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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la tltima década una serie de contaminantes que ha suscitado gran
atencién e importancia son los denominados contaminantes emergentes. Esto
se debe a la gestion insostenible de productos quimicos sintéticos y algunos
naturales que a través de su ciclo de vida han dado lugar a una contaminacién
generalizada y masiva del medio ambiente. La regulacién para este tipo de
compuestos no es lo suficientemente estricta, aunque investigaciones muy
solidas han encontrado efectos adversos en la salud. Por ello es necesario

monitorizar su comportamiento e incidencia en el medio ambiente.

Entre los contaminantes emergentes se encuentran los edulcorantes, en
general sintéticos, que aportan bajo contenido caldrico utilizados por un amplio
espectro de la poblacion. Los edulcorantes sintéticos mas conocidos han sido la
sacarina y el ciclamato, cuyo uso ha generado una fuerte controversia a nivel
internacional que perdura hasta la fecha, dado que algunos estudios vinculan
su empleo en altas dosis con el cancer de vejiga en animales de laboratorio,
mientras que otros estudios lo niegan [1]. El aspartamo, menos téxico que los
anteriores, presenta sin embargo efectos secundarios neuropsiquicos asi como
ciertos efectos paradojales que pueden provocar inhibicion del supresor del
apetito cuando son consumidos en dosis elevadas. En los tiltimos tiempos han
surgido los edulcorantes obtenidos a partir de productos naturales como
taumatina y esteviosidos, entre otros, los que parecen presentar menores efectos

toxicos [2].

Estos compuestos se encuentran a niveles traza en matrices de mayor o
menor complejidad. Por ello, para su determinacién se requieren metodologias
analiticas con bajos limites de cuantificacién, buena repetibilidad y exactitud,
que ademads resulten sostenibles, atendiendo al consumo de disolventes y la
generacion de residuos, y aplicables a efectos practicos en base a su robustez y
su coste. La principal dificultad para la determinacién de estos compuestos

reside en su alta polaridad, que dificulta su extracciéon y determinacion.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Para la realizacion de esta tesis se han seleccionado un grupo de
edulcorantes (acesulfamo, acido cicldmico, alitamo, esteviosido, aspartamo,
neotamo, neohesperidina dihidrochalcona, sacarina y sucralosa) altamente
consumidos. Estos contaminantes se introducen en el medio ambiente,
fundamentalmente, a través de las aguas residuales urbanas (como resultado,
en ultimo lugar, de tratamientos de depuracién incompletos). Por este motivo,

los principales objetivos de la presente tesis doctoral han sido:

- Desarrollar metodologias analiticas, robustas, selectivas y
sensibles que permitan determinar la presencia de estos analitos
altamente polares en muestras de aguas residuales (tratadas y sin
tratar), asi como en aguas de rio, lagos y lagunas, buscando

mejorar en la medida de lo posible metodologias existentes.

- Aplicar las metodologias desarrolladas a muestras reales con el fin

de validarlas y comprobar la robustez de las mismas.

- Desarrollar metodologias analiticas robustas, sensibles y selectivas
para la determinaciéon de edulcorantes en lodos de depuradora

para determinar su posible asociaciéon con los mismos.

- Evaluar nuevas metodologias cromatograficas ambientalmente
mas amigables para la determinacién de compuestos altamente

polares.

- Desarrollar técnicas analiticas capaces de ser amigables con el
medio ambiente disminuyendo el consumo de disolventes
organicos toxicos y aumentando el consumo de agua como

disolvente verde.



II. INTRODUCCION






EDULCORANTES

1. EDULCORANTES

1.1. Aspectos generales de los edulcorantes artificiales

Los edulcorantes artificiales de alta intensidad también Ilamados
edulcorantes no nutritivos forman una clase importante de aditivos usados en
alimentos, bebidas, confiteria e industria farmacéutica. Estos compuestos
permiten la sensacién dulce sin ingesta de calorfas o en una muy pequena
cantidad. Hay un gran ntmero de edulcorantes conocidos, pero solamente
algunos se usan en la industria moderna. El listado de edulcorantes artificiales
permitidos varia de pais en pais. En la Unién Europea (UE) existen ocho
edulcorantes de alta intensidad autorizados: Acesulfamo (ACE), Aspartamo
(ASP), Ciclamato de Sodio (CIC), Neotamo (NEO), Sacarosa (SAC), Sucralosa
(SUC), Neohespiridina Dihidrochalcona (NHDC) y Esteviésido (STEV), que se
muestran en la Figura 1 [3, 4], mientras que en los Estados Unidos (EEUU) el
listado correspondiente no incluye CIC ni NHDC [5]. Ademas, existe un
edulcorante de altisima intensidad, 2000 veces mas endulzante que la sacarosa,
el Alitamo (ALI), el cual atin no se ha aprobado en los EEUU ni en la UE, pero si

en otros paises como Australia, China y Nueva Zelanda [2]

La estructura quimica y a las propiedades fisico-quimicas de los
edulcorantes estudiados en el presente trabajo se muestran en la Figura1y en la

Tabla 1.
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Figura 1. Edulcorantes artificiales estudiados en este trabajo. Para aquellos aprobados por la UE
se muestra el codigo E
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1.1.1. Acesulfamo

El acesulfamo (ACE), también llamado acesulfamo K debido a que se
utiliza como sal de potasio, es un polvo blanco cristalino, aproximadamente 200
veces mas dulce que la sacarosa, tan dulce como el ASP, pero presenta un sabor
ligeramente amargo. Fue descubierto de manera accidental en 1967. Se utiliza
normalmente en mezclas con otros edulcorantes como SUC o ASP. Una vez
combinado, su perfil endulzante es muy similar al de la sacarosa [6]. Es estable
térmicamente por lo que se puede utilizar como aditivo en la cocina y el
horneado [7]. Es estable también a diversos pHs, incluyendo exposicion
prolongada en medio acuoso y pH &cido [8]. El ACE no es metabolizado por el
cuerpo humano, y se elimina inalterado a través de la orina [2]. Es un
compuesto muy polar que se encuentra en disoluciéon siempre ionizado debido

a que posee un pKa. muy bajo (-0,28).

1.1.2. Acido ciclamico

El acido cliclamico (CIC) se utiliza en forma de sal de Na o Ca. Es un
polvo solido cristalino inodoro entre 30 y 50 veces mas dulce que la sacarosa,
por lo que es el menos potente de los edulcorantes artificiales comercializados.
Fue descubierto en 1937. Debe usarse en mezcla con otros edulcorantes, el mas
comtn SAC. Su uso como edulcorante estd permitido en al menos 130 paises
pero esta prohibido en EEUU desde 1970 [5]. Es estable térmicamente por lo
que se puede utilizar como aditivo en la cocina y el horneado [9, 10]. No se
metaboliza en el cuerpo humano y se elimina sin modificar. Es un compuesto
polar (logKow =1.033) que se encuentra ionizado en disoluciones acuosas,

debido a su bajo pKa (ver Tabla 1).
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1.1.3. Alitamo

El alitamo, como el ASP, es un dipeptido, en este caso contiene acido
aspartico y alanina. A diferencia del ASP, no contiene fenilalanina por lo que
puede ser utilizado por personas con fenilcetonuria. El ALI es un polvo blanco
cristalino inodoro soluble en disolventes polares como agua, metanol, etanol y
propilenglicol [11]. Es un edulcorante intenso, con una capacidad endulzante
2000 veces mas potente que la sacarosa, haciendo que se necesite una muy
pequefia cantidad al ser usado en alimentos y bebidas [2]. Su vida media en
condiciones de calor y &4cidas es el doble que el ASP, pero menos estable que

ACE o SAC.

Fue sintetizado en 1980 y fue solicitada su aprobaciéon por Ila
administraciéon de drogas y alimentos de los EEUU (FDA) en 1986 y atin no se
ha aprobado al igual que en la UE. Estd aprobado en paises como Australia,

Nueva Zelanda, China, México y Colombia entre otros [12, 13].

El ALI es absorbido en el tracto gastrointestinal y rapidamente
metabolizado, formando acido aspartico y alanina. El &cido aspartico del ALI es
metabolizado, mientras que la amida del aminoacido alanina es excretada con
minimos cambios metabdlicos. Sin embargo, a pesar de que el aspartico se

metaboliza completamente el aporte de calorias es minimo [12].

1.1.4. Aspartamo

El ASP es un éster metilico del dipeptido de aminoacidos acido aspartico
y fenilalanina, no es libre de calorias ya que produce 4 calorias por gramo, es
180-200 veces mas dulce que la sacarosa [14]. Fue descubierto en 1965. Bajo
condiciones &cidas o alcalinas fuertes puede generar metanol por hidrolisis.
Ademas, a elevadas temperaturas o elevados pHs los enlaces peptidicos se
hidrolizan, lo que lo hace indeseable para el uso en cocina y horneado. ASP se

metaboliza rdpidamente en el intestino delgado formando acido aspartico

10



EDULCORANTES

(40%), fenilalanina (50%) y metanol (10%). Debido a la formacién de

fenilalanina no puede ser utilizado por personas con fenilcetonuria.

1.1.5. Neotame

Es un derivado de un dipeptido de los aminoacidos acido aspartico y
fenilalanina y se obtiene por N - alquilacién del ASP [12, 15]. Es un polvo
inodoro de color blanco, puede ser obtenido anhidro o usualmente hidratado.
Es moderadamente estable térmicamente y muy potente, es 7000 a 13000 veces
mas dulce que la sacarosa y cerca de 30 a 60 veces més dulce que el ASP [16]. Es
muy soluble en alcoholes y en agua, pero menos soluble que el ASP. En el 2002
fue aprobado como edulcorante general por la FDA después de una exhaustiva
investigacion cientifica y atin se encuentra en estudio para su aprobacién por la
UE. Es rapidamente metabolizado mediante la hidrolisis del éster metilico para
formar el neotame desesterificado (92%) y metanol (8%). Debido a que no se

forma fenilalanina es seguro para personas con fenilcetonuria.

1.1.6. Neohespiridina dihidrochalcona

El NHDC es conocido desde 1963, se obtiene por hidrogenacién de un
flavonoide presente en las naranjas amargas [17]. Es un compuesto muy dulce,
considerado 1500-1800 veces mas potente que la sacarosa con un sabor a mentol
o regaliz, por ello se usa en combinacién con otros edulcorantes [18]. Es estable
frente elevadas temperaturas y condiciones 4acidas o bésicas, condiciones
habituales en el procesado de alimentos y en el almacenamiento de bebidas [17].
Es utilizado en UE pero no esta aprobado en EEUU. El NHDC se metaboliza en
humanos, en primer lugar mediante la ruptura de la cadena glucosidica dando
lugar a hesperetina dihidrochalcone que posteriormente es metabolizado a

acido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)propiénico y floroglucinol.

11



2

INTRODUCCION

[61] (VADA[) sorrejuawI]y soARIPY ud sopsadxy
P SINO/OV OIXIA 23wo)) 2 1od opmoa[qeiss (V) [qISTpe eLIRIp B}Sa8UI p ‘eSoIedes B[ e OALR[RY » LIOPULIIDG sojep dp aseq
e[ 10d sopeuoniodoid sa1o[ep q {(uonerodio)) yoreassy saimdeids) doisAyg soyep op aseq e[ ap SOPI30091 SI[eIUSWIIIAXS SIIOTeAe

(od1seq) €¢’8

4 000€1-000Z (0pme) 89'¢  $E8'c VAR SOYNEH D 6-L1-0SPS9T OAN
(od18Rq) 96C°

o 002-081  (opme) 41/’ a/00 1€F6¢ SOINBTHD 0-L¥-6E8TT dsv
(od1seq) q 97/

I 000T (opoe)q 146 FE8°C eH'1EeE SFOENSHD €-29-€9808 v

I1 0S-0€ 99'g- a€E0'T  ¥T6LL SEONETHD 6-88-00T DD

ql 002 a870- a€C'T-  ST'E9L SFONSH™D 9-06-G99¢€ A0V

(rexodiod osad ,9yuerod[npa
3/Bw) pvar 19pod eed eMO) 30T MIN  eourdun e[nuiog  SVDN “AJIQV

"SOpYIPNGSa SaUVL0I|NPa S0] ap svoruunb-001syf sapvpardoad sajpdiuig T viqu],

12



EDULCORANTES

[0z] AN el op uoLEIURWITY Ud 0oYRUSL) M0 [ 10d 0p3[qeIsy » {[61](VADH() soLrejusuIy soARIpy us sopadxy
3p SINO/OV OIXIN 91rwo) 2 1od opra[qeiss (V([) d[qISTupe eLIRIp ©)Sa8Ul | ‘LsoIedes e[ e OANR[RY » ‘I9PUL]IDS SOJep dp aseq
e[ 10d sopeuoniodoid saiofep 4 {(uoryerodio)) yoreasay sarnoerds) doiJsAyJ sojep op aseq e[ ap SOPI3009I SA[LIUSWILIDAXD SIIO0[eAe

14 00€-0<¢ 161 9¢9°0 L8708 SIQPH®D £768-L18.S AdLS
1] 009 [4°yqs a6cC’0  €9°26€ SOFIDCTHD ¢-€1-8€094 oNs
g 00€ 09T 10160 61°€8T S*ONSH“D ¢L0°18 VS
oG 0081 a8’9 a90C’0  8S9TI9 SIOEH®D 9-££-¢0L0¢ OUHN
(rexodiod osad ,9ajuerod[npa
Bw) pvdr 19pod eedd eMO) 30T M eourdud e[nuiio  SYD,N “AdIqV

(UO1PVNUIU0I) *SOPYIPN]SI SAJUDL00]NPa S0] ap svoruiinb-001s1f sapvpardo.d sappduiig T vjqu],

13



INTRODUCCION

1.1.7. Sacarina

La SAC fue el primer edulcorante artificial descubierto (1878). Es 300
veces mds dulce que la sacarosa pero tiene un sabor amargo y metalico. Es un
polvo blanco e inodoro. Como el compuesto original es poco soluble en agua se
utilizan las sales de sodio y de calcio altamente solubles [21]. No es muy estable
térmicamente por lo que no es la primera opcion para la cocina. La estabilidad
quimica de este edulcorante y su bajo coste lo hace disponible para una gran

variedad de aplicaciones. La SAC no es metabolizada por el cuerpo humano.

1.1.8. Sucralosa

La SUC fue sintetizada en 1976 a partir de la sacarosa por un proceso que
sustituye 3 grupos hidroxilo por 3 dtomos de cloro en la molécula de sacarosa.
Es 450 - 650 veces més dulce que la sacarosa con un agradable sabor dulce y la
calidad en cuanto al sabor es muy similar a la sacarosa [22]. Es estable a amplios
rangos de pH (1 - 10) y temperatura por lo que puede utilizarse en productos de
horneado y en productos que requieren una elevada vida atil. La mayor parte
de la SUC ingerida se excreta a través de las heces sin metabolizar, s6lo un 11-
27% se absorbe. De la SUC absorbida un 70-80% se elimina a través de la orina y
un 20-30% se metaboliza, es decir un 2-8% del total de SUC ingerida se

metaboliza.

1.1.9. Esteviésido

El STEV es uno de los azicares obtenidos naturalmente de la Stevia
rebaudiana bertoni planta de la familia de los crisantemos y presente en la parte
norte de Paraguay [2]. Es uno de los principales ingredientes de algunos
edulcorantes comercializados con el nombre genérico de Estevia. El STEV tiene
una capacidad endulzante de 250 a 300 veces mayor que la sacarosa, es un
polvo cristalino higroscépico, soluble en agua, metanol y etanol. No pierde sus

propiedades al ser sometido a altas temperaturas o cambios en el pH,
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haciéndolos muy ttiles en el proceso de pasteurizacion [23, 24]. No se

metaboliza en el cuerpo humano.

