipentilamina,
respectivamente) aumenta también el tiempo de migracién y mejora ligeramente la
resolucion entre homélogos. Por otro lado, la selectividad de la separacién de isémeros
estd fuertemente influenciada por la concentracién del tampdn. Para el tampén 10/20,
los isbmeros correspondientes al homélogo C,; aparecen como dos hombros a cada
lado del pico prinéipal del homélogo, y lo mismo se observa para los isémeros

pertenccientes a los homélogos C,, y C,, para los tampones 20/30 y 40/50,

 respectivamente. Asi pues, para cada hom6logo, Ia resolucién entre el grupo principal o

de isémeros y uno de los dos grupos secundarios mejbra en funcién de la concentracién
del tamp6n.

Al aumentar la concentracién del tamp6n, desde larelacion 10/20 hasta 80/90,
el pH aparente disminuye ligeramente de 9.2 a 8.7, Estareduccién del pH como €l aumento
dela fuerza idénica trabajan en el mismo sentido, reduciendo el potencial zeta, y por tanto,
disminuyendo el EOF. Los valores del EOF se midieron utilizando polaridad positiva
y dimetilformamida y tiourea como marcadores. Con los tampones 10/20 y 80/90, se
obtuvieron tiempos de migracién de los marcadores de 10.0+0.5 y16.1+ 0.9 min (n
= 4), respectivamente, confirmando 1a reduccién del EOF entre ambos tampones.

Sin embargo, como se observa en la Figura XI1.4, los picos de LAS se retrasan.
Los mayores tiempos de migracidn, asi como la diferente selectividad de isémeros, se
explican suponiendo que el efecto de la reduccion del EOF queda superado con creces
por una interaccién mucho mas fuerte entre los solutos ani6nicos y los componentes

del sistema alquiamina/alquilamonio.
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- Absorbancia a 224 nm (mUA)

Tiempo (min)

Figura XI1.4. Electrdferogramas de LAS 2 mM. El BGE contiene etanol y las

siguientes concentraciones dcido acético/dipentilamina: (A) 10/20, (B) 20/30, (C)
40/50, y (D) 80/90 mM. Las condiciones de trabajo son las indicadas en Figura XII.1.
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A continuaci6n, se trabaj6 con concentraciones equimoleculares de 4cido acético

y dipentilamina. Como se muestra en la Figura XI1.5, la resolucién fue deficiente para

el tampon de composicion 10/10, y mejord al aumentar la concentracién del mismo

hasta el valor 80/80. El pH aparente se mantuvo constante a lo largo de la serie,
obteniéndose un valor de 8.7 para los tampones 10/10 y 80/80.

Como anteriormente hemos comentado, también a lo largo de esta serie debe
reducirse el EOF, puesto que aumenta la fuerza idnica, lo cual conduciria a una
disminucién en los tiempos de migracién del LAS. Sin embargo, el efecto opuesto se
observaen laFigura X11.5. Tanto este retraso en los tiempos de migracién como lamejora
en laresolucion, puede atribuirse al aumento de las interacciones de los solutos con los
componentes del tampoén a lo largo de la serie. Sin embargo, laresolucién con el tampén
'80/80 (Figura XII.5, parte D), fue peor que la observada con exceso de alquilamina
(tampon 80/90, Figura XII.4, parte D).

En la Figura XI1.6 se muestra la serie obtenida incrementando la concentracién

del tampbn en exceso de 4cido, desde 20/10 290/80. De hue\?o, seobservaun i_hérementb '

en los tiempos de migrécién de lbs‘ analitos conforme aumenta la concentracién del
tampén. La mejor resolucion fue obtenida con el tamp6n de mayor concentracidn, sin
embargo, la resolucién fue peor en comparacion con las series anteriores. A lo largo
de la serie (desde 20/10 a 90/80), el pH aparente aumento ligeramente desde 7.4 hasta
8.6. Portanto, es de esperar un aumento del EOF, que puede venir contrarrestado por
el incremento de la fuerza iénica. E1 EOF se midi6 con los dos marcadores anteriormente
indicados. No se observé pico alguno para el tamp6n 20/10 para tiempos superiores
a los 60 min, tanto en polaridad positiva como negativa, mientras que con €l tamp6n
* 90/80 y polaridad positiva, el marcador apareci6 alos 23.1 + 0.5 min (n =4), confirmando
" el aumento del EOF esperado. Por tanto, a diferencia de lo observado con los otros medios,

el retraso observado de los picos de los LAS puede deberse tanto al aumento del EOF,

como a la fuerte interaccion entre los solutos y los componentes del sistema tampon.

334




Capitulo XII

Absorbancia a 224 nm (mUA)

Tiempo (min)

Figura XILS5. Electroferogramas de LAS 2 mM. El BGE contiene etanol y las siguientes
concentraciones cido acético/dipentilamina: (A) 10/10, (B) 20720, (C) 40/40, y (D)
80/80 mM. Las condiciones de trabajo son las indicadas en Figura XII.1.
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Figura XIL6. Electroferogramas de LAS 2 mM. E BGE contiene etanol y las siguientes
concentraciones acido acético/dipentilamina: (A) 20/10, (B) 50/40 y (C) 90/80 mM.
Condiciones de trabajo indicadas en Figura XII.1.
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A continuacién, serealizo una serie de BGEs conteniend_o 80 mM de 4cido acético

y un exceso creciente de dipentilamina, empleandose las siguientes proporciones: 80/90,
-80/200y 80/400. A lo largo de esta serie, el pH aparente éumenté (de8.7a 10) asi como
la concentracién de moléculas de alquilamina libres (sin modificarse la concentracion
delos iones alquilamonio). Los electroferogramas mostraron una progresiva disminucién
del tiempo de migracién del LAS con importantes pérdidas de resolucion. Esto puede
atribuirse a lareduccién del EOF producida por la adsorpci6n del exceso de dipentilamina
sobre las paredes del capilar. Finalmente, se estudiaron BGEs conteniendo unarelacién
80/80 4cido acético/dipentilamina, en presencia de pequefias cantidades de NaOH (hasta
8 mM), produciéndose una disminuci6n en los tiempos de migracién del LAS asi como

una pérdida en la resolucion.
X11.3.3. Estudios realizados con mezclas etanol-acetonitrilo

Debido a cambios en la Sblvatacién de_'analitos yenlas intéracéionés_ ion-ipn,
los cambiosen la conﬁposicién del disolvente no acuoso conlleva cambios de selectividad
[26, 27].

Se utilizaron mezclas de etanol con las siguientes concentraciones de acetonitrilo:
1,2, 5,10, 25, 50 y 75%. Para asegurar tiempos de migracion bajos, la composicién
del tamp6n se mantuvo en la relacién 4cido acético 10 mM y dipentilamina 20 mM.

Un aumento en la concentracion de acetonitrilo produce un aumento del EOF,
y consiguientemente, produjo una reduccién de los tiempos de migracién. Para
concentraciones superiores a un 20% v/v de acetonitrilo, la movilidad electroosmética

supero a la movilidad electroforética de los LAS, impidiendo su observacién. Para

concentraciones de acetonitrilo superiores al 25%, los picos de los LAS se observaron |

usando polaridad positiva, siendo el tiempo de migracién de unos 20 min.
Sin embargo, en todos los casos la resoluci6n fue inferior que en ausencia de

acetonitrilo.
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XI1.3.4. Pardmetros analiticos significativos

~ Lasrepetitividades de los tiethpos demigraciény areas delos picoé, y los limites
de deteccién de los homoélogos y de LAS total se obtuvieron con el BGE constituido
por 4cido acético 10 mM y dipentilamina 20 mM en etanol, ya que proporciona una
resolucién éptima entre los homo6logos con un tiempo de anélisis corto (20 min). Para
evaluar las repetividades se utilizé una disoluci6én de 75 pg mi* de LAS (Petresa); las
repetitividades intra- e inter-dia se calcularon a partir seis series de seis experimentos
inyectadas a raz6n de una serie por dia, durante dias consecutivos. Se construyeron las
curvas de calibracién de los homélogos C,, C,;, Cy, y C,3 por separado, utilizando
las areas de los picos respectivos divididas por el &rea del pico del patrén interno (acido
benceno sulfénico). Para ello, se inyectaron seis disoluciones de estandares de LAS a
concentraciones regularmente espaciadas, hasta 300 pg ml”. Las curvas de calibrado

fueron lineales, conr> 0.998. En todos los casos, el_ contenido total de LAS se calculd

| como lasuma dé las 4reas de los correspondientes homéiogos eisémeros dii(ididés pb_r o

el 4rea del pico del pafrén interno. Finalmente, los limites de deteccién se calcularon
paraunarelacion sefial/ruido =3, que se midié a partir de 8 inyecciones de una disolucién

de 10 pg ml" de LAS. Los pardmetros significativos se indican en la Tabla XII.1.

Tabla XIL.1. Repetitividad® de tiempos de migracion (t,,) y dreas de pico (A), y limites
de deteccion para una relacion seiial-ruido de 3.

Analito  t,,% A%  LOD,pgml*
Cuo 17,28 2843 24
C, 12,21 20,28 4.1
Cy 14,23 2330 35
Cys 16,26 2640 29
LAStotal — — 24

*Como desviaciones estdndar relativas: intra-dia; inter-dia.
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XIT1.3.5. Aplicacién a muestras reales

Laidentificacién y cuantificacién de LAS en productos de lihlpieza ddmésficos
e industriales, y la caracterizacion de los homélogos, estableciendo su distribucion, se
llevé a cabo utilizando el BGE constituido por 4cido acético 10 mM, y dipentilamina
20 mM en etanol. Los resultados se muestran en 1a Tabla X11.2. Los distintos productos
examinados mostraron diferencias importantes entre las distribuciones de sus homélogos.
En la Figura XII.7 se muestra un electroferograma representativo de un detergente en

polvo.
XI1.4. Conclusiones

Se ha demostrado la posibilidad de separar LAS con excelente resolucién entre
homélogos y una resolucién parcial de isémeros, utlllzando concentracmnes bajas de
| dcido acético y una alqu1la1mna hldrofoblca (dlpentllamma) en presencna deun hgero
| exceso de ésta en medio etanol. Bajo polaridad negativa, los LAS migran en contra del
EOF, y al mismo tiempo son frenados por interacciones hidrof6bicas y electrostaticas .
con losiones alquilamonio, aunque la posibilidad de asociacién hidrofobica con moléculas
libres de alquilamina puede también tener lugar. La separacion tiene lugar debido a
las interacciones diferenciales entre los homoélogos e isomeros del LAS con los
componentes del sistema tampén de alquilamina. Un aumento en la resolucién a nivel
de isémeros tiene lugar cuando se incrementa la concentracién del tamp6n, no obstante,
a expensas de un aumento en el tiempo de andlisis. Con el procedimiento propuesto
se obtuvieron reproducibilidades en las reas de los picos mejores que el 4.3%, y limites
de deteccién de LAS total del orden de los 2.5 pg ml’.
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Gi

Absorbancia a 224 nm (mUA)

5 10 15 20 25
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Figura XIL7. Electroferograma de un detergente en polvo obtenido en un medio etanol
conteniendo 4cido acético 10 mM y dipentilamina 20 mM en etanol. 1, Pico del estandar
interno (4cido benceno sulfénico). Otras condiciones de trabajo como en laFigura X11.1.
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CAPITULO XIII |
CONCLUSIONES GENERALES
Los procedimientos desarrollados en esta Memoria para el control de calidad
en diversos problemas ambientales e industriales, muestran la gran versatilidad y
capacidad de la técnica empleada, la electroforesis capilar. A continuacién, se
resumirén las conclusiones fruto de los diversos resultados experimentales obtenidos
en los capitulos IV, V, VII, VIII, X, XIy XII.

Parte A

1. Se ha descrito un procedimiento rapido y muy reproducible para la determinacién

- decido L-ascérbico (AA)y acido ascérbico total (AAT) en plantas vasculares y-en |

liquenes, briofitos y hepéticas. Para ello, se utiliza CZE en capilares de silice sin
recubrimiento. La determinacion de AAT se realiza después de su reduccién con DL-

homocisteina a pH 7.

2. Se han establecido los parametros de calidad del procedimiento, entre ellos, el

limite de deteccién, 0.2 pg ml!, que corresponde a 0.4 mg de AA / 100 g de muestra.

3. El método propuesto se ha validado por comparacién con el método enzimético
habitual. El procedimiento de CZE se puede aplicar correctamente y ofrece resultados
para todas las muestras ensayadas, mientras que el método enzimético no se puede
utilizar paia cuantificar AA en algunas plantas que dan una alta absorcién de fondo

en la region UV.
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Conclusiones generales

4. Se ha desarrollado un procedimiento répido y fiable de CZE capaz de separar y
. determinar AA, glutation reducido (GSH) y glutatién oxidado (GSSG) en plantas
vasculares, en una inyeccién \inica. En otra alicuota del mismo éxtracto, y previa

reduccién con DL-homocisteina, se determina 4cido dehidroascérbico (DHA).

5. Se han establecido los pardmetros de calidad del procedimiento, entre ellos, los
limites de deteccion de AA, GSH y GSSG, que se hallan en el intervalo 0.2 - 0.8 pg
ml?, lo que corresponde a 0.04 - 0.16 mg de analito por 100 g de peso fresco de hojas

de diversas plantas vasculares.

6. Se ha mostrado que plantas expuestas a altas concentraciones de ozono (1600 pg
m?), en un sistema de fumigacién de laboratorio, experimentan una reduccién
simultdnea de los cocientes AA/(AA+DHA) y GSH/((GSH+GSSG).

7. También se ha mostrado que' plantés c'ultivadé’s. enel camﬁo, éti cémaras abiertas por-

arriba, sometidas durante unos 50 dias a conéentracioﬂes de 0zono mucho més bajas

(concentraciones medias, 10 y 80 pg m), experimentan una reduccién més rapida del
cociente AA/(AA+DHA) que del cociente GSH/(GSH+GSSG).

Parte B

8. Se ha demostrado que un electroferograma de CZE, obtenido con la fraccién
proteica soluble en etanol-agua, y utilizando capilares de silice no recubiertos, contiene
1a suficiente informacién como para poder clasificar muestras de queso de acuerdo con
su origen genético y tiempo de maduracién. Se han podido reconocer hasta 18 picos
como variables utiles para realizar estudios de analisis exploratorio de datos, andlisis

clasificatorio y construir modelos de regresién.
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Capitulo X1

9. Sobre la base de estos electroferogramas, y utilizando regresién multivariante por

el método de mmunos cuadrados parclales (PLS), se pueden predecir los contenidos -

de leche de vaca en quesos de cabra y oveja presumlblemente puros, asi como en
mezclas binarias o ternarias, con una desviacion estdndar préxima al 6-7%. Este

resultado incluye quesos de bajo y alto grado de maduracién.

10. Utilizando el mismo procedimiento se pueden construir modelos capaces de
estimar también el tiempo de maduracién en quesos elaborados con leche de cabray

oveja.

11. Se ha desarrollado un proéedimiento de electroforesis capilar rapido y simple para
la separacién y cuantificacién de los picos de las a-lactoalbiiminas (a-LAs) y 8-
lactoglobulinas (B-LGs) de vaca, cabra y oveja en quesos binarios y ternarios, con
discriminacién mcluso de las vanantes genétlcas A y B bovma y ovina de las

correspondlentes ﬁ-LGs

12. Se han descrito dos procedimientos para la determinacién de leche de vaca én
quesos de cabra, oveja y mixtos, basados en la cuantificacion de las a-LAs y de las B-
LGs, respectivamente. Se ha demostrado la superioridad del procedimiento basado en
las a-LAs, que da resultados mas exactos que el basado en las B-LGs, y ademés tiene

un limite de deteccién maés bajo.

13. Los procedimientos, basados en el uso de tampbnes isoeléctricos a pH 4cido,
permiten utilizar elevados campos eléctricos sin causar por ello pérdida de eficacia por
efecto J oule, ademés, la supresién efectiva de la ionizacién de los grupos silanol al pH
de trabajo inhibe la adsorcién de proteinas sobre la pared, y reduce el ﬂujo

electroosmético, mejorando notablemente la reproducibilidad entre inyecciones.

349




Conclusiones generales

14. Se ha propuesto un enfoque nuevo para realizar el calibrado en la determinacién

- de la leche de vaca en quesos. Este enfoque, basado en la determinacién previa de

_ coeficientes de selectividad vaca/cabra o vaca/oveja, es mas sencillo, las curvas de

calibrado son lineales en vez de curvas, no tienden asint6ticamente a infinito, y la
precisién y exactitud son mejores que las indicadas en los demas procedimientos

descritos en la bibliografia.
Parte C

15. Se ha mostrado que el uso de electrolitos de fondo (BGEs) conteniendo una sal
biliary elevadas concentraciones de un disolvente organico, permiten resolver mezclas
de tensioactivos catidnicos con rapidez, y con una excelente resolucién entre los

homoélogos. Ademés, se puede llevar a cabo su determinacién con fiabilidad.

'16. Para Separar mezciés de cloruro de be‘nzalcoriio'(B'KC) y cetilpi_ridinio (CPC) con -

una méxima resolucién se recomienda un BGE que contenga 'tampén borato 80 mM
de pH 8.5, 50 mM de SDC y 30% de etanol. En cambio, si lo que se desea es obtener
una adecuada resolucién con un tiempo de anélisis corto, se recomienda sustituir el

etanol por un 20% de THF.

17. Los tensioactivos y sus homélogos se pueden determinar con reproducibilidades
por debajo del 2%, y con limites de deteccién de unos pocos pg ml™. El procedimiento
propuesto se ha aplicado a la determinaci6n de tensioactivos catiénicos en una amplia

gama de productos industriales y domésticos. .

18. Se ha descrito un procedimiento para separar y determinar alquilfenol etoxilados
(APEs) con una excelente resolucion entre los homélogos. Para ellos, se ha utilizado

un tampdn borato de pH 8.5 conteniendo una sal biliar.
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Capitulo XTI

19. A una concentracién de sal biliar dada, se obtiene mejor resolucién con sodio

desoxicolato (SDC) que con sodio colato (SC).En presencia de pequefias 0 moderadas

" concentraciones de disolvente organico la linea base mejora notablemente, mientras

que la resolucién puede mejorar o decrecer ligeramente.

20. Se propone un procedimiento para la determinacién de APEs con una resolucién
éptima entre los homélogos. Este procedimiento proporciona también una huella
dactilar del APE, que puede ser usada para determinar el niimero medio de unidades
de EOy dtros pardmetros ttiles en control de calidad, en la caracterizacién de
productos desconocidos, en la monitorizacién de procesos de degradacion, y en

estudios de toxicidad y ambientales.

21. También se propone un procedimiento modificado que es mas selectivo, y que
resulta til para determinar tensioactivos no idnicos, catidnicos y aniénicos en

- productos industriales y domésticos, con una tinica inyeccién de la muestra.

22. Ademas, con los dos BGEs recomendados, una regién de los electroferogramas
- resulta adecuada para la identificacién y evaluacién de los APEs de bajo nimero de

grupos de EO y los APs desetoxilados, lo que tiene interés en analisis ambiental.

23. Se ha demostrado la posibilidad de separar alquilbenceno sulfatos lineales (LAS)
con excelente resolucion entre homélogos y resolucién parcial de isomeros, utilizando

sales de alquilaminas, en medio etanol y en ligero exceso de amina.

* 24, Con el procedimiento propuesto se obtienen reproducibilidades inferiores al 4.3%
y limites de deteccion de LAS total del orden de los 2.5 ug ml™, El procedimiento se
ha aplicado a la determinacién de LAS en productos de limpieza domésticos e

industriales.
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Anexol

o-CD
a-CN
o-LA
p-CD
B-CN
B-LG

v-CN
k-CN

AAS
AAT
ABS
ADN

AEOS
AOS
APE
APG
APX
AS
ATP

BGE
BiAS
BKC
BSA
- BTA
CAT
CE

CEC
CF

CGE

CHAPS
CIEF

ANEXO 1
ABREVIATURAS

o-Ciclodextrina
a-Caseina
a-Lactoalbimina
B-Ciclodextrina
p-Caseina
B-Lactoglobulina
B-Mercaptoetanol
v-Caseina
k-Caseina

Acido L-ascérbico

Espectrometria de absorcién atémica
Acido ascérbico total

Alquilbenceno sulfonato ramificado

_ Acido desoxirribonucleico .

Alcohol etoxilado

Alquil sulfatos etoxilados
a-Olefin sulfonatos
Alquilfenol etoxilado
Alquilpoliglucésido
Ascorbato peroxidasa
Alquil sulfatos

Adenosin trifosfato

Electrolito soporte
Sustancias activas al bismuto
Cloruro de benzalconio
Albimina de suero bovino

Anhidrido bencenotricarboxilico

Catalasa

Electroforesis capilar
Electrocromatografia capilar
Filtrado con carbono
Electroforesis capilar en gel

3-[3-(Cloroamidopropil) dimetilamonio}-1-propanosulfonato

Isoelectroenfoque capilar
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Abreviaturas

CITP
CMC
CODEA
CPC
CTAB
CZE

DBAS
DBDA
DCIP

DHA

DHAR
DNBA
DTNB

EDTA
EO
EOF

FAA
Fd

GC
GR
GSH -
GSSG

HDM
HEC
HPLC

IDA
IEF

Ig
LAS
LDA

LFS
LOD

MBAS
MDHA
MDHAR

Isotacoforesis capilar

Concentracion micelar critica
Dietanolamida de coco

Cloruro de cetilpiridinio

Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
Electroforesis capilar zonal

.Sustancias activas al azul de disulfina

Cloruro de dodecilbencildimetil amonio
2,6-Diclorofenol-indofenol

Acido dehidroascérbico
Dehidroascorbato reductasa

Acido dinitrobenzoico

Acido 5,5"-ditiobis(2-dinitrobenzoico)

Acido etilendiaminotetragcetico
Oxido de etileno
Flujo electroosmotico o electroendosmético

Alcanolamida
F erredoxina- .

| Cromatografia de gases

Glutatién reductasa
Glutation (reducido)
Glutation disulfuro

Bromuro de hexadimetrina

Hidroxietilcelulosa
Cromatografia liquida de alta resolucién

Acido iminodiacético
Isoelectroenfoque
Inmunoglobulina

Alquilbenceno sulfonato lineal
Anélisis discriminante lineal

Sistema de fumigacién de laboratorio
Limite de deteccion

Sustancias activas al azul de metileno
Monodehidroascorbato
Monodehidroascorbato reductasa
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MEKC
MES
MHEC
MPA
MS

NACE
NADPH
NEM
NF
NMR
NMS
NPE

OBS
OPE
OTC

PA
PAGE
PCA
- pl .
- PEG -
PLS
POD
PTS
PVA

RuBISCO

SC
SDS
SDC
SOD

- STTP.

TAPS
TEMED
THF
TLC
TMAOH
Tris
TZV

Cromatografia micelar capilar electrocinética
Acido 2-(N-morfolin)etano sulfomco
Metilhidroxietilcelulosa -
Acido metafosférico

Espectrometria de masas

Electroforesis capilar en medio no acuoso
Dihidronicotinamida adenina dinucleétido fosfato
N-Etilmaleimida

Sin filtrar

Resonancia magnética nuclear

Naftaleno monosulfonato

Nonifenol polietoxilado

Octilbencenosulfonato
Octifenol polietoxilado
Céamaras abiertas por arriba

Anhidrido ftalico

Gel de poliacrilamida .
Anélisis de las componentes pnnclpalcs _
Punto isoeléctrico '
Polietilenglicol

Regresion de minimos cuadrados parciales
Peroxidasa

p-Toluenosulfonato

Alcohol polivinilico

Ribulosa 1,5-difosfatocarboxilasa-oxigenasa

Colato sédico

- Dodecil sulfato s6dico

Desoxicolato sodico
Superéxido dismutasa
Tripolifosfato sédico

Anexo I

Acido N-[tris (hidroximetil)-metil]-3-aminopropanosulfénico

N, N, N°, N’-Tetrametiletilendiamina
Tetrahidrofurano

Cromatografia sobre capa fina
Hidréxido de tetrametilamonio

Tris (hidroximetil)aminometano
Violeta de tetrazolio
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A capillary zone electrophoresis (CZE) procedure
for the determination of L-ascorbic acid (AA) and total
ascorbic-acid (TAA, as the sum of AA and dehy-
droascorbic acid) in vascular plants, lichens, bryo-
phytes, and liverworts is described. The samples were
frozen.in liquid nitrogen and extracted with 2% meta-
phosphoric-acid. To determine AA, an aliquot was di-
rectly injected in a fused-silica capillary. The determi-
nation of TAA was performed upon its reduction with
piL-homocysteine at pH 7. The background electrolyte
contained .60 mM sodium chloride, 60 mM sodium di-
hydrogen phosphate, 1 x 10~'% hexadimetrine bro-
mide, and NaOH up to pH 7. The procedure was rapid
and highly reproducible; the limit of detection was 0.2
pgml~?, which corresponded to 0.4 mg/100 g of sample.
The method was validated by comparison with an en-
zymatic assay. While the enzymatic assay failed to
quantify AA in some plants owing to strong back-
ground UV absorption, CZE was successful in all the
extracts assayed. © 1938 Academic Press .

Key Words: ascorbic acid; atmospheric pollution
bioindicators; lichens; bryophytes; liverworts; capil-
lary zone electrophoresis.

L-Ascorbic acid (AA)? is universally distributed
among animals and plants, where it is found in equi-
librium with an oxidated form, L-dehydroascorbic acid
(DHA). Both AA and total ascorbic acid (TAA, as the
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amine; LOD, limit of detection.
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sum of AA and dehydroascorbic acid) are usually de-
termined, since the AA/TAA ratio is an important in-
dicator in environmental quality control (1). This ratio
is perturbated by factors inducing plant stress, includ-
ing mechanical damage and atmospheric pollution.

The AA and DHA concentrations in plants vary
widely, with highest levels found in rapidly growing
tissues and leaves (2). More than 3% of the fresh
weight of some fruits is AA (3). Plant cells actively
consume AA in several processes: (i) the removal of
hydrogen peroxide and active free radical oxygen spe-
cies produced by air pollutants (1, 4); (ii) the hydroxi-
lation of proline residues in polypeptide chains (5); and
(iii) the deepoxidation of carotenoids in the xanthophyll
cycle (6). Additionally, AA has a role in the control of
photosynthetic and mitochondrial electron transport
(7) and in the control of plant cell division (8). High AA
concentrations are found in chloroplasts, e.g., 50 mM in
spinachs, presumably owing to the relevant function of
AA in photosynthesis (9). Other cell parts contain also
AA, i.e., cytosol, vacuoles, and the membrane (10, 11).

In humans, AA plays an important physiological role
in the metabolism of iron, steroids, and aromatic ami-
noacids. Additionally, it has also been involved in the
synthesis of polysaccharides and collagen and in neo-
natal development. An insufficient intake of AA pro-
duces collagen defficiency, which results in the symp-
toms of scurvy. The capacity of AA for inhibiting
mutagenic cell growth has also been demonstrated in
vitro (12-14).

The stability of aqueous AA solutions depend on pH,
temperature, oxygen concentration, and metal ion
traces which catalyze its oxidation (15-18). Spectro-
photometry (19-28), differential pulse polarography
(29), and adsorption potentiometry (30) have been used
to determine both AA and TAA (this later upon reduc-
tion of DHA to AA) in fruit juices and other industrial
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products; however, these methods lack the adequate
selectivity to analyze vascular and nonvascular plant
extracts (19, 20). Specific procedures are based on the
oxidation of AA in the presence of ascorbate oxidase
(31-33) and on separation techniques, including gas
chromatography with precolumn derivatization (34),
reversed-phase (35-39), ion exclusion (40-44), ion-pair
(45) and ion-exchange HPLC (46), isotachophoresis
(47, 48), and capillary electroseparation (49-63).
- Several capillary zone electrophoresis (CZE) proce-
dures for the determination of AA in fruit juices and

vegetables have been described (52-54, 56-59, 61).

Capillaries coated with acrylamide (52, 54) and tetra-
decyltrimethylammonium bromide (61) have been
used. Micellar electrokinetic chromatography with a
background electrolyte (BGE) containing sodium dode-
cyl sulfate (49) or sodium deoxycholate (50, 51) has also
been used to determine AA in vitaminic diet supple-
ments and plants, respectively.

In this work, AA is determined by CZE in the pres-
ence of hexadimetrine bromide (HDM), a polimeric al-
kylammonium salt that efficiently inverts the elec-
troosmotic flow at very low concentrations. The
determination of DHA is performed as AA upon reduc-
tion with homocysteine. The procedure is rapid and
highly reproducible, and the limits of detection are
lower than those reported for other capillary elec-
troseparation methods. The method is applied to vas-
cular plants and to lichens, bryophytes, and liverworts,

which usually have much lower AA and DHA concen-

. trations than vascular plants, and is validated by com-
parison with an enzymatic method (31). The AA/TAA

-ratio- in - vascular and particularly in nonvascular
plants is a valuable indicator in atmospheric pollution
evaluation.

" MATERIALS AND METHODS
Apparatus

- An HP3P capillary electrophoresis system (Hewlet-

t-Packard, Palo Alto, CA), provided with a diode
array spectrophotometric detector, was used. The
detection window was performed on the 33.5 cm X 50
- p#m i.d. untreated silica capillaries (Supelco, Bel-
lafonte, USA) at 8.5 cm from the outlet rim. New
capillaries were rinsed at 60°C as follows: 5 min with
1 M NaOH, 5 min with 0.1 M NaOH, and 10 min with
water. At the beginning of each working session the
capillary was rinsed for 30 min with the separation
buffer at 23°C. Peak areas were divided by the re-
spective migration times using the corresponding HP
software option. A diode array spectrophotometer
was used to perform enzymatic analysis (Model
8452A, Hewlett—Packard).
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Reagents

A 250 pug ml™! AA (Sigma, St. Louis, MO) stock
solution was prepared in the presence of 2% (w/v)
metaphosphoric acid (MPA; Aldrich, Milwaukee, WI).
All solutions were stored at ca. 4°C; 10 ug ml~! DHA
(Aldrich) solutions in 2% MPA were prepared immedi-
ately before injection. Sodium and potassium hydrox-
ides, sodium and potassium dihydrogen phosphates,
boric acid, sodium chloride (Panreac, Barcelona,
‘Spain), ascorbate oxidase (Prod. No. A0157, Sigma),
pL-homocysteine (Sigma), and HDM containing from
25 to 50 hexadimethonium units (Fluka, Buchs, Swit-
zerland) were used. In the experiments performed with
acrylamide coated capillaries the following reagents
were used: acrylamide, ammonium peroxydisulphate,
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED),
and 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate (Fluka).
All solutions were prepared with deionizéd water
(Barnstead deionizer; Sybron, Boston, MA). Before in-
Jjection in the capillary, all solutions were degased in an
ultrasonic bath and forced through 0.45-um-pore-size
nylon filters (Scharlau, Barcelona, Spain).

Plant Material

Parsley and spinachs were both cultivated in the o

laboratory and purchased at the local market and an-
alyzed on the same day. The lichens Parmelia acetab-
ulum (Necker) Duby, Parmelia quercina (Willd.)
Vainio, and Hypogymnia tubulosa (Schaerer) Havaas;

‘the bryophytes Hypnum cupressiforme. (Hedw.) and

Tortula ruralis (Hedw.) Gaertn., Meyer, and Scherb.;
and the liverworts Porella platyphylla (L.) Pfeiff and

Frullania dilatata (L.) Dum. were collected from their
habitats in Sierra del Toro (Castellén, Spain, UTM
305XK8719) in the naturally dry state in February

- 1998. This plant material was immediately trans-

ported to the laboratory and used in the experiments
within 1 week from collection.

Sample Preparation and DHA Reduction

Petiole and veins were removed from fresh parsley
and spinach leaves. Both vascular and nonvascular
plant samples were thoroughly cleaned, snap-frozen,
and pulverized in liquid nitrogen. Subsequently, they
were homogenized with ice-cold 2% MPA. The ratio of
plant material to MPA was 2 g to 12 mi for parsley and

-spinachs and 0.5 g to 8 ml for lichen, bryophytes, and

liverworts. To pellet all debris, the homogenate was
centrifuged (6000 rpm, 4°C, 2 min), the supernatant
was filtered (Mitex, 5 um; Millipore), and an aliquot
was injected.

To determine TAA, a 0.5-ml aliquot of the filtered
extract was gently stirred with 30 mg homocysteine
until complete solution and 30 ul of 2 M NaOH was
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added (final pH was about 7). The mixture was imme-
diately injected. The DHA concentration was calcu-
lated as the difference between TAA and AA.

CZE Procedure

Hydrodynamic injection at 50 mbar X 2 s was used.
~ Separation was performed at —15 kV and 23°C in a
buffer containing 60 mM sodium dihydrogen phos-
phate, 60 mM NaCl, 0.0001% HDM, and the necessary

0.1 M NaOH to reach pH 7. Detection wavelength was -

set at 265 nm. Between injections; pressure (1015
mbar) was used to rinse the capillary with the buffer
for 10 min. Efficiencies were calculated as

=554 (o) i

where t is the migration time and w;,, is the peak
width at half-height.

Enzymatic Procedure

The enzymatic determination of AA was performed
by monitoring the absorbance decrease at 265 nm
‘which was induced by oxidation to DHA by ascorbate
oxidase as described by Luwe et al. (31). Reaction as-
says contained 1 ml of standard solution or plant ex-
tract and 2 ml of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH
6.8); AA oxidation was started by adding 10 ul of a 0 25
units ul™! ascorbate oxidase solution. - -

RESULTS AND DISCUSSION
Preliminary Studles

The stability of AA solutions in 2% MPA at 4°C was
checked. Less than 1% absorbance decrease was ob-
served for the AA absorption peak after 3 days. Thus,
standard solutions and sample extracts were handled,
stored, and injected in this medium. In strong and
moderate acid media AA solutions contain the un-
charged protonated form (log K = 4.17) (16), and in
alkaline media the risk of oxidation increases rapidly
(16). Thus, a BGE of pH 7 was selected as a compro-
mise to maintain AA in an anionic form during sepa-
ration ‘and," at the same time, to reduce the risk of
oxidation.

- Injection at the cathode end and zero or reversed
electroosmotic flow were selected to obtain low migra-
tion times for AA. For this purpose, several static and
dynamic coatings were assayed. First, the capillary
walls were coated with acrylamide (64). Using a 20 mM
phosphate buffer of pH 7 and —15 kV, the AA peak
appeared in less than 5 min. However, different capil-
laries gave rather different migration times, which was
attributed to lack of reproducibility in the acrylamide
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coating properties. For this reason, dynamic coating
with HDM was preferred. This polymer has been
shown to be very effective in reducing and reversing
the electroosmotic flow at very low concentrations (65).
The addition of a concentrated potassium monochy-
drogen phosphate solution to the extracts containing
MPA has been recommended to increase the pH before
reducing DHA with homocysteine (66-68). However,
with this procedure, the AA peak was not observed.
This was attributable to the anti-stacking effect pro-
duced by an excessive lonic strength. Therefore, 2 M
NaOH and not K,HPO, was used to increase the pH.
Additionally, to avoid irreversible oxidation of DHA in
neutral and alkaline media, homocysteine and not
NaOH was added first. The final pH of the mixture,
around 7, increased very little upon addition of more 2
M NaOH, indicating a large buffering capacity. This
could be due to the presence of significant amounts of
ortophosphate in the MPA. Upon injection on the rec-
ommended BGE, these solutions showed no loss of
efficiency in the AA peak. Besides, consecutive injec-
tions showed no losses in sensitivity at least for 20 min
after reduction; with 40 min losses were of ca. 30%.
To estimate the recovery of AA by reduction, a 10 ug
ml~! AA solution prepared in water was allowed to
oxidize in the presence of 2% H,0,. Upon injection this
solution showed a loss of AA of about 60% in 3 h. After
addition of homocysteine and NaOH as indicated, fol-
lowed by immediate injection, recovery was 97 * 1%
(n = 3). Experiments performed with solutions pre-

- -pared with solid DHA, and also treated with homocys- - )

teine and NaOH, yielded recoveries of about 80%. The
lower recovery obtained in this case was attributable to
the low purity of solid DHA (60).

Optimization of Separation Conditions

Migration times and efficiencies obtained in the
presence of 1 X 10~%% HDM, at increasing phosphate
and NaCl concentrations in the BGE, are shown in
Table 1. When the phosphate concentration increased,
migration time decreased and the efficiency was im-
proved; however, 60 mM phosphate was used in the
experiments that followed, since noise increased with
higher concentrations. No significant improvements
were observed by adding up to 80 mM boric acid to this
buffer. ‘

As shown in Table 1, the efficiency was largely im-
proved by addition of NaCl to the buffer. The extracts
prepared for the AA and TAA determinations con-
tained large MPA and sodium metaphosphate concen-
trations, respectively; therefore, the improvement ob-
served was probably due to an increase of the stacking
effect produced by the higher BGE conductivity. It is
interesting to note that an increase of the NaCl con-
centration had a larger effect on the efficiency than an
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TABLE 1 TABLE 3
Migration Time and Efficiency of the AA Peak Concentrations of AA Found in Several Plants by the CZE
with Different BGEs ' and Enzymatic Methods®
Phosphate (mM) NaCl (mM) t (min) N x 103 Sample CZE Enzymatic
20 0 13.3 =04 9 Parsley (cultivated) 258 —
20 60 50 =03 57 Spinach (local market) 574 57.2
20 100 38 =*06 77 Spinach (cultivated) 81.7 80.7
40 0 85 =*0.2 17 Parmelia acetabulum 2.94 2.95
60 0 49 =02 27 Parmelia quercina 1.82 - 1.84
70 0. 40 =02 32 Hypogymnia tubulosa. 6.21 6.02 -
60 20 4.07 *0.04 43 Hypnum cupressiforme 543 5.38
- 60 40 3.225 + 0.008 59 ° ° Tortula ruralis. ' ©10.5 —
60 60 2.88 +0.05 76 Porella platyphylla 4.47 —
Frullania dilatata 1.79 1.85

equivalent increase of the NaH,PO, concentration.
Further experiments were performed with a BGE of
pH 7 containing 60 mM phosphate and 60 mM NaCl.
An excessive current and loss of reproducibility were
observed with higher NaCl concentrations. When the
HDM concentration was increased from 1 X 1074 to
5 X 1073%, the AA migration time decreased from 2.9
to 2.0 min, while the efficiency remained unaffected.
With 1 X 107%% HDM no significant drift of the elec-
troosmotic flow was observed for more than 60 runs.

Application to Real Samples, Figures of Merit, and
Validation

A linear calibration curve with r* = 0.9999 was ob-
* tained by injecting six standard solutions with increas-
ing AA concentrations up to 100 xg ml™!. Sensitivity,
* limits of detection (LODs) in standard solutions and in
plants, and repeatabilities and reproducibilities con-
cerning both corrected area and migration time are
shown in Table 2. The LOD was calculated as threefold
‘the background noise divided by the sensitivity. The
‘background noise, s, was obtained both by assuming
that the width of the baseline at the peak region was 5s

TABLE 2
Analytical Figures of Merit for the CZE Method

Parameter Value
Sensitivity 3.1 X 10°% pg~! ml mAU™?
- Repeatability of corrected )

area 0.9% (n = 10, 10 g mi™?)
Repeatability of migration

time 0.8% (n = 10, 10 zg ml™")
Reproducibility of corrected

area - 1.2% (n = 8, 10 ug ml~, 8 days)
Reproducibility of migration

time 1.1% (n = 8, 10 ug m1™!, 8 days)
LOD with standard solutions 0.2 xg mi™!
LOD in vascular plants 0.12 mg/100 g fresh wt
LOD in nonvascular plants 0.3 mg/100 g dry wt

“In mg AA per 100 g of fresh and dry sample in vascular and
nonvascular plants, respectively.

and as the standard deviation at the 10 ug ml~! con-
centration level (n = 10). The same LODs were ob-
tained by these two procedures.

The extracts of the vegetables indicated in Table 3
were analyzed both by the proposed CZE procedure
and by the enzymatic method (31). As shown in Fig. 1,
peaks of several unknown solutes were observed in the
extracts. The AA peak was identified by comparing
both migration time and absorption spectrum at the
peak maximum with the corresponding data obtained
by injecting a standard. In all the extracts, the AA peak
appeared well separated from other peaks of the ma-

. trix, and the baseline noise at both sides of the AA peak

was the same as with the standards. Thus, the LODs
for the standards and the plant extracts were also the
same. Furthermore, standard addition calibration
curves were obtained by adding to the plant extracts
three solutions with increasing AA concentrations up
to 100 ug ml~'. The curves were linear with # >
0.9998, and in all cases the sensitivity was the same as
with the external calibration method.

Three AA standard solutions containing increasing
concentrations up to 50 ug ml™! were used to obtain
the calibration curves by the enzymatic procedure. The
standard addition method was also used to obtain the
AA concentrations in the extracts. The curves were
linear with 2 > 0.998. As shown in Table 3, the CZE

~and the enzymatic procedures yielded similar values

for each sample. Application of the statistical test for
paired data showed no significant differences at the
95% confidence level. When the extract was strongly
colored, as occurred with parsley, T. ruralis, and
Porella platyphylla, the initially large absorbance at
265 nm hindered the application of the enzymatic
method.

The AA concentrations found for the vascular plants
are similar to those reported in the literature. The
higher AA concentration given by cultivated spinach
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FIG. 1. Electropherograms of plant extracts (AA concentrations found in the extracts): (A) spinach (95.8 ug ml™!); (B) lichen Parmelia

acetabulum (1.8 ug ml™*); and (C) bryophyte Tortula ruralis (6.5 ug ml™?).
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TABLE 4
Concentrations of AA and TAA Found in Several
Plants by the CZE Method
Sample AA*® TAA® AA/TAA
‘Spinach 40.9 50.7 0.81
Parmelia quercina 2.49 4.33 0.58
Frullania dilatata 3.61 35.0 0.10

“In mg AA per 100 g of fresh and dry sample in vascular and

: nonvascular plants, respectively

with respect to the sample from the local market
should be attributed to the shorter time elapsed be-
tween sample field collection and analysis. Nonvascu-

lar plants showed much lower AA concentrations than

vascular plants. This should be attributed to the
smaller weight of the photobiont (algae) in relation to
the larger weight of the fungi which is almost devoid of

AA. The endosymbiontic algal cell population may ac-

count for only 10-15% of the thalline weight in species
such as P. sulcata (69).

The results of determinations of AA, DHA, and AA/
TAA ratios in spinachs, a lichen, and a liverwort are

:shown in Table 4. The value obtained for spinach was
:similar to reported data (31). The enzymatic procedure

could not be applied in some cases because of the ex-
cessive absorbance of the extracts.
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Simuitaneous determination of ascorbic acid (AA),
glutathione (GSH), and oxidized glutathione (GSSG) in
vascular plants has been achieved by capillary zone
electrophoresis."A background electrolyte containing a
phosphate buffer of pH 7 and hexadimethrin bromide for

dynamic control of electroosmotic flow was used. Separation

was performed in less than 5 min. The signal was
simultaneously monitored at 265 and 200 nm. Dehydroascorbic
acid (DHA) was determined in another aliquot of the

. same plant extract upon reduction with pL.-homocysteine.

. Limits of detection of AA, GSH, and GSSG ranged from
0.2 to 0.8 #g mL~", which corresponded from 0.04 to 0.16
mg per 100 g fresh weight of tomato, watermelon, and potato
leaves. Plants exposed to a high ozone concentration
(1600 g m~3) in a laboratory fumigation system during 1,
2,3, and 5 h showed progressive ozone-induced oxidative
stress. This could be seen as a simultaneous decrease of
the AA/(AA+DHA) and GSH/{GSH+GSSG) ratios; however,
the decline rate was higher for AA/(AA+DHA) than for GSH/
(GSH+GSSG) in plants cultivated in the field, in open-top
chambers, during ca. 50 days with much lower ozone
concentrations (mean concentrations, 10 and 80 ug m™3).

Introduction -
The oxygenic environment of aerobic life inevitably leads to
the production of a number of reactive oxygen species such
as superoxide anion, hydrogen peroxide, hydroxyl radical,
and organic peroxides and radicals as byproducts of cellular
metabolism. The presence of these reactive oxygen species
leads to the condition of oxidative stress. Primary among the
systems that exist to prevent or limit oxidative damage are
nonenzymatic antioxidants, such as L-ascorbic acid (AA,
vitamin C), glutathione (GSH, y-L-glutamyl-L-cysteinylgly-
cine), and a-tocopherol (vitamine E).

Both AA and GSH are universally distributed in the vast
majority of prokaryotic and eukaryotic cells, where they

* Corresponding author phone: 34-963983003; fax: 34-963864436;
e-mall: Guillermo.Ramis@uv.es.

10.1021/es991068! CCC: $19.00 - © 2000 American Chemical Society
Published on Web 02/24/2000

undergo interconversions with their oxidized forms, L-
dehydroascorbic acid (DHA) and glutathione disulfide (GSSG),
respectively. These redox systems are involved in a wide
variety of cellular reactions (I-4). The AA/(AA+DHA) and
GSH/(GSH+GSSG) ratios are important indicators in envi-
ronmental quality control (5). These ratios are disturbed by
- factors inducing plant stress such as mechanical damage
and/or atmospheric pollution.

The AA and DHA concentrations vary widely in plants,
with the highest levels being found inrapidly growing tissues

_and leaves (6). More than 3% of the fresh weight of some

fruits is AA (7). Plant cells actively consume AA in several
processes: (i) the removal of hydrogen peroxide and active
free radical oxygen species produced by air pollutants (5, 8);
(i) the hydroxylation of proline residues in polypeptide chains
(9): (iil) the de-epoxidation of carotenolds in the xanthophyll
cycle (10). Additionally, AA has a role in the control of
photosynthetic and mitochondrial electron transport (11)
and in the control of plant cell division (12). High AA
concentrations are found in chloroplasts, e.g., 50 mM in
spinach, presumably owing to the relevant function of AA in
photosynthesis (4). Other organelles also contain AA, i.e,
cytosol, vacuoles, and the cell membrane (13, 14).

Numerous physiological functions have been attributed
to GSH in plants (15), such as the storage of sulfur in its
reduced form and the regulation of the expression of some
genes (16). Additionally, GSH is involved in the redox
regulation of the cell cycle (17) and in the defense of plants
and other organisms against oxidative stress (18) owing to
its redox-active thiol group. The GSH concentration in the
chloroplast stroma is thought to be close to 5 mM, which is
large enough for GSH to act as an important redox buffer,
preventing enzyme inactivation by protecting protein thiol
groups from oxidation (19-21). A specific function of GSH

'in the maintenance of the ascorbate pool in plant cells has
been demonstrated (21). :

Spectrophotometry (22-31), differential pulse polarog-
raphy (32)..and adsorption potentiometry (33 have been
used to determine both AA and DHA (upon reduction to AA)
in fruit juices and other industrial products. However, these
methods lack the adequate selectivity to analyze vascular
and nonvascular plant extracts (22, 23). Specific procedures
are based on the oxidation of AA in the presence of ascorbate
oxidase (34— 36) and on separation techniques including gas

. chromatography with precolumn derivatization (37), reversed-

phase (38-42), ion exclusion (43—47), ion pair (48) and ion
exchange HPLC (49), isotachophoresis (50, 51), and capillary
electroseparation (52—66). .

Several capillary zone electrophoresls (CZE) procedures
for the determination of AA in fruit juices and vegetables
have been described (55— 57, 59—62, 64). Capillaries coated
with acrylamide (55, 57) and tetradecyl trimethylammonium
bromide (64) have been used. Other methods for the
determination of AA in vitaminic diet supplements and plants
arebased on micellar electrokinetic capillary chromatography
(MECC) with a background electrolyte (BGE) containing
sodium dodecyl sulfate (52) and sodium deoxycholate (53,

. 54, respectively.