1.2. Legislacién de edulcorantes segtin la UE

Muchos paises tienen regulados las dosis maximas de edulcorantes
sintéticos que se pueden usar. En la UE, todos los productos que son
comercializados se ven expuestos a estdndares de calidad muy altos y la
regulaciéon es muy exigente para todo tipo de compuestos. Los edulcorantes no
son la excepcién a la norma y de hecho independiente de que una gran
variedad de edulcorantes artificiales hayan sido aprobados en otros paises del
mundo, la UE ha aceptado solamente algunos de ellos o en su defecto otros que
no son aprobados en los demds paises si son aprobados para la UE.
Actualmente en la UE se permite el uso de 7 edulcorantes artificiales que son
ASP, ACE, CIC, NEO, SAC, SUC y NHDC [3]. Ademas, est4 regulado en uso de
STEV en alimentos [4]. La legislacion es especifica para los distintos productos
en los que se utilizan asi como en los diferentes procesos de fabricacion, es
decir, algunos edulcorantes solamente pueden ser usados en combinacién con
otros o solamente pueden usarse en procesos especificos como la coccién, el
horneado, producto terminado o a lo largo de la cadena de produccion, esto va
a depender del tipo de edulcorante [7]. En la Tabla 2 se pueden observar las
concentraciones de los edulcorantes analizados permitidas por la Unién

Europea en variedad de productos para beber.
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Tabla 2. Legislacion de la UE de uso en bebidas para los edulcorantes estudiados [4, 25]

TIPO DE BEBIDA

Concentraciéon en mg/L

Néctares de

fruta, tal
como se Cervezasy
deﬁn enen la Bebidas bebidas a Sidray Ot?as
Compuestos Directiva aromatizadass  base de Perada bebidas
2001/112/CE, maltad alcoholicase
y néctares de
productos
similares 2
ACE 350 350 350, 252 350 350
CIC 250 250 NP NP 250
ALI NP NP NP NP NP
STEV 100 80 70 NP 150
ASP 600 600 600, 252 600 600
NEO 20 20 20, 12 20 20
NHDC 30 30, 500 10, 10a 20 30
SAC 80 80, 100¢ 80 80 80
suC 300 300 250, 10a 50 250

2 Solo de valor energético reducido o sin azticares afadidos; P solo leche y bebidas lacteas
aromatizadas de valor energético reducido o sin aztcares ahadidos; ©solo bebidas carbénicas
de valor energético reducido o sin aztcares afiadidos; ¢ solo cerveza sin alcohol o con grado
alcohodlico inferior a 1,2 % vol., Table Beer (que contenga menos de un 6 % de mosto primitivo),
cervezas con una acidez minima de 30 miliequivalentes expresada en NaOH y cervezas negras
del tipo oud bruin; ¢ exceptuando vino, hidromiel y bebidas espirituosas; NP No permitido.

1.3. Toxicidad y ecotoxicidad

Para la caracterizacion de riesgo de los edulcorantes no nutritivos, el
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha
establecido niveles de ingesta diaria admisible (IDA). Estos niveles varian de un
compuesto a otro (Tabla 1), pero se encuentran entre 1 mg/kg de peso corporal
para ALI a 40 mg/kg de peso corporal para ASP [19]. Para el CIC no existe un
IDA establecido por el JECFA pero si por el Comité Cientifico en Alimentacién
de la UE en 5 mg/kg de peso corporal [20].
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Desde el comienzo del uso de edulcorantes artificiales, hay un debate
continuo sobre sus posibles riesgos para la salud. Numerosos estudios evaltan
dichos riesgos y otras cuestiones de seguridad sobre estos compuestos [2, 22,
26-28]. Muchas investigaciones relacionan la SAC con problemas de cancer de
vejiga en ratas y la correlaciéon en humanos con este tipo de cancer en pacientes

que consumen habitualmente SAC [1, 29-31].

Aunque algunos estudios correlacionan el consumo de ACE, SUC, STEV
y CIC y la incidencia de céncer en ratas, perros y monos [23, 28, 32-35]. A pesar
de todos los estudios realizados atn no se puede afirmar que los edulcorantes
artificiales produzcan cdncer en humanos. Existen algunas investigaciones
donde se le atribuye a la SUC ser un potenciador de la migrafia [32]. Ademas,
otros estudios sobre SUC dicen que la mezcla con otros edulcorantes como
maltodextrinas produce efectos adversos en las ratas macho, como alteraciones
en el peso corporal, problemas en la microflora intestinal, cambio en la

actividad enzimaética intestinal y fallos a nivel proteico [36].

Una posible causa de los efectos toxicos del consumo de edulcorantes
artificiales podria ser debida a los productos de degradacién de estos
compuestos. Por ejemplo el CIC por si mismo presenta baja toxicidad, pero es
parcialmente metabolizado por las bacterias intestinales a ciclohexilamina, la
cual es muy toxica para el organismo humano [9]. Algunas personas al
consumir CIC durante un largo periodo de tiempo lo excretan sin transformarse

y otras lo metabolizan en ciclohexilamina [37].

Uno de los productos de degradacion del ACE es la acetoacetamida, la
cual, si se consume en grandes cantidades, es téxica para el ser humano [38].
Este compuesto es producido durante el almacenamiento prolongado de

bebidas que contienen ACE.

El ASP es metabolizado por el cuerpo humano en sus estructuras
fundamentales: 4cido aspartico, fenilalanina y metanol. La fenilalanina es téxica

para personas que presentan fenilcetonuria (enfermedad metabélica). El ASP al
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almacenarlo por largos periodos de tiempo a altas temperaturas también se
degrada en acido aspartico, fenilalanina, metanol asi como un subproducto la

dicetopiperazina que en altas concentraciones es toxica para el ser humano [2].

La tnica informacién que existe sobre ecotoxicidad de los edulcorantes
se remite a la SUC. En una investigacién sobre bioacumulacién de SUC, se
estudié el comportamiento y los efectos fisiolégicos de la SUC en crustaceos
[39]. Se encontré que tanto la fisiologia como el comportamiento de locomocién
se vieron afectados por la exposicion a este edulcorante. Independiente de si
estas repuestas de comportamiento se iniciaron mediante mecanismos
tradicionales toxicos o efectos estimulantes, debe considerarse como una
advertencia, ya que los organismos pueden cambiar de comportamiento
normal, lo que en ultima instancia puede tener consecuencias ecolégicas de
gran impacto [40]. Es necesario realizar mds investigaciones sobre el impacto
ecotoxicologico de los edulcorantes artificiales, debido a que los efectos a largo
plazo de una exposicién continua a niveles bajos de estos compuestos es

bastante desconocida [41].

1.4. Presencia de edulcorantes en el medio ambiente
1.4.1. Edulcorantes en agua de depuradora

Los edulcorantes artificiales son contaminantes traza, que al igual que los
productos farmacéuticos y los productos de cuidado personal (PPCPs), se
encuentran en las aguas residuales y de alli migran a las aguas superficiales. De
los siete edulcorantes artificiales que se suelen analizar en las aguas residuales
(ACE, ASP, CIC, NEO, NHDC, SAC y SUC) sélo cuatro, ACE, CIC, SAC y SUC,
suelen ser detectados [41-43], esto es esperable ya que ASP, NEO, ALI y NHDC
se metabolizan en el cuerpo y humano por lo que serd més probable encontrar
en las aguas residuales los principales metabolitos que los compuestos

originales [37].
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La mayoria de estudios existentes concentran sus esfuerzos en la SUC.
Las determinaciones de SUC han sido realizadas en efluentes e influentes de
plantas de tratamiento de aguas residuales en Suecia [44-46], Suiza [47-49],
Alemania [43, 49, 50], Austria [49], Canada [51, 52] e Israel [43]. En todos estos
estudios la concentraciéon de SUC se encontré entre 0,02 y 80 pg/L. Los estudios
realizados en Suiza, Alemania y Suecia ademds mostraron que no existe una
eliminacién significativa de la SUC durante los tratamientos mecanico-

biol6gicos de aguas residuales.

Otro edulcorante que no se elimina en las plantas de tratamiento de
aguas residuales es el ACE, que se ha encontrado en aguas residuales de Suiza
[47, 49], Alemania [43, 49, 50], Austria [49], Canada [51, 52] e Israel [43]. Los
niveles de ACE encontrados en Suiza y Alemania fueron 1 o 2 érdenes de

magnitud mayores que los niveles de SUC.

Por otro lado el CIC si es eliminado en mas de un 99% durante los
tratamientos secundarios y terciarios en las plantas de tratamiento de aguas
residuales. En influentes se ha encontrado en aguas residuales de Suiza y

Alemania en [47, 49] a concentraciones entre 10 y 200 pg/L.

La eliminacion de SAC en las plantas de tratamiento de aguas residuales
es similar al CIC, mayor del 90%, encontrandose concentraciones en influentes

en de varias decenas de pg/L y en efluente del orden de 1 pg /L [47, 49].

Debido a las altas concentraciones de ACE y SUC [42, 47, 53, 54],
combinado con su persistencia [42], la alta solubilidad en agua, su baja
absorcion en sélidos, y la alta sensibilidad de los métodos analiticos modernos
para la deteccion de trazas, los hacen marcadores antropogénicos ideales de
contaminacioén con aguas residuales [47, 50, 52, 54, 55]. Usando el ACE como
marcador, se pueden detectar incluso aportaciones de agua residual en las

corrientes de agua de menos del 1% [47].
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1.4.2. Edulcorantes en aguas superficiales y subterraneas

Al igual que en aguas residuales los edulcorantes artificiales que han
sido encontrados en aguas superficiales y subterrdneas son SUC, ACE, CIC y
SAC, siendo ACE y SUC los compuestos encontrados con mayor frecuencia y
mayor concentracion [43, 47]. Como se desarrolla a continuacién las
concentraciones de ACE y SUC encontradas estuvieron en el rango de ng/L a

ng/L enrios y lagos.

La SUC ha sido el edulcorante mas estudiado y su distribucién ha sido
monitorizada de forma muy extensa en Europa por Loss y col. [56],
encontrando concentraciones de hasta 1 pg /L de SUC a lo largo de 120 rios en
23 paises. Las primeras mediciones en aguas de lago se realizaron en Suiza en
2008, donde la SUC no fue detectada en grandes concentraciones [47]. En otro
estudio realizado en agua de lago, en este caso en el lago Constanza en Suiza se
encontraron concentraciones de SUC entre 0,013 y 0,009 pg/L en el epilimnio y
el hipolimnio del lago respectivamente [49]. Ademas de los estudios de agua
dulce, existen algunas publicaciones sobre la presencia de SUC en agua de mar,
detectdndose en concentraciones de 0,0008 a 0,39 pg/L en aguas de la costa de
EEUU [57, 58]. En otro estudio realizado en agua del mar Artico de Noruega no
se detect6 SUC, hay que tener en cuenta que este mar noruego tiene un aporte

insignificante de aguas residuales [58].

El ACE se encontr6 en rios de Alemania y Suiza a concentraciones
mayores que la SUC, entre 0,01 y 2,7 ug/L [43, 47]. En aguas subterraneas en un
estudio llevado a cabo por Buerge y col. en el drea de Zurich (Suiza) se
encontraron concentraciones de hasta 4,7 pg/L [47]. En agua subterranea en

Alemania los niveles de ACE fueron mas altos, entre 12y 6,9 pg/L [59].

1.4.3. Edulcorantes en lodos

Los principales estudio en lodos se realizaron en Suecia, con lodos de dos

plantas de tratamiento de aguas residuales [45, 46], y en Suiza, en lodo digerido
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de cuatro plantas de tratamiento de aguas residuales [53]. Estos estudios
concluyen que no existe una adsorcién significativa de los edulcorantes ACE,

CIC, SAC [53] y SUC [45, 46, 53] en particulas de lodo.

En el estudio suizo, ACE se encontré a mayor concentraciéon entre 23-43
ng/L, para los otros compuestos las concentraciones estaban en el rango entre
0,6 y 16 pg/L. En general las concentraciones medidas en el lodo digerido
fueron similares a las concentraciones en las aguas residuales sin tratar, a
excepcion de CIC, que se degrada en aproximadamente un 90% en los tanques

de digestion [53].
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2. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
EDULCORANTES

Uno de los puntos clave en el proceso de andlisis para la determinacion
de cualquier analito es la preparacion de la muestra. El principal objetivo es
aislar el analito de la matriz que lo contiene haciendo que este sea compatible
con el sistema de determinacion a utilizar. Lo ideal es poder separar el analito
de otras especies que puedan causar interferencia en el momento del andlisis,
buscando asi mejorar la selectividad del método. También se debe incrementar
la concentracién, con el fin de mejorar la sensibilidad del método. En esta tesis
doctoral se ha abordado la determinacién de edulcorantes artificiales en agua,
lodos y bebidas siendo las técnicas de extracciéon usadas: la extracciéon en fase
solida (SPE) y extraccion por liquidos presurizada (PLE). El andlisis
cromatografico de los analitos extraidos por las técnicas descritas anteriormente
se realizé6 mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

en tandem (HPLC-MS/MS).

En esta seccién se recoge una revision de las técnicas utilizadas en la

presente tesis.

2.1. Extraccion en fase sé6lida (SPE)

Se trata de una técnica de preparacion y tratamiento de muestras que
data de la década de los 70 cuando columnas empaquetadas con particulas de
resina Rohm y Haas XAD fueron usadas para concentrar a muy bajas
concentraciones contaminantes organicos de muestras de agua. Esta basada en
la retencion selectiva de analitos en un adsorbente sélido y su posterior eluciéon
en un disolvente adecuado. Con la SPE se pretende conseguir uno o varios de

los siguientes objetivos:
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e Enriquecimiento de trazas: extraccion de grandes cantidades de
muestra a pequefios voliumenes de eluciéon. De esta manera, los analitos a
niveles de trazas se ven concentrados antes de la etapa de medida.

e Limpieza de las muestras: debido a la selectividad del adsorbente
y/o utilizando los disolventes de lavado adecuados se eliminan interferencias
presentes en la muestra.

e Fraccionamiento de la muestra: ésta se divide en grupos de
compuestos que son eluidos con el disolvente adecuado en cada caso.

e Almacenamiento de analitos: se pueden guardar de esta manera
analitos que son inestables en medio liquido o que tienen una alta volatilidad.

Entre sus multiples ventajas se destacan frente a la extracciéon liquido-

liquido: baja manipulacién de muestra, bajo consumo de disolventes organicos

y facilidad de automatizacién [60].

Por estos y otros motivos, la SPE es la técnica de referencia en la

preparacion de muestras de agua [61] y de matrices liquidas en general.

2.1.1. Etapas del proceso de extraccion mediante SPE

Las etapas de la técnica de SPE se detallan a continuacién (Figura 2) [60,

62]:

» Acondicionamiento: Etapa necesaria para obtener resultados
reproducibles cuando se trabaja con fases ligadas o enlazadas sobre particulas,
especificamente con fases no polares como C18. Consiste en tratar el adsorbente
con uno o varios disolventes capaces de solvatarlo, facilitando asi su posterior
contacto con los componentes de la muestra. Entre los disolventes mas
empleados estdn el metanol (que interacciona tanto con los grupos silanoles
polares como con los grupos funcionales ligados apolares), el acetonitrilo, el

isopropanol, el tetrahidrofurano y la acetona. Con otros materiales, el
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acondicionamiento puede realizarse o no, y si se lleva a cabo su principal

objetivo es limpiar el adsorbente.

Acondicionamiento Eluc_ién del
del cartucho Analito

) b ()

H H H E

/-‘
o o o
Aplicacion de Elucion de
muestra con interferencias P\
Analito A 2

.

ANALITO

Figura 2. Etapas tipicas de un procedimiento de SPE

> Paso de la muestra: se hace pasar la muestra a través de la fase
solida, que retiene selectivamente los analitos y algunos de los compuestos
interferentes. La retenciéon se produce porque entre estas moléculas y el

adsorbente se genera una atraccion intermolecular.

» Lavado o elucion de la matriz: una vez cargada la muestra, se
pasa un disolvente que tenga mas afinidad por las interferencias que la fase
solida; es importante que en este proceso no se vean arrastrados los analitos,
para lo cual se debe prestar especial atencion a la eleccion del disolvente de
lavado (suficientemente selectivo) y de la fase estacionaria. Esta etapa no

siempre se realiza.

> Elucién de los analitos: los analitos concentrados y purificados
son eluidos del adsorbente mediante una fase liquida que interacciona mas

fuertemente con ellos que las particulas de fase sélida. La cantidad de
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disolvente utilizada en esta etapa debe ser minima para asegurar la obtencion

de unos buenos factores de preconcentracion.

2.1.2. Dispositivos comerciales

Existen tres dispositivos comerciales para llevar a cabo una SPE: jeringas,
cartuchos y discos [60]. Sin embargo, en este trabajo s6lo hablaremos de los

cartuchos ya que son los mas utilizados.

2.1.3. Mecanismos de interaccién

Entre los mecanismos mas comunes de interaccién se encuentran los

siguientes [60, 62]:

e Mecanismo de fase normal: la unién con los analitos se establece
a través de puentes de hidrégeno, interacciones II-I1, interacciones dipolo-
dipolo o interacciones dipolo-dipolo inducido. Sirve para aislar analitos mas
polares que la matriz, y se utiliza principalmente para la limpieza de extractos
organicos o para la extraccion de analitos desde liquidos apolares (no se aplica a

muestras acuosas).

e Mecanismo de fase reversa: los mecanismos de interaccion son
tradicionalmente del tipo Fuerzas de Van der Waals y permiten aislar analitos

organicos de matrices polares como el agua.

o Intercambiadores i6nicos: estdn formados por un soporte de silice
(o un polimero de estireno-divinilbenceno) con grupos iénicos enlazados. Las
interacciones son de naturaleza electrostética y se establecen entre las moléculas
de analito cargadas y los grupos funcionales del adsorbente con carga opuesta a
la del analito. Para que la retencion sea efectiva la matriz debe estar a un pH
donde ambos (analito y adsorbente) estén cargados y ademas no debe presentar

concentraciones elevadas de otras especies idnicas.
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2.1.4. Tipos de adsorbentes

Las fases sélidas utilizadas en SPE son similares a las empleadas en
cromatografia liquida en columna; las méds comunes son el carbén activo, el gel
de silice, el silicato de magnesio (Florisil), las silices enlazadas, los 6xidos de

aluminio derivatizados y los materiales poliméricos [60, 62].

Silices enlazadas: Son un sustrato de silice unido a grupos
organosilanoles a través de enlaces silil-éter. Las silices se pueden modificar con

diferentes grupos funcionales como amino, ciano, fenol, C18, entre otros.

Carbon grafitizado: es un adsorbente no especifico y no poroso con una
gran superficie especifica. Permite concentrar compuestos organicos altamente
polares mediante interacciones hidrofébicas e interacciones interelectrénicas.
Pero ademds, se piensa que contiene complejos carbono-oxigeno que
proporcionan sitios con carga positiva para el intercambio de aniones; en este
sentido se puede considerar como un adsorbente mixto (fase reversa y
cambiador aniénico) de alta capacidad. Una de las desventajas del carbén
grafitizado es la excesiva retencion de algunos analitos, efecto que puede
remediarse (si la retencién no es irreversible) realizando la elucién en sentido

opuesto al de la carga [63].

Adsorbentes poliméricos: los mds comunes son los copolimeros de
poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB), cuya superficie hidréfoba contiene un
gran namero de sitios arométicos activos capaces de establecer interacciones I1-
IT con moléculas insaturadas. Superan algunas limitaciones de las silices
enlazadas, ya que retienen mds fuertemente a los analitos polares y son estables

en un mayor intervalo de pH.
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Tabla 3. Caracteristicas de diferentes adsorbentes poliméricos

Tamafio Diametro de Superficie

Adsorbente Proveedor Estructuraa de poro particula especifica
(A) (um) a (m%/g)
Amberlita
XAD-2 Supelco PS-DVB 90 20 - 60 300
PLRS Polymer Lab PS-DVB 100 15 - 60 550
Bond Elut .
ENV* Varian PS-DVB 450 125 500
Bond Elut Agilent PS-DVB 100 45 550
Plexa
Bond Elut .
Plexa PAX Agilent PS-DVBcm 100 45 550
Envichrom P Supelco PS-DVB hc 140 80 -160 900
Isolute ENV*+ IST PS-DVB-OH 100 90 1000
Lichrolut EN Merck PS-DVBhe 80 40-120 1200
Porapax RDX  Waters DVB-VP 55 120 550
Oasis HLB Waters DVB-VP 80 30-60 810
Oasis MCX Waters DVB-VP -503-2 - 30 - 60 -
. DVB-VP -
Oasis MAX Waters NH:)»(CH2CH,CH;CH) - 30-60 -
. DVB-VP -
Oasis WAX Waters N(CH2):N(CH), - 30 -60 -
Oasis WCX Waters DVB-VP -(COOH), - 30 - 60 -
Strata X Phenomenex PS-DVB-VP 85 33 800
Bond Elut PPL  Varian PS-DVB cm 100 125 600

a PS: Poliestireno-Divinilbenceno;, DVB: Divinilbenceno; VP: Vinil pirrolidona; hc:
“hypercrosslinked”; cm: modificado quimicamente

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de los principales
adsorbentes poliméricos. La eficiencia de estos adsorbentes depende de varios
pardmetros fisico-quimicos: tamafio de particula, didmetro y volumen de poro,

area superficial y grado de reticulacion.

Las resinas Amberlita XAD-2 han sido cominmente utilizadas para la

extracciéon de contaminantes organicos en aguas. Sin embargo, su popularidad
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ha descendido con la apariciéon de nuevos materiales ya que plantean algunos
problemas: bajos volimenes de ruptura y velocidad de muestreo, pérdida de
selectividad y necesidad de etapas de limpieza antes del paso de la muestra.
Varias casas comerciales producen “resinas quimicamente modificadas”. Se
trata de polimeros convencionales a los que se les introducen grupos
funcionales polares que incrementan su hidrofilicidad, resultando excelentes
para la extraccion de compuestos organicos muy polares desde grandes

volamenes de agua.

Oasis® MCX Oasis® MAX

&

Oasis® HLB

pKa <1 B 3 pKa >18
1 meq/g Hydrophi“c/yw — ) 0.25 meqg/g
Retention of Polars - - Lipophilic
Oasis® WCX Q RP Retention

Oasis® WAX

Water-wettable

Stable from pH 0-14 N \
No silanol interactions { '11
= A
O Y
+ N—
\.?ﬂ*
pKa ~5 pKa ~6
0.75 meqg/g 0.6 meq/g

Figura 3. Estructura del adsorbente de los cartuchos Oasis [64].

También se han desarrollado adsorbentes como los Porapak RDX, Oasis HLB, Strata X e Isolute Env* los
cuales estin formados por copolimeros de divinilbenceno-vinilpirrolidona (DVB-VP) o modificados con
VP y son capaces de aislar compuestos orginicos de diferente polaridad de matrices acuosas (Tabla 3). En
la

Figura 3 se observa la estructura de los diferentes cartuchos Oasis
comercializados por Waters Corporation. Entre ellos se encuentran los
cartuchos de las fases de modo mixto Oasis MCX y Oasis MAX las cuales
combinan las propiedades adsorbentes de la fase Oasis HLB con las

caracteristicas de un cambiador catiénico fuerte (con grupos sulfonato) y un

29



INTRODUCCION

cambiador aniénico fuerte (con grupos amino cuaternario), respectivamente.
Adicionalmente, los Oasis WCX y WAX ofrecen los mismos beneficios y
caracteristicas que la quimica HLB con la habilidad de retener y liberar acidos y

bases fuertes.

2.2. Extraccién con disolventes presurizados (PLE)

La extracciéon con disolventes presurizados (PLE), también denominada
extraccion acelerada con disolventes (ASE), es una técnica de preparaciéon de
muestra que combina el uso de altas temperaturas (40 - 200 °C) y presiones
elevadas (500-3000 psi) para extraer rdpida y eficazmente los analitos de

matrices solidas o semisélidas [65-67].

El modo mas usual de hacer la extraccién es el modo estatico, en el que el
disolvente es introducido en la celda y ésta se mantiene a presién constante un
tiempo determinado. Tras esta etapa, la celda se vacia recogiendo todo el

extracto en un vial colector [65-67].

2.2.1. Parametros que afectan la PLE

Los parametros fundamentales que afectan a la eficacia de extraccién, y
que deben tenerse en cuenta a la hora de desarrollar un método de PLE, son los

siguientes [65-68] :

» Temperatura

Tiene que ser suficientemente elevada como para aumentar las
recuperaciones y favorecer la cinética de extracciéon, sin degradar a los
compuestos objeto de estudio. Normalmente, es superior al punto de ebullicién
del disolvente, pero ligeramente inferior a su punto critico. Al aumentar la
temperatura, el disolvente disminuye su viscosidad y penetra con mayor

facilidad en los poros de la matriz, favoreciendo la difusién de los analitos, es
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decir la cinética de extracciéon. De este modo, la eficacia de extraccién se

incrementa, minimizando el volumen de disolvente empleado.
» Disolvente

Debe ser capaz de solubilizar los analitos sin arrastrar el resto de los
componentes de la matriz. Las mezclas de disolventes de diferentes polaridades
pueden ser usadas para la extraccion de un amplio rango de familias de
compuestos. La mayoria de disolventes pueden emplearse en PLE, incluyendo
agua y mezclas acuosas tamponadas. No se recomiendan acidos fuertes debido
a su reaccion con el acero, pero se pueden usar acidos débiles, como acido
acético o fosforico, afiadidos a agua o a disolventes polares en porcentajes de

hasta un10% (v/v).
» Presion

Esta debe ser elevada para mantener el disolvente en estado liquido a la
temperatura de trabajo. Sin embargo, no es un factor que afecte en gran medida

a la eficacia de extraccién, de modo que puede ser fijado de antemano.
» Tiempo

El aumento del tiempo estdtico a elevadas temperaturas favorece la
difusion de los analitos al disolvente de extraccién evitando su retencién en la

matriz.
> Numero de ciclos

El uso de varios ciclos de extracciéon estaticos fue desarrollado para
introducir fracciones nuevas de disolvente durante el proceso de extraccion. El
uso de varios ciclos de extraccion es ttil para muestras dificiles de penetrar o

que presenten muy alta concentraciéon de analito.
» DPorcentaje de flush

Después de cada ciclo de extracciéon en modo estatico, se hace pasar un

volumen de disolvente a través de la celda, expresado en porcentaje (% flush)
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de su volumen interior, para arrastrar posibles trazas de los analitos que
pudiesen quedar en ella. Ese volumen, en el caso de que se usen dos o mas

ciclos de extraccion, es dividido entre el nimero de los mismos.

2.2.2. Equipamiento para PLE

La técnica de PLE fue comercializada en 1995 por la compania Dionex y
el modelo mas utilizado es el extractor ASE 200, cuya fotografia se muestra en

la Figura 4.

Figura 4. Equipo ASE 200 de Dionex.

Independientemente del modelo y la casa comercial, los equipos de PLE
constan de:
e una bomba para impulsar el disolvente,
e un horno donde se introducen las celdas de acero para
mantenerlas a la temperatura seleccionada,
e un vial colector en donde se recoge el extracto liquido,

e nitrégeno para purgar la celda al final del proceso de extraccion.
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2.2.3. Etapas del proceso de extraccién por PLE

Las etapas del proceso de extraccion por PLE se explican a continuacion

[68]:

Preparacién de muestra: Con esta etapa se pretende reducir el tamafio de

particula para aumentar la superficie de contacto entre la muestra y el
disolvente, evitando también la agregacion de las particulas de la muestra. Para
ello, se utilizan agentes dispersantes como la arena o la tierra de diatomeas. La
muestra debe secarse para evitar la presencia de agua que dificulte la
penetracion de disolvente en sus poros, sobre todo cuando se trata de extraer
analitos poco polares con disolventes apolares. Para ello, se aconseja la
liofilizacién de la muestra, el secado en horno o la adicién de agentes

desecantes.

Preparacion de celda: Se colocan filtros de celulosa y/o fibra de vidrio en
los extremos de la celda con el fin de evitar la obturacién de los conductos del
extractor de PLE. La celda se rellena con la muestra y con una matriz inerte
(tierra de diatomeas, arena) para ocupar el volumen muerto. Ademas se pueden

introducir co-adsorbentes para purificar el extracto en la misma etapa.

Extraccién: La celda se introduce en el horno a la temperatura de
extraccion, se rellena con disolvente y se presuriza. También se puede
precalentar la celda previamente y mantenerla a esa temperatura un tiempo
determinado. Después de recoger el disolvente con los analitos en el vial
colector, se bombea disolvente fresco a través de los conectores y celda (% de
flush). Finalmente, se purga la celda con nitrégeno para arrastrar el disolvente
que permanece impregnando la muestra, el dispersante y, en su caso, el co-

adsorbente en la celda.
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2.3. Cromatografia Liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria

de masas (HPLC-MS)

2.3.1. Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica para
separar componentes usando una variedad de interacciones quimicas entre el
analito y la columna cromatografica. Fisicamente es un sistema compuesto de
un reservorio de fase mévil, bomba, inyector, columna de separacién y detector.
El analito se pasa a través de una columna de la fase estacionaria bombeando la
fase movil liquida con alta presion. La muestra se introduce en pequenos
volamenes al flujo de la fase mévil y alli se retarda por medio de interacciones

quimicas con la fase estacionaria mientras atraviesa la columna [69, 70].

El retardo se conoce como tiempo de retencién para cada analito.
Depende de la naturaleza del analito, de la fase estacionaria y de la composicién
de la fase movil. Los disolventes mas comunes usados en la fase moévil son
combinaciones de agua purificada con disolventes organicos, normalmente

metanol o acetonitrilo [70, 71].

Estas combinaciones introducen el concepto de gradiente de elucidn.
Este consiste en la variacion de la composicion de la fase movil, para adaptarse
a los diferentes analitos y conseguir mejores resultados. El gradiente separa la
matriz del analito y de otros analitos en funcion de la afinidad del analito por la

composicién de la fase moévil [72].

23.1.1. Mecanismos de separaciéon en HPLC
23.1.1.1. Cromatografia de fase reversa (RPLC)

Es uno de los principales métodos para la separaciéon de moléculas en
disolucion, se estima que entre el 80 y 90% de las separaciones cromatograficas

actuales por HPLC se realizan por RPLC [73]. Se caracteriza por una fase
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estacionaria apolar, por lo general, con cadenas alquilicas de longitud entre 1 a
18 carbonos injertados sobre la superficie de la silice y una fase movil de
polaridad moderada [74-76]. Por ello, los tiempos de retencién seran mayores
para moléculas apolares y las de caracter polar eluiran antes de la columna. Asi
mismo, los tiempos de retenciéon disminuyen al aumentar la proporcién de fase
movil apolar. Sin embargo, todos los procesos de retenciéon dependen de la
organizaciéon molecular de las cadenas injertadas a la fase estacionaria [74, 77].
También es importante el control del pH por medio de modificadores que

actian como tampon.