Most HPLC and CZE methods for the determination of
GSH involve derivatization (67-70), e.g., addition of N-
ethylmaleimide to block the thiol group (71), followed by
spectrophotometric or fluorometric detection. Nevertheless,
these procedures are incompatible with ascorbate analysis
owing to the variations of the AA/(AA+DHA) ratio induced
by pH adjustment to neutral and alkaline values. Underiva-
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tized GSH and GSSG have been simultaneously determined
using HPLC and CZE with electrochemical detection (72—
74).
Simultaneous determination of AA and GSH has been
achieved both by HPLC with electrochemical detection (75)
and CZE (63). The procedure of Sofic et al. (75) entails three
Injections: first, an aliquot is directly injected to determine
. AA and GSH; second, anotheraliquot is previously incubated
with glutathione reductase and NADPH to determine
(GSH-+GSSG): and finally, (AA+DHA) is quantified in a third
aliquot, which Is previously treated with dithiothreitol to
reduce DHA. The procedure was applied to animal and plant
tissues. Using CZE with uncoated silica capillaries and a BGE
containing a 200 mM borate buffer of pH 9 and 20% (v/v)

acetonitrile, Davey et al. (63) were able to determine AA,:

GSH, and GSSG of a single injection in plant extracts. Aithough

"a DHA peak was also observed, quantitation of this analyte
was not achleved.

We have previously described (76) a CZE procedure for

the determination of AA and (AA+DHA) (upon reduction of

DHA with pL-homocysteine) in vascular plants, lichens,
bryophytes, and liverworts. In the present work, a CZE
procedure for the determination of AA, DHA, GSH, and GSSG
is described. An aliquot was directly injected to determine
AA, GSH, and GSSG, and the signal was simultaneously
monitored at two wavelengths; another aliquot was previously
treated with DL-homocysteine and injected to quantify
(AA+DHA). Vascular plants exposed to oxidative stress were
analyzed, and the results were compared to those obtained
using control plants.

Experimental Section

Apparatus. An HP?C capillary electrophoresis system (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA), equipped with a diode array
spectrophotometric detector, was used. The detection win-
dow was performed on the 33.5 cm x 50 um i.d. untreated
silica capillaries (Supelco, Bellefonte, PA) at 8.5 cm from the
outlet rim. New capillaries were rinsed at 60 °C as follows:

5 min with 1 M NaOH, 5 min with 0.1 MNaOH, and 10 min

with water. Prior to each working session, the capillary was
rinsed for 30 min with the separation buffer at 23 °C. Peak
areas were divided by the respective migration times using
the corresponding HP software option.
- Reagents, Stock solutions containing 250 ug mL~! of AA,
GSH, and GSSG (Sigma, St. Louls, MO) were prepared in
ice-cooled 2% (w/v) metaphosphoric acid (MPA, Aldrich,
- Milwaukee, WI). All solutions were stored at ca. —20 °C in
darkness. Sodium hydroxide, sodium dihydrogen phosphate,
sodium.chloride (Panreac, Barcelona, Spain), bL.-homocys-
teine (Sigma), and hexadimethrin bromide (HDM, a polymer
containing from 25 to 50 hexadimethonium units) (Fluka,
_ Buchs, Switzerland) were used. All solutions were prepared
" with delonized water (Barnstead deionizer, Sybron, Boston,
* MA). Prior to injection in the capillary, all solutions were
degassed in an ultrasonic bath for 1 min and forced through
* 0.45 um pore size nylon filters (MSI, Westboro, MA).

" PlantMaterial and Field Experiments. Spinach (Spinacea
oleracea), watermelon (Citrullus lanatus), potato (Solanum
tuberosum), and tomato (Lycopersicum esculentum) were
used as follows:

~ () Spinach, from the local market, was analyzed on the
same day. :

(li) Three week-old watermelon seedlings were trans-
planted to large pots containing a commercial soil mixture
and transferred to an open-top chamber (OTC) supplied with
charcoalfiltered (CF) air. They were grown under two different
light regimes: full sunlight and 50% sunlight. After 3 more
weeks the plants were collected and the leaves analyzed.

(lif) Potato was grown in pots within OTCs, from the
begining of January to mid March. In the OTCs plants were
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FIGURE 1. Diagram of the laboratory fumigation system (LFS).
Symbols: 0G, ozone generator; OA, ozone analyzes; FM, flowmeter;
C, cuvette; TP, temperature probe; DP, dew point measuring system.

exposed either to CF alr or to nonfiltered (NF) ambient air.
During the experiment, ozone concentration was continu-
ously monitored at the experimental site using an EPA-
approved monitor (Model 1008, Dasibi, Glendale, CA). Mean
ozone levels during potato:growth were 10 and 80 ug m3 in
the OTCs supplied with CF and NF air, respectively. The
latter value slightly exceeds the Ambient Air Quality Standard

" set at 65 ug m~3 by the European Community. _
_ - (iv) Tomato was germinated in a greenhouse supplied
with CF air and exposed, at the seedling stage (20 days), to

1600 ug m~3 ozone using the laboratory fumigation system
(LFS) described below.

Laboratory Fumigation Experiments. A diagram of the
LFSis shown in Figure 1. It was constructed with four stainless

_ steel PTFE-coated cuvettes of 2.5 L internal volume covered

with transparent glass lids and was implemented with precise
monitoring of air flow rate through the cuvettes, with
continuous control of environmental parameters and si-
multaneous recording of pollutant concentration. Toreduce
potential problems with absorption and desorption of ozone
on the system walls, all connections in contact with gases
were PTFE-coated or made of stainless steel. To buffer
variations in CO; concentration, ambient air was previously
circulated through a large container. Subsequently, the air
was moistened by bubbling through a wash bottle filled with
distilled water at room temperature. An activated charcoal
filter was placed immediately downstream from the air pump

to remove background levels of pollutants. Humidity was

regulated to a dew point of 20.0 & 0.1 °C using a cold trap
{Model KF 18/2, Walz, Germany), which resulted in a relative
humidity (RH) of 97 + 1% in the cuvettes.

After preconditioning, the air stream was split into two
separate lines, control and ozonated, each one with two
cuvettes connected in parallel. In the control line, one of the
cuvettes was also used for RH and temperature monitoring.
The humidity was monitored by a dew point mirror measur-
ing system (Model TS-2 ,Walz) and the temperature by means
of a probe inserted in the cuvette. In the ozonated line, the
alr flow was passed through a laboratory ozonator (UV-
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FIGURE 2 Electropherograms of tomato extracts monitored at 265
nm: A, control sample; B, after 3 h exposure to 1600 #zg m~? ozone
in the LFS.

source, SIR, Spain). The ozone concentration was monitored
before entering the cuvettes with an Oz analyzer (Model 1008-
RS, Dasibi). The flow rate was maintained at 2' L' min™! at
each cuvette with calibrated mass flow controllers (5850 TR-
series, Brooks Instruments, Holland) and adjustable flow-
meters. The four cuvettes were submerged in a thermosta-
tized bath at 20.0 & 0.1 °C.

Plants were either introduced in the control cuvettes or
in the fumigation cuvettes. Randomized experiments in which
the plants were exposed 1, 2, 3, and § h to 1600 4g m~3 ozone
were performed.

Sample Preparation for CZE. In all cases, the petiole and
veins were removed from the leaves, which were immediately
frozen in liquid nitrogen. Subsequently, they were homog-
enized. with ice-cooled 2% MPA in a mortar. The ratio of
plant material to MPA solution was 2 g of spinach per 12 mL
and 2 g of tomato, potato, and watermelon per 4 mL. To
pellet all debris, the homogenate was centrifuged (6000 rpm,
4 °C, 2 min), the supernatant was filtered (Mitex 5 gm,
Millipore), and an aliquot was injected.

To determine (AA+DHA), a 1.0 mL aliquot of the filtered
extract was gently stirred with 100 mg of DL-homocysteine
until complete solution, and 50 4L of 2 M NaOH was added
(final pH was about 7). The mixture was immediately injected.
The DHA concentration was calculated by subtracting the
AA concentration previously found in the same sample.

CZE Procedure, The BGE composition and conditions
used to determine AA, GSH, and GSSG in a single run were
the same as those used elsewhere to quantitate AA (76).
Injection at the cathode end and reversed electroosmotic
flow were selected to obtain low solute migration times.
Hydrodynamic injection at 50 mbar x 2 s was used.
Separation was performed at —15 kV and 23 °C in a BGE
containing 60 mM sodium dihydrogen phosphate, 60 mM
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FIGURE 3. Electropherograms of tomato extracts monitored at 200
nm: A, control sample; B, after 3 h exposure to 1600 #g m~? ozone
in the LFS.

NaCl, 0.0001% HDM, and the appropriate amount of 0.1 M
NaOH to reach pH 7. The electroosmotic flow was reversed
with HDM, which provided a cationic dynamic coating of

- the capillary at very low polymer concentrations (77). The

detection wavelengths were 265 nm for AA and 200 nm for
GSH and GSSG. Between injections, pressure (1015 mbar)
was used to rinse the capillary with the BGE for 10 min.

Results and Discussion

Preliminary and Stability Studies. The AA, GSH, and GSSG
peaks appeared at 3.2, 4.0, and 3.7 min, respectively. No
significant drift of the electroosmotic flow was observed for
more than 60 runs. Recovery of oxidized AA by reduction
with DL-homocysteine was 97 + 1% (n = 3) (76). Both AA,
GSH, and GSSG standard solutions in 2% MPA, and spinach
and tomato extracts prepared in the same medium, were
used in the stability studies. The stability of the peak areas
was checked three to six times at regular intervals, in standard
solutions and extracts kept at 23 °C, in an ice bath at 0 °C
and frozen at —20 °C during 45 min, 24 h, and 20 days,
respectively. In all cases, no significant variations were
observed between CZE peak areas obtained at different time
values. For the experiments that followed, standard solutions
and sample extracts were used immediately or stored less
than a few hours at 0 °C and less than 1 week at —20 °C when
necessary.

Figures of Merit in Standard Solutions and Plant
Analysis. Electropherograms of control and ozone-exposed
tomato extracts monitored at two detection wavelengths are
shown in Figures 2 and 3. The AA, GSH. and GSSG peaks in
the extracts were identified by comparing both the migration
times and the absorption spectra at the peak maximum with
the corresponding data obtained by injecting standard
solutions. The plant extracts were also injected before and
after addition of a small amount of the corresponding

VOL. 34, NO. 7, 2000 / ENVIRONMENTAL SCIENCE & TECHNOLOGY » 1333




TABLE 1. Figures of Merit for AA, GSH, and GSSG
parameter

sensitivity (slope of the calibration curve)

external calibration with standards (7= 7)

standard addition calibration with plant extracts? (7= 4)
repeatability of corrected area (rel SD, n= 10)

with standards (10 u4g mL~"), %

with plant extracts,*%

repeatability of migration time (rel SD, n= 10)

with standards (10 ug mL™%), %

with plant extracts,? %

reproducibility of corrected area (rel SD, n= 8, 8 days)?
with standards, %

with plant extracts,? %

reproducibility of migration time (rel SD, n=8, 8 days)" _
with standards, % . )

with plant extracts,? %

LOD,¢ ug mL™?

AR GSH GSSG
3.1 x 10-3 9.8 x 10~ 1.6 x 10-3
2.92 x 103 9.54 x 104 1.53 x 10-3
0.9 14 15
12 18 21
08 17 15

11 2.2 23
12 19 18
15 27 28
1.1 25 23
14 : 32 - 34
0.2 0.8 06

2 Mean obtained with tomato and spinach extracts at the natural concentration levels of the analytes. 2 Calculated along 8 consecutive days
with the same standard solution or with the same plant extract; in each case, aliquots of the solution were Introduced in eight vials which were
frozen at —20 °C; each day, an aliquot was analyzed by the same analyst and using the same instrument. ¢ Given as concentration in the extract;
conversion factor for tomato, watermelon, and potato samples: 1xg mL™' = 0.2 mg/100 g fresh weight.

TABLE 2. Concentrations of AA, DHA, GSH, and 6SSG (mgl100 g Fresh Weight), and AA/(AR--DHR) and GSH/(GSH-+GSSG) Ratios in

Different Plant Species-Subjected to Different Trea

species type of expt and treatment AA
spinach none (samples from market) 75.4
watermelon  OTC, sun-grown under CF air 15.2
OTC, shade-grown under CF air 123
tomato LFS, control (n= 10) 22.7
LFS, 0 h exposure to ozone (n= 2) 225
LFS, 1 h exposure to ozone (n= 2) 8.34
LFS, 2 h exposure to ozone (n= 2) 5.02
LFS, 3 hexposure to ozone (n= 2) 0.33
LFS, 5 h exposure to ozone (n= 2) 0.14
potato OTC, sun-grown under CF air (n= 4) 1.944

oTC, sun-grown under NF air (n 4) 0.284

DHA  AAN(AA+DHA) GSH GSSG  GSH/(GSH-+GSSG)

185 0.80 142 075 0.65
2.08 0.88 102 027 0.79
7.23 0.59 126 075 0.60
6.04 0.79 152 065 0.70
5.25 0.81 148 057 0.72

19.4 0.30 076 130 0.37

228 0.18 029 177 0.14

215 0012 ND*  1.87

216 0.0052 ND®  1.99

16.04 0.1081 117 032 0.785

17.47 0.016 ND?  1.67

. 2ND = not detected

standard; in all cases, the area of the analyte peak increased.
Additionally, the AA and GSH peaks decreased and the GSSG
peak increased when the plants were treated with ozone,
which confirmed the assignment of the peaks to the analytes.
In all cases, the peaks of the three analytes appeared well
separated from the other matrix peaks.

Linear calibration curves with r2-> 0.998 were obtained
by injecting a blank and seven standard solutions with 10,
20 40, 60, 80, 100, and 200 g mL"! for AA and 10, 20, 40, 60,
80, 100, and 150 #g mL~! for GSH and GSSG. The sensitivity,
the repeatability (during one working session), and repro-

" ducibility (during 8 days) concerning both corrected peak
areas and migration times and the limit of detection (LOD)
are shown in Table 1. For each analyte, the LOD was
calculated by multiplying by 3 the standard deviation of the
peak area, s, divided by the slope of the calibration curve
(78). The values of s for AA, GSH, and GSSG were obtained
by injecting 10 aliquots of 10 g mL~! solutions of each
analyte. Both standard solutions and plant extracts yielded
the same LODs. .

Standard addition calibration curves were also obtained
by adding three solutions with increasing AA, GSH, and GSSG
concentrations up to 100 4g mL™! to plant extracts. In all
cases, linear regression straight-lines (r? > 0.998), with
statistically zero intercepts, and the same slope as with the
external calibration method (slopes are given in Table 1)
were obtained.

Blological Perspective. The concentrations of AA, DHA,
GSH, and GSSG found in control and fumigated samples are
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presented in Table 2. From a biological perspective, the fact
that sun-grown plants exhibited larger AA/(AA+DHA) and
GSH/(GSH+GSSG) ratios than shade-grown plants is con-
sistent with a need for a greater capacity for protection against
light as previously shown by Logan et al. (79). On the other
hand, the changes in the antioxidant pools of fumigated
tomato and potato plants are in agreement with the proposed
role of these substances in the removal of ozone or its free
radical byproducts.

The AA/(AA+DHA) and GSH/(GSH+GSSG) ratios ob-
tained for control and ozone fumigated tomato plants are
plotted in Figure 4. The results showed that both stress
indicators decreased progressively with increasing fumigation
time, while control samples exhibited constant values. These
results agreed well with data provided in Table 2, which
showed that DHA and GSSG levels increased at the expense
of their reduced forms. To compare the decline rates of both

stress bioindicators, the normalized AA/(AA+DHA) and GSH/ -

(GSH+GSSG) ratios (normalization was perfomed by dividing
the ratios by their respective maxima at zero exposure time)
were plotted versus exposure tirme (figure not shown). No
significant differences between the decline rates of both redox
systems were observed. This suggested that the plants
underwent severe oxidative stress in accordance to the high
ozone concentrations used, indicating that accumulation of
the pollutant presumably exceeded the rate of regeneration
of both AA and GSH. It has been demonstrated that GSH
increases in response to air pollution in the lichen Xanthoria
parietina (80), and the same trend has been observed with

i
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FIGURE 4, Influence of the ozone exposure time on the AAI(AA+DHA) and GSHI(GSH+GSSG) ratios in tomato leaves. Results ohtalned

wnh the controf (x, a) and fumigation (+; 0) cuvettes of the LFS.

other plants exposed to ozone (34, 81). The different results
described here could be explained by the very high ozone
concentration used in our LFS experiments.

On the other hand, the results obtained with potato plants
in the OTC experiments, which combined longer exposure
times at lower ozone concentrations, showed a differential
- response of the two redox systems. The AA/(AA+DHA) ratio
in potato plants exposed to CF air (mean ozone concentration,
10 ug m~3) was much lower than the corresponding GSH/
(GSH+GSSG) ratio. This result agrees well with the results
of Luwe et al. (34). Potato plants exposed to NF air showed
much lower values of both bioindicators; unfortunately, the
differential response of the redox systems could not be
evaluated in these samples, since the GSH peak was below
the quantitation limit.

Simultaneous evaluation of both redox bloindicators, AA/
(AA+DHA) and GSH/(GSH+GSSG), in the same plant extract,
can be considered useful for two reasons: first, to confirm
the results in the evaluation of the oxidative stress of a given
. sample, and. second, because the proposed procedure
constitutes a reliable tool to investigate .the differential
response of the two redox systems to the action of the
oxidative stress agents. The variance assoclated with achange
of procedure, or to a different injection, is eliminated by
-using a single electrophoretic run; therefore, the procedure
described here appears more suitable for the study of the
differential response between the two redox systems than
. procedures based on separate determinations. The main

drawback of the procedure, the relatively high quantitation
limit for GSH, can be overcome by using capillaries with an
extended light path.

Acknowledgments

Work supported by Projects GV-3205/95 and CA-2389 (Gen-
eralitat Valenciana, Spain); JM.H-M. and V.LD. are the
beneficiaries of fellowships from the Conselleria de Cultura,
Educacié i Ciéncia de la Generalitat Valenciana.

hterature Cited

(1) Meister, A.; Anderson, M. E. Annu. Rev. Blochem 1983, 52,711—-
760.

(2) Penninckx, M. J.; Elskens, M. T. Adv. Microb. Physiol. 1993, 34,
239-301.

(3) Padh, H. Nutr. Rev. 1991, 46, 65-78.

(4) Foyer, C. In Antioxidants in Higher Plants; Alscher, R. G., Hess,
J. L., Eds.; CRC Press: Boca Raton, FL, 1993; pp 31-58.

(5) Heber, U,; Miyake, C.; Mano, J.; Ohno, C.; Asada, K. Plant Cell
Physjiol. 1986, 37, 1066—1072.

(6) Mapson,L W. In The Biochemistry of Fruits and Their Products,
Vol. 1 (Food Science and Technology, a Series of Monographs);
Hulme, A. C., Ed.; Academic Press: London, 1970; pp 369—384.

(7) Jaffe,G.M. In Handbook of Vitamins;Machiin, J. L., Ed; Marcel
Dekker: New York, 1984; pp 199—244.

(8) Conklin, P. L.; Williams, E. H.; Last, R. L. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 1996, 93, 9970-9974.
(9) Arrigoni, O. J. Bioenerg. Biomemb. 1994, 26, 407—419.

(10) Neubauer, C.; Yamamoto, H. Photosynth. Res. 1994, 39, 137—
147.

(11) Forti, G.; Eherenheim, A. M. Biochim. Biophys. Acta1993, 1183,
408—412.

{12) Navas, P.; Villalba, J. M.; Cordoba, F. Biochim. Biophys. Acta
1994, 1197, 1-13.

(13) Anderson, J. W.; Foyer, C. H.; Walker, D. A. Planta 1983, 158,
442—-450.

(14) Rautenkranz, A. A. F.; Li, L.; Machier, F.; Martinoia, E.; Oertli,
1. ]. Plant Physiol. 1994, 106, 187—193.

(15) Rennenberg, H. In Amino acids and their derivatives in higher

plants; Wallsgrove, R. M., Ed.; Cambridge University Press: UK.,
1995 pp 155-171.

(18) Bater, M.; Dietz, K. J. Plant J. 1997, 12, 179-190.

(17) Russo, T.; Zambrano, N.; Esposito, F.; Ammendola, R.; Cimino,
F.; Fiscella, M.; Jackman. J.; O’Connor, M.; Anderson, C. W.;
Apella, E. J. Biol. Chem. 1995, 270, 29386—29391.

(18) Grant, C.M.; Maclver, F. H.; Dawes, L. W. Curr Genet, 1998, 29,
511-515,

{19) Foyer, C. H.; Halliwell, B. Planta 1976, 133 21~25.

(20) Halliwell, B.; Foyer, C. H. Planta 1978, 139, 9—-17.

. (21) Alscher, R. G. Physiol. Plant. 1989, 77, 457—464. .
(22) Lowik, M. R. H;; Schrijver, J.; Wedel, M. Int. J. Vit. Nutr, Res .

1991, 61, 43—45

(23) Kim, J. M.; Huang, K.; Schmid, R. D. Anal, Lett. 1990, 23, 2273—
2282.

(24) Sano, A.; Kuwayama, T.; Furukawa, M. Anal. Sci. 1995, 11, 405—
409.

25) Jain, A.; Chaurasia, A.; Verma, K. K. Talanta 1995, 42, 779-787.

(26) Huang, H.P.;Cai,R X.; Du, Y. M.; Zeng, Y. E. Anal. Chim. Acta
1995, 309, 271-275.

{27) Ruiz, T. R.; Lozano, C. M.; Sanz, A. Anal. Chim. Acta 1995, 308,
299-307.

(28) Arya, S. P.; Mahajan, M. Anal. Sci. 1995, 11, 853—855.

- {29) Abdelmageed, O. H.; Khashaba, P. Y.; Askal, H. F.; Saleh, G. A; .

Refaat, 1. H. Talanta 1995, 42, 573—579.

(30) Ozgiir, M. U.: Sungur, S. Talanta 1995, 42, 1631—1640.

(31) Hadady, K. K.; Fabian, 1. Anal. Lett. 1995, 28, 1421-1435.

(32) Esteve,M.J.: Farré R.; Frigola, A.Ftesenlusj Anal, Chem. 1995,
351, 804—805.

(33) Hu, X.; Leng, Z. Anal. Lett. 1995, 28, 2263—2274.

(34) Luwe, M. W. F.; Takahama, U.; Heber, U. Plant Physlol 1993,
101, 969-976.

(35) Stevanato, R.; Avigliano, L.; Finazzi-Agro, A.; Agro, A. Anal.
Biochem. 1985, 149, 537—~542.

(36) Liu, T. Z.; Chin, N.; Kiser, M. D.; Bigler, W. N. Ciin. Chem 1982,
28, 2225—2228

(37) Rose, R. C.; Nahrwold, D. Anal. Biochem. 1982, 123, 389—393.

(38) Lloyd, L. L.; Warner, F. P.; Kennedy, J. F.; White, C. A. J.
Chromatogr. 1988, 437, 447—452.

(39) Lloyd, L. L.; Warner, F. P.; Kennedy, J. F.; White, C. A. Food
Chem. 1988, 28, 257—268.

{40) Gennaro, M. C,; Abrigo, C. Fresenius J. Anal. Chem. 1991, 340,
422—-425.

(41) Zapata, S.; Dufour, J. R. J. Food Sci. 1992, 57, 506—511.

(42) Chen, X.; Sato, M. Anal. Sci. 1995, 11, 749~754.

(43) Kim, H. ).; Kim, Y. K. J. Food Sci. 1988, 53, 1525-1527.

VOL. 34, NO. 7, 2000 / ENVIRONMENTAL SCIENCE & TECHNOLOGY » 1338




(44) Wagner, H. P.; McGarrity, M. J. J. Chromatogr. 1991, 546, 119—
124.

(45) Graham, W.D.; Annette, D. J. Chromatogr. 1992, 594, 187—194.

(46) Ito, T.; Murata, H.; Yasui, Y.; Matsui, M.; Sakai, T.; Yamauchi,
K. J. Chromatogr. B 1995, 667, 355-357.

(47) Miura, Y.; Maruyama, T.; Koh, T. Anal. Sci. 1995, 11, 617—621.

(48) Daood, H. G.; Biacs, P. A.; Dakar, M. A.; Hajdu, F. J. Chromatogr.
Sci. 1994, 32, 481-487.

(49) Leubolt, R.; Klein, H. J. Chromatogr. A 1893, 640, 271-217.

(50) Baldesten, A.; Hjalmarsson, S. G.; Neumann, G. Fresenius Z.
Anal. Chem. 1978, 290, 148—149.

(51) Tsuda, T.; Fukuba, H. J. Micronutr. Anal. 1988, 4, 217-227.

(52) Fujiwara, S.;Iwase,S.; Honda, S.J. Chromatogr. 1988, 447,133—
140.

(53) Marshall, P. A,; Trenerty, V. C.; Thompson, C. O. J. Chromatogr.
Sci. 1995, 33, 426-432.
(54) Thompson, C. O.; Trenerry, V. C. Food Chem. 1995, 53, 43—50.
(55) Ling, B.L.; Baeyens, W.R. G.; Acker, P.V.; Dewaele, C. J. Pharm.
Biomed. Anal. 1992, 10, 717-1721. ‘
(56) Koh, E.V; Bissell, M. G.; Ito, R. K. J. Chromatogr. A 1893, 633,
245-250.

(57) Chiari, M.; Nesi, M.; Carrea, G.; Righetti, P. G. J. Chromatogr.
A 1993, 645, 197-200.

(58) Jegle, U. J. Chromatogr. A 1893, 652, 495—501.

(59) Schiewe, J.; Mrestani, Y.; Neubert, R. J. Chromatogr. A 1995,
717, 256—259.

(60) Davey, M. W.; Bauw, G.; VanMontagu, M. Anal. Biochem. 1998,
239, 8-19.

(61) Fukushi, K.; Takeda, S.; Wakida, S. I.; Yamane, M.; Higashi, K.;
Hiiro, K. J. Chromatogr. A 1997, 772, 313—320.

(62) Chot, O.K.; Jo, J. 5. J. Chromatogr. A 1897, 781, 435—443.

(63) Davey, M. W.; Bauw, G.; Van Montagu, M. J. Chromatogr. B
1997, 697, 269-276.

(64) Wu,C. H;; Lo, Y. S.;Lee, Y. H.; Lin, T. L. J. Chromatogr. A 1995,
716, 291-301.

(65) Prochazkova, A.; Krivankova, L.; Bocek, P, Electrophoresis 1998,
19, 300-304.

1336 » ENVIRONMENTAL SCIENCE & TECHNOLOGY / VOL. 34, NO. 7, 2000

(66) Honda, S.; Naitoh-Ohta, Y.; Togashi, K.; Taga, A. Anal. Sci. 1997,
13, 557—-564.

(67) Wong, K. S.; Yeung, E. S. Mikrochim. Acta 1995, 120, 321—-327.

(68) Hogan, B. L.; Yeung, E. S. Anal. Chem. 1992, 64, 28412845,

(69) Cavrini, V.; Gotti, R.; Andrisano, V.; Gatti, R. Chromatographia
1996, 42, 515—520.

(70) Orwar, O.; Fishman, H. A.; Ziv, N. E.; Scheller, R. H.; Zare, R. N.
Anal. Chem, 1985, 67, 4261—-4268.

"(71) Piccoli, G.; Fiorani, M.; Biagiarelli, B.; Palma, F.; Potenza, L.;

Amicuccl, A.; Stocchl, V. J. Chromatogr. A 1994, 676, 239-246.
(72) Zhou, J., O'Shea, T. J.; Lunte, S. M. J. Chromatogr. A 1994, 680,
271-21717.
(73) Lunte. S. M.; O'Shea, T. J. Electrophoresis 1994, 15, 79—-86.
(74) O'Shea, T. J.; Lunte, S. M. Anal. Chem. 19983, 65, 247—-250.
(75) Sofic, E.; Riederer, P.; Burger, R.; Gsell, W.; Heuschnelder, G.
Fresenius J. Anal. Chem. 1991, 339, 258—260.

(76) Herrero-Martinez, J. M.; Simé6-Alfonso, E.; Deltoro, V. L _

Calatayud, A.; Ramis-Ramos, G. Anal. Biochem. 1998, 265, 275—
281. . : : : ’

" (77)’ Galceran, M. T.; Puignou, L.; Diez, M. J. Chromatogr. A 1896, -

732, 167-174.

(78) Massart, D. L.; Vandeginste, B. G. M.; Buydens, L. M. C.; De
Jong, S.; Lewi, P. ].. Smeyers-Verbeke, |. In Handbook of
Chemometrics and Qualimetrics: Part A; Elsevier: Amsterdam,

- 1997; pp 431432,

(79) Logan, B. A.; Barker, D. H.; Demmig-Adams, B.; Adams, W. W.,
I Plant, Cell Environ. 1996, 19, 1083—1090.

(80) Silberstein, L; Stegel, B. Z.; Siegel, S. M.,; Mukhtar, A.; Galun, M.
Lichenologist 1996, 28, 367—383.

(81) Ranleri, A.; D'Urso, G.; Nali, C.; Lorenzini, G.; Soldatini, G. F.
Physiol. Plant. 1996, 97, 381—-387.

Received for review September 20, 1999. Revised manuscript
received December 21, 1999, Accepted December 21, 1999.

ES991068L

Pl e

f'ﬂ.lfw s




ANEXO IV






1

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN LECHE DE VACA Y DEL
TIEMPO DE CURADO EN QUESOS NO BOVINOS MEDIANTE
' ELECTROFORESIS CAPILAR DE LA FRACCION PROTEICA SOLUBLE
EN ETANOL-AGUA

Traduccién del Capitulo VII, correspondiente él articulo publicado en:
Electrophoresis, 21 (2000) 633-640, José Manuel Herrero-Martinez, Ernesto F.

Simé-Alfonso, Guillermo Ramis-Ramos, Cecilia Gelfi y Pier Giorgio Righetti.

Resumen

Se describe un nuevo método para evaluar la adulteracion de quesos de cabra

y de oveja con leche de vaca mediante electroforesis capilar zonal (CZE). Las

muestras de queso se extrajeron con una mezcla etanol-agua 20:80 v/v en presencia

de urea 3 My de un 1% de B-merc_iaptoetanol »duran't‘é_ una hora. Despl.lés' de

centrifugar y extraer los lipidos, el precipitado se disolvié en un tampén isoeléctrico

constituido por acido iminodiacético, IDA, 50 mM a pH = pl =23, urea 6 M e

hidroxietilcelulosa al 0.5%, y se analizé mediante CZE aplicando un campo eléctrico
de 700 V/cm. Se resolvieron un total de 18 picos caracteristicos para el conjunto de
los tres tipos de quesos estudiados, definiéndose un total de 18 variables, cada una
correspondiente al 4rea de un pico. Se observd una excelente similitud entre los
perfiles electroforéticos obtenidos para quesos de un determinado origen animal,
mientras que los perfiles de los quesos elaborados con diferentes tipos de leche
diferiah coﬁsiderablemente entre ellos. La mayoria de los picos fueron comunes a los
tres tipos de leche, pero el perfil difirié dependiendo del tipo de leche empleada. Para
el estudio estadistico de los datos se emplearon el andlisis de las componentes
principales, el anlisis discriminante lineal y la regresién por minimos cuadrados
parciales (PLS). En particular, mediante el uso de la regresion por PLS, se predijo el

contenido en leche de vaca en quesos de cabra y oveja presumiblemente puros, asi
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como en mezclas binarias y ternarias de los mismos, siendo las desviaciones estandar

del 6-7%. También se predijo el tiempo de curado en quesos de cabra y oveja.
Palabras clave: tampones isoeléctricos; electroforesis capilar zonal; queso; proteinas.
1. Introduccién

La determinacion del origen animal de la leche es una tarea importante en
control de calidad de quesos y'otros productos lacteos. En particular, la adulteracion
fraudulenta de quesos de cabra y oveja con leche de vaca es relativamente habitual,
lo cual es debido a: (i) fluctuaciones estacionales en la disponibilidad de leche de
cabra y oveja; (ii) el mayor precio de la leche de cabra, y en especial de oveja, en

comparacion con la leche de vaca; y (iii) 1a oportunidad de utilizar la superproduccién

ocasional de leche de vaca sin perder beneficios. Otra importante caracteristica del .

~ queso, también evaluada_'en' control de calidad, esel tiefnpo de madur_acién o curado.
Aunque la interpretacién quimica del proceso de maduracion es complicada e
incompleta, este parametro es importante en relacién con el sabor y olor del queso.
Se puede extraer tanto informacién cualltatlva como cuantitativa del origen
ammal del queso a partir del anélisis de protemas Para ello, se puede orientar el
trabajo en dos direcciones: (i) aislar las proteinas caracteristicas de la especie animal
en estudio, para ser evaluadas y usadas en una calibracién univariante; (ii) obtener un
patrén o perfil que abarque picos de numerosas protefnas, y cuantificar varias
caracteristicas de dicho perfil para ser usadas como variables en una técnica de
“calibracién multivariante [1]. El enfoque (i) es el que se utiliza habitualmente para la
determinacién de la composicion del queso, mientras que la evaluacion del tiempo de
curado se realiza con frecuencia mediante el enfoque (ii).
Ramosy Judrez[2] han evaluado la aplicabilidad de métodos electroforéticos,
de inmunoensayo y cromatograficos a la determinacion de leche de vaca usando el
enfoque (i). Pellegrino y col. [3] usaron la cromatografia liquida de alta resoluci6n en

fase inversa para la determinacion de leche de vaca en mozzarella de biifalo, asi como

"
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en quesos de cabra [4] y oveja [S]. Molina y col. '[6] predijeron los porcentajes de

leche de vaca, cabra y oveja en quesos espaiioles mediante el anélisis de las proteinas.

séricas, separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Smeyers-Verbeke

y col. [7] desarrollaron un procedimiento multivariante para la identificacion de leche
de vaca, cabra y oveja mediante el andlisis de 4cidos grasos por cromatografia de
gases, seguido de anélisis discriminante lineal (LDA).

Por otra parte, la madurez del queso se ha evaluado mediante varias técnicas,
entre las que destaca la electroforesis en placa de gel [8, 9]y la cromatografia liquida
[10-14]. Pham y Nakai [12] clasificaron quesos cheddar de acuerdo con el tiempo de
curado en base a los datos obtenidos mediante cromatografia liquida de extractos
acuosos, seguida de un LDA en varios pasos. Se han empleado una serie de
parametros proteoliticos para caracterizar quesos manchegos [15], asi como para
predecir el tiempo de maduracién mediante regresion por PLS y otras técnicas de

- _regresion multivariante [16].

La electroforesis capilar (CE) es unatécnica, rapida, altamente automatizada,

eficazy cuantitativa para el analisis de biopolimeros, muy adecuada para llevar a cabo
tareas de control de calidad en industrias licteas y agencias reguladoras.
Recientemente, numerosos estudios han demostrado que la CE es una técnica
adecuada para cuantificar proteinas lacteas [17] usando capilares no recubiertos [18-
28] y recubiertos [29-39]. Cattaneo y col. [35] demostraron la capacidad de la CZE

para determinar hasta un 8% de leche de vaca en mezclas de leche de diverso origen.

Cartoni y col. [38, 39], empleando capilares metilsilanizados, cuantificaron hasta un

2 % de leche de vaca en quesos de oveja y de biifalo. Respecto a la evaluacién del
tiempo de maduracién eh quesos, Strickland y col. [26] emplearon la- CE para
monitorizar y- caracterizar los cambios quimicos producidos en el queso cheddar
durante su maduracién.

Por otra parte, Righetti y col. [40-46] han desarrollado técnicas rapidas de
CZE usando tampones isoeléctricos, los cuales, debido a sus conductividades
reducidas, son compatibles con altos gradientes de voltaje, lo que se traduce en altas

resoluciones con bajos tiempos de migracion. Estos autores han aplicado los tampones
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isoeléctricos &cidos en la separacion de péptidos [41,42], oligonucleétidos [43, 44]
y protemas presentes en harina [45] y maiz [46].
| ‘Eneste Capltulo se desarrolla un procedlmxento para la rapida identificacion
y cuantificacion de adulteraciones por adicion de leche de vaca en quesos elaborados
con leche de cabra y/o oveja, en base a los perfiles proteicos obtenidos mediante CZE
de extractos preparados con una mezcla agua-etanol (20:80, v/v). Las separaciones
empleando acido iminodiacético como tampén isoeléctrico se llevan a cabo en pocos
minutos. El estudio de los resultados mediante diversas técnicas multivariantes de
andlisis eXploratorio de datos, asi como de regresion y prediccién, muestra que los
electroferogramas contienen informacion relacionada con el origen animal de las
muestras y con el tiempo de curado. Por ello, las técnicas de regresion multivariante
permitieron evaluar satisfactoriamente el contenido en leche de vaca y el tiempo de

curado en quesos de cabra y de oveja.
2. Materiales y métodos
2.1. Reactivos

El acido iminodiacético (IDA), la urea y el B-mercaptoetanol (B-ME) se
obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, USA), y la hidroxietilcelulosa (HEC, masa
molecular media 27 KDa) de Polysciences (Warrington, PA, USA). Todas las
disoluciones se prepararon con agua desionizada (Barnstead, Sybron, Boston, MA,

USA).
2.2. Aparatos

Los capilares de silice fundida (27 cm de longitud total, 20 cm de longitud
efectiva, 50 pm de didmetro interno) se obtuvieron de Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, USA). Los experimentos de CZE se realizaron con un equipo

electroforético P/ACE 2100 de Beckman (Fullerton, CA, USA) provisto de un
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detector espectrofotométrico de filtros de banda, controlado por un ordenador IBM

PS/2 provisto del software “System Gold”. - -
2.3. Origen y preparacion de las muestras

Las muestras de queso de composicién garantizada fueron suministradas por
Mercadona S.A. y por Lacteas Toledo S.A. (Tabla 1). Las porciones de queso, con un
peso aproximado de 0.2 g, se extraen durante 1 hora con una mezcla etanol:agua
(20:80, v/v), en presencia de urea 3 M y un 1% de B-ME, a temperatura ambiente y
bajo agitacion vigorosa. Los extractos se centrifugan durante 10 min a 7000 g. Se
adiciona un exceso de acetona con el fin de eliminar los lipidos y precipitér las
proteinas. Después de centrifugar durante 20 min a 7000 g, el precipitado se disuelve
en un tampén que contiene IDA 50 mM, urea 6 My 0.5% de HEC. Para establecer el

~ factor de dilucién adecuado previo a la inyeccion, se determiné por triplicado el

contenido en proteinas de cada extracto de acuerdo con el procedimiento de Peterson

[47]. Para un experimento tipico de CZE, en el momento de la inyeccién los extractos
contienen una concentracién de proteinas proxima a 2 mg/mL. Finalmente, los

extractos se almacenaron a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.
2.4. Procedimientos de CZE

Los capilares nuevos, una vez cortados, se acondicionaron a 60 °C tal y como

- se indica a continuaci6n: se hace circular por el interior del capilar una disolucién de

NaOH | M durante 5 min, posteriormente NaOH 0.1 M durante 5 min més, y -

finalmente agua durante 10 min. Al inicio de cada sesion el capilar se termostatiza a

25 °C y se acondiciona durante 30 min con el tampdn electroforético. El electrolito

de fondo contiene IDA 50 mM (pH = pl =2.30a25°C), urea 6 My 0.5% de HEC -

(pH final aparente, 3.1). Todos los tampones y las disoluciones se hacen pasar por un
filtro de nylon de 0.45 um de didmetro de poro (Millipore, Bedford, MA, USA). Las

muestras se inyectaron en el capilar hidrodindmicamente, aplicando una presién de
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0.5 psi durante 3 s. Las separaciones se realizaron aplicando un campo eléctrico de
700 V/em, que dio lugar a una corriente de 25 pA. La sefial se monitoriz a 214 nm.
Los tampones isoeléctricos no son totalmente estacionarios bajo la accién de un
campo eléctrico, variando su composicion con el tiempo [54]. Por ello, las
disoluciones tampodn situadas en los reservorios anddicos y catédico fueron sustituidas

por disoluciones frescas cada cinco inyecciones.
2.5. Anilisis estadistico
2.5.1. Analisis exploratorio de datos

Para el anlisis exploratorio de la matriz de datos, se emplearon dos técnicas

de estadistica multivariante, en concreto, el anélisis de las componentes principales

(PCA), y el diagrama jerarquico de grupos o dendrograma (48]. En PCA, se construye

una serie de vectores ortogonales, llamédos componentes _principaléé, vectores
propios (eigenvectors) o autovectores, que son combinaciones lineales de las variables
originales. Los autovectores se construyen en orden decreciente del porcentaje de
varianza explicada, de tal manera que el primer autovector contiene la mayor varianza
de los datos originales posible. El segundo autovector es ortogonal al primero, y
contiene la maxima varianza residual posible, y asi sucesivamente.

Mediante las proyecciones de las muestras sobre los planos definidos por los

tres primeros autovectores tomados de dos en dos, se tienen las mejores

representaciones posibles de la estructura interna de la matriz de los datoé,'Estas
representaciones son Utiles para interpretar las interrelaciones entre las muestras, esto
es, la presencia de correlaciones y grupos. A su vez, se pueden observar las
interrelaciones entre las variables, o de éstas con las muestras, mediante la
representacion de las cargas (loadings) o coeficientes de las variables sobre los
mismos planos definidos por los primeros autovectores. Antes de usar un PCA, es
conveniente autoescalar o estandarizar la matriz de datos, con el fin de dotar del

mismo peso a todas las variables manifiestas originales.
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Por su parte, el dendrograma es un esquema en el cual se clasifican muestras,
0 en su caso las variables, de acuerdo con medidas de distancia o similitud, entre
ellas. La clasificacién se realiza bajo la forma de grupos jerarquicos o clusters. Un
grupo se genera por la union entre una muestra y la muestra aislada mas préxima, o
el grupo mas préximo previamente formado. Dos grupos que se unen dan lugar a un
grupo de jerarquia superior que reemplaza a los anteriores. Este proceso se repite
hasta que sélo queda un unico grupo. Los algoritmos usados por el p‘rograma difieren
de acuerdo con la forma de calcular las similitudes entre los grupos ya formados [49,
50]. Por su parte, la construccion de dendrogramas de variables es util para obtener
informacion sobre los factores que controlan el sistema, los cuales se pueden inferir
a partir de los grupos formados por las variables. En este capitulo, se calcularon los
dendrogramas de las muestras en el espacio de las variables, y viceversa

(dendrogramas de variables en el espacio de las muestras), usando las distancias

euclideas como medidas de similitud. El estudio se repitié tanto para datos no

estandarizados como estandarizados.
2.5.2. Andlisis discriminante lineal

El analisis discriminante lineal (LDA) es cominmente usado para construir
modelos capaces de clasificar las muestras en categorias. El LDA se basa en una
busqueda iterativa de los vectores o funciones discriminantes que maximizan la

separacidn entre categorias, y simultdneamente minimizan la varianza dentro de cada

categoria [48]. Los vectores discriminantes son combinaciones lineales de las

variables originales, y se obtienen en orden decreciente de su poder discriminante,
manteniendo la ortogonalidad entre ellos. El objetivo es obtener funciones que
permitan clasificar una muestra desconocida dentro de una de las categorias existentes
con una cierta probabilidad conocida. El LDA se puede utilizar cuando se conoce
previamente la pertenencia de los objetos a las categorias, proporcionando una mejor
separacién entre las categorias que el PCA. Para observar la separacién entre

categorias, se representan las muestras en forma de histograma sobre la primera

Ll
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funcién discriminante (cuando sélo existen dos categorias), o bien, en forma de
diagrama de dispersion sobre el plano formado por las dos primeras funciones

discriminantes. (cuando existen tres o mas categorias).
2.5.3. Regresion por minimos cuadrados parciales

E1PLS es una técnica de regresion multivariante muy potente, que da lugar
a buenos resultados incluso cuando las variables predictoras (o variables X) expresan
una informacién comuin, es decir, cuando son fuertemente colineales. Para predecir
una simple respuesta (o variable Y) mediante el uso de la informacién suministrada

por las n variables X, el PLS construye modelos del tipo:

donde las Li o variables latentes son combinaciones l:i'neales de las variables
originales. Se puede construir un modelo PLS diferente usando una, dos, o mas
variables latentes. Las primeras variables latentes rlecogen varianza de las variables
predictoras o variables X, sin perder correlacion entre dichas variables predictoras y
la respuesta, mientras que las Gltimas contienen (inicamente ruido aleatorio. Por tanto,
el mejor modelo es aquel que explica un gran porcentaje de la varianza total de la
matriz de los datos, con un niimero minimo de variables latentes. El nimero éptimo
de variables latentes se define en cada caso, para lo cual se suelen utilizar técnicas
estadisticas que se agrupan dentro de la denominacién comin de “validacién

cruzada”.




3. Resultados y discusion
" 3.1. Definicion de las variables predictoras y construccién de la matriz de datos

El conjunto de entrenamiento utilizado para definir las variables predictoras
se construyé mediante el analisis de nueve muestras de queso de un orige.n animal
tinico, tal como se indica en la Tabla 1. Las muestras incluyen quesos puros de vaca
(V), cabra (C) y oveja (O). Cada muestra fue analizada por triplicado, y a su vez se
inyectaron tres alicuotas de cada una, por lo que el conjunto de entrenamiento o
calibracidn quedé constituido por un total de 81 electroferogramas. En la Figura 1 se
muestran los perfiles electroforéticos de tres quesos, elaborados cada uno de ellos con
un tipo de leche distinto.

Para poder definir las variables se empled el programa ELECTRO, elaborado
en nuestro laboratorio, que esté disefiado para comparar electroferogramas. Ademas,
este prograina integra las 4reas de los piébs, y reduce el electroferograma a un - |
esquema, en el cual los picos son sustituidos por lineas sencillas. Los
electroferogramas esquematizados se pueden comparar simultineamente sobfe una
pantalla, o bien ‘se imprimen y se comparan sobre el papel. Algunos picos
caracteristicos comunes a todas las muestras pueden ser usados como referencia, para
corregir pequefios desplazamientos en los tiempos de migracién de otros picos. A su
vez, los diagramas creados por ELECTRO son excelentes herramientas para
seleccionar como variables los picos caracteristicos de cada tipo de leche, asi como
los picos comunes presentes simultaneamente en dos o tres tipos de leche de distinto
origen animal. Se definieron un total de 18 variables, que corresponden a las dreas de
los 18 picos caracteristicos indicados en la Figura 1. Se seleccionaron los picos 2 y
14 como valores de referencia sobre la escala de tiempos de migracion, para corregir

los tiempos de migracién de los demas picos.
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Tabla 1. Conjunto de muestras de entrenamiento o calibracion

Féb"ricanfé - Composicion, V/C/O (%)*  Tiempo de maduracién ®
Don Nufio | 100/0/0 B
Edam 100/0/0 A
Cadi 100/0/0 B
Capitol 100/0/0 B
. Flor de Esgueva 0/0/100 B
Plantio _ 0/0/100 A
Roncal I 0/0/100 A
Montesinos 0/100/0 B
Rocinante 0/100/0 A

*Porcentajes de leche de vaca '(V), cabra ©) ov_c_aja (O) declarados porel fabricante. A |

bTiempo de maduracién: bajo (B, queso fresco) y alto (A). '

Se obtuvo una excelente similitud entre los perfiles electroforéticos debidos
a quesos de un mismo tipo de leche (datos no mostrados), mientras que los quesos
elaborados con diferentes tipos de leche dieron lugar a perfiles facilmente
distinguibles entre si. Asi, el pico designado como 1 en la Figura 1 fue caracteristico
de los quesos elaborados con leche de vaca, los picos 2, 13 y 14 fueron de mayor
intensidad que el resto de los picos para los quesos elaborados con leche de cabra, y
los picos 3 y 5-8 fueron panicuiamente grandes en los quesos de oveja. En su
mayoria, los demds picos fueron comunes péra todos los quesos, si bien con perfiles
diferentes dependiendo del tipo de leche usada en la elaboracién del queso. Para
aumentar la reproducibilidad, se dividi6 el area de cada pico seleccionado como
variable por la suma de las édreas de los 18 picos de su respectivo electroferograma.
A continuacién, se estandarizaron todas las variables. Los estudios estadisticos se

realizaron con los paquetes de software PARVUS [51] y UNSCRAMBLER ([52].

ol
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Tiempo (min)

Figura 1, Electroferogramas de quesos de vaca (V), cabra (C) y bveja (0), mostrando
los 18 picos seleccionados como variables (60 mUA para cada electroferograma). Las

condiciones de trabajo son las indicadas en la seccién 2.4. -
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3.2. Anilisis exploratorio de datos mediante PCA

" Un prime'rvPCA mostrd tres grupos, que corresponden a las tres categorias

relativasal origen genético: V, C, O. Dos de estos 81 electroferogramas (una inyeccién
~ de Roncal Iy una de Montesinos) fueron aberrantes y, por tanto, se eliminaron en los
estudios posteriores. El diagrama doble de la Figura 2 (biplof) muestra las
proyecciones de los objetos (puntuaciones o scores), y las cargas o coeficientes de las
variables (loadings), en el plano de los dos primeros autovectores. Estos dos
autovectores explicaron el 36 y 19% de la varianza total, respectivamente; por tanto,
la Figura 2 mostré el 55% de la varianza total. Ademas, el diagrama doble muestra que
algunas variables forman grupos. Asi, las variables 3, 4, 5, 7, 9 y 10 constituyen un
grupo asociado con elevados contenidos en leche de oveja, y las variables 1, 13, 14 y
15 forman un grupo asociado a altos contenidos en leche de vaca. Finalmente, un valor

alto de la variable 2 indica un elevado contenido en leche de cabra. Una caracteri_stica

“interesante dela Figura2esla separaciéh_de las muestras de C y O rio tan sélo por la |

variedad genética, sino también simultaneamente por el tiempo de maduracién. Como
se observa en la figura, cada una de las categorias C y O est4 a su vez dividida en dos
subcategorias, una conteniendo las muestras con tiempos de maduracion bajos (B), y
otra las muestras con tiempos de maduracién altos (A). En cambio, atendiendo al
tiempo de maduracidn, no se observd separacion de las muestras de la categdria A"
sobre ninguno de los planos definidos por los tres primeros autovectores tomados de
dos en dos. La separacion de las muestras de cabra y oveja en funcioén del tiempo de
maduracion mejor6 mediante PCAs realizados de forma independiente para las

correspondientes categorias (resultados no mostrados).