Existe una gran variedad de disolventes orgéanicos que mezclados con
fase acuosa pueden ser utilizados en RPLC, pero en la practica solamente se
utilizan unos pocos. Los dos mas ampliamente usados son acetonitrilo y
metanol. El isopropanol (2- propanol) puede emplearse debido a sus fuertes
propiedades de elucién, pero estd muy limitado por su alta viscosidad que se
traduce en menor eficiencia de las columnas y por ende genera presiones muy
altas. La elucion suele llevarse a cabo en gradiente. La fase estacionaria mas
comun en la RPLC es la octadesil silano (C18), aunque existen otras como la C8

y la C4, empleadas en menor medida.

23.1.1.2. Cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC)

Las primeras aplicaciones de cromatografia de interaccion hidrofilica
(HILIC) se publicaron hace més de 30 afos, y fueron durante mucho tiempo

especificas para el anélisis de carbohidratos [78].

HILIC es una valiosa alternativa a las separaciones de RPLC de analitos
polares, débilmente acidos o basicos. En principio, este modo de separaciéon
puede ser caracterizado como fase normal, con la particularidad de realizarse
sobre columnas polares en fases moéviles acuoso-organicas ricas en disolventes

organicos miscibles con agua, por lo general acetonitrilo [79].
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Con fases moviles altamente organicas en el modo HILIC generalmente
se mejora la ionizaciéon en la fuente de iones del electrospray (ESI) de un
espectrometro de masas (MS), en comparacién con fases moéviles con mayores

concentraciones de agua utilizadas generalmente en fase reversa.

Las fases estacionarias méas comunes en HILIC son: gel de silice y
gel de silice derivatizada con grupos amino, amida, ciano, carbamato, diol,
poliol, sulfobetaina zwitteriénica o poli (2-sulfoetil aspartamida) y otras fases

estacionarias polares [80, 81].

2.3.1.1.3. Cromatografia liquida de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio iénico es un modo cromatografico que
permite la separaciéon de iones y moléculas polares basado en las propiedades
de carga de las moléculas. Puede ser usada en casi cualquier tipo de molécula
cargada, incluyendo grandes proteinas, pequefios nucleétidos y aminodacidos

82, 83].

La fase estacionaria (resina de intercambio) presenta en la superficie
grupos funcionales i6nicos que interacttian con iones de carga opuesta. Por ello
podemos dividir este modo cromatografico en cromatografia de intercambio

catiénico y cromatografia de intercambio aniénico.

La cromatografia de intercambio cationico retiene cationes cargados
positivamente debido a que la fase estacionaria muestra un grupo funcional
cargado negativamente (ej: SO3-, COy’). Las resinas cuyo grupo funcional activo
es un sulfonato (SO3) se consideran resinas intercambiadoras acidas fuertes,
mientras que aquéllas cuyo grupo funcional activo es un ién carboxilato (CO2’)

se consideran resinas acidas débiles.

La cromatografia de intercambio anionico retiene aniones usando
grupos funcionales cargados positivamente, como un catiébn de amonio

cuaternario, cambiador fuerte, o un cation amonio terciario, cambiador débil.
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La separaciéon se produce porque las sustancias tienen variedad de
grados de interacciéon con la resina de intercambio iénico debido a las
diferencias en sus cargas, densidades de carga y distribucién de carga en la
superficie. Estas interacciones pueden ser controladas por condiciones tales

como la fuerza iénica y la variaciéon del pH [82, 83].

2.3.1.1.4. Cromatografia de modo mixto

En algunos casos, la RPLC no puede separar simultdnea y selectivamente
mezclas complejas de compuestos polares. Durante mucho tiempo la solucién a
estos problemas estaba en tratar las muestras con procedimientos alternativos
por ejemplo formaciéon de par-idénico cromatografico o por derivatizaciéon o
reinyectando los extractos por diferentes modos cromatograficos (modo
normal, intercambio iénico o par-iénico). Sin embargo, estos métodos generan
problemas conocidos con el tipo de fase movil, la clase de par iénico, tiempos
largos de equilibrio de la columna, aparicién de picos fantasma o la no
compatibilidad con HPLC-MS entre otros. Como solucién a estos problemas se
han desarrollado fases polares embebidas estables a altos pHs como es el caso
de la HILIC la cual ha resuelto parcialmente algunos de los inconvenientes [84].
Alternativamente a ello, hace 20 afios aparecieron las fases estacionarias en
modo mixto como una opcioén interesante ya que estas fases incluyen los
modos de RPLC e intercambio idnico [85, 86]. Son por lo tanto capaces de
retener analitos polares como no polares o analitos cargados. De esta manera

permiten el analisis de muestras complejas.

Los primeros experimentos fueron desarrollados con columnas en serie
con diferentes funcionalidades [87], aunque actualmente existen diferentes tipos

de columnas de modo mixto:

» Columnas tipo I: Empaquetamientos especificos con diferentes

funcionalidades.
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» Columnas tipo II: Fases quimicamente unidas que incorporan

funcionalidades usando mezcla de ligandos.

Teniendo en cuenta el tipo de ligando y la forma como este estd unido a

la silice las columnas tipo II podemos clasificarlas en:

» Columnas tipo III: Los grupos funcionales son incrustados en la

mitad de las cadenas hidrofébicas unidos a la silice.

» Columnas tipo IV: Donde los grupos funcionales se colocan en el

extremo de las cadenas hidréfobas.

Por otro lado existen columnas trimodales fase reversa, intercambio
aniénico e intercambio catiénico (RP/AX/CX) basadas en el sistema de doble
funcionalizacién de los ligandos y en una nanotecnologia de silice desarrollada

recientemente [88].

Las columnas de modo mixto se usaron inicialmente para separar
biomoléculas tales como aminoécidos, dcidos nucleicos, péptidos y proteinas
[89-92]. A medida que pasa el tiempo el campo de aplicacién se ha extendido al
desarrollo de farmacos e impurezas en el desarrollo de drogas [93, 94], estudios
de metabolismo [95, 96], anélisis de especiacion [97], vitaminas liposolubles [98]

entre otros.

El ntimero de variables de operacién con estas columnas es mayor por
ende se debe tener cuidado con el pH de la fase mévil, la fuerza iénica y la
proporcion del modificador orgénico ya que variables necesarias para controlar
la retencién y la selectividad de la fase estacionaria para analitos iénicos,

polares e hidrofébicos.

En general, todo tipo de moléculas 4cidas, basicas y neutras son menos
retenidas cuando la proporcién de modificador organico se incrementa, aunque
cambios importantes en la selectividad pueden aparecer si las otras variables se
modifican simultdneamente. Por otro lado, si el modificador organico sobrepasa

el 80 6 90%, las columnas pueden presentar un modo HILIC en vez de un modo
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de RP. Ambos modos cromatogréficos proveen mecanismos de separaciéon

eficiente.

2.3.2. Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que
proporciona informacién tanto cualitativa (estructura) como cuantitativa
(concentracion) de las moléculas analizadas previamente convertidas en iones.
Las moléculas de interés se introducen en primer lugar a una fuente de
ionizaciéon donde se ionizan adquiriendo carga negativa o positiva. Los iones se
separan en el analizador de masas hasta que alcanzan el detector de acuerdo
con su relacién masa/carga (m/z). Una vez en contacto con el detector, se
generan sefiales que son registradas en el ordenador y son representadas en un
espectro de masas que muestra la abundancia relativa de las sefiales en funcion

de su relacion m/z.

Ionizacion/Desorcion Seleccion de masas Deteccion

- = -
Fuente

Separacion de iones por masa

Deteccion de iones

4 {

vy
sélido I \ ) '
Liquido ) }\ . ‘ L
Vapor _— '[
Introduccion de la muestra Analisis de datos

Meétodo para vaporizar la muestra

Figura 5. Etapas del andlisis por MS
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Asi pues, para el andlisis de las muestras por MS se producen 4 procesos

basicamente, los cuales se resumen en la Figura 5:
v" lonizacién de la muestra
v' Separacion de los iones segin m/z
v Deteccion de los iones

v" Tratamiento de los datos

23.2.1.  lonizacion por electrospray (ESI)

La ionizacion de la muestra es clave y puede llevarse a cabo de diferentes
formas, segiin la naturaleza de la propia muestra y lo que se pretenda detectar
en el analisis. En HPLC las técnicas mas habituales hoy en dia son las técnicas
de ionizacién a presion atmosférica (API). Existen fundamentalmente tres tipos
de ionizacion: la ionizaciébn quimica a presion atmosférica (APCI), la

fotoionizacién a presion atmosférica (APPI) y ESL.

Teniendo en cuenta la polaridad de los edulcorantes, en este estudio se
empled ESI como técnica de ionizacién, siendo ademas la mas ampliamente

utilizada.

El fenémeno de electrospray se conoce desde hace cientos de afios, pero
hasta comienzos del siglo XX no se comprendi¢ verdaderamente lo que podia
significar su aplicaciéon a la ciencia [99]. A finales de los afios 1960, los
experimentos pioneros de Dole [100] desarrollaron la primera aplicaciéon por
ESI. Pasaron otros 20 afios hasta que el trabajo realizado en el laboratorio de
John Fenn demostrara por primera vez la utilidad de la ESI para ionizar
compuestos de importancia biolégica y alta masa molecular, lo que abria la
puerta a su consiguiente andlisis por MS. Este trabajo le proporcioné a John
Fenn el premio Nobel de Quimica en 2002, como uno de los pioneros de la MS
[101]. En las publicaciones originales de finales de los afios 1980, Fenn y sus

colaboradores demostraron los principios basicos experimentales de la técnica
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ESI y describieron las primeras aplicaciones: la ionizacién suave de compuestos
no volatiles y térmicamente labiles, de proteinas con cargas multiples y de
complejos intactos. La fuente ESI ha experimentado un desarrollo continuo

desde sus inicios, pero el esquema basico contintia siendo el mismo (Figura 6).

Solvent containing analyte

oo P ANYE 4 ... Mass

Spectrometer

++
+++

Figura 6. Esquema de ionizacion en una fuente por electrospray (creada por Evan Mason,
licencia Creative Commons Attribution-Share Alike 4.0 International,
https.//commons.wikimedia.org/wiki/File: Electrospray_lonization_Spectroscopy.svg#filelinks).

El analito es introducido en la fuente en disolucién bien mediante una
bomba inyectora, o bien, procedente de la elucién de un sistema de HPLC, y
pasa a través de un tubo capilar de acero inoxidable, cuarzo silice o ceramica al
cual se le aplica una elevada diferencia de potencial. Esto fuerza la nebulizacién
de las gotas cargadas en el capilar, con una carga superficial de la misma
polaridad que el propio capilar. Las gotas son repelidas del capilar hacia el cono
de la fuente de muestreo del contraelectrodo. Con la ayuda de una elevada
temperatura en la fuente ESI y/o de gas nitrégeno, a medida que las gotas
atraviesan el espacio entre el capilar y el cono van reduciendo continuamente
su tamafio por evaporacion del disolvente, lo que supone un incremento de la
densidad de carga superficial conforme disminuye el radio de las gotas.
Finalmente, la fuerza del campo eléctrico en las gotas cargadas alcanza un
punto critico en el cual es cinética y energéticamente posible el paso a fase

gaseosa para los iones de la superficie. En ese momento, la tensién superficial
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no es capaz de mantener la carga (limite de Rayleigh), por lo que se produce
una “explosiéon Coulombica” y la gota se rompe en gotas mas pequefias. El
proceso se repite hasta que sélo existen moléculas de analito cargadas en fase
gas, y pueden tener una o varias cargas [102-104]. Asi pues, la transferencia de
las especies ionicas desde una disolucién a la fase gaseosa por medio de ESI

implica tres etapas (Figura 6):
1. Dispersion de un spray fino de gotas cargadas, seguido de
2. Evaporacion del disolvente, y

3. Liberacion de los iones de las gotas altamente cargadas

2.3.2.2. Analizadores de masa

Para la separacion de iones con diferente relacion m/z se dispone de un
analizador de masa y existen varios dispositivos. Lo ideal es que el analizador
sea capaz de distinguir entre diferencias muy pequefias de masa. Ademas, los
analizadores deberian permitir el paso del namero de iones suficiente para

producir corrientes ionicas faciles de medir.

Podriamos clasificar los analizadores en los que funcionan en “tiempo”
(pulsos) como las trampas de iones, o los analizadores de tiempo de vuelo (ToF)
y los que funcionan en el “espacio” (barrido continuo) como el analizador de
sector magnético o el cuadrupolo lineal (Q). Existen ademas instrumentos
comerciales que utilizan combinaciones de mas de un analizador. En esta

memoria se uso triple cuadrupolo (QqQ).

Cuadrupolos (Q): El corazén de un instrumento cuadrupolar es el
conjunto de cuatro barras cilindricas paralelas que actian como electrodos. Las
barras opuestas se conectan eléctricamente, un par estd unido al polo positivo y

el otro par al negativo de una fuente variable de corriente continua (DC).
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Ademas, se aplican a cada par de barras potenciales variables de corriente

alterna de radiofrecuencia (RF), que estan desfasados 180 grados (Figura 7).

Para obtener un espectro de masas con este dispositivo, los iones se aceleran en
el espacio entre las barras. Ademas las tensiones de corriente continua y alterna
se incrementan simultdneamente. De esta manera, todos los iones excepto
aquellos que tengan un determinado valor de m/z inciden en las barras y se
convierten en moléculas neutras. Por tanto, sélo los iones cuyo valor de m/z

esté dentro de un intervalo limitado alcanzaran el detector [105].

Figura 7. Esquema de un analizador cuadrupolar By Angelus (own work based on: Quadrupole
en.gif) [CC BY-SA 3.0 (http.//creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0) or GFDL
(http/fwww.gnu.org/copyleft/fdl.html)], via Wikimedia Common

Los cuadrupolos tienen distintos modos de transmisién de iones:

Modo scan: los potenciales (RF y DC) se varian linealmente manteniendo
constante la relaciéon RF/DC; el resultado es la filtracion continua de los iones

con m/z crecientes, dando lugar al espectro de masas de la molécula de partida.

Modo SIM: los potenciales de RF y DC se mantienen constantes y solo
los iones con un valor especifico de m/z pueden atravesar el analizador; el resto
de iones chocan con los rodillos y se convierten en moléculas neutras. Este

modo proporciona la mayor sensibilidad.
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Figura 8. Esquema de un QqQ similar al usado en este studio. By Lmaps (talk) - I created this
work entirely by myself., CC BY-SA 3.0,
https.//en.wikipedia.org/w/index.php ?curid=21285568

Acoplando tres cuadrupolos (QqQ o triple cuadrupolo) y utilizando el
segundo como celda de colisiéon (un dispositivo donde se introduce un gas
inerte que colisiona con los iones fragmentandolos) se puede llevar a cabo
espectrometria de masas en tdndem (Figura 8). Esta técnica permite operar en
cuatro modos de trabajo dependiendo de la combinacién de modos de

transmision en los dos cuadrupolos exteriores:

Product Ion Scanning: el primer analizador opera en modo SIM,
seleccionando una relacién m/z caracteristica del analito y el tercero opera en

modo scan, generando el espectro de fragmentacién del i6n anterior.

Precursor Ion Scanning: el primer cuadrupolo hace un barrido de iones
precursores y el tercero s6lo deja pasar al detector aquellos fragmentos

comunes con una determinada relaciéon m/z.
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Neutral Loss Scanning: ambos cuadrupolos operan en modo scan,

monitorizando pérdidas especificas en el proceso de fragmentacion.

Multiple Reaction Monitoring (MRM): ambos analizadores operan en
modo SIM. Este modo de trabajo es el més sensible y, por tanto, el que se

emplea en andlisis cuantitativo.

2.4. Quimica analitica verde

La quimica verde es en general una filosofia de la quimica definida por
12 principios postulados por Anastas y Warner [106]. Dichos principios se
pueden aplicar a cualquier drea de la quimica. En todas las disciplinas, la
atenciéon se centra en minimizar los riesgos y maximizar la eficiencia de
cualquier proceso quimico. La quimica verde tiene por objetivo, reducir y en lo

posible eliminar la contaminacién en su origen para favorecer la salud humana.