LML o
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Figura 2. Diagrama doble sobre el plano formado por los 2 primeros autovectores.

Los simbolos utilizados para representar las muestras del conjunto de entrenamiento

de la Tabla 1 son: quesos de vaca de bajo (O0) y alto (M) tiempo de maduracién;

“ quesos de cabra de bajo (+) y alto (*) tiempo de maduracién; quesos de oveja de bajov

(4) y alto (A) tiempo de maduracién. Los nimeros representan las variables
originales, ubicadas de acuerdo a sus respectivas cargas sobre los autovectores

primero (eje de abscisas) y segundo (eje de ordenadas).

i
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3.3. Anilisis exploratorio de datos utilizando dendrogramas

Un dendrograﬁné de las muestras las.ﬂ agrup6 nitida:hcnte dentro de sus tres -
categorias genéticas: V, C y O (resultados no mostrados). Ademds, se observé la
separacién de las muestras de las categorias C y O en funcién del tiempo de
maduracion (categorias B y A). Por su parte, tal como se observa en la Figura 3, el
dendrograma de las variables muestra los siguientes grupos: (i) el grupo de variables
caracteristicas de la categoria V, que estd formado principalmente por las variables 1,
13-15 y 17; (ii) la variable 2 aislada, que es caracteristica de los quesos de cabra; y (iii)
el grupo de variables caracteristicas de la categoria oveja, donde se incluyen las
variables 3-6 y 9-10. Estos grupos concuerdan con las correlaciones observadas en los

estudios realizados mediante PCA.

. ] 1 -
1151713141618 8 112 3 45 9 6 10 7 12

Figura 3. Dendrograma de las variables mostrando los grupos de variables asociadas
a las categorfas vaca (variables 1, 13-15 y 17), oveja (variables 3-6 y 9-10), y la

variable aislada 2, caracteristica de los quesos de cabra.
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3.4. Anilisis discriminante lineal

_ Lasmuestras del conjﬁnto de entrenamiento se utilizaron para construir varios
modelos de LDA. Para ello, y en primer lugar, las muestras se reconocieron como
pertenecientes a las categorias V, C y O. Luego, cada modelo se aplic6 tanto al
conjunto de entrenamiento como a unas pocas muestras de un conj unto de evaluacion,
constituido por muestras binarias V/O y ternarias V/C/O. En la Figura 4 se muestra una
proyeccién de las muestras del conjunto de entrenamiento (tres inyecciones por
muestra) sobre el plano de las dos funciones discriminantes. Las tres categorias
genéticas se observan claramente diferenciadas; de hecho, el LDA clasifico
correctamente todas las muestras del conjunto de entrenamiento. Las proyecciones de
las muestras binarias y ternarias del conjunto de evaluacién ocuparon posiciones
intermedias, como era de esperar por tratarse de mezclas y no de categorias “puras”

(resultados no mostrados).

f-l-+ '
+.§j:'_§'- CABRA

A
3
OVEJA o VYACA

.

Figura 4. Grafico de LDA de las categorias V, C y O: proyeccién de las muestras del

conjunto de entrenamiento sobre los 2 primeros vectores discriminantes (los simbolos

son los indicados en la Figura 2).
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Se construyé otro LDA asignando las muestras a sus respectivas categorias

 de tiempo de curado, B o A. Con este modelo, todas las muestras de la categoria B

resultaron clasificadas en un grupo-unico, independientemente de su origen animal,

mientras que las muestras A de cabra y A de oveja resultaron separadas en grupos
bien diferenciados (Figura 5). Desafortunadamente, las muestras A de vaca no se
separaron de las B de vaca. Sin embargo, como se muestra en la Figura 6, partes A-C,
se consigue una completa separacién de las categorias del tiempo de maduracion
cuando se construye un modelo LDA independiente para cada una de las tres
categorias genéticas. En estas representaciones se elimina la varianza debida al origen
genético, lo que exalta la separacion debida al tiempo de curado. Por lo tanto, es
posible separar simultineamente todas las categorias, en funcion tanto del origen
genético como del tiempo de maduracién, mediante la construccion independiente de

dos modelos de LDA, uno para distinguir el origen genético, y el otro para clasificar

las muestras de acuerdo con el tiempo de maduracion. La separacion de todas las - -

" categorias est4 garantizada si se utilizan ambos modelos secuencialmente.
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Figura 5. Grafico de LDA de las categorias del tiempo de maduracién, By A. La
proyeccion de las muestras del conjunto de entrenamiento se realiza sobre los 2

primeros vectores discriminantes (los simbolos son los indicados en la Figura 2).

bl



Figura 6. Graficos de LDA de las categorias del tiempo de curado, B y A. Proyeccion
de las muestras de vaca (parte A), cabra (parte B) y oveja (parte C) sobre el plano
definido por los dos primeros vectores discriminantes para modelos de LDA
construidos separadamente para las categorias V, C y O (los simbolos son los

indicados en la Figura 2).
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3.5. Construccion de los ‘modglos de regresion de PLS

" En funcién de los resultados comentados anteriormente, se construy6 un
modelo de regresion de PLS capaz de predecir las siguientes variables: (i) el
contenido en leche de vaca (V%) en quesos presumiblemente puros de cabra y oveja,
asi como en quesos binarios y ternarios; y (ii) el tiempo de maduracién (Rt) en
quesos, previamente clasificados por su origen genético. Los modelos fueron
evaluados por comparacién de las predicciones realizadas sobre el conjunto de
entrenamiento con los valores declarados. Para ello, se definieron las siguientes
variables de escala que se adicionaron a la matriz de datos: (i) los porcentajes de leche
de vaca (V%) y de leche de cabra (C %) (dos variables son suficientes para establecer
la composicién de quesos binarios y ternarios, por lo que el porcentaje de leche de

oveja no se incluyo); y (ii) el tiempo de maduracién, el cual se introdujo como dos

- posibilidades extremas, 0 o 100, para las categorias de bajo y alto grado de

maduracidn, respectivamente (no fue posible disponer de informacién mas detallada

sobre los tiempos de maduracion de las muestras del conjunto de entrenamiento).

Las muestras de calibrado, asi como las variables predictoras empleadas en

la construccion de cada modelo de regresion de PLS se muestran en la Tabla 2. En
primer lugar, sélo las 18 areas de picos fueron incluidas como variables X para
predecir la concentracion de leche de vaca (modelo 1, Tabla 2). Como se observa en
la Tabla2, se obtuvieron buenas predicciones con desviaciones estandar del orden del
6-7%. Los resultados no se mejoraron por la inclusién del tiempo de maduracién
como una variable predictora adicional (modelo 2). La precisién y exactitud
mejoraron ligeramente cuando se crearon dos modelos de regresion de PLS diferentes,
uno para quesbs con tiempos de maduracion bajos y otro para altos (modelos 3 y 4,

respectivamente).
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Por otra parte, con el objeto de estudiar la capacidad del procedimiento para
predecir el tiempo de curado, se construyeron los modelos 5-9 de la misma Tabla 2.
No se obtuvieron resultados satisfactorios usando todas las muestras y las éréaé de los

18 picos en la prediccién del tiempo de curado (modelo 5). Esto se atribuy6 a la baja
separacion de las categorias B 'y A en los quesos de leche de vaca, lo que esta de
acuerdo con los resultados anteriormente obtenidos con el PCA y el dendrograma.
Ademads, no se apreciaron ventajas por incluir los contenidos en leche de cabra y de
oveja como variables predictoras (modelo 6), y los errores se incrementaron cuando
se construy6 un modelo de PLS para las muestras de vaca sin tener en cuenta las
categorias C y O (modelo 7). Finalmente, las predicciones mejoraron enormemente
cuando las categorias C y O fueron tratadas por separado (modelos 8 y 9,
respectivamente). Con estos tiltimos modelos, se predijo el tiempo de maduracién en

los quesos de cabra y oveja con desviaciones estandar del orden del 5-9%.

3.6. Predicciones del cbntenido en leche de vaca'y tiempo de maduracién

mediante regresién de PLS

Los mejores modelos obtenidos (Tabla 2) fueron utilizados para predecir el
porcentaje de leche de vaca y el tiempo de maduracion en algunas muestras de
evaluacion adicionales, incluyendo quesos puros, binarios y ternarios. Se extrajeron

y analizaron por triplicado dos o tres porciones de cada muestra de evaluacién. Los

electroferogramas se trataron del mismo modo como se hizo previamente con las

muestras de calibracion. Los resultados, comparados con los valores de referencia
declarados por el fabricante, u obtenidos por otro laboratorio mediante SDS-PAGE
[53], se muestran en la Tabla 3. El modelo 1 (prediccién de V% sin distinguir entre
muestras B y A) y el modelo 3 (prediccién V% en muestras B) proporcionaron
predicciones satisfactorias de V% en términos de precision y exactitud. Sin embargo,
el modelo 4 (prediccion de V% en muestras A) proporcioné valores bajos de V%. Los
modelos 8 y 9 clasificaron correctamente las muestras de C y O, dentro de su

categoria, que era la A.
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4. Conclusiones

Se ha demostrado que un electroferograma de CZE, obtenido con la fraccién o .
proteica soluble en etanol-agua, contiene la suficiente informacion como para poder
clasificar muestras de queso de acuerdo con su origen genético y tiempo de
maduracién. Sobre la base de estos electroferogramas, y utilizando regresion
multivariante por el método de PLS, se pueden predecir los contenidos de leche de
vééa en quesos de cabray oveja presumiblemente puros, asi como en mezclas binarias
- 0 ternarias, con una desviacién estéhdar proxima al 6-7%. Este resultado incluye
quesos de bajo y alto grado de maduracién. También se puede estimar el tiempo de

maduracién en quesos elaborados con leche de cabra y oveja. ‘ -
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DETERMINACION DE LECHE DE VACA EN QUESOS NO BOVINOS Y
MEZCLAS MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR DE LAS
PROTEINAS SERICAS EN TAMPONES ACIDOS ISOELECTRICOS :

Traduccién del Capitulo VIII, correspondiente al articulo publicado en: Journal
of Chromatography A, 878 (2000) 261-271, José Manuel Herrero-Martinez,
Ernesto F. Sim6-Alfonso, Guillermo Ramis-Ramos, Cecilia Gelfi y Pier Giorgio
Righetti.

Resumen

Se ha desarrollado un método mejorado para la determinacién de leche de vaca
en quesos no bovinos basado en la separaci6n electroforética de las proteinas del suero

en tampones acidos isoelécu'icos Se han ensayado dos electrolitos de fondo (BGEs)'

- (1) una dxsolumén que contlene écndo umnodlacétlco 50 mM (pH=pl=2. 3a 25°C), ”

hidroxietilcelulosa al 0.5%, Tween 20 al 0.1% y urea 6 M (pH aparente 3.1),
utilizando un campo eléctrico de 300 V/cm para la separac16n de las o-lactoalbiiminas
(&-LAs); (ii) un BGE con la misma composicién, pero con un 10% de Tween 20 para
el fraccionamiento de las B-lactoglobulinas (8-LGs) aplicando un campo eléctrico de
450 V/cm. Los tensioactivos presentan un efecto discriminante sobre la retencién de
las proteinas &t-LAs y B-LGs bovinas, que es debido a la diferente estabilidad de los
complejos de asociacién proteina-tensioactivo. La presencia de tensioactivos en el

BGE es necesaria para separar estas dos proteinas, que aparecen en los

electroferogramas en forma de picos de pequefio tamafio, y que proceden de la

degradacién de las caseinas durante la maduracién del queso. Se han establecido
nuevas ecuaciones a partir de la relacion del édrea (o altura) de las a-LAs o B-LGs
bovinas con respecto al 4rea (o altura) de las ¢-LAs o B-LGs ovinas o caprinas.
Relaciones de este tipo se utilizan habitualmente para determinar el porcentaje de
leche de vaca en productos licteos, sin embargo, los cocientes utilizados

tradicionalmente presentan notables inconvenientes, tales como la no linealidad de las
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representaciones, con el agravante de que la pendiente aumenta conforme se

incrementa el contenido en leche de vaca, y de que los limites de confianza resultan

excesivamente grandes cuando el contenido en leche de vaca es alto y la relacién de
dreas (o alturas) de picos tiende asintéticamente a infinito. Con los nuevos
procedimientos y expresiones propuestas, las relaciones son lineales, y se pueden
determinar contenidos de leche de vaca tan bajos como un 1% en quesos de cabra y

oveja. Los procedimientos aqui propuestos proporcionan menores limites de deteccion,

y son més econdmicos y rapidos que otras metodologfas descritas en la bibliografia, '

pudiendo ser por tanto, ficilmente aplicados al control sisteméitico de calidad de

quesos binarios y ternarios.
Palabras clave: Queso; Anilisis de alimentos; Proteinas; Proteinas del suero
‘ .1. Introduccién

Los productos lacteos constituyen uno de los componentes mayoritarios de la
alimentacién humana, estando protegidos en casi todos los paises por leyes especificas.
De acuerdo conla .ley, el origen animal de la leche empleada en la manufacturacién de
- quesos debe ser declarada por el productor; sin embargo, la adulteracion de quesos de
oveja y/o de cabra con leche de vaca es relativamente habitual, lo que es debido a: (i)
fluctuaciones estacionales en la disponibilidad de la leche de cabra y oveja; (ii) el
mayor precio de la leche de cabra, y especialmente la de oveja, en comparacién a la
leche de vaca; y (iii) la oportunidad de usar la superproduccién ocasional de leche de
vaca sin pérdida de beneficios. Por lo tanto, es importante disponer de métodos que
permitan determinar la composicién de la leche, quesoé y otros productos lacteos de
una forma fiable, rdpida y sensible.

Este problema ha sido abordado mediante técnicas de inmunoensayo (ELISA),
electroforesis en capa de gel y cromatografia liquida. Richter y col. [1] desarrollaron

unatécnica ELISA competitiva indirecta para anilisis de leche, basada en laevaluacién
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de las caseinas y glicomacropéptidos. Beer y col. [2] también usaron ELISA para

estimar B-lactoglobulinas en leche.

EL IEF ha sido utilizado paré determinar tanto protéinas dél suero [3-5} como

caseinas 6, 7]. Molina y col. [8] predijeron los porcentajes de leche de vaca, cabray
oveja en quesos espafioles mediante electroforesis en capa de gel de poliacrilamida de
las proteinas séricas, y Ramos y Judrez [9] evaluaron la aplicabilidad de la
electroforesis y del inmunoensayo en mezclas de leches. Tanto ELISA como la
electroforesis en gel proporcionan una valiosa informacioén semicuantitativa, pero son
lentas y laboriosas, y no pueden detectar cantidades de leche de vaca relativamente
pequeiias en productos de cabra y oveja. Se han empleado diversas técnicas de
cromatografia liquida (fase inversa, intercambio i6nico y exclusién) para evaluar
proteinas séricas [10-12]. La HPLC ha sido empleada para determinar leche de vaca

en mozzarella de bafalo [13], asi como en quesos de cabra [14] y de oveja [15]. La

. cromatografia ha demostrado ser una valiosa técnica cuantitativa para el andlisis de

proteinas en productos lacteos; sin embargo, los tiempos de separacién sﬁefen estar
comprendidos entre 30 y 50 min, lo que puede resultar excesivo para su utilizacién en
control sistemético de calidad.

Diversos estudios han demostrado que la electroforesis capilar (CE) es una
técnicaadecuada para el andlisis de proteinas lacteas [ 16], utilizando para ello capilares
no recubiertos [17-27] y recubiertos [28-38]. Cattaneo y col. [34] han demostrado la
capacidad de una modalidad de CE, la CZE, para determinar hasta un 8% de leche de

vaca en mezclas de leches de diverso origen animal. Cartoni y col. [37,38]}, empleando

capilares metilsilanizados, han determinado hasta un 2% de leche de vaca en quesos -

de oveja y bfalo.

Righetti y col. [39-45] han desarrollado procedimientos rdpidos de CZE
usando tampones isoeléctricos, los cuales debido a su reducida conduétividad, son
compatibles con elevados gradientes de voltaje, obteniéndose altas resoluciones con

bajos tiempos de migracion. Estos autores han usado tampones isoeléctricos &cidos
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para separar péptidos [40, 41], oligonucleétidos [42, 43] y proteinas presentes en
harina [44] y maiz [45]. | |
Nosotros desarrollamos aqui un pro.cedimiento‘para la rapida identificacién
y cuantificacion de leche de vaca en quesos de cabra y oveja en base a la separacion
mediante CZE de las proteinas séricas. Se emplean tampones isoeléctricos
conteniendo 4cido iminodiacético y diferentes concentraciones de un tensioactivo no

iénico (Tween 20).
2. Materiales y métodos
2.1. Reactivos

El 4cido iminodiacético (IDA), urea y los estandares de las proteinas bovinas

- a-lactoalbiimina (a-LA) y B-lactoglobulinas (8-LGs) de las variedades genéticas A

yBse obtuvieron de Sigma (St Louis, MO, USA). Los esténdares de las protéinas o-
LA y B-LG caprinas y ovinas se purificaron en el laboratorio mediante
isoelectroenfoque en capa de gel. El 4cido acético y el tris (hidroximetil)aminometano
(Tris) se obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza). La hidroxietilcelulosa (HEC, con una masa
molecular media de 27000) se obtuvo de Polysciences (Warrington, PA, USA). Se
preparé un tampdn conteniendo 4dcido acético 3 M y la necesaria cantidad de Tris 2
M para alcanzar pH 4.6. Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada

(Barnstead deionizer, Sybron, Boston, MA, USA).
2.2. Aparatos

Los capilares no recubiertos de silice fundida (33.5 cm x 50 um I.D. x 375
1m O.D.)se obtuvieron de Supelco (Bellefonte, PA,USA). Los experimentos de CZE
se llevaron a cabo en un sistema de electroforesis capilar HP*® (Hewlett-Packard, Palo

Alto, CA, USA) equipado con un detector espectrofotométrico de fila de diodos.




2.3. Origen y preparacioén de muestras

Las muestras.de quesbs de Vacé, cabra y oveja de composicién garé.ntizadﬁ,
incluyendo tanto quesos de un tnico origen animal, como mezclas binarias y ternarias,
fueron suministradas por Mercadona S.A. y Lécteas Toledo S.A. (Espafia). Los quesos
de un origen animal garantizado y Gnico se emplearon para preparar diferentes mezclas
binarias y ternarias que fueron usadas como estandares. Para ello, se usaron quesos de
vaca, cabra y oveja, tanto frescos como curados, procedentes de diversos fabricantes.
También se emplearon, como estindares y para la evaluacién de modelos de regresion,
otros quesos elaborados con mezclas binarias y ternarias de leches de diverso origen
animal. Para estos Gltimos quesos, se dispuso ademis de su composicién
proporcionada por el fabricante, o bien, obtenida mediante andlisis por SDS-PAGE
(Tabla 1). La preparacién de las muestras se realiz6 mediante un método similar al

propuesto por Pellegrmo y col. [14], pero con algunas - modificaciones. El

" -procedimiento es el s1gu1ente una porclén de 0 5g de queso se mezcla con 1'ml de -

agua destilada, y se agita a temperatura amblente durante 5 min con ayuda de un
mezclador vortex. Los extractos se centrifugan a 12000 rpm (16500 g) durante 15 min
a 4°C. Se toma una alicuota de 500 pl del sobrenadante, se diluye con 250 pl de
tamp6n 4cido acético-Tris de pH 4.6, se deja reposar durante 20 min, y de nuevo se
centrifuga durante 15 min. La desalinizacién y preconcentracién de las muestras se
lleva a cabo mediante membranas Microcon (Amicron, Millipore, Bedford, MA, USA)
de corte molecular 10000 Mr. Tras la centrifugacién de los tubos Microcon a 8000
rpm (11000 g) durante 30 min, los extractos se almacenan a -20°C hasta su uso.

E T
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Tabla 1. Contenidos de leche de vaca encontrados y declarados (en porcentajes) para

'una serie de quesos espaiioles comerciales.

Fabricante * Referencia Hallado por 0-LAs  Hallado por B-L.Gs
Entrepinares (A) 70-90° 733 67+5

Puente Cesta (A) 50-75° 602 57+4

Flor de Ronda (B) 80-95° 92+3 906

Flor de Ronda (A) 80-95° 963 92+6
-Roncal (A) © Purode oveja® ND* ND*¢

Don Bemardo (A) Puro de oveja® 102 8+4

Alquerias del Nifio Perdido (A) Puro de cabra® 30+3 28+5

Licteas Toledo (B) Puro de cabra® ND* ND*¢

Lécteas Toledo (A) 60° 602 55+4

® Tiempo de maduracion entre paréntesis: B, queso fresco; A, queso curado.

®Obtenido en otro laboratorio por SDS-PAGE de acuerdo con el procedimiento de la ref. [4].
Declarado por el fabricante. '

9No detectado.

24. Procedimientbs CZE recomendados

‘Los capilares nuevos se acondicionan a 60°C utilizando las disoluciones y
tiempos siguientes: NaOH 1M durante 5 min, NaOH 0.1 M por 5 min més y finalmente
se pasa agua durante 10 min. Al inicio de cada sesion, el capilar se acondiciona con el
BGE a 25°C durante 30 min. No se observé una alteracion de la linea base usando un
tiempo de acondicionado de tan sélo 2 min entre inyecciones sucesivas. Se recomiendan
los BGEs y valores de campo eléctrico siguientes:

(i) Para la separacién de a-LAs: IDA 50 mM (pH = pI =2.3 a25 °C), HEC al

0.5%, Tween 20 al 0.1%y urea 6 M (pH aparente 3.1); E=300 V/em.

(ii) Para la separacién de B-LGs se recomienda el mismo BGE, si bien

incrementando la concentracién de Tween 20 hasta el 10%; E =450 V/cm.