Varios principios de la quimica verde se aplican a la quimica analitica,
por ejemplo reducir o eliminar el uso de disolventes peligrosos en el analisis
cromatografico y en lo métodos de preparacion de muestras. Namiesnik [107,
108] propuso la definicién mas completa de quimica analitica verde a finales de
los noventa: “El uso de técnicas quimicas analiticas y metodologias que reduzcan o
eliminen los disolventes, reactivos, conservantes y otros productos quimicos que sean
peligrosos para la salud humana o el medio ambiente y que también puedan permitir
analisis mds rdpidos y de mayor eficiencia energética sin comprometer el criterio de

rendimiento” .

El acetonitrilo es el disolvente mas usado en HPLC por su amplia
capacidad de disolucién de solutos, la baja acidez, su minima reactividad
quimica, bajo corte al UV y compatibilidad con MS. La reduccién de acetonitrilo
es la primera opciéon de quimica verde en cromatografia liquida. Pero los
principios se pueden aplicar a otros disolventes y aditivos. Como ejemplo

tenemos la sustitucion del acido trifluoroacético (TFA) que es citotdxico,
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corrosivo y persistente en el medio ambiente por acido férmico que tiene baja

toxicidad y se descompone en CO, y H>O [109].

Un instrumento de cromatografia liquida equipado con una columna
convencional de 15 a 25 cm de longitud de 4,6 mm de d.i. y de 5 um, que opera
generalmente a un flujo de 1 mL/min, consume en funcionamiento continuo
cerca de 1,5 L de disolvente cada dia el cual es aproximadamente de 500 L al
ano, de los cuales el 50% es un disolvente organico. Por ello se han estado
buscando estrategias para reducir el consumo de disolvente organico. Una via
para reducir el consumo de disolvente es sin duda disminuir el flujo, pero sin
reducir la eficiencia. La teoria muestra que al menos en HPLC la eficiencia de la
columna (N) es independiente del didmetro interno a diferencia de
cromatografia de gases. En HPLC, N depende de la longitud y del tamafo de
particula. Se ha buscado reducir la longitud de la columna, el didmetro interno
y el tamafio de particula para disminuir el consumo de disolventes organicos
[110]. Sin embargo el consumo sigue siendo alto y por ello se ha querido

cambiar los disolventes organicos por disolventes verdes.

Para solucionar el problema del disolvente se ha buscado trabajar con
agua pura como fase moévil sobre todo a temperaturas superiores a 100 °C a
partir de la cual la fuerza eluyente es suficientemente elevada [111]. De este
modo, a medida que se incrementa la temperatura, la cantidad de modificador
organico en la fase moévil puede reducirse. Un incremento de temperatura de
3,75 °C tiene un efecto en la retencién similar al incremento de un 1% de

acetonitrilo, y un incremento de 5 °C es similar al aumento de un 1% de metanol

[112].

A elevada temperatura el agua presenta las mismas caracteristicas que
un eluyente acuoso-organico en términos de fuerza elutrépica. El uso de agua
pura como fase moévil en cromatografia liquida de alta temperatura (HTLC) se
conoce con el nombre de “cromatografia de agua super calentada” o

“cromatografia de agua subcritica”.
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La principal ventaja del uso de “agua subcritica” es su no toxicidad y la
posibilidad de trabajar con detectores especiales [113] incluyendo ionizacién en
llama, baja longitud de onda UV, ICP-MS y NMR [113, 114]. Sin embargo, esta
técnica presenta algunos inconvenientes [114]: la fuerza eluyente no aumenta
durante el proceso de andlisis, excepto que el gradiente de disolvente se
reemplace por un gradiente de temperatura; los solutos no polares son
retenidos incluso a elevada temperatura; el “agua subcritica” es un disolvente
agresivo; las fases estacionarias para trabajar en estas condiciones son muy
limitadas y algunos solutos presentan baja solubilidad en agua fria [115].
Ademas del agua se han trabajado otros disolventes verdes como el etanol en
separaciones cromatograficas liquidas. Existe un gran namero de separaciones
liquidas que se pueden hacer con agua / etanol (metanol) / CO; y aditivos
ecolégicos tales como acetato de amonio, formiato, acido férmico, y amoniaco

[116].
2.4.1. Cromatografia Liquida de alta temperatura (HTLC)

Cuando se habla de cromatografia Liquida de alta temperatura (HTLC)
se refiere a separaciones cromatograficas llevadas a cabo a temperaturas
superiores a la temperatura ambiente con rangos entre 40 °C a 200°C con una

fase movil en estado liquido.

Aunque el uso de la nomenclatura HTLC es bastante reciente, el interés
de la temperatura como un posible parametro de optimizacién de los métodos

de HPLC surgié desde los principios del desarrollo de dicha técnica [117].

Los factores influyentes en el hecho de que hasta ahora la temperatura no
haya sido considerada un parametro clave a optimizar en los métodos de rutina
son diversos. Por un lado, la falta de instrumentacién comercial equipada con
hornos que alcancen temperaturas por encima de los 90 °C, asi como la

existencia de fases estacionarias realmente estables a estas temperaturas.

Ademas, los cambios de temperatura afectan a un elevado ntmero de

procesos, tanto cinéticos como termodindmicos, relevantes en una separaciéon
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cromatografica, por lo que su inclusién como un parametro mds a controlar
aumenta sustancialmente la complejidad del proceso de optimizacién. Por
consiguiente, todavia hoy en un gran nimero de equipos de cromatografia
liquida, cuando se habla de controlar la temperatura de la columna se refiere a
termostatizar el sistema a una temperatura que sea posible mantenerla a lo largo
del tiempo de anélisis y se logre la estabilidad de la misma alrededor del 1%

[61].

La temperatura de la columna juega un papel importante en la
disminucién del tiempo de andlisis y la retencién, alterando la selectividad,
eficiencia y resoluciéon. Ademads, la disminucién de la presiéon permite reducir la
concentracion de modificador organico en la fase mévil, pudiendo emplearse
fases moéviles formadas por disolventes puros y disolventes menos perjudiciales
para el medioambiente (cromatografia verde). En algunos casos el gradiente de

disolvente puede ser sustituido o combinado con el gradiente de temperatura.

La HTLC requiere fases estacionarias capaces de soportar temperaturas
superiores a 100°C y, puesto que, las columnas tradicionalmente empleadas en
cromatografia liquida basada en silice no pueden ser utilizadas a temperaturas
superiores a 60 °C, aunque en algunos casos pueden soportar temperaturas de
hasta 100 6 150 °C dependiendo del tiempo de exposicion [118-122], se han
intentado desarrollar fases estacionarias basadas en silice capaces de alcanzar
temperaturas de trabajo de hasta 200 °C. Sin embargo, las fases estacionarias
més adecuadas para trabajar a temperatura elevada son las de carbono
grafitizado, 6xido de circonio y PS-DVB [119, 123] (en este tultimo caso el limite

de temperatura esta en 150 °C).

24.1.1. Pardmetros en los que influye la temperatura
24.1.1.1. Velocidad de andlisis

La influencia de la temperatura en la retencién cromatografica puede ser

expresada segin pardmetros termodindmicos. La constante de equilibrio (K) de
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un analito entre la fase estacionaria y la fase movil es funcion de la energia libre

de Gibbs (AG) (Ecuacion 1):

AG° = AH° — TAS° = —RTInK

Ecuacion 1
k=K@
Ecuacion 2
k= (451 (5 o
RT R
Ecuacion 3

La retencion de una molécula en la fase estacionaria esta relacionada con
la variaciéon de entalpia (AH®) y la de entropia (AS°) del sistema. T es la
temperatura absoluta (en Kelvin), R es la constante de los gases (8,31441 ] mol-
1K1); k es el factor de retencion y ¢ es la relacién entre el volumen de la fase

movil y la fase estacionaria.

La ecuacion de Van't Hoff (Ecuacion 3) es la que describe la relacion
entre la temperatura y la retencién (1/T frente a In k) empleada en estudios
termodindmicos para determinar la contribucion de la (AH°) y (AS°) a la
retenciéon. En la mayoria de las separaciones en RPLC un aumento de la
temperatura provoca una disminucién en la retencién. Otra consecuencia del
incremento de la temperatura es la disminucién de la viscosidad de la fase
movil, lo que permite trabajar a flujos mas altos, aumentando la velocidad de

analisis.

24.1.1.2. Resolucién

Cuando se requiere un aumento de la resoluciéon en la separacién de
muestras complejas el tiempo de andlisis aumenta. Una soluciéon a este
problema vendria proporcionada por el empleo de la HTLC o mediante

programas de temperatura. En cromatografia, todos los factores que afectan a la
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Resolucion (Rs): eficiencia (N), selectividad (a) y retencion (k), estan

influenciados por la temperatura (Ecuacion 4).

VN (o —
v = () (550

Ecuacion 4

e FEficiencia

La eficiencia, en cromatografia, se define en base a la altura del plato (H)
y al namero de platos (N). La eficiencia de la columna aumenta cuanto mayor
es el nimero de platos, y cuanto menor es la altura de plato. La eficiencia o
nimero de platos N, nos da una idea del ancho de banda, y por tanto, de la
efectividad de separaciéon de la columna. Un aumento en el nimero de platos
supondra una disminucién del ancho de banda y en consecuencia, un aumento
de la resolucién si la retencién se mantiene constante. En el afio 2006, Yang [124]
desarrolld6 un modelo para el estudio del efecto de la temperatura en la
eficiencia de la columna en HTLC, concluyendo que la temperatura es un
parametro que puede emplearse como una variable a controlar para optimizar

la eficiencia de la separacion

La méaxima eficiencia se conseguird empleando columnas largas con un
tamafio de particula pequefio. Sin embargo, en la préctica esta opcién tiene dos
grandes inconvenientes: largos tiempos de andlisis y presiones de trabajo
demasiado elevadas para los equipos convencionales de cromatografia liquida.
En este caso el uso de altas temperaturas es una buena alternativa para superar

estos inconvenientes.
e Selectividad

La selectividad describe la capacidad de la cromatografia para separar o
diferenciar entre varios compuestos. Estd determinada por la fase estacionaria,

fase moévil, asi como otros pardmetros, donde la temperatura juega un papel
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importante, especialmente en compuestos polares e ionizables donde los

equilibrios de ionizacién son funcién de la temperatura [125-128].

El empleo de la temperatura como un factor de selectividad presenta la
ventaja de su facilidad de control y modificaciéon. Ademas, el orden de elucion
de los compuestos puede alterarse variando la temperatura, manteniendo la

misma composicion de la fase estacionaria y fase movil.

Buckenmaier y col. [129] han demostrado como la temperatura modifica
la selectividad en cromatografia como consecuencia de la modificacion de la
ionizacion de los analitos por cambios en los valores de pKa. La selectividad se
ve incrementada por la combinacién de programas de temperatura y gradientes
de fase movil. La influencia de la temperatura en la selectividad abre nuevas
posibilidades, aunque incrementa la complejidad del desarrollo de los métodos,
ya que se convierte en un parametro adicional en el desarrollo de los mismos.
Por ello, la gran mayoria de los programas de software desarrollados incluyen

la temperatura como una variable.

e Retencidn

Bowermaster [130] y Chen [131] han demostrado que el uso de
programas de temperatura tiene un efecto similar al empleo de gradientes de
disolventes en analisis cromatogréfico, pudiendo variar la retencién segtn se
empleen programas de temperatura o de composicion de la fase movil.
Variaciones de 3-5 °C presentan el mismo efecto en la retencién que un aumento

de 1% de la concentracién de modificador orgénico.

Una de las principales ventajas de trabajar a elevada temperatura es que
permite reducir la cantidad de disolvente organico, utilizando disolventes
menos agresivos con el medio ambiente, por reduccién de la viscosidad con la
temperatura, tales como etanol o 2-propanol, o emplear incluso agua pura como

fase movil [121, 132, 133]
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24.1.2. Instrumentacion de alta temperatura

La HTLC requiere un control exhaustivo de la temperatura de la
columna, asi como de la fase movil, pudiendo realizarse el calentamiento de la
misma a través de bloques de calentamiento que requieren contacto adecuado
con la columna, camisas de agua o bafios, que proporcionan una mayor eficacia
y una elevada capacidad calorifica, aunque presenta el inconveniente de la
imposibilidad de utilizar agua a T > 100°C o mediante hornos de circulacién de
aire, donde la temperatura se modifica radpidamente, siendo los més adecuados

y mas empleados para el control de la temperatura [112, 117, 133, 134].

Actualmente existe un twnico equipo comercial el horno a alta
temperatura Polaratherm que se observa en la Figura 9 capaz de calentar la fase
movil a la misma temperatura que la columna. El calentamiento de la fase
movil se realiza introduciendo un tubo de acero inoxidable inmediatamente
antes de la entrada a la columna, pudiendo estar colocado en el interior del
horno o en contacto con el bloque de calentamiento o con las camisas. La
variacion entre la temperatura de la fase movil y la temperatura de la columna
debe ser, como méximo, del orden de + 5°C para evitar el ensanchamiento de
bandas. La elevada temperatura de la fase mévil a la salida de la columna
puede ser un problema para determinados tipos de detectores, conduciendo a
una linea base inestable, por lo que puede ser necesario un sistema de

enfriamiento de la fase mdvil antes de su entrada en el detector.

En este estudio se utiliz6 un horno Polaratherm 9000 (SandraSelerity
Technologies, Kortrijk, Belgium) (Figura 9), un horno comercial adecuado para
trabajar a alta temperatura, que permite un control de la temperatura desde 5°C
por encima de la temperatura ambiente (en ausencia de la opcién criogénica), y
hasta 200°C, aumentando la temperatura a una velocidad de 1-30 °C/min y con
una capacidad de enfriamiento de 200 °C a 50 °C en 3,5 min y de 50 °C a 5 °C
superior a la temperatura ambiente en 2,5 min. Cuenta con un pre-calentador

de la fase moévil de volumen inferior a 1pL, el cual permite una precision en el
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control de la temperatura de la fase movil en la columna de + 1 °C. Posee a su
vez un sistema de enfriamiento del eluyente a la salida de la columna, lo que
permite trabajar con detectores sensibles a la elevada temperatura. Ademas,
permite emplear columnas empaquetadas con didmetros internos de 1 mm a 4,6
mm y de longitudes de hasta 25 cm. El control del horno se realiza a través de
un panel frontal numérico el cual permite memorizar hasta un total de 9
métodos diferentes, tanto a temperatura constante como en gradiente de

temperatura.

Figura 9. Imagen del horno de alta temperatura Polaratherm 9000

2.5. Aplicaciones a edulcorantes

A la determinaciéon de edulcorantes artificiales pueden aplicarse una
gran variedad de técnicas analiticas. La mayoria de los métodos se han
desarrollado para la determinacion de wun edulcorante de manera
individualizada. Para los edulcorantes que se llevan utilizando décadas como
ASP, SAC, CYC y ACE y para otros como SUC que ha centrado una gran
atencion, existen muchos métodos desarrollados para su determinacion,
mientras que para aquellos edulcorantes que han sido recientemente aprobados
como NHDC, NEO, ALI o STEV existe mucha menos bibliografia. La mayoria

de los métodos multiresiduo publicados se han enfocado en sélo 3 o 4
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compuestos, sin embargo en la tltima década si se han empezado a desarrollar
métodos que cubren un amplio rango de edulcorantes artificiales. En este
capitulo nos vamos a centrar en estos dltimos métodos, es decir, aquellos que
cubren un gran rango de edulcorantes artificiales, especialmente los que

determinan los edulcorantes artificiales permitidos en la UE.

2.5.1. Preparacion de muestra
251.1. Edulcorantes en muestras de bebida

Las muestras de bebidas (zumos, refrescos, cervezas, bebidas
emergéticas, etc) se caracterizan por ser matrices relativamente simples y tener
elevados niveles de edulcorates (mg/L) por lo que simplemente antes de su
determinacién se realiza un pretratamiento que normalmente consiste en
dilucién de la muestra en agua ultrapura, en un tampén apropiado o mezcla de
tampon con metanol o etanol, normalmente entre 2 y 50 veces [135-138]. Si la
bebida es carbonatada, se debe incluir un paso de desgasificacion antes de
realizarse el andlisis, normalmente por sonicacién, o burbujeo de nitrégeno o
bajo vacio. En algunos métodos se incluye también un paso de precipitaciéon de
las proteinas utilizando el reactivo de Carrez, ZnSO4/NaOH u otro similar.
Posteriormente todas las muestran, independientemente de los pasos
anteriores, se filtran con filtros de membrana o se centrifugan antes de su
analisis. Estos tratamientos de muestra son rapidos, simples y baratos y son

universalmente utilizados [139].

En algunos casos se han utilizado tratamientos de muestra algo mas
complejos usando SPE [139]. Al igual que con la metodologia anterior las
muestras carbonatadas tienen que ser previamente desgasificadas. Por ejemplo,
Zygler y col. [140] determinaron ACE, SAC, CIC, ASP, SUC, ALI, NHDC, NEO
y Dulcina (DUL) en bebidas y zumos utilizando SPE con cartuchos Strata X
adicionando 4cido férmico-N,N-diisopropil etilamina (FA- DIPEA) a la

muestra obteniendo recuperaciones entre 83 y 107 %. Otro estudio desarrollado
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por Gao y col. [141] determinaron 30 aditivos sintéticos en bebidas entre ellos
los edulcorantes ACE, SAC, CIC, ASP y NEO utilizando SPE con cartuchos

Oasis HLB encontrandose las recuperaciones entre 81 y 99% [141].
2.5.1.2.  Edulcorantes en muestras de agua superficial y residual

Aunque la inyeccion de la muestra directamente (tras la filtracién) como
en muestras de bebidas puede utilizarse para el andlisis de muestras de agua,
los limites de deteccién alcanzados (pg/L) no son suficientemente bajos para la
determinacion de estos compuestos en muestras de agua superficial (bajos

ng/L) o residual (ng/L).

La técnica que ha sido seleccionada por miultiples autores para la
extraccion de edulcorantes artificiales en aguas de diversa naturaleza es la SPE.
En la bibliografia esta recogido el uso de diversos cartuchos: adsorbentes
poliméricos de fase reversa (Oasis HLB, Isolute ENV+, HR-X, Bakerbond SDB-1,
Strata X-RP), absorbentes poliméricos de modo mixto (Oasis MAX, Oasis MCX,
Strata X-AW) y adsorbente de base silice de fase reversa (Isolute C18,
Chromabond C18ec) [41]. La seleccion de la fase adsorbente es de gran
importancia ya que los edulcorantes artificiales pertenecen a tres clase quimicas
diferentes (sulfamatos, péptidos y derivados de carbohidratos). Esta tarea estéd
exhaustivamente estudiada en dos trabajos realizados por Zygler y col. [142] y
Scheurer y col. [43] que evaltian una gran variedad de parametros que afectan a
la recuperacién de edulcorantes en la SPE y sus conclusiones se comentan a
continuacién. Cabe indicar que las conclusiones alcanzadas por Zygler y col.
[142] y Scheurer y col. [43] pueden parecer contradictorias ya que Zygler y col.
obtiene mejores recuperaciones con cartuchos de base silice mientras que

Scheurer y col. lo hace con cartuchos de base polimérica.

Scheurer y col. [43] compararon 10 cartuchos de SPE de diferentes tipos
C18 (Isolute C18), poliméricos de fase reversa (Isolute ENV+, Strata X-RP, Oasis
HLB, Varian PPL, Bakerbond SPE SDB-1) y poliméricos de modo mixto (Strata
X-AW, Oasis MAX, Oasis MCX, Oasis WAX) y examinaron el efecto del pH
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sobre las recuperaciones ACE, ASP, CIC, NHDC, SAC, SUC y NEO en aguas
residuales y superficiales. Los mejores resultados de recuperaciéon los
obtuvieron con los cartuchos poliméricos de fase reversa Bakerbond SBD-1 y
ajustando el pH de la muestra a 3, con un rango entre 53 y 113% para aguas
residuales y entre 60 y 102% para aguas superficiales. Sin embargo, los
rendimientos no fueron 6ptimos para todos los compuestos. Para ASP y NHDC
en agua embotellada las recuperaciones fueron del 41% y 59% respectivamente.
Por otro lado, las recuperaciones de ACS, CIC, SAC y SUC parecen descender
con el aumento de la materia orgénica disuelta, es decir, las recuperaciones

descendian en el orden: agua de bebida > agua superficial > agua residual.

Por otro lado, Zigler y col. [142] realizaron un estudio comparativo de
siete adsorbentes con base silice (Chromabond C18ec, Bakerbond SPE
Octadecyl, Bakerbond SPE Pheny, LiChrolut RP-18, Supelclean LC-18,
Discovery DSC-18 y Zorbax C18) y tres poliméricos de fase reversa (Strata X-
RP, Oasis HLB y Bakerbond SPE SDB-1) para la extracciéon de edulcorantes
artificiales de un tampoén acuoso, pero no fue aplicado a muestras reales. Las
caracteristicas de los adsorbentes (estructura, porosidad, didametro de particula,
contenido de carbén, area superficial y existencia o no de “end-capping”) se
correlacionaron con las recuperaciones. Ademas también se estudio6 el efecto del
pH y del tipo de tampoén sobre la recuperacion. Se concluyé que todos los
cartuchos C18 retienen bien los edulcorantes estudiados con eficiencias
alrededor del 95%. Los edulcorantes que presentaron resultados mas bajos en
todos los cartuchos fueron el ACE y el CIC. En los cartuchos poliméricos de fase
reversa Bakerbond SDB1 el ASP y ALI se perdieron totalmente y el NEO
solamente se recuper6 en un 74%. Los cartuchos poliméricos Strata X
presentaron buenas recuperaciones para todos los compuestos del estudio,
mientras que los Oasis HLB presentaron recuperaciones mas bajas. E1 ACE y
CIC se recuperaron en un 74 y 41%, cuando solamente se usaron 60 mg de
adsorbente Oasis HLB, y al rellenar un cartucho con 300 mg de este mismo

adsorbente la recuperacion fue cuantitativa.
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Por otro lado, hay que tener en cuenta que se necesitan elevados factores
de preconcentracion para la determinacion de edulcorantes en agua por lo que
es necesario extraer grandes volimenes de muestra, normalmente entre 50 mL
y 1 L, y eluir con pequefios volimenes entre 3 y 7 mL y en muchos casos
disminuir este volumen final mediante evaporaciéon. Ademads, hay que tener en
cuenta que las muestras de agua residual no pueden concentrarse en tanta
extension como las muestras de agua de bebida debido a la complejidad de la
matriz, particularmente debido a los efectos de matriz que se producen durante

el anélisis mediante HPLC-ESI-MS.

2.5.1.3. Edulcorantes en lodos de depuradora

Existen pocos estudios que determinen edulcorantes en lodos de
depuradora y esto conlleva que existan pocos articulos que desarrollen una
metodologia dedicada a su determinacion en esta matriz. Las técnicas que han
sido aplicadas para la extracciéon de edulcorantes en lodos de depuradora son la
extraccion solido-liquido [45, 46], extraccion con disolventes asistida por
ultrasonidos [143] y PLE [144, 145]. Todos estas técnicas de preparaciéon de
muestra en las metodologias publicadas se combinan con una etapa de
preconcentracion y limpieza del extracto basada en SPE normalmente con

cartuchos Oasis HLB [45, 46] [144, 145].

2.5.2. Anélisis instrumental

Teniendo como base la naturaleza iénica de los edulcorantes artificiales
la mayoria de los métodos de analisis estan basados en RPLC [138, 146-154],
HPLC de intercambio iénico [146, 147, 155] y electroforesis capilar [42, 139, 156-
158]. También se ha aplicado para la separacion de edulcorantes las columnas

HILIC [159].

La técnica mas popular es RPLC que se ha aplicado con diferentes

sistemas de detecciéon, UV-VIS [148-151, 153], dispersion de radiaciéon (ELSD)
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[154] y MS. El uso de UV hace necesaria una etapa de derivatizaciéon para la
determinaciéon de CIC y SUC y ELSD no tiene la sensibilidad necesaria, por lo
que la combinaciéon maés utilizada es HPLC-ESI-MS, tanto en muestras de
alimentos como en muestras medioambientales [43, 44, 47, 53, 56, 160-162]. ASP,
SAC y SUC pueden ionizarse tanto en modo positivo como negativo mientras el
resto de edulcorantes solo se ionizan en modo negativo, por lo que la mayoria
de los métodos utilizan este tltimo modo para la determinacién simultdnea de

todos los edulcorantes artificiales.
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3. OPTIMIZACION COMPUTERIZADA DE SEPARACIONES EN
HPLC

El desarrollo asistido por computador (CAMD) de separaciones por
HPLC fue propuesto por primera vez a inicio de los 70 al mismo tiempo que los
ordenadores empezaron a utilizarse en los laboratorios de quimica analitica y se
vio como una solucién mégica a todos esos problemas de separaciéon que se
venian presentando. El equipo podia realizar las tareas mas dificiles, controlar
los instrumentos, pero la toma de decisiones y el desarrollo de experimentos no.
El primer sistema auto - optimizable fue comercializado por la otrora Dupont y
se le dio el nombre de Sentinel, el cual solucionaba el problema de la
separacion. De ahi en adelante surgié una intensa investigacion en el campo de
la ciencia de la separacion dando origen a avances tedricos esenciales y a
herramientas practicas que se convirtieron en productos comerciales en algunos
casos y en otros solamente quedaron como propuestas econémicas. Después de
40 afos de estudio e investigacion solamente algunas herramientas de software

se encuentran en el mercado y se usan a necesidad.

Sin embargo en la mayoria de laboratorios donde se usa el HPLC de
forma rutinaria, el CAMD no se utiliza para mejorar los métodos de separacion.
Existen varios softwares en el mercado pero la popularidad de los CAMD es
baja. Existen varias explicaciones posibles para esta aparente contradicciéon. En
primer lugar hay que reconocer que los CAMD han seguido siempre las
necesidades del cromatografista. Esto es légico teniendo en cuenta que la
transferencia y adaptaciéon de los métodos de cromatografia a los nuevos
desarrollos instrumentales y teéricos en HPLC son un proceso mas lento, que
requiere una experimentacion cuidadosa y extensa para demostrar su validez.
La consecuencia inmediata de esto es que cuando una herramienta informética
esta disponible, la mayoria de los cromatografistas ya se han acostumbrado a

resolver los problemas y explotar las nuevas posibilidades ya sea por ensayo y
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error o por procesos donde se usan técnicas de optimizacién tradicionales, es

decir totalmente experimental.

Una segunda razén de la limitada aceptacion de los CAMD es que las
herramientas quimiométricas todavia no son muy féciles de usar, y muchos
cromatografistas no se sienten comodos con ellas. Aunque los usuarios pueden
aplicar estas herramientas en la fase final del procedimiento analitico y tratar
los datos generados, son mucho menos receptivos a aplicarlos en la primera

etapa del proceso [163].

En la Figura 10 se resume un esquema de operaciéon practico de una
CAMD. Este esquema es muy similar al usado por los analistas de
cromatografia para desarrollar un procedimiento de separacion con un enfoque
totalmente experimental, excepto que la construcciéon del modelo no es llevada
cabo siguiendo reglas, sino por intuicion, pero siempre basada en el

conocimiento de la cromatografia.

Definir los objetivos del procedimiento

\4

Disenar los experimentos requeridos

!

Llevar a cabo los experimentos disenados

\4

Analizar los datos y procesarlos (Construir el modelo de retencion)

!

Seleccionar las condiciones de operacion 6ptimas

}

Estudio de robustez para el procedimiento

!

Transferencia del procedimiento

Figura 10. Diagrama de flujo de un CAMD
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3.1. Etapas en el desarrollo de un método de HPLC asistido por

computador

3.1.1. Definicién de los objetivos del procedimiento

La industria farmacéutica es el mayor consumidor en el mundo de
instrumentacion de HPLC en sus laboratorios de control de calidad e
investigacion y desarrollo. Lo que tiene que ver con el desarrollo de
procedimientos de separacion en la industria farmacéutica es de preferencia
para los fabricantes de equipos analiticos y softwares de HPLC debido a su alto
consumo. Se hace necesario controlar la pureza de los principios activos
farmacéuticos, el control de materias primas del proceso, los intermedios y
finalmente el producto terminado. En otras palabras, esto implica el control de
los productos de degradacion, las pruebas de ensayo, la identificacion de

metabolitos, entre otros.

Los primeros pasos en la investigaciéon son por lo general los mas
criticos, se debe escoger la mejor columna para la separacion, asi como el pH
optimo de la fase moévil y la temperatura, esta a veces tiene efectos similares a
los cambios en el pH. También se debe seleccionar el modificador orgéanico y las
proporciones a usar, ademads, del perfil de gradiente optimizado. Se hace
necesario finalmente verificar que las condiciones sean robustas y que se

puedan aplicar de forma rutinaria [164].

3.1.2. Disefio de experimentos requerido

El objetivo es completar esta etapa con la menor cantidad de esfuerzo y
por lo tanto con el menor nimero de experimentos posible. La situacién es
diferente cuando el nimero de compuestos a separar se conoce y cuando las
mezclas a ser separadas contienen un namero desconocido de compuestos. Sin
embargo, la mejor opcién, a priori, es utilizar el disefio estadistico de

experimentos (DOE). Este permite la definicién de un grupo de datos los cuales
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permitirdn construir un modelo empirico que relaciona los pardmetros del
instrumento, los factores fisicos y quimicos, las propiedades cromatograficas de
los compuestos que se separan y también evaluar la influencia de cada uno de
los factores que afectan la separaciéon para modelar la superficie de respuesta.
En una segunda etapa, un modelo de superficie de respuesta que considere los
factores identificados como importantes en el proceso de seleccién inicial
permite la localizacion de los valores de los factores que son 6ptimas para la
separaciéon [165]. La metodologia comprende los siguientes pasos: (1) la
seleccion de los factores instrumentales que se sabe que influyen o por lo menos
se presume puedan influir en las propiedades cromatogréficas. Los niveles de
variacién en cada uno de los factores seleccionados también se debe definir en
este etapa; (2 ) la selecciéon de un disefio apropiado para el conjunto de factores
que garantiza la evaluacién de los efectos principales, ( 3 ) la ejecucion de los
experimentos definidos por el disefio aceptados en la anterior etapa y la
aplicacion de andlisis de regresiéon para calcular los coeficientes del modelo
matematico de la superficie de respuesta; (4 ) el uso de este modelo matematico
permite encontrar la respuesta 6ptima en la region delimitada por los intervalos
definidos para cada uno de los factores considerados. Dicha solucion 6ptima se
debe verificar experimentalmente con el fin de validar el modelo. ( 5 ) Si el
resultado de la separacion es satisfactorio el proceso se concluye. Sin embargo,
si no se logran los objetivos propuestos, el proceso se repite, cambiando los

niveles de los factores en el modelo o simplemente adicionando unos nuevos.