Todos los tampones y muestras se forzaron mediante présién a través de filtros
Millipore de 0.45 um de diémetro de poro, y se inyectaron de forma hidrodindmica a 50

mbar durante 3 s. La sefial se monitorizé a 214 nm.




3. Resultados y discusién
3.1 Separacién de las a-LAs de diferente origen animal

Inicialmente se empleé un BGE que contenia IDA 50 mM, HEC al 0.5% y urea
6 M, y seaplicé un campo eléctrico de 700 V/cm. Los electroferogramas de las fracciones
de quesos curados de un origen animal Gnico (fraccién retenida por las membranas
Microcon) se muestran en la Figura 1, partes A-C. Los picos de las a-LAs y de las 8-L.Gs
se identificaron, en todos los casos, mediante adicién a los extractos de estandares de las
proteinas séricas. Los quesos frescos dieron lugar a electroferogramas similares, a los
obtenidos con quesos curados con los mismos picos principales, si bien, con una linea base
mads sencilla. Se estudi6 la posible pérdida de las proteinas a través de las membranas
Microcon inyectando también los filtrados; en ningiin caso se observaron en los filtrados

picosdeo-LAy B-LG (electroferogramas no mostrados) lo que indicé que las proteinas

mquedaban retenidas cuantitativamente por las membranas. Ademés, lafraccién i'étenida se- R

inyécté diluida al 50% en agua. Las 4reas de los piéos disminuyeron en u n 50%, lo Que
indica laausencia de posibles efectos no lineales, tales como los asociadoé alaviscosidad
de la muestra.

" Paralas muestras de cabra y oveja, las a-LAs aparecen con el mismo tiempo de
migracién (Figura 1, partes B y C, picos 4 y 6 respectivamente), mientras que el pico de
" la a-LA bovina aparece a un tiempo de migracién diferente (Figura 1, parte A).

Desafortunadamente, en quesos curados de cabray oveja, la a-LA bovina solapa con un
pequefio pico proximo a los correspondientes picos de las a-LAs caprina y ovina. Este
solapamiento se puede observar en la Figura 1, parte D, que corresponde aun extracfo de
‘oveja al que se han adicionado 200 mg/l de a-LA bovina. Los picos pequeiios, adyacentes
alos picos dea-LA, suelen ser debidos a productos de degradacion de las caseinas durante
la maduracion del queso [14]. Estos picos no se observaron en quesos frescos, lo que estd
de acuerdo con esta interpretacion. Por otra parte, los picos de las B-LGs aparecen a

tiempos similares para todas las muestras.
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Figura 1. Elgctfoferogmmas de suero de quesos curados de vaca (A), cabra (B) y oveja
(O).El elecﬁ'oferdgrama (D) es un extracto de queso de oveja aditivado con 200 mg/1de
a-LA bovina. Capilar: 33.5 cm (longitud efectiva 25 ¢cm) x 50 um I.D..; inyeccién
hidrodindmica: 50 mbar x 3 s; BGE: IDA 50 mM, urea 6 M y HEC 0.5%; campo
eléctrico: 700 V/cm (corriente resultante 27 pA); deteccioén a 214 nm. Identificacién de
picos:1, a-LA bovina; 2, B-LG A bovina; 3, B-LG B bovina; 4, a-LA caprina ; 5, B-LG
caprina; 6, a-LA ovina; 7, B-LG A ovina; 8, B-LG B ovina.
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Por tanto, no existe un pico adecuado en estos electroferogramas para evaluar la

composicion de quesos binarios cabra-oveja. Ademds, la determinacién de contenidos

bajos de leche de vaca en quesos curados de oveja, resulta interferida por el solapamiento
del pico de la a-LA bovina con un pico pequefio, pero no despreciable, debido a la
degradacion de las caseinas, presente en los quesos curados que contienen leche de cabra
y oveja.

Xu y col. [46] encontraron que el Tween 20 y otros tensioactivos no idnicos
tienen un efecto discriminante sobre el comportamiento de retencién de las 0-LAs y -
LGs bovinas, lo que es debido a la diferente intensidad de asociacién de los complejos
tensioactivo-proteina. Por ello, se afiadié un 0.1% de Tween 20 al BGE. Ademis, se
redujo el campo eléctrico a 300 V/cm. Como se muestra en la Figura 2, en presencia del
tensioactivo las lineas base fueron més sencillas, las eficacias aumentaron, y se produjeron
pequefios desplazamientos diferenciales enlos picos de las ¢-LAs bovina, caprinay ovina.
Los picos de las tres 0i-LAs apareclcron a txempos de migracion dxferentes, lo que hlZO
' pos1ble la determmacnén de mezclas de quesos binarias y ternarias.

Mis aiin, como se muestra en la Figura 2, parte D, el pico de la o-LA bovina
(adicionado a una muestra de oveja) aparecié en los electroferogramas de los quesos de
oveja enunaregion con una linea base plana, bien resuelto del pequefio pico que aparecia
en los quesos curados de oveja a un tiempo de migracion ligeramente superior al del pico
de la ®-LA ovina. Andlogamente, el pico de la &-LA bovina aparecié a un tiempo de
migracién situado entre el pico de la 0.-LA caprina (nimero 4 en la Figura 2) y el pico
pequefio de degradacién de caseinas, observado en quesos curados de cabra a tiempos
ligeramente superiores (Figura 2, parte B), estando bien resuelto tanto del primero como
del diltimo (resultados no mostrados).

F
;
3
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Figura 2. Electroferogramas de suero de quesos curados de vaca (A), cabra (B) y oveja
(C).El electroferograma (D) es un extracto de oveja aditivado con a-LA bovma 200 mg/1.
BGE: Como en la Figura 1, pero con Tween 20 al 0.1% [BGE (i)]; campo eléctrico: 300
V/em (corriente resultante 11 pA). Identificacion de picos y otras condiciones de trabajo

son laé indicadas en la Figura 1.
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Los experimentos también se llevaron a cabo éplicando un voltaje de 500 V/cm,

perola mejor resolucion se ob_tuvo‘ aplicando un campo eléctrico de 300 V/cm. Con este

~ campo eléctrico, y empleando el BGE (i) recomendado se inyectaron muestras de t;ueéo
_elaboradas con mezclas de cabra-vacay oveja-vaca, y con una mezcla de los tres tipos de
leche. Como se muestra en la Figura 3, se consigui6 una excelente separacion de las tres
a-LAs (los picos 6,4 y 1 representan las a-LAs de oveja, cabra y vaca, respectivamente).
El pico localizado entre los picos 4 y 1 aparecia sélo en quesos curados, y en el
electroferograma mostrado en la Figura 3 este pico fue especialmente grande, por lo que
se atribuy6 a un producto de degradacion. Para medir l_ﬁs areas de los picos, se traz6 la

linea base interpolando entre las lineas bases de ambos lados del pico considerado.

50 —
2
D40 —
)
E 1
< i
(o]
< .
8 30 _ 2+3+5+7+8
2 4
8 i 6
2
) )
20 /J
I ' ] ' ] ' I
6 8 ' 10 12
" Tiempo (min)

Figura 3. Electroferograma de suero de un queso ternario (Tabla 1, Entrepinares, curado)
con la siguiente composicién: V, 70%; C, 15%; O, 15%. Las condiciones de trabajo son
las indicadas en Figura 2, y la identificaci6n de picos es la indicada en la Figura 1.
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3.2. Separacion de B-LGs de diferente origen animal

Se estudi6 la posibilidad de utilizar rio solo las a-LAs, sino también las 8-LGs,
para desarrollar procedimientos mejorados para la determinacién de la composicién en
quesos binarios y ternarios. Se modificé la composicién del BGE para conseguir una
mejor resolucion entre las B-LGs de diferente origen animal. En primer lugar, se estudi6
la influencia de la concentracion de urea en el intervalo 6-9 M. Conforme se incrementa
la concentraci6n de urea se observa un aumento del pH del BGE (hasta pH = 3.3 con urea
9 M). Por otro lado, la resolucion mejora hasta una concentracion de urea 8 M, y

_permanece inalterada para concentraciones mayores de urea.

| La resolucion entre las B-L.Gs también mejord adicionando cantidades crecientes
de Tween 20 hasta un 15%, pero a cambio, la sensibilidad disminuy6 en mas de un 10%.
Como se indica en la Figura 4, con un 10% de Tween 20, los picos de las tres B-LGs
- aparecen a diferentes tiempos de migracion, lo cual hace posible la determinacién de |
mezclas. No obstante, se aprecia una progresiva pérdida de resolucién eﬁtré las _a-LA
caprinay ovina a medida que aumenta la concentracion de Tween 20. Este inconveniente,
confirma que la optimizaci6n de la separacion de las a-LAs y B-LGs de diferente origen
animal como dos procedimientos independientes, es una opcién mejor que intentar
optimizar conjuntamente la separacion de los picos de las a-LAs y B-LGs. La elevada
concentracion de Tween 20 también conduce a un indeseable incremento en los tiempos
de migraci6n de las B-LGs. Para paliar este efecto, reduciendo el tiempo de analisis, se
decidié incrementar el campo eléctrico. Por ello, se seleccioné un BGE constituido por

urea 8 M'y Tween 20 al 10%, y se aplicé un campo eléctrico de 450 V/em.
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Figura 4. Electroferogramas de suero de quesos curados de vaca (A), cabra (B) y oveja

(C). BGE: IDA 50 mM, urea 8 M, HEC al 0.5% y Tween 20 al 10% [BGE (ii)]; campo

eléctrico: 450 V/cm (corriente resultante 10 pA); deteccién a 214 nm. Identificacién de
picos y otras condiciones son las indicadas en la Figura 1.
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EnlaFigura 5 se muestra el electroferograma de una mezcla ternaria obtenido en

estas condiciones. Como se observa, los picos de las B-LGs de diferente origen animal,

incluyendo las variedades genétiéas A yB paralés proteinas bovina y ovina, se resuelven
satisfactoriamente (picos 8, 7, 5, 2y 3 en la ventana de elucién entre los 17 y 20 min). La
separacién de estos picos se confirmé mediante adicién de los extractos con los
correspondientes estandares.

24 —
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Figura 5. Electroferograma de suero de un queso ternario. BGE y otras condiciones de
trabajo son las indicadas en la Figura 4.
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3.3. Estudios de cuantificacion

_ Tradiciohalnienté, para detérmihar el porcentaje de leche de vaca en productos
lacteos se ha empleado la relacion entre el 4rea (o altura) de la «-LA o 8-LG bovina
respecto el drea (o altura) de la 8-LG ovina o caprina [12-15, 37, 38]. Sin embargo, estos

cocientes dan lugar a curvas de calibracién no lineales, con un incremento en las -

pendientes a medida que aumenta el porcentaje de leche de vaca, y con elevados limites
de confianza cuando el contenido de leche de vaca es altoy los cocientes de éreas de picos
tienden asint6ticamente a infinito. Las curvas son lineales aproximadamente hasta un 20%
de leche de vaca, pero la pendiente se incrementa progresivamente, siendo muy grande por
encima de un 60%. En este trabajo, con el fin de superar estos problemas, se propone un
enfoque diferente. En primer lugar, se prepararon las mezclas binarias de qﬁ&sos utilizadas
como estdndares para establecer los coeficientes de sensibilidad bovina/caprina y
bovina/ovina. Estos coeficientes se definieron respectivamente como:

Tl o
C

A

Xz*=fv‘i— @

donde A,, A, y A, son las 4reas de los picos de las 0-LA bovina, caprina y ovina,
respectivamente; V, C y O son los porcentajes de leche de vaca, cabray oveja en quesos
binarios; y f*, . y f*, , son los coeficientes de sensibilidad vaca/cabra y vaca/oveja,

respectivamente. Para determinar el coeficiente de sensibilidad para los picos -LAy B--

LG, se prepararon dos series de mezclas binarias, conteniendo entre el 0 y el 70% de
queso de vaca en queso de cabra u oveja, y se analizaron utilizando los dos BGEs
recomendados. Cada serie contenia siete mezclas binarias de quesos frescos, y siete
mezclas binarias de quesos curados. Como se muestra en las Figuras 6y 7, se obtuvieron
lineas rectas para las representaciones de los cocientes A, /A frentea V/Cy A, /A, frente

a V/0O, lo que indica que f*, . y f%, , son independientes del contenido en leche de vaca.

CaTndie i

|
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Figura 6. Cociente A, /A, frente a V/C para los picos a-L.As, para una serie de mezclas

. binarias de quesos curados vaca/cabra.
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Figura 7. Cociente A, /A, frente a V/O para los picos a-LAs, para una serie de mezclas

binarias de quesos curados vaca/oveja.
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También se obtuvieron comportamientos lineales para los coeficientes de
sensibilidad £P,_ y £P,, los cuales se definieron mediante expresiones andlogas a las
ecuaciones (1) y (2), pero utilizando los correspondientes picds delas B—LGs. Paralas 8-
LGs bovina y ovina, se utiliz6 la suma de las areas de los picos 2y 3,y 7y 8,
respectivamente, En todos los casos, y dentro del error experimental, los puntos obtenidos,
tanto con quesos frescos como con quesos curados, dieron lugar a lineas rectas
coincidentes. Los valores experimentales de los coeficientes de sensibilidad obtenidos
fueron f*, .= 0.71, £,,=0.71, f" =109y f"v,o = (.82. Las diferencias respecto a la
unidad pueden ser debidas a las diferentes absortividades molares de las proteinas a 214
- nm,otalvez también, aque los porcentajes de protefnas séricas de diferente origen animal
que pueden quedar retenidas por el queso durante la extraccién son distintos. Las
relaciones lineales obtenidas indican que los cocientes de areas A, /A, A, /A,y A /A,
pueden ser utilizados de forma directa para determinar la composicién de quesos binarios.

- Deacuerdo con las ecuaciones (1)y (2), los cocientes V/Cy V/Oen quesos vaca-

| 'cabra y vaca-oveja son 1guales a los coclentes entre dreas de picos A,, A,y A, /A '

divididos porf “v cY f“w, , Fespectivamente. Més alin, el cociente C/Oen quesos bmanos
cabra-oveja se puede obtener dividiendo el cociente A, /A, por %, /f*, .. Lo mismo se

puede indicar en relacién con los picos de las 8-LG. Para calcular el contenido de vaca,

cabra y oveja en quesos binarios y temarios se pueden utilizar directamente las -

N

expresiones siguientes:
V= A 100% = F, 100% ' | B
A+TLAATA, ' . | |
A 100% = F, 100%
o=F, (] @

AT A+ “/fc)A
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A, - | |
= o 100%=F,100%
A EIAA, 9

o las expresiones analogas referidas a las B-LGs.
Las ecuaciones (3), (4) y (5) se pueden demostrar facilmente sustituyendo (f%,
Ad, (F%, Al (A, /12,0, [(F%,, £5,D Al (A, %, y [(F%, /£%,) A.] por sus valores
obtenidos de las ecuaciones (1) y (2), y reorganizando las expresiones resultantes. Las
ecuaciones (3), (4) y (5) eliminan la necesidad de construir més curvas de calibrado (jue
las utilizadas previamente para evaluar los coeficientes de sensibilidad. Las ecuaciones
pueden ser utilizadas indistintamente para establecer la composicién de quesos binarios
y ternarios. Ademas, se pueden obtener expresiones analogas a las ecuaciones (3), (4) y
(5) paralos picos de las 8-LG, teniendo en cuenta que para el caso de las proteinas bovina
'yovinase debe utilizar la suma de las éreas de los plcos 2y 3 y7y8, respectlvamente
Los coeﬁc1entes de sensibilidad pueden cambiar llgeramente conel txpo de quesoo bien,
~ con el procedimiento de fabricacion, o también, si se utiliza leche de la misma especne
animal pero no de la misma raza. Por estas razones, las ecuaciones (3), (4) y (5) pueden
conducir a pequefios errores sisteméticos cuando se usan coeficientes de sensibilidad
tabulados. Cuando sea asi, se deberén llevar a cabo experimentos especificos con los
estandares de calibracion apropiados, para establecer con ello los coeficientes de
sensibilidad propios del problema que se esté resolviendo.

Alternativamente, los estandares se pueden usar para representar F,, F_ y F,
(calculados usando los valores tabulados de los coeficientes de sensibilidad) frentea V,
Cy O, respectivamente. Como se muestra en laFigura 8, estas representaciones muestran
una relacion casi lineal, con una curvatura muy pequeiia, ordenada en origen cero y
pendiente proxima alaunidad. En caso de no linealidad, un ajuste por minimos cuadrados
ala ecuaci6n cuadratica (F, =a+ b V + ¢ V?) proporciona resultados muy precisos. En la
Figura 8 se muestran diversas series de experimentos, no observandose desviaciones
significativas del comportamiento lineal predicho. Se obtuvo unarepresentacién andloga
con los picos de las B-LGs.
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Figura 8. Gréfico de F,, calculado como se define en la ecuaci6n (3), y usando %, =%, |
=0.71, frente a V. La linea continua es la pendiente de la recta de regresién, de valor
unidad. Las lineas discontinuas se obtuvieron representando F, calculado usando los
valores extremos %, .= £, = 0.60 (linea superior) y f*,. = £, = 0.80 (linea inferior)

para los mismos valores de V.
3.4. Parametros analiticos significativos

Para establecer los limites dé deteccién se analizaron dos muestras de queso que
contenian un 2% de leche de vaca y un 98% de leche de cabra o de oveja,
respectivamente, realizandose series de 24 andlisis de cada muestra repartidas en tres series
de 8 anélisis, a razon de una serie por dia. Los quesos curados se analizaron utilizando el
BGE (1) y 300 V/cm. Se calculé el contenido en leche de vaca usando los coeficientes de
sensibilidad y la ecuacién (3). Se calculé la media intra-dia (como la media de los valores
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de los tres dias, con 7 x 3 grados de libertad) y las desviaciones estandar intra-dia (como
~ ladesviacion estdndar total, con 23 grados de libertad). De acuerdo con la recomendacién

de 1aTUPAC [47, 48], los limites de deteccién se calcularon como 3.29 veces la mediade -

las desviaciones estindar intra-dia de los valores de V. Usando este criterio, en el limite
de deteccién los errores ¢ (o tipo I) y 8 (o tipo II) son ambos del 5%, y la desviaciéon
estandar relativa es del 30%.

El mismo estudio se repiti6 con las mismas muestras, pero empleando el BGE (ii)
y 450 V/cm. En este caso, se usaron las dreas de los picos de las B-LGs y la expresion
equivalente a la ecuacion (3). Para obtener los limites de deteccion de la Tabla 2, se
realizaron tres series de ocho determinaciones, y se calculé la media de las tres
desviaciones estdndar correspondientes, multiplicando finalmente el valor resultante por
3.29. Larelacién entre la desviacion estindar de las 4reas de los picos y la desviacién
estandar de V se puede establecer también tedricamente utilizando la ley de propagacion

de errores; sm embargo, s debe tener en cuenta que los errores aleatorios de las dreas de

. los picos usadas como variables de entrada en la ecuacion (3) [am como también en las
ecuaciones (4)y (5)] estin fuertemente correlacionados. La correlacién entre los errores
de las variables de entrada reduce ampliamente la desviacién estindar de V, en
comparacién con las desviaciones estandar de las éreas de los picos. En otras palabras, la
desviacion estandar relativa de las dreas de los picos es mayor que la desviacién estandar
relativa de los cocientes de 4reas usados para calcular V.

Debido a la elevada desviacion estandar de los picos de las B-LG, este estudio se
repiti6 con muestras que contenian un 5% de leche de vaca. Los resultados se muestran
también en la Tabla 2, y confirman las mejores reproduéibilidades y los menores limites
de detecci6n obtenidos con los picos de las 6t-L.As en comparacién con los obtenidos con
los picos de las B-LGs. La diferencia se puede atribuir a que la suma de las 4reas de dos
picos, como ocurre con las B-LGs bovinay ovina, tiene mayor error que la integracién de
un sélo pico, como es el caso de las 0-LAs. La repetitividad del tiempo de migracién
presenta una desviacion esténdar menor del 2% en todos los casos. Las mejores
repetitividades, tanto en érea como en tiempo de migracién, se obtuvieron con quesos
frescos.
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3.5. Analisis de muestras

Los procedimientos recbmendados se utili_z'aroﬁ para el analisis de las muestras
de quesos comerciales indicadas en la Tabla 1. La leche de vaca no debe estar presente en
quesos puros de cabra y de oveja, y la adulteracion de quesos supuestamente puros o
mezclados es econdmicamente importante tan sélo cuando el contenido en leche de vaca
supera en un 10% o mas el valor declarado. Como se muestra en la Tabla 1, el método
propuesto permite la deteccion de unas pocas partes por ciento de leche de vaca en quesos

puros de cabra y oveja, y de excesos superiores al 10% sobre la composicion declarada

en quesos binarios y ternarios. Los resultados (columnas 3 y 4), dentro del error .

experimental, coinciden con la composicién declarada por el fabricante y con los datos
obtenidos por SDS-PAGE. Sin embargo, se debe hacer notar que los valores obtenidos por

integracion de los picos de las B-LGs, sistematicamente, son entre un 5 y 8% menores que

_ los obtenidos por la integracién de los picos de las a-LAs, y también exhiben mayores

deSviaci_oﬁes estandar. Como se ha indicado anteriormente, esto Giltimo se puede atribuir

a un mayor error aleatorio asociado a la cuantificacion de la suma de las dreas de dos
picos, en comparacién con la integracic')n'de un tUnico pico. Por otra parte, un error
sistematico s6lo puede ser producido por factores presentes en las muestras de la Tabla
2, y a la vez ausentes de los estindares usados péra obtener los coeficientes de
sensibilidad, o para construir las curvas de calibrado. Como se indica anteriormente, los
estandares se prepararon mezclando quesos de un Unico origen animal, mientras que las
diferentes leches empleadas en la elaboracion de las muestras han sido mezcladas al

comienzo del proceso de manufacturado del queso. Por esta razén, la pequefia

, subestimaéién del contenido de leche de vaca observada al utilizar los picos de las B-LGs,

puede ser atribuida a la facil desnaturalizacién de las B-LGs bovinas, a diferencias de
solubilidad en agua, o a cualquier otra razon desconocida que afecte al proceso de

manufacturado del queso.
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4. Conclusiones

Se ha desarrollado un procedimiento de electroforesis capﬂar rapido y simple
para la separaci6n y cuantificacion de los picos de las a-LAs y B-LGs de vaca, cabra y
oveja en quesos binarios y temarios. Las variantes genéticas A y B bovina y ovina dan
lugar a picos distintos de las correspondientes -LGs (ver Figuras 4 y 5). En el
procedimiento propuesto, la separacién tiene lugar en un periodo de tiempo muy corto, asi
por ejemplo, la separacion de las a-LAs se completa en 11 min, y el tiempo de lavado
entre inyecciones sucesivas es de 2 min o menor. Este tiempo es significativamente menor
que los 30 min requeridos en los métodos cromatogréficos descritos en la bibliografia.

Por otro lado, se ha descrito un enfoque nuevo para realizar el calibrado. Este
enfoque es més sencillo y presenta una mejor precision y exactitud que los

procedimientos descritos en la bibliografia. Los procedimientos propuestos presentan

menores limites de deteccion, son més baratos y rapidos que cualquier otro procedimiento

dé la b_iblioéraﬁa, y pueden'aplicars_e facilmente para el co'ntro‘l sistematico de la calidad

de quesos binarios y ternarios. Una ventaja adicional, nada despreciable, es que los
métodos propuestos no requieren capilares recubiertos, como sucede con los métodos que
utilizan tampones alcalinos. La utilizacion de capilares de silice sin recubrir reduce

sustancialmente los costes de los analisis. Debido al bajo pH de trabajo, la supresién

_efectiva de la ionizacién de los grupos silanol inhibe la adsorci6n de proteinas sobre la

pared, y ademas reduce el flujo electroosmético, mejorando notablemente la

reproducibilidad entre inyecciones.
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Abstract

biclo

Mixtures of the cationic surfactants benzalkonium chloride (BKC) and cetylpyridinium chloride (CPC) were quickly
resolved .and reproducibly and reliably determined by using background electrolytes (BGEs) containing 80 mM borate, pH
8.5, bile salts and large concentrations of an organic solvent. When the bile salt is present, the separation mechanism changes
from capillary zone electrophoresis (CZE) to a mixed micellar electrokinetic chromatography (MEKC)-CZE, with
predominant MEKC interactions, which lead to an excellent resolution of all the solutes, including the C,,-C,, homologues
of BKC and CPC. A BGE containing 50 mM sodium deoxycholate and 30% ethanol for an extreme resolution, or 20%
tetrahydrofuran for an adequate resolution within a much shorter analysis time, is recommended. The procedure was applied :
" to the determination of the surfactants in mdustnal and household formulations, with excellent resolution between the S
homologues, detection limits of a few pg ml™" and reproducibilities below 2%. ©. 2000 Elsevxer Science BV All rights

i I R

reserved.