3.1.3. Realizacién de experimentos

En esta etapa se busca llevar a cabo los experimentos requeridos para
obtener los datos de retenciéon que serdn usados para la construccion del
modelo de retencién. Independiente de la estrategia usada, el problema es
similar cuando el objetivo es separar los picos en una mezcla o cuando algunos
de estos son de interés particular. El objetivo esencial de esta etapa del proceso

es determinar el nimero de picos en la mezcla y donde cada pico aparece en los

62



OPTIMIZACION COMPUTERIZADA DE SEPARACIONES EN HPLC

diferentes cromatogramas generados de la secuencia de experimentos. La
complejidad de esta etapa va a diferir en funciéon de la complejidad de la mezcla
y de la instrumentacion disponible. Aunque, algunas herramientas de
quimiometria disponibles pueden ayudar bastante al analista de cromatografia
en esta tarea, permitiendo en algunos casos que el proceso sea automatico o

semi automatico.

3.1.4. Analisis y procesamiento de los datos generados (construccion del

modelo de retencién)

En algunos casos, se utilizan procedimientos convencionales, tales como
ajuste de modelos de superficie de respuesta lineal o cuadratica de los datos, de
modo que la retencién de cada pico se modela de forma individual y los
modelos de superficie de respuesta se utilizan para estimar las condiciones
Optimas para la separacion. Aunque en diversos estudios [166, 167] los
investigadores han optado por ajustarse al par critico u otros criterios derivados
directamente de la retencion, generalmente es preferible el modelo de retencion
de picos y luego derivar las magnitudes porque la naturaleza discontinua de la
inmensa mayoria de los criterios hacen que sea muy dificil obtener una

superficie de respuesta manejable.

3.1.5. Seleccion de condiciones de operaciéon 6ptima

Independientemente del procedimiento utilizado para ajustar el modelo
de retencion, la optimizaciéon de la separacion comienza con este modelo, y se
utilizan diversos enfoques para determinar las condiciones 6ptimas, que van
desde las basquedas de redes simples en el espacio de simulacién definido por
el modelo restringido en mayor o menor medida por las condiciones impuestas
por el analista de cromatografia o procedimientos iterativos, con mayor o

menor participacion directa por el analista de cromatografia a procedimientos
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totalmente automaticos que concluyen con la propuesta de una o mas

posibilidades que deben ser verificadas experimentalmente por el operador.

3.1.6. Estudio de la robustez del procedimiento

La robustez es uno de los elementos clave en la validaciéon de los
métodos de separaciéon. La robustez es una medida de la capacidad del
procedimiento para proporcionar resultados que no se vean afectados por los
pequeiios cambios que pueden tener lugar en los pardmetros del
procedimiento. Obviamente en los estudios de robustez, estos cambios son
intencionales y por lo general de mayor magnitud que los previstos en virtud
de la operacién de rutina de las condiciones del procedimiento. Si estos cambios
intencionales demuestran que el procedimiento es robusto, a continuacién, la
aplicacion rutinaria del procedimiento puede llevarse a cabo sin problemas. Sin
embargo, los limites de tolerancia de los diferentes pardmetros que garantizan
el funcionamiento controlado del proceso de separacion deben ser evaluados.
Normalmente, las evaluaciones de consistencia se realizan por DOE. Sin
embargo, como la separacion puede verse afectada por un gran ntimero de
parametros, se utilizan disefios factoriales fraccionados o de Plackett - Burman
(en ambos casos, se utilizan disefios de resolucion III) con el objetivo de reducir

el nimero de experimentos requeridos [168, 169].

Normalmente, los estudios de robustez son conducidos en la etapa de
validacion del procedimiento de separaciéon. Por ejemplo cuando el método se
considera definitivo o semi definitivo. Obviamente, si los resultados del estudio
de robustez demuestran que el procedimiento no es robusto, el tiempo, el
dinero y el esfuerzo invertidos en el desarrollo pueden haber sido
desaprovechados. Es claro que el método se puede re optimizar para establecer

un set final de condiciones que garanticen un suficiente grado de robustez.

Alternativamente, el estudio de robustez puede llevarse a cabo durante

el desarrollo del procedimiento. Es decir, el disefio deberia tener en cuenta la

64



OPTIMIZACION COMPUTERIZADA DE SEPARACIONES EN HPLC

solidez, utilizando un disefio de enfoque QbD [170-172]. Para este fin, el
procedimiento se desarrolla por un disefio experimental adecuado que toma en
cuenta los factores que pueden ser criticos para la robustez, junto con otros
factores que afectan a la separacion. Factores tales como la temperatura, el pH,
la composicién de la fase moévil, el tiempo de ejecucion del gradiente, ademas
del flujo de la fase movil y los porcentajes iniciales y finales del modificador que
generalmente también son importantes. Si el estudio de robustez se lleva a cabo
con el fin de transferir el procedimiento a otros equipos o laboratorios, el tipo
de columna y el tiempo de desfasaje en el instrumento son importantes. Los
CAMD son de gran interés en este tipo de enfoque ya que el esfuerzo
experimental se reduce al minimo y casi sin experimentos, haciendo uso de los

datos obtenidos durante el establecimiento del modelo de retencion.

3.1.7. Transferencia del procedimiento

La transferencia de los procedimientos de separaciéon de un instrumento
a otro, de un laboratorio a otro, o de una columna a otra de diferente longitud o
de diferente didmetro interno o el mantener la fase estacionaria constante para
lograr una separacién mas rapida y eficiente, se pueden realizar mediante

CAMD.

En la préctica, tiene poco sentido la optimizaciéon de un procedimiento de
separacion, si el proceso que implica inversién de tiempo y costo, solamente se
limita a uso exclusivo en el equipo en que se desarroll6. Por definicién, un
método de rutina estd destinado para la distribucién y el funcionamiento en
numerosos laboratorios. Por lo tanto, la transferencia de los procedimientos de
separaciéon debe ser considerada como un paso mds en el desarrollo y la
optimizacion de la separacion. Obviamente, para una transferencia exitosa, el
procedimiento debe haber superado claramente los estudios de robustez. La
transferencia de procedimientos isocraticos es mucho mas simple que la

transferencia de procedimientos de gradiente [164].
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3.2. Programa PREGA

El grupo de investigacion en Cromatografia y Quimiometria
(ChromChem) del Departamento de Quimica Analitica, Nutricion vy
Bromatologia del Instituto de Investigacién y Anaélisis Alimentario (IIAA) de la
Universidad de Santiago de Compostela ha desarrollado un programa
informético denominado PREGA. Esta herramienta informatica consta de un
conjunto de programas que pretenden facilitar el proceso de optimizacién en

sistemas de HPLC.

Se parte de un nuamero pequenio de datos experimentales, capaces de
generar un modelo de retenciéon para una mezcla de compuestos a separar. Este
modelo se utiliza con fines predictivos, logrando realizar optimizaciones
isocrédticas y también de variedad de gradientes (lineales, curvos, multilineales
y escalonados) de cualquier perfil, también se puede manipular la temperatura
a la que se desarrolla la separacion y el flujo de la fase mévil. Es un programa
con una interfaz muy amigable la cual permite abordar optimizaciones de tipo
mas convencional (utilizando funciones de respuesta de tipo CRF) o por
primera vez, realizar optimizacién Pareto en cromatografia liquida. La version

mas reciente disponible ptblicamente (www.usc.es/gcgprega) es la 7.0.

El médulo DM en la version PREGA 7.0 se encarga de todo el trabajo de
manipulacién de los datos de inicializacién y creaciéon de los modelos de
retencion. Podemos entrar a PREGA desde este modulo para generar nuevos

problemas de separacion.

Todas las versiones de PREGA mantienen la misma filosofia, y esto
teniendo en cuenta que cada vez se introducen mejoras que facilitan el manejo
del mismo. Lo que se busca con este programa es generar aproximaciones
sistematicas a la optimizacion de las diferentes separaciones por HPLC. Permite

procesos de aproximacién rapidos (que requieren minimo trabajo experimental

66



OPTIMIZACION COMPUTERIZADA DE SEPARACIONES EN HPLC

previo), y a su vez procesos mas seguros y precisos pero son mas lentos y los

cuales requeriran un mayor trabajo experimental previo.
En PREGA se pueden realizar dos tipos de proyectos:

> Proyectos de tipo I (PREGA convencionales), que utilizan tanto
datos de retencién isocraticos como en gradiente para construir los

modelos de retencion de los picos en la mezcla.

> Proyectos de tipo II, que utilizan solamente gradientes de

“Scouting” para construir los modelos de retencion de los picos.

Las dos opciones son compatibles y estan disefiadas para utilizar todo el
trabajo experimental realizado. Uno de los objetivos en cualquier aproximacion
al desarrollo de métodos asistido por ordenador es limitar al maximo el trabajo
experimental previo, necesario para disponer de los datos de inicializacién que
requiere el desarrollo del modelo de retencién, el cual permitira la simulacién
de las separaciones. Dicho trabajo es funcion del nimero de parametros
incluidos en el modelo, de modo que si solamente nos interesa estudiar la
influencia de la variacién en el contenido de modificador de la fase movil, el
namero de datos necesario es mucho menor que si queremos estudiar ademas,

la influencia del pH y/o de la temperatura, etc.

En muchas ocasiones con nuevas mezclas de compuestos a separar, no es
tacil predecir cuales de estos factores tendran influencia real en la calidad de las
separaciones (es decir, qué parametros nos permitirdn optimizar realmente la
separacion), pero tampoco se sabe si se llega a una solucién suficientemente
satisfactoria. Por tanto, una aproximacién de tipo general, que incluya desde el
principio todos los factores en el modelo y que exija un gran ntmero de
experimentos previos al objeto de disponer de los datos necesarios para ajustar
el modelo es poco recomendable. Por el contrario, es preferible una
aproximacioén de tipo secuencial que aprovechando el trabajo realizado en cada
momento nos permita evaluar con seguridad cual es la influencia de cada

parametro y cuales son realmente las posibilidades de lograr una solucién
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suficientemente satisfactoria. PREGA 7.0 ha sido desarrollado con esta filosofia
y ademds permite explorar este tipo de aproximacién de una forma sencilla y

eficiente.

Los proyectos de tipo II son los mas rdpidos y simples de construir,
requiriendo menor trabajo experimental. Estdn basados en los desarrollos y
ecuaciones publicadas por Snyder y colaboradores a lo largo de varias décadas
de trabajos fundamentales en el desarrollo de la HPLC [173]. Constituyen
ademas la base de los principales programas comerciales para el desarrollo de
métodos asistido por ordenador en HPLC (Drylab, ACD-labs LC-Simulator,

etc.).

PREGA 7.0 incorpora la versién mas simple de estas ecuaciones [174],
requiriendo de esta manera un nimero minimo de experimentos previos. La
aproximacion implica registrar dos gradientes con un amplio intervalo de
porcentajes de modificador para garantizar que todos los picos de la mezcla
eluiran durante el desarrollo de dichos gradientes y realizar estos gradientes
con tiempos diferentes (o lo que es lo mismo, variar la pendiente del cambio del
% de modificador con el tiempo). Los datos de retencién de los picos en estos
gradientes se utilizan para ajustar un modelo lineal simple que relaciona el
logaritmo neperiano de K con el porcentaje de modificador y, por tanto, nos
proporciona un mapa de retenciéon aproximado para cada pico. A partir de ese
mapa de retenciéon se pueden generar simulaciones de las separaciones, bien
utilizando el propio modelo para la elucién en gradientes o bien, calculando los
valores de retencién isocratica y con ellos, los datos de entrada para otros

modelos de simulacién como, por ejemplo, PREGA.

Los proyectos de tipo I son los convencionales de PREGA ya disponibles
en anteriores versiones del programa. Estos modelos se construyen a partir de
datos de retencion en eluciones isocraticas y también de datos de retenciéon en
eluciones programadas [175]. El proceso de generacién de un modelo de
retencion en PREGA asume la utilizaciéon de datos isocraticos para la creacion

del modelo, pero también la ausencia de algunos de tales datos, caso frecuente
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por la elevada retencién de algunos picos a ciertos porcentajes de modificador,

etc.

El proceso de generacion de un modelo de retenciéon para cualquiera de
los picos en la mezcla se realiza en dos etapas. En primer lugar se genera un
modelo de retenciéon “en bruto” utilizando los datos isocraticos disponibles
para ese pico (el nimero de datos disponibles para cada pico, obviamente no
tiene por qué ser el mismo, aunque debera disponerse al menos de tres datos de

retencion para poder ajustar el modelo a un pico).

En la Figura 11 podemos observar el modelo de retencién representado
por la curva roja. En dicha figura, se han dibujado con simbolos diferentes los
datos de retencion isocratica disponibles realmente (cuadrados de color rojo) y
los datos no disponibles, que utilizando el modelo de retencién en bruto, han

sido calculados por extrapolacion.

Programmed elution

simulated

ol
[ 1

Vi % experimental
" %
\\
N
., —
\ g
| N - time
\\\ \\\
0 ~
N
N

J"J

Modifier% =

Figura 11. Ejemplo de un modelo de retencion en PREGA 7.0

Claramente, esos datos extrapolados son poco fiables y podemos
imaginar que el verdadero modelo de retenciéon estard comprendido en un
intervalo que viene representado en el esquema por las lineas de puntos en
color azul. Dicho intervalo serd tanto mas amplio cuanto mas nos alejamos de

los valores realmente experimentales. Esta situacion es completamente habitual
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en modelos de retenciéon calculados a partir de datos de retencién isocratica.
Habitualmente, se renuncia a evaluar el modelo fuera de los limites definidos
por los datos realmente disponibles, lo que convierte el sistema en poco util
puesto que normalmente la region a explorar es mucho mdas amplia que la
cubierta por los datos experimentales. La alternativa utilizada por PREGA tanto
en sus versiones anteriores como en la versiéon 7.0 consiste en validar y re-
calibrar el modelo de retencién en bruto mediante un cierto namero de
gradientes registrados experimentalmente. Este proceso de re-calibracién del
modelo se esquematiza en la parte superior de la figura. En este esquema
superior se representa como se efectia el calculo en PREGA para la retencion
del pico en un programa de elucién cualquiera, teniendo en cuenta que PREGA
siempre transforma los programas de elucién en programas de tipo escalonado
para efectuar los calculos mediante el denominado modelo de escalones
(desarrollado por Cela y colaboradores en 1986 [176] y formalizado a partir de
2000 por Nikitas y colaboradores [177])

Tal y como vemos en el esquema el célculo de la retencion se basa en
estimar la velocidad de avance del pico en la columna en etapas isocraticas
sucesivas que equivalen al programa de gradiente original. Es evidente que no
se dispone de datos experimentales para todas y cada una de esas etapas
(nuevamente, se han sefializado con simbolos diferentes y coincidentes con los
empleados en el esquema del modelo de la parte inferior). Por tanto, lo que se
hace es permitir una cierta variaciéon de los valores de velocidad de pico para
las etapas que no disponen de datos reales y ajustar esos valores para lograr
coincidencia entre los tiempos predichos para la retencion del pico en gradiente
y los medidos experimentales. En la préactica, PREGA utiliza un algoritmo

genético para efectuar este ajuste.

El resultado de este proceso es un modelo de retencion re-calibrado que
permite ajustar tanto la retencion en modo isocrdtico como en modo

programado y que puede permitir simulaciones en un amplio rango de valores
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y con ello, convertirse en una herramienta eficiente para la optimizacién

asistida por ordenador de separaciones en HPLC.

Adicionalmente, y tal como se ha indicado previamente, los gradientes
utilizados por un modelo PREGA convencional para la re-calibracion son los
mismos que el programa propone para calcular modelos SCOUT, de modo que
el trabajo experimental realizado siempre es utilizado de la forma mas eficiente
posible y el proceso de creacion del modelo de retencién resulta asi un proceso
secuencial que va incorporando mas parametros y exigiendo maés trabajo segtin

se va comprobando la necesidad de realizar esos experimentos y no a priori.