Keywords: Background electrolyte composition; Bile salts; Benzalkonium chloride; Cetylpyridinium chloride

1. Introduction

Cationic surfactants are frequently used as anti-
microbial, emulsifying, anticorrosion and softening
agents in pharmaceutical preparations, cosmetic
formulations, cleaning products, disinfectants and
‘other industrial manufactures [1]. Appropriate ana-
lytical procedures for their determination in these
' products, as well as in urban sewers, industrial
effluents and in the environment, are required.
Further, some cationic surfactants are industrially

*Corresponding author. Tel.: +34-96-3983-003; fax: +34-96-
3864-326.
E-mail address: guillermo.ramis@uv.es (G. Ramis-Ramos).

produced as mixtures of several homologous com-
pounds, thus, the characterization of samples by
resolving the surfactant individual components is of
interest in industrial quality control and environmen-
tal studies. The determination of cationic surfactants
is usually performed by two-phase titration [2,3],

‘high-performance liquid chromatography (HPLC)

[4-8], gas chromatography (GC) [9-11] and thin-
layer chromatography (TLC) [12-14]. However,
owing to the problems associated to strong sorption
and peak tailing, resolution is frequently poor, and in
many cases homologues cannot be distinguished.
An alternative to chromatography is capillary
electrophoresis (CE). The determination and charac-
terization of cationic surfactants by capillary zone

0021-9673/00/$ - see front matter © 2000 Elsevier Science BV. All rights reserved.
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electrophoresis (CZE) can be conveniently per-
formed by using a background electrolyte (BGE)
with a large concentration of an organic solvent
which hinders adsorption to the capillary walls, and
also prevents the formation of mixed micelles, thus
forcing the different chemical species to -migrate
. individually. For this purpose, tetrahydrofuran (THF)

[15-17], methanol. [18], acetonitrile and acetone

[19-21] have been used. '

In micellar electrokinetic = chromatography
(MEKC) uncharged compounds are separated by
adding an ionic surfactant at a concentration above
its critical micellar concentration (CMC) to the BGE
{22,23]. The uncharged solutes are discriminated by
the different strength of the solute-micelle interac-
tions. In addition, ionic micelles can also modify the
selectivity in the separation of charged solutes via
solute—micelle electrostatic and hydrophobic interac-
tions. Thus in MEKC, ionic solutes can be separated
by a mixed CZE~-MEKC mechanism.

The most widely used surfactant in MEKC has
been sodium dodecyl sulfate (SDS) [24,25], but bile
salts including sodium cholate (SC), sodium de-
oxycholate (SDC) and others [26-29], and mixtures
of bile salts with SDS {30}, or with polyoxyethylene
ethers such as polyethylene glycol (PEG) [31,32],

" are also frequently used. Bile salts having a large, -
tigid and planar hydrophobic moiety of a steroid . .

* nucleus, with two or three hydroxyl groups, are a
special group of biosurfactants, whose properties
differ considerably from most other surfactants [33].
Bile salts form small helical micelles, with low
aggregation pumbers, and with the hydrophobic
portions of the monomer facing the aqueous solution,
while the hydrophilic portions turn inward [34-39].
Bile salts provide different selectivities than SDS,
and exhibit several useful chromatographic prop-
erties such as the ability to recognize enantiomeric
conformations [26,40-42] and increased micelle
polarity [27,41]. Further, the micelles formed by bile
salts can tolerate large concentrations of organic
solvents (e.g., 30% ethanol) without disrupting their
. structural integrity. This is particularly remarkable,
since the micelles of most surfactants are destroyed
in water—organic media containing much lower
organic solvent concentrations.

In this work, a CE procedure for the separation of
the cationic surfactants benzalkonium chloride

(BKC) and cetylpyridinium chloride (CPC) was
developed. These surfactants are widely used as
antimicrobial agents in the treatment of common
infections of the mouth and throat, and BKC is also
used as a vaginal spermicide and as a disinfectant in
working environments, including hospitals. There-
fore, rapid and reliable procedures. for the determi-

nation of these surfactants, including the BKC
* homologues, in pharmaceuticals and other industrial

products is of utmost interest. The surfactants,
including the homologues of BKC, were separated
by CE in presence of large concentrations of several
organic solvents. In addition, SC and SDC were used
as selectivity modifiers in the same media, to sepa-
rate pairs of overlapping peaks, and to improve
efficiency, via a mixed CZE-MEKC mechanism.
The procedure was applied to the determination of
cationic surfactants in industrial and household
formulations, with excellent resolution between the
homologues.

2. Experimental

2.1. Instrumentation

. A HP® CE ‘system (Hewlett-Packard, Palo Alto,

CA,. USA), equipped with a diode-array spectro- -

photometric detector, and a fused-silica capillary
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) of 33.5 cm (25 cm
effective length)X50 pm LD. (363 mm O.D.) was

- used. The absorption spectra used for the determi-

nation of CMC were measured with two spec-
trophotometers, i.e., a Lambda-16 (Perkin-Elmer)
and an HP8453 diode-array.

2.2. Reagents and samples

The BKC homologues benzyldimethyldodecy! am-
monium chloride (C,,), benzyldimethyltetradecyl
ammonium chloride (C, ), benzyldimethylhexadecyl
ammonium chloride hydrate (C,s) (Fluka, Buchs,
Switzerland) and benzyldimethyloctadecyl ammo-
nium chloride (C,3) (Aldrich, Milwaukee, WI, USA),
and CPC (Sigma, St. Louis, MO, USA), were used

as standards. A commercial sample of BKC (con- -

taining 62.3% C,,, 347% C,, and 04% C,,
contents determined by HPLC, Fluka, Quality Con-
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trol Department), SC, SDC (Fluka) and SDS (Merck,
Darmstadt, Germany), were also used. Optimization
studies were performed using 2 mM solutions of
commercial BKC and CPC in water.

The two buffers used were prepared by adding a
diluted sodium hydroxide solution to a sodium
dihydrogenphosphate or to a boric acid solution to

reach pH 7 .or 8.5, respectively; analytical-grade

reagents from Panreac (Barcelona, Spain) were used.
Methanol, ethanol, acetonitrile, n-propanol and THF
were from Scharlau (Barcelona). Rhodamine 6G
~ (Sigma) was used for the CMC determinations. All
solutions were prepared with deionized water (Barn-
stead deionizer, Sybron, Boston, MA, USA). Before
injection, all solutions were filtered through a 0.45-
um pore size nylon filter (MSI, Westboro, MA,
USA).

2.3. Procedures

Daily before use and between runs, the capillary
was successively rinsed with 0.1 M NaOH (5 min),
“water (1 min) and the running buffer (5 min). After
each working session the capillary was flushed with
0.1 M NaOH and water for 10 min each. The
hydrodynamic injection mode at 50 mbar, 2 s was

used. Unless otherwise indicated, the applied voltage

was 15 kV of positive polarity.. Detection . wave-
lengths were 214 nm for BKC, and both 214 and 254
nm for CPC. The samples were directly dissolved in
water, except some pharmaceutical preparations
which were previously diluted with some ethanol.
When necessary, peak identification was made by
adding standards to the samples. The wavelength
shift of the absorption maximum of rhodamine 6G
(as the average of the values obtained with the two
spectrophotometers) upon increasing the surfactant
concentration was used to determine CMC values
[28].

3. Results and discussion
3.1, CZE studies

Attempts to separate the homologues of BKC and

" CPC were initially performed at 25 kV using two -

BGEs: (i) 80 mM borate, pH 8.5, and (ii) 80 mM

phosphate, pH 7. In both cases, a solution containing
CPC and commercial BKC gave a single broad peak
with a tail. As expected, the peak was located at a
migration time below the electroosmotic flow (EOF)
time. The low efficiency and lack of resolution were
attributed to the formation of mixed micelles, and
tailing to adsorption on the capillary walls. Then, the

addition of increasing amounts of either ethanol and

n-propanol to the BGEs as adsorption competitors
and micelle disruptors, was investigated.

Three effects were observed: (i) a reduction of the
EOF, as expected from the viscosity increase and
adsorption of the alcohol to the capillary walls, (ii) a
progressive resolution increase between the peak of
the C,, homologue of BKC with respect to a single
broad peak given by the C,, homologue and CPC,

C12

Cl4 +CPC

Ci4+CPC

Absorbance at 214 nm

Time (min)

Fig. 1. Electropherograms of a mixture containing 2 mM com-
mercial BKC (with 62.3% C,, and 34.7% C,,) and 2 mM CPC.
Conditions: 25 KV, positive polarity, BGE containing 80 mM
phosphate, pH 7.0 and 40% ethanol (A) or a-propanol (B). The
height of the largest peak corresponds to 15 mAU.
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and (iii) an improvement in the efficiency and
symmetry of the peaks. The effects can be explained
on the basis of the reduction of adsorption and the
breakdown of micelles, which allows the migration
of the surfactant molecules on individual basis rather
than as mixed micelles. As shown in Fig. 1, an
incipient separation of the C,, and CPC peaks was

" . observed at pH 7 with 40% alcohol. Resolution was

better at this pH than at pH 8.5, and tailing was also
lower, which can be explained on the basis of the
protonation of the silanol groups, and their strong
interaction with phosphate.

It should be noted that CPC and the C“ homo-
logue of BKC, which have different molecular
masses, overlapped, whereas CPC and the C,,
homologue, which have exactly the same molecular
mass, i.e., 304.3 g mol ', gave a separate peak. The
larger migration time of CPC in relation to the C,,
homologue can be explained as a consequence of the
lower electrical density on the CPC aromatic nitro-

gen, with a charge which is partially neutralized by
‘the 1 electrons, which does not occur with the alkyl

substituted nitrogen of the BKC homologues. This
leads to a lower electrophoretic mobility in absolute
terms for CPC than for the C,, homologue which
appears at a longer distance from the EOF time.

. Further studies were performed with n-propanol at
'pH 7. Resolution of the C,, peak with respect to the
peak given by the other two solutes increased up to

40% n-propanol, and no further changes other than
the progressive reduction of the EOF were observed
at higher alcohol concentrations up to 60%. The

.influence of the buffer concentration was studied
using from 20 to 120 mM phosphate and 40%

n-propanol. Maximum resolution was obtained with
80 mM phosphate. Similar values of the efficiency

* and resolution were obtained by decreasing the

applied voltage to 15 kV.

3.2, Micellization and MEKC studies using bile
salts

- To modify selectivity increasing resolution a-
different approach was tried, i.e., the addition of SC

or SDC to the BGE. All micelles are disrupted by
large organic solvent concentrations, but the micelles
of bile salts can stand much larger solvent con-
centrations than most other surfactants. Thus, in the

5404 -

¥ I ¥ I T l
-4 -3 -2 -1
log [SDC], M

Fig. 2. Wavelength of the absorption maximum of rhodamine 6G
plotted against the SDC concentration in a medium containing 80
mM borate, pH 8.5 in the absence of ethanol (+) and with 30%
ethanol (¢).

presence of adequate concentrations of organic sol-
vents, bile salt micelles can still interact strongly
with the free molecules of other surfactants, thus

. modifying the selectivity of the electrophoretic sepa-
_rations via an additional MEKC retention mecha-
" nism. Further, several ‘authors [29,43-45] have rec-

ommended the use of basic conditions for the
analysis of cationic solutes by CE. However, in basic
media cationic surfactants can strongly interact with
the extensively ionized silanol groups of the capillary
wall. Solute—wall interactions can be avoided by
adding a competing base to the buffer [43], e.g.,
Quang et al. [44] observed a dramatic improvement
in peak shapes of organic amines when the con-
centration of SDS was increased, which was attribu-
ted to the effective competition of the anionic
micelles with the silanol groups on the capillary
wall. Therefore, the presence of SC or SDC in the

BGE can also help to improve efficiency and to

reduce tailing owing to competition with the solutes

 for the silanol groups.

When MEKC with anionic micelles and positive
polarity are used solute peaks appear after the EOF
time and, thus, a basic medium can also be important
to reduce analysis time by increasing the EOF.
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Further, the solubility of anionic bile salts such SC
and SDC increase in basic media. For these reasons,
and to confirm the points discussed above, the CMC
of SDC in a series of media containing 80 mM
borate buffer of pH 8.5, and increasing amounts of
ethanol (0, 10, 20, 30, 32, 35 and 40%) was
determined. For this purpose, and for each ethanol

~ concentration, a-series of solutions with increasing

SDC concentrations and containing 2.5 pM
rhodamine 6G, was prepared. In all cases, the
wavelength of the absorption maximum of the dye,
A.x» Was measured. For each ethanol concentration,
the CMC of SDC was obtained from the inflection
point of the comesponding A_ .. against log [SDC]
plot (Fig. 2). As shown in Fig. 3, the CMC de-
creased slightly when the ethanol concentration
increased up to a 32%, and exhibited a sharp
increase over this value. Thus, in the 80 mM borate
buffer of pH 8.5, the SDC micelles stand up to 32%
ethanol.

Next, electropherograms of the BKC and CPC
mixture were obtained using the same series of 80
mM borate buffers, pH 8.5, containing 50 mM SDC

10 4

P
{ .

Resolution/ CMC (mM)

Ethanol, %

Fig. 3. CMC of SDC (@) and resolution for the C,, homologue
of BKC and CPC (W) plotted against the ethanol concentration.
Conditions: 15 kV, positive polarity, BGE containing 80 mM
borate, pH 8.5, 50 mM SDC and increasing ethanol comcen-
trations.

and increasing amounts of ethanol up to 40%, as
BGEs. As can be observed in Fig. 4, in the presence
of SDC but without the organic solvent, a single
narrow peak located after the EOF time was ob-
tained; however, when the percentage of ethanol
‘increased, the band was resolved in a series of peaks.
In contrast to what was observed in the absence of

'SDC (Section 3.1), all the solutes, including the CPC

with respect to the C,, homologue of BKC, ‘were
resolved over 10% ethanol. The resolution between

~.the C,, and CPC peaks was plotted against the

ethanol concentration. As observed in Fig. 3, res-
olution was low at ethanol concentrations below
20%, increased rapidly at higher concentrations and

" decreased over 35% ethanol, which coincided w:th

the disruption of the SDC micelles.
The influence of the SDC concentration, which

Cl4+CPC

C12 - . A

C12
CPC
yCl4

CpPC
Ci4

' Ci2 . s

Absorbance at 214 nm
a ! * o
¥} _
)

CPC
Cl4
C12 : CPC E
__j/\U" ye
' e S R B S —
0 10 20 30 40
: Time (min)

Fig. 4. -Electropherograms of a mixture containing 2 mM com-
mercial BKC (with 62.3% C,, and 34.7% C,,) and 2 mM CPC.
Conditions as in Fig. 3; ethanol concentrations from A-E: 0, 10,
20, 30 and 40%, respectively. The height of the largest peak
corresponds to 30 mAU.
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was studied with 30% ethanol, is shown in Fig. 5,
left part. Resolution and analysis time increased with
the bile salt concentration. As also shown in Fig. 5,
right part, the same behavior was obtained using SC
instead of SDC; however, when compared at the

same concentrations, SC gave lower resolution than
SDC. : - :

'3.3. Comparison with other solvents and use of ‘ '

other additives

- BGEs containing 80 mM borate, pH 8.5 and 50
mM SDC, but substituting ethanol by increasing
amounts of methanol, n-propanol, acetonitrile or
THF were tried. In all cases, and as already observed
in Fig. 4 with ethanol, resolution increased up to a
maximum when the percentage of organic solvent
increased. The optimum found was located ca. 20%

Absorbance at 214 nm

Time (min)

for n-propanol and THF, 30% for acetonitrile and
40% for methanol.

Excellent resolution was achieved with THF, the
analysis time being almost half that when using
ethanol (Fig. 6). The peaks were also well resolved
in a short time (less than 10 min) with n-propanol,
but an impurity of CPC appeared too close to the
peak of the C,, homologue of BKC. Finally, res-
olution was lower with acetonitrile or methanol.
Using these solvents, each one at its respective
optimum concentration, resolution and analysis time
increased in the order: methanol<acetonitrile<n-
propanol <THF<ethanol. '

The effect of using mixtures of 50 mM SDC with
other surfactants and PEG, in the presence of 20%
n-propanol, was tried. Significant modifications of
the electropherograms were not observed when the
non ionic surfactants Tween 20 or Triton X-100

c12
A |61

| linCEC
E Cl12
< CPC
S B cl4
8.
5 -
2 c12
<

CPC
C Cl4
. ML ] I T I .I I ]
0 10 20 30
Time (min)

Fig. 5. Electropherograms of the mixture indicated in Fig. 4. Conditions: 15 KV, positive polarity, BGE containing 80 mM borate, pH 8.5,
30% ethanol and different bile salt concentrations: 15 (A), 50 (B) and 75 mM (C) of SDC (left part) or SC (right part). The height of the

largest peak corresponds to 30 mAU..
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Fig. 6. Electropherogram of the mixture indicated in Fig. 4.
Conditions: 15 kV, positive polarity, BGE containing 80 mM
borate, pH 8.5, 50 mM SDC and 20% THF.

(1-10%), or when PEG-4000, PEG-6000 and PEG-
10000 (1, 5 and 10%), were added to the BGE.
Resolution and efficiency decreased when SDS (10—
40 mM) was added.

3.4, Figures of merit

'I'he figures of merit for the determmatlon of the

surfactants, including migration time and peak area -

repeatabilities, relative sensitivities, efficiencies and
detection limits at a signal-to-noise ratio of 3, were
obtained with 80 mM borate, pH 8.5, 50 mM SDC
and 30% ethanol. Intra- and inter-day repeatabilities
were obtained by injecting the same 0.2 mM solution
three times per day during 3 days. Calibration curves
for the C,,, C,,, C,s and C,; homologues of BKC
(measured at 214 nm), and for CPC (measured at 254
nm) were established by preparing six standard
solutions of each solute at evenly spaced concen-
trations up to 0.6 mM. The curves were linear with
r>0.999; other data are given in Table 1.

Table 1
Migration time (¢,) and peak area (A) repeatabilities’, relative sensitivities (RSs)", efficiencies and detection limits for S/N=3
* Solute t, (%) A (%) RS N107° (@m™) DL (ugmi™")
C. om0 12417 100 - 49 3
.C. R 08;1.2 . 1417 1.01 . . 34 . 4
Cs 10; 14 1.7; 2.1 065 - 25 8
Cis 12;1.7 2.0;25 0.57 2.05 25
CPC 08; 1.4 - 13;19 0.70 23 4

“ As intra- and inter-day relative standard deviations.

® As the ratio of the slopes of the calibration curves using concentrations in mM. Absorbances were measured at 214 nm for the BKC

homologues and at 254 nm for CPC.

Table 2

Analysis of commercial samples

Samples (manufacturer), surfactant analyzed Declared (%) : ) Found (%)
Industrial disinfectant for hospitals (Lab. Coloma), BKC 10 9.98
Commercial BKC concentrate (Guinama), BKC 50 . 49.8
Mini-6vulo, spermicide (Lab. Lanzas), BKC 1.18 1.13
Afta Juventus, mouth disinfectant (Labs. ERN), BKC . 0,01 -0.0098
Topicaina, oral disinfectant (Organon Teknica), BKC 05 0.50
Cuve, skin disinfectant (Labs. Pérez Giménez), CPC 0.1 0.096
Silidermil polvo, skin disinfectant (Fides-Rottapharm), CPC 05 048
Deli Plus, mouthwash (Faman Cosmetics), CPC 0.025 0.025
Deli Plus with fluoride, mouthwash (Faman Cosmetics), CPC

0.05 0.049
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35. Application to real samples
The procedure was applied to identify and quan-

tify BKC homologues and CPC in several pharma-
ceutical preparations, cosmetics, industrial disinfec-
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Fig. 7. Electropherograms of an industrial disinfectant for hospi-

tals (A) and a mouthwash (B). Conditions as in Fig. 6, but using
30% ethanol instead of THF.

tants and cleaning products. The resuits are given in
Table 2. As shown in Fig. 7 for two samples, well
resolved peaks and flat backgrounds were obtained.

- In all cases, the CPC and BKC concentrations found,

this later calculated as the sum of corresponding
homologues, corresponded well with the declared
composition. For the Guinama sample, whose de- .
clared BKC homologues composition was available,

- we found 67.6% C,,, 29.0% C,, and 3.4% C,q, the

declared values being 68% C,,, 29% C,, and 3%
Ces .
4. Conclusions

Mixtures of cationic surfactants can be quickly
resolved and reproducibly and reliably determined by

using BGEs containing a bile salt and large con-

centrations of an organic solvent. When the bile salt
is present, the separation mechanism changes from
CZE to a mixed MEKC-CZE, with predominant
MEKC interactions. For BKC and CPC mixtures, a

~ BGE containing 80 mM borate buffer, pH 8.5, 50
-mM SDC and 30% ethanol for an extreme res-

olution, or 20% THF for an adequate resolution with
a much shorter analysis time, is recommended.
Mixtures of these and other cationic surfactants can
also be resolved by using different bile salts at the

.~ adequate concentrations. The surfactants and their

homologues can be determined with reproducibilities

“below 2% and detection limits of a few pg ml™".

These limits can be lowered by using extended light
path capillaries. The procedure is useful to determine
cationic surfactants in a wide scope of industrial and
household products.
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Determination of alkylphenol ethoxylates by
micellar electrokinetic chromatography with
bile salts

Octyl- and nonylphenol ethoxylates OPEs and NPEs) with different numbers of ethoxy
units average values: n = 10 and N = 40 for OPEs, and n = 10 for NPESs) were sep-
arated by micellar electrokinetic chromatography under positive polarity using an
80 mwm borate buffer of pH 8.5 containing sodium deoxycholate SDC) or sodium chol-
ate SC). When sodiurn dodecyl sulfate SDS) was added to the background electro-
lyte BGE) in the absence of the bile sait, a single peak at a migration time longer than

“that of the EOF was obtained. Substituting the SDS by a bile salt, the homologues

were resolved. At the same bile salt concentration, resolution between the homologues
was higher with SDC than using SC. Optimum resolution between consecutive homo-
logues was obtained with 50 mm SDC. in the presence of low or moderate amounts of
acetonitrile or n-propanol, the background line improved significantly, whereas resolu-
tion may increase or decrease slightly. We propose a procedure for the determination
of OPEs and NPEs with optimum resolution between the homologues as well as a
modified procedure with improved selectivity for the single-run determination of other
absorbing nonionic, cationic, and anionic such as linear alkylbenzene sulfonates) sur-
factants in industrial and household cleaning products and its application to a variety of
samples. The detection limit was ca. 28 pg-mL™" of total NPE n = 10), and peak area
repeatabilities at 50 pg-mL~" were 1.7% Intraday) and 5.6% interday).