Este modelo de retencién es utilizado posteriormente para el desarrollo
del proceso de optimizacion de las separaciones. Tanto el proceso de desarrollo
del modelo de retencion isocratico como la re-calibracién del mismo y el propio
proceso de optimizacion de las separaciones son realizados mediante
algoritmos evolutivos [178, 179], adaptados a cada uno de estos objetivos. En el
caso de la optimizacion de las separaciones, se usan cualquiera de las funciones

de respuesta cromatograficas (CRFs) como funcién objetivo [180].

3.2.1. Aplicaciones del PREGA

Como se mencioné anteriormente El PREGA es una herramienta de
quimiometria que facilita el trabajo a los analistas cuando utilizan
cromatografia liquida, permitiendo a estos mejorar las separaciones
cromatograficas y lograr procesos de desarrollo mds eficientes. Puede ser
aplicado a cualquier tipo de compuesto que se quiera separar. Es decir
compuestos ionizable o no ionizables, polares, etc. Ejemplo de las separaciones
hechas con PREGA encontramos polifenoles, arilaminas, piroretardantes,

edulcorantes, pesticidas y farmacos entre otros [163, 181].
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DISCUSION DE RESULTADOS INTEGRADORA

5. DISCUSION DE RESULTADOS INTEGRADORA

Esta tesis ha investigado la determinaciéon de edulcorantes de alta
intensidad, en su mayoria sintéticos, en muestras medioambientales, de aguas y
lodos, y en muestras de bebidas. Para ello se han investigado diferentes
metodologias de preparacion de muestra, de separacion cromatografica por
cromatografia liquida (HPLC), la detecciéon mediante espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) y finalmente se ha aplicado a muestras reales. A
continuacién se discuten los resultados obtenidos en las diferentes partes del

proceso analitico, asi como tras su aplicaciéon a muestras.
PREPARACION DE MUESTRA

En esta tesis se han considerado tres matrices muy diferentes en cuanto a
niveles de concentracion esperables de los edulcorantes y a su complejidad. Las
muestras menos complejas son las bebidas, donde debido a la sensibilidad del
sistema HPLC-MS/MS vy las concentraciones a medir de estos compuestos
(mg/L) la preparacion de muestra se limita a una desgasificacion (caso de las

bebidas carbonatadas), dilucién y filtracién, obteniéndose buenos resultados, tal

y como se demuestra en el articulo cientifico 3.

En el caso de las muestras de agua residual y superficial, se hace
necesario una etapa de preconcentraciéon previa a la determinacién, porque
aunque las concentraciones son elevadas para estas muestras medioambientales
(en torno a 1 pg/L), no lo suficiente en todos los casos. En el caso de los
edulcorantes, su polaridad tan elevada hace que no sean buenos candidatos
para el uso de técnicas de microextraccion, siendo la extracciéon en fase solida
(SPE) la técnica de referencia. Ademads, no son un grupo de compuestos con una
estructura homogénea, existiendo compuestos neutros, muy acidos e incluso
anfoéteros, lo que implica que obtener un método de SPE satisfactorio es algo

altamente desafiante. Por eso en el articulo cientifico 1, se han evaluado hasta 7

tipos de adsorbentes diferentes de SPE, incluyendo algunos de modo mixto,

que combinan retencién mediante fase reversa y cambio i6nico. Sin embargo,
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los resultados obtenidos demuestran que estas fases de modo mixto no son las
mejores en este caso, debido al diferente caracter dcido/base de los analitos,
algunos de los cuales no se pueden después eluir del cartucho al estar
demasiado retenidos. Por ello finalmente se ha usado un adsorbente Oasis HLB,
que proporciona interacciones de fase reversa e hidrofilicas, pero sin
interacciones iénicas. Por ello el volumen de muestra a percolar debe limitarse a
un maximo de 50 mL. De hecho, investigaciones posteriores [1] a la publicacién

del articulo cientifico 1, han optado también por evitar el uso de cartuchos de

modo mixto, utilizando también finalmente el mismo adsorbente y el mismo
volumen de muestra. Otra alternativa publicada recientemente [2], consiste en
la inyeccién directa de grandes voliumenes de muestra en el HPLC-MS/MS (sin
etapa previa de SPE), pero dicha aproximacioén solo se ha probado para dos de

los edulcorantes y requiere una configuracién especial del equipo de HPLC.

Finalmente, la matriz méds compleja corresponde a los lodos de plantas

de tratamiento de aguas residuales (WWTP) (articulo cientifico 2), ya que

presentan una carga de materia organica muy elevada. Cuando se abordé el
desarrollo del método no existia metodologia especifica para estos compuestos
en esta matriz y se optd por emplear extracciéon con liquidos presurizados
(PLE), debido a su facil automatizacién y la posibilidad de introducir una etapa
de limpieza simultanea a la extracciéon. De hecho otros autores han seguido el
mismo camino posteriormente, empleando también PLE en lodos [3] e incluso
para la determinacion de edulcorantes en pescado [4]. Los resultados obtenidos
indicaron que era posible realizar la extraccién con agua tamponada y
posteriormente concentrar el extracto empleando el método de SPE optimizado

en el articulo cientifico J]. Un aspecto relevante a tener en cuenta es la hidrélisis

del ASP, que ocurre si no se controla bien el pH del tampoén de extracciéon. Sin
embargo, este edulcorante no se ha encontrado finalmente en muestras de agua
ni de lodos, ya que la hidrélisis también ocurre en el propio cuerpo humano

durante su metabolismo y no se excreta ASP como tal, Figura 1.
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[¢]
i o + +  CH;0H
HON o OH on
N HN
H (o] NH;
(o] NH, (o} o

Aspartamo Acido aspartico Fenilalanina Metanol

Figura 1. Productos de la hidrdlisis y metabolismo del ASP [5]

SEPARACION CROMATOGRAFICA

En esta tesis se han evaluado tres tipos de columnas de HPLC: fase
reversa (RPLC), interaccion hidrofilica (HILIC) y modo mixto (MMLC), que
combina RPLC con cambio aniénico y catiénico simultdneamente. Ademas en el
caso de RPLC se han empleado gradientes convencionales de modificador y

ademas gradientes simultdneos de temperatura y modificador.

En realidad, aunque aparece un ultimo lugar (articulo cientifico 4), la

MMLC fue la primera alternativa probada, para un amplio rango de
compuestos de diferentes propiedades (no s6lo edulcorantes). En este trabajo se
demostr6 que era posible la optimizacion computerizada de este tipo de
separaciones tan complejas, debido a todos los mecanismos que tienen lugar.
De hecho las funciones usuales probadas fallaron para modelizar algunos
compuestos y se tuvo que recurrir a funciones Hoerl, con las que se obtuvieron
resultados satisfactorios. Estas columnas de MMLC trimodales (con cambio
tanto cationico como aniénico ademas de RPLC) han demostrado poseer un
gran potencial. Sin embargo, un problema detectado con el tipo de columna
probado fue la falta de robustez, sobre todo comparada con RPLC. Estudios
mas reciente realizados en el grupo de investigaciéon [6] demuestran, sin
embargo, que otros fabricantes han conseguido producir columnas de MMLC

altamente reproducibles, por lo que es una técnica con alto potencial.

En cuanto a RPLC, ha demostrado ser todavia el modo de trabajo de
referencia en HPLC, dando resultados buenos para estos compuestos polares.

De hecho, en el articulo cientifico 1 se comparé con HILIC, empleando una
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columna de tipo Diol. Los resultados demostraron que HILIC es prometedora
para la separacion de compuestos polares, pero es més dificil su optimizacion,
la forma de pico no es siempre la mejor e incluso, a pesar de usar mas
disolvente organico (a priori beneficioso para la ionizacién mediante ESI), los
LOQs obtenidos fueron mejores mediante RPLC. Diversos estudios posteriores
a dicho trabajo han intentado aplicar HILIC para la determinaciéon de
edulcorantes [7, 8]. Por ejemplo Salas et al. [8] compararon dos columnas HILIC
diferentes, una de tipo de silice pura y otra zwiteriénica de tipo
sulfoalquilbetaina, tras un proceso complejo de optimizaciéon. Sus resultados

empleando deteccion con un sistema Orbitrap no fueron mejores que los

obtenidos en el articulo cientifico 1. Con todo, es preferible usar RPLC para la

mayoria de las aplicaciones, por su facil optimizacioén.

Finalmente, en el articulo cientifico 3, se estudid el uso de HPLC de alta

temperatura (HTLC) en separaciones mediante RPLC. La principal dificultad en
este caso es que no es posible usar columnas en base de silice (ej. C18) y hay que
emplear columnas poliméricas o de carbén, ademas de ser necesario disponer
del médulo especifico para trabajar en HTLC. En esta aplicacion, una vez maés el
disponer de la optimizacion computerizada de la separacion es de gran valor,
ya que permite emular miles de gradientes, combinando gradientes de
temperatura y modificador. Inicialmente el objetivo era obtener una separacién
puramente acuosa, sin embargo tres de los edulcorantes (estevidsido, neotamo
y neohesperidina dihidrochalcona) son suficientemente hidréfobicos para
impedir alcanzar dicho objetivo. Por ello se recurrié al uso de pequeiias
cantidades de un disolvente organico benigno con el medioambiente (etanol)
que en HPLC convencional no suele emplearse debido a su alta viscosidad,
pero que el uso de altas temperaturas permite. Para conseguir alcanzar el
objetivo de no usar disolvente organico, seria necesario disponer de columnas
que aguantasen mayor temperatura (la empleada era estable hasta 150°C). Por
otro lado, el uso de tanto disolvente acuso no facilita la ionizacién en ESI, lo que
empeora algo los LOQs respecto a RPLC convencional, pero fueron suficientes

para la matriz empleada. Ademas este inconveniente se puede mitigar en los
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equipos de HPLC-ESI-MS mas modernos, que emplean mayor temperatura y

gas para promover la desolvatacion.
DETERMINACION

Aunque en principio los edulcorantes son compuestos altamente polares
y aparentemente ideales para su determinacion mediante ESI, la sensibilidad
obtenida en algunos casos fue solo aceptable. Este es el caso por ejemplo de la
sucralosa (SUC), ya que al ser simplemente un producto de halogenacién de la
sacarosa comun, no presenta en su estructura grupos especialmente basicos ni

acidos; solamente grupos alcohol alifaticos. Por ello en el articulo cientifico 1 se

obtuvo inicialmente un LOQ de 25 ng/mL cuando se empleaban transiciones
MRM a partir del ion molecular desprotonado. Este LOQ se mejord

substancialmente (unas 60 veces) en el articulo cientifico 2, mediante el uso del

aducto con acetato, como precursor de las transiciones MRM. Posteriormente,
otros autores [2] han usado el aducto con formiato, reportando una mejora de
unas 20 veces. Sin embargo este proceso de seleccion del aducto debe realizarse
con cuidado, ya que es altamente dependiente de la fase moévil empleada, asi
como del instrumento. Por ejemplo, la Figura 2 presenta el espectro de MS de
alta resolucion (HRMS) obtenido con un sistema cuadrupolo - tiempo de vuelo
(QTOF). En él puede observarse que en este equipo el aducto predominante
corresponde al i6n [M+Cl]-. Esto puede atribuirse a posibles impurezas o al
disefio de la fuente del equipo que incluye la nebulizacién de una disolucién de
referencia en continuo para mantener la exactitud de masas. De hecho también

se observa, aunque con menor intensidad la presencia del aducto con formiato.

La presencia del aducto con cloruro ha sido también descrita por Wu y
col. [2] y atribuida a impurezas o a cesién de cloro por otras moléculas de SUC
en la fuente del equipo, aunque de menor intensidad, ya que como se menciona

anteriormente, en su caso el ion seleccionado fue el aducto con formiato.
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Figura 2. Espectro obtenido en el sistema QTOF-MS disponible en el laboratorio para la SUC.

PRESENCIA DE EDULCORANTES EN LAS MUESTRAS

Los métodos desarrollados se han aplicado en mayor o menor medida a

diversas muestras. En el caso de las bebidas (articulo cientifico 3) se analizaron

un total de 25 bebidas compradas en supermercados de la zona. Los analisis
mostraron que estaban correctamente etiquetadas, respecto a los edulcorantes
que contenian, siendo acesulfamo (ACE), ciclamato (CIC), aspartamo (ASP) y
SUC los més empleados. Ademas, en el caso del ASP una de las muestras
contenia una concentraciéon superior a la permitida, mientras que otras 3

rozaban el limite legal.

Su elevado uso en productos alimenticios y su no metabolizacién en el
cuerpo humano hacen que ACE, CIC, SUC y sacarina (SAC) sean compuestos

omnipresentes en las aguas, detectados en el articulo cientifico 1 en

concentraciones de hasta 50 pg/L en aguas de rio e incluso detectables en
regatos en principio poco afectados por contaminacién antropogénica. Su

elevada polaridad y persistencia hace que esto sea algo habitual. Ademas, en el
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articulo cientifico 2 se investigaron lodos de depuradora, siendo detectados en

concentraciones del orden de la centena de ng/g. Sin embargo, una vez
considerado el contenido en agua de los lodos en fresco, se concluy6 que estas
concentraciones provienen del agua que contienen y no de una adsorcién
sustancial en los mismos (de acuerdo con su caracter polar). Dichos resultados
son similares a los anteriores. También estudios posteriores reportan similares
concentraciones y el hecho de que la adsorcién en los lodos no juega un papel

decisivo en su eliminaciéon en las WWTP [3, 9].
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CONCLUSIONES

En esta tesis se han investigado diferentes metodologias analiticas
basadas en cromatografia de liquidos de alta resolucién combinada con
espectrometria de masas (HPLC-MS) para la determinacién de edulcorantes de
alta intensidad, en su mayoria sintéticos, en muestras medioambientales, de
aguas y lodos, y en muestras de bebidas. Las principales conclusiones que se

pueden derivar de la misma son las siguientes:

1. Los edulcorantes son compuestos de elevada polaridad, por lo que es
necesario optimizar cuidadosamente el proceso de extracciéon en fase
solida (SPE) para su determinaciéon en aguas. Entre los distintos
adsorbentes utilizados, el Oasis HLB ha proporcionado los mejores

resultados.

2. La comparaciéon de cromatografia liquida de interacciéon hidrofilica
(HILIC) frente a cromatografia liquida de fase reversa (RPLC) muestrd
que, en general, ambos modos cromatograficos proporcionan una buena
separacion, sin embargo, la RPLC proporcion6 mejores limites de

deteccion (LODs) y cuantificacion (LOQs) y menores efectos de matriz.

3. Los edulcorantes estdn presentes de manera ubicua en las aguas
residuales y superficiales en niveles elevados (ng/L) debido a su alta

polaridad y persistencia.

4. La extraccion con fluidos presurizados (PLE) usando un tampoén acuoso
permite una buena extracciéon automatizada de los edulcorantes de lodos
de depuradora. Posteriormente, estos extractos pueden tratarse como si

fuesen una muestra de agua, mediante SPE.

5. Los edulcorantes estan también presentes en los lodos de depuradora e
niveles de hasta 630 ng/g. Estas concentraciones se deben sin embargo al
agua presente en los lodos y no a una eliminacién por adsorcién en los

mismos.
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6.

10.

11.
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Ni el aspartamo ni la neohesperidina dihidrochalcona fueron
encontrados en las muestras medioambientales, debido probablemente a
que se metabolizan en el cuerpo humano y es posible que también en las

aguas residuales.

La cromatografia de liquidos de alta temperatura (HTLC) permite la
separacion de los edulcorantes presentes en bebidas hipocaléricas de
manera eficiente, reduciendo el consumo de disolvente organico a menos
de 1 mL de etanol por inyeccién. Esto es mucho menos que los varios mL
empleados en métodos convencionales, que