Keywords: Alkyipheno! ethoxylates / Micellar electrokinetic chromatography / Bile salts / Sodium

deoxycholate

1 Introduction

Alkylphenol polyethoxylates APESs) constitute a class of
. nonionic surfactants which are important to a number of

" industrial processes, Including pulp and paper, textiles,
coatings, agricultural pesticides and herbicides, lubricant
oils and fuels, and metals and plastics. For instance, in
the plastic industry APEs are used as softeners and sta-
bilizer additives, and as UV filters to prevent yellowing.
Industrial applications represent 55% of the total APE
market. The remaining market sector is comprised of
industrial and institutional cleaning products 30%),
household cleaning products 15%) and other uses, such
as cosmetics <1%) [1]. Since their introduction in the
1940s, the APEs have become widely disseminated in

Correspondence: Prof. G. Ramis-Ramos, Department of Ana-
tytical Chemistry, University of Valencia, Dr. Moliner 50, E-46100
Burjassot, Spain ' '

E-mail: guillermo.ramis@uv.es

Fax: +34-96-3864436

Abbreviations: AP, alkylphenol; APE, alkylpheno! ethoxylate;
BKC, benzalkonium chloride; CODEA, coconut oll diethanola-
mide; LAS, linear alkylbenzene sulfonates; NPE, nonylphenol
ethoxylate; OPE, octylphenol ethoxylate; SC, sodium cholate;
8SDC, sodium deoxycholate

© WILEY-VCH Verlag GmbH, 69451 Weinheim, 2001

EL 4232

the aquatic environment. The toxicity and associated
environmental impact of APEs is an important and contro-

versial issue. - S

Two major classes of APEs are produced: octyl- and non-
ylphenol ethoxylates OPEs and NPEs, respectively),
both having a hydrophilic chain containing a variable num-
ber of ethoxy units. Biodegradation of APEs is character-
ized by the formation of biorefractory permanent) metab-
olites such as de-ethoxylated) alkylphenols APs) and
mono- and diethoxylated APs [2, 3]. These compounds
are strongly lipophilic, and, therefore, they bioaccumulate
in aquatic organisms and adsorb on sediments {4]. For
these reasons, they are potentially more toxic than the
parent hydrophilic APEs. Lipophilic APE metabolites have
been found to affect the endocrine systems of fishes and
mammals through weak estrogen-like properties [5—11].
The toxicity of APEs increases with decreasing the ethoxy
chain length [8]. Also, trace amounts of APEs can stimu-
late the growth of breast cancer cells [12-15]. However,
other studies indicate a low environmental impact of
APEs[1, 16).

Appropriate analytical procedures for the determination of
APEs In industrial products, household formulations,
urban sewaers, industrial effiuents and environmental sam-
ples, are required. Further, APEs are industrially pro-

0173-0835/01/0303-526 $17.50+.50/0
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Figure 1. Electropherograms of a mixture of Triton
X-100 and Triton X-405, each at a concentration of
500 pg-mL~", obtained with a BGE containing. 80 mm

borate buffer at pH 8.5 and increasing SDS concentra-
tions 0, 25, 50, 100 mwm). Applied voltage, 15 kV of posi-

~ tive. polarity; detection wavelength, 200 nm. The arrows .

" Indicate the EOF migration time marked with 1% meth-
anol in the sample).

duced as mixtures of homologues with a broad distribu-
tion.of the number of ethoxy units. Thus, their characteri-
zation in terms of the homologue profile is of interest in
industrial and environmental studies. Analytical methods
used over many years for the extraction, chromatographic
separation, and quantification of APEs and related com-
pounds in environmental samples, including water, effiu-
ents, -sediments and sludges, have been reviewed [17].
After liquid-liquid, Soxhlet, solid-phase or supercritical
fluid extraction of the samples, the APEs can be sep-
arated by normal and reversed-phase liquid chromatogra-
phy LC)[17-23], and by capillary column gas chromatog-
raphy GC), with a variety of common LC and GC
detectors, as well as by various mass spectrometric
detection techniques [17, 19-21, 24).

An alternative to chromatography is capillary electro-
phoresis. The APEs have been resolved in their homo-
logue species and determined by capillary ge! electro-
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Figure 2. Electropherogram of a mixture of Triton X-100
and Triton X-405 500 pg-mL™' each) obtained with a
BGE containing 80 mwm borate at pH 8.5 and 50 mm SDC.
The EOF migration time was 4.5 min.

phoresis with previous derivatization with phthalic
anhydride in order to provide the solutes with charge [25].
However, separation of the underivatized APEs is possi-
ble using micellar electrokinetic chromatography MEKC),
a mode of capillary electrophoresis that is capable of sep-
arating uncharged compounds [26, 27]. In MEKC, an ionic

. surfactant, which associates with the analytes, is added = -
1o the background electrolyte BGE). The uncharged sol-
utes are discriminated by the different stability of the sol-

ute-micelle association complexes. The determination
and characterization of APEs by MEKC using a BGE con-
taining sodium dodecyl sulfate SDS) has been demon-
strated [22, 23, 28-30]. In the absence of an organic sol-
vent, the APEs are strongly associated to the SDS
micelles, and a single peak, at a migration time much
longer than the electroosmotic flow EOF) migration time,
is obtained. This peak can be used to determine the total
amount .of APEs, although other absorbing hydrophobic
solutes can interfere [23, 29].-In the presence of a large
éoncentration*of’an.organic' solvent e.g., 35-40% aceto-
nitrile), the SDS and APEs micelles are disrupted, and the

different homologues are separated by solvophobic asso- .

ciation with the isolated SDS fons [22, 23, 26-30].

The most widely used surfactant in MEKC is SDS [31-
33], but bile salts [34-36}, and mixtures of bile salts with
SDS [37], or with polyoxyethylene ethers [38, 39], are
also used. Bile salts, having a large, rigid and planar
hydrophobic moiety of a steroid nucleus, with two or three
hydroxyl groups and a carboxylate, are a special group of
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‘Global resolution, R

0 20 40 60 80 100
Bile salt concentration (mM)

Figure 3. Global resolution, R, as the geometric mean of
the resolution between the consecutive peaks of the three
more abundant homologues, plotted against the bile salt
concentration. The BGE contained 80 mm borate at pH8.5

and increasing concentrations of SC dashed lines) or
SDC continuous lines). Test solutions: ) NPE, A) Tri-
ton X-100, e) Triton X-405.

_ b!osurfactants whose propemes differ considerably from

ordinary aliphatlc and aromatic surfactants {40). Bile salts,
including sodium cholate SC), sodium deoxycholate
SDC) and others, form small helical micelles, with the
hydrophobic portions of the monomer facing the aqueous
solution, while the hydrophilic portions turn inward [41-
46). Bile.salts provide different selectivities than SDS, and
exhibit several useful chromatographic properties such as
the ability to discriminate enantiomers [47-49] and in-
creased micelle polarity [34, 38).

In a previous work, we used bile salts to separate cationic
surfactants in a medium containing SDC micelles and
high ethano! or tetrahydrotfuran concentrations [50]. in this

work, the MEKC separation of APE homologues using

bile salts in the absence and presence of organic solvents
and SDS is studied. We developed a procedure for the
single-run determination of APESs, other absorbing non-
ionic surfactants as coconut oil diethanolamide, CODEA)
and linear alkylbenzenesulfonates LAS), with excellent
resolution between the homologues of all the surfactants
in industrial and household cleaning products.

Elsctrophoresis 2001, 22, 526-534

Global resolution, R
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Figure 4. Global resolution, R, plotted vs. the acetonitrile
concentration. The BGE contained 80 mm borate at
pH 8.5, 50 mm SDC and the indicated acetonitrile concen-
trations. Symbols as in Fig. 3.

2 Materials and methods

2.1 Instrumentation

An H_PaD capiliary electrophoresis system Hewlett-Pack- -
ard, Palo Alto, CA, USA) provided with a diode-array
spectrophotometric detector, was used. Fused-silica cap-
illaries Supeico, Bellefonte, PA, USA) of 48.5 cm length
40 cm effective length) X 50 um ID 363 mm OD) were
used. Separations were performed at 15 kV of positive
polarity. Detection wavelength was 200 nm. The hydrody-
namic injection mode with 50 mbar X 2 s was used. Daily
before use, the capillary was successively rinsed with
0.1 m NaOH, water, and the running buffer for 5 min each.
Between runs, the capillary was also conditioned with
0.1 » 5 min) and the running buffer 7 min). After each
working session, the capillary was flushed with 0.1 m
NaOH and water for 10 min each. '

2.2 Reagents and samples

NPE with an average of 10 ethoxy groups, and the OPEs
Triton X-100 and Triton X-405, with an average of 10 and
40 ethoxy groups, respectively Fluka, Buchs, Switzer-
land), were used. SC and SDC were from Fluka, and

SDS from Merck Darmstadt, Germany). The optimization
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" Global resolution, R

n-Propanol (%)

Flgure 5. Global resolution, R, plotted vs. the n-propanol
concentration. Other conditions and:symbols as in Fig. 4.

. of the separation conditions was performed in all cases
by injecting the following four test solutions: NPE, Triton
X-100, Triton X-405, and a mixture of Triton X-100 and
X-405. The concentration of the surfactants in the test so-
lutions used in our optimization studies was 500 pg-mL.
‘Analytical grade NaOH and boric acid were supplied by
Panreac Barcelona, Spain). Acetonitrile and n-propanol
-were from Scharlab Barcelona). All solutions' were pre-
pared with delonized water Barnstead deionizer; Sybron,
Boston, MA, USA). Before injection, all solutions were fil-
tered through a 0.45 pm nylon filter MSI, Westboro, MA,
USA). Surfactants from industrial-suppliers, also used as
standards in the analysis of industrial and household
products, were: CODEA EMPILAN 2502; Albright & Wil-
son Ibérica, Barcelona, Spain), NPE with n = 10 EMPI-
LAN NP 10 from Albright & Wilson Ibérica; DEHYDRO-
PHEN PNP 10 from Pulcra-Henkel Ibérica, Barcelona),
LAS - containing 8.7% Co, 40.6% C;4, 34.7% C,2, and
14.3% C;a; Petresa, San Roque, C4diz, Spain) and ben-

zalkonium chloride BKC; containing 62.3% Cyz, 34.7% .

C14, and 0.4% Cg; Fluka). When necessary, the assign-
ment of the peaks was made by adding these standards
to the samples.

2.3 Recommended procedures

The sample 0.2-1 g) was diluted with water or n-propa-
nol, if necessary) up to 25 mL, filtered and injected. Rec-

Absorbance at 200 nm (mAU)
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Time (min)

Flgure 6. Electropherogram of Triton X-100 500 ug-

mL™") obtained with a BGE containing 80 mm borate at
pH 8.5, 50 mm SDC and 20% acetonitrile.

ommended are: BGE i) for a maximum homologue reso-
lution of APEs with 10 < n < 40, in the absence of other
absorbing surfactants, 80 mm borate at pH 8.5 with 50 mm
SDS and 10% acetonitrile or n-propanol; BGE ii) for an
improved selectivity with samples containing APEs and
other absorbing surfactants, 80 mm borate at pH 8.5 with
75 mm SDC and 20% acetonitrile or n-propanol.

3 Result's‘arid_di'scussl'oh |

| 3.1 Optimization studles

3.1.1 MEKC studies with SDS

As shown in Fig. 1A, for all combinations of the standards
a single peak at the EOF migration time was obtained by
injecting the test solutions in a BGE containing 80 mm
borate at pH 8.5 in the absence and presence of increas-
ing concentrations of acetonitrile or n-propanol. In the
absence of organic solvents, the single peak showed a
short tall indicating adsorption. Next, the same buffer in
the absence of organic solvent, but with increasing SDS
concentrations, was tried. The single peak appeared at
migration times which were progressively longer than the

" EOF migration time Fig. 1B~D). This can be interpreted

in terms of strong association of the solutes with the
anionic SDS micelles. However, as shown in Fig. 1C and
D, an incipient separation between Triton X-100 and Tri-
ton X-405 was observed with more than 50 mm SDS. At

"~ the same time, the peak showed no tail and efficiency

improved, which can also be attributed to association of
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Figure 7. Electropherograms of A) NPE and B) a mix-
ture of Triton X-100 and Triton X-405 500 pg-mL™" of
each solute); BGE as in Fig. 6, but without acetonitrile
and with 10% n-propanol.

the solutes with SDS and to hindeting of adsorption owing
to the cancurrence of SDS for the active sites on the cap-
iltary wall. In agreement with literature results [22, 23, 28—
30}, the homologues of the OPEs and NPE were resolved
when 35% acetonitrile was added to the BGE containing
50 mm SDS. :

3.1.2 MEKC studies with bile saits

As shown in Fig. 2, resolution of the homologues was also
achieved in the absence of SDS and without an organic
. solvent, by using SDC as pseudostationary phase and
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Absorbance at 200 nm

Time (min)

Figure 8. Electropherograms of a mixture of Triton X-100
and Triton X-405 500 pug-mL~" each) obtained with a BGE
containing 80 mum borate at pH 8.5, 50 mm SDC and the

following SDS concentrations: A) 50 and B)75 mm.

discriminating agent. The influence of the SDC concentra- -

tion, as weli as the use of SC, on the homologue resolu-

" tion was also studied. For this purpose, the global resolu-

tion, A, was evaluated as the geometric mean of the
resolution between the consecutive peaks of the three
more abundant homologues of each surfactant. The
results given.in Fig. 3 showed an optimum resolution with
50 mm SDC. To achieve similar values of the resolution
using SC, a much higher concentration was required. This
is a general behavior [37, 50} which can be attributed to
the higher ability of SDC to associate with hydrophobic
solutes in comparison to SC which has an additional

hydroxyl group.

As observed in Fig. 2, and as a consequence of the asso-
ciation with the anionic bile salt micelles, the migration
times of the solutes were longer than the EOF migration
time. The delay can be explained due to differences of
both molecular weight and hydrophabicity. A longer delay
can be expected for solutes with a lower molecular
weight, which should be more easily dragged against the
EOF. Consequently, and for solutes having the same

73
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Figure 9. Electropherogram of a domestic wool deter-
gent obtained with BGE i) showing the peaks of the NPE
and LAS homologues, and those of CODEA marked with
an asterisk).

hydrophobic moiety, the homologues with a lower number
of ethoxy units should appear at longer migration times.
On the other hand, these solutes are more hydrophobic,
and .should- associate more strongly with the bile salt
micelles and again appear at longer migration times. This
can-be observed in Fig. 2, where Triton X-100 n = 10)
showed a longer migration time than Triton X-405 n =
40). Also, for any particular APE, the peaks at lower
migration times should correspond to the homologue with
a higher number of ethoxy units. :

On the other hand, an increase of the molecular weight of
the hydrophobic moiety has two opposite effects on the
solute. migration time: i) an increase produced by a
stronger association with the micelles, and i) a decrease
due to'the higher molecular weight: Experimentally, and
in all cases, the NPE with n = 10 exhibited slightly longer
migration times than the comesponding OPE Triton X-
100) about 11.5 min vs. 11.8 min for the main peaks).
This indicated that, for solutes having different hydropho-
bic moieties and the same number-of ethoxy units, the
effect of the higher hydrophobicity slightly predominated
over the effect of a larger molecular weight.

It Is interesting to observe that homologue resolution can
be obtained by the sole action of the bile salt, whereas a
large.concentration of an organic solvent is required when
SDS is used. SDS s the usual approach for capillary zone
electrophoresis and MEKC separations of ionic and
uncharged surfactants, in which the high organic solvent
concentration is necessary to breakdown the micelles,
thus allowing the surfactant molecules to migrate on indi-
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Figure . 10. Electropherogram of a disinfectant cleaner
obtained with BGE ii) showing the peaks of the BKC
homologues with 12 and 14 carbon atoms in the alkyl
chain and NPE.

vidual basis rather than as mixed micelles. Mixed micelles
can be constituted by a variable number of solute or guest
molecules of different molecular weight e.g., different
homologues), and a variable number of host or surfactant
ions. Usually separation is not possible if mixed micelles
are formed, owing to the broad scope of guest/host ratios.
Thus, the separation of the APE homologues by bile salts

- in the absence of organic solvents suggests the formation

of aggregates constituted by a single surfactant molecule
inserted in a small bile salt micelle.

The influence of the addition of an organic solvent to the
BGE in the presence of the bile salt was also investigated.
The micelles formed by bile salts can tolerate high con-
centrations of organic solvents e.g., 30%) without dis-
rupting their structural integrity. This is particularly re-
markable since the micelles of most ionic and nonionic
surfactants are destroyed with relatively low organic sol-
vent concentrations. BGEs containing 80 mm borate at pH
8.5, 50 mm SDC and increasing concentrations of acetoni-
trile or n-propanol were used. As indicated in Fig. 4, reso-
lution improved slightly with all test solutions in the pres-
ence of moderate concentrations of acetonitrile, and
decreased at higher concentrations. As also shown in
Fig. 5, resolution was approximately the same with mod-
erate n-propanol concentrations, and decreased with
more than 20% n-propanol. The analysis time was longer
with the alcohol. As observed by comparing Figs. 6 and 7
with Fig. 2, the resulting flat and less noisy background
fines were an important advantage of the use of moderate
amounts of acetonitrile or n-propanol.
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In comparison to other electropherograms reported in the
literature [22, 28, 30], resolution between the homologues
was similar for the APEs with low and medium number of
ethoxy groups, but an improved resolution was achieved
with Triton X-405, with a large number of ethoxy units n=
40). In addition, Fig. 78 shows that mixtures of APEs with
low Triton X-100, n = 10) and high Triton X-400, n = 40)
number of ethoxy groups can be resolved in a single run.
The small peaks around 18 min in Fig. 7A corresponded
to the NPE homologues with a low number of ethoxy
groups and to nonyiphenol, and similarly, the OPE homo-

logues with a few number of ethoxy units and octylphenol -

should appear around 19 min in Fig. 7B. Thus, the proce-
dure can be applied to the identification and evaluation of
the highly hydrophobic AP and APEs which is of upmost
interest in environmental studies.

The influence of increasing concentrations of SDS added
to BGEs containing 50 mm SDC, in the absence and pres-
ence of 10% n-propanol, was studied. The effects of SDS
were: i) to increase migration time, ii) to slightly increase
resolution up to an SDS concentration of ca. 20 mwm, and

jii) a resolution decrease for NPE and OPE with n= 10 at
SDS concentrations higher than 20 mm. These surfac-
tants are more hydrophobic than Triton X-405 with n =
40), and thus, they associate more strongly with SDS,
thelr homologues progressively metting together in a sin-
gle peak. This effect is shown in Fig. 8.

3.2 Analysis of industrial samples
The industrial samples indicated in Table 1, containing

NPE with n = 10 and other surfactants, were analyzed. -

With BGE 1) using n-propanol, and in the absence and
presence of 20 mm SDS), the peaks of the other surfac-
tants mainly LAS) overlapped with the NPE peaks, thus
hindering accurate evaluation of NPE. Selectivity did not

Table 1. Analysis of commercial samples -
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improve by increasing the SDC concentration up to 100 mm.
The concentration of n-propanol was also increased up to
30% at several SDC concentrations. In the presence of n-
propanol, the migration time of the LAS peaks increased
considerably with respect to the migration time of the
NPE peaks. The highest selectivity between the NPE
homologues, and simultaneously, the largest distance be-
tween the LAS and NPE peaks, was achieved with 75 mm
SDC and 20% n-propanol. Thus, the experiments ex-
plained below were performed using BGE {i).

" As shown in Fig. 9, the peaks of NPE and LAS were sep- -

arated. Further, the LAS isomers and homologues were
partially resolved. Also, the main peak of CODEA partially
overlapped with the peak of an NPE homologue; how-
ever, this did not hinder NPE quantification, since the area
of this homologue could be obtained by linear interpola-
tion using the peak areas of the other homologues. The
same procedure was used to quantify three of the NPE

“homologues in a disinfectant cleaner, since they over-

lapped with homologues of BKC see Fig. 10). Using this
BGE, the region around 27 min corresponded to the
APEs with a low number of ethoxy units and to de-ethoxy-
lated APs, which are of interast in environmental samples.
Thus, the wide migration time window between the APE
and LAS regions is an interesting feature of this BGE,
since these two types of surfactants are found in environ-
mental samples.

Calibration curves were obtained using both the two
industrial NPEs indicated in Section 2.2 and the Fiuka

.- standard. Solutions containing increasing NPE concentra--

tions of up to 3 mg-mL™" were injected. NPE was quanti-
fied as the sum of the areas of all the homologue peaks.
With the three NPEs, linearity was lost for concentrations
higher than 2 mg-mL™". Sensitivities were obtained with

Samples. Declared %) Found %)%
Industrial heavy-duty acid degreaser 20 1.86+0.08 1.98)
Industrial hard-surface alkaline cleaner 5.0 4.7410.11 5.04)
Industrial disinfectant cleaner - 5.0 4.92+0.17 5.23)
Liquid detergent for washing machines 4.9 5.04+0.05 4.91)
Gel detergent for washing machines 1) 13.6 14.0840.15 13.73)
Gel detergent for washing machines 1l) 10.9 11.7440.26 11.4)
Household wool detergent 24 290+£0228)
Household linen detergent . 4.4 4,52+ 0.08 4.41)
Household color-clothes detergent 6.7 -6.80+ 0.08 6.63)
Household ammoniacal cleaner 05 0.51+0.01 0.50)
Polishing cleaner 1.7 1.89+0.14 1.84) -

a) Obtained from five triplicated injections; values referred to the Fluka standard, with the
mean referring to the respective industrial NPE within parenthesis standard deviation

" was the same)
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Table 2. Figures of merit for the NPE standard Fluka)

Figure ot merit Value
Intraday migration time® 1.2%
Interday migration time® 4.3%

Peak area repeatabilties® at 50 pygmt™  1.7%
Peak area repeatabilities® at 500 ug-mL™"  1.4%
Peak area repeatabilities® at 50 uyg-mL™  5.6%
Peak area repeatabilities” at 500 ug-mL™  4.9%

Detection limits for a signal-to-noise

28.4 ug-mL™!

a) As relative standard deviation with 30 degrees of free-
‘dom six daily series of six experiments each) ’

b) As the relative standard deviation of the daily means
muttiplied by 6" 5 degrees of freedom)

tatioof 3 n=8)

seven evenly spaced points located within the linear
range. No differences were observed between the elec-
tropherograms of the three NPEs, however, the slopes of
the three calibration curves differ slightly, which was prob-
ably due to differences in purity e.g., the Fluka standard
was 90% pure). For the analysis of industrial products,
the NPE contents was calculated with reference to the
Fluka standard; however, in order to compare the found
and declared concentrations, the found values were also
calculated with reference to the-same industrial NPE used
to manufacture each product. The results of Table 1
showed a satisfactory agreement for the wide variety of
products which were analyzed.

‘Figuras of merit are given in Table 2. The limits of detec-
tion were calculated for a peak area equal to three times

" ‘the.standard deviation of the areas of eight injections of

a 50 ug-mL™ NPE solution. The detection limit of ca.
28 ug-mL™" of total NPE compares favorably with those
reported in the literature for HPLC and capillary electro-
phoresis with UV detection, e.g., 37 and 100 ug-mL™", re-
spectively [22];- although:these values-are-much higher
than‘those obtained using HPLC with fluorescence ca.
0.2 ng-mL™", with previous Soxhlet extraction) [18] and
mass. spectrometry detection below 1 ng-mL~") [51].
Intra- and-interday repeatabilities were calculated from six
series of six experiments performed daily during consec-
utive days. Repeatabilities were evaluated at 50 and
500 pug-mL™".

4 Concludlng remarks

APEs can be separated with homologue resolution by
MEKC with a borate butfer of pH 8.5 containing a bile salt.
At a given bile salt concentration, the best resolution is a-
chieved with SDC rather than using SC. In the presence
of small or moderate amounts of an organic solvent, the
baseline improves significantly, whereas the resolution
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can increase or decrease slightly. A procedure for the
determination of APEs with optimum resolution between

the homologues has been proposed. Also, this provides a

fingerprint of the APE, which can be used to determine
the average number of ethoxy units and other parameters

_in product quality control, to characterize unknown prod-

ucts, to monitor biodegradation processes and in toxicity
and environmental studies. A modified procedure with
improved selectivity, useful for the single-run determina-
tion of absorbing nonionic, cationic and. anionic surfac-

. tants in industrial and household cleaning products is also

proposed. Nonionic mainly. NPEs) and anionic surfac-
tants ‘mainly LAS) are usually found together in cleaning
products, thus the proposed procedure Is of interest for
quality control purposes. A region which is adequate for
the identification and evaluation of APEs with a low num-
ber of ethoxy units and de-ethoxylated APs is present in
the electropherograms obtained with the two recom-
mended BGEs. '
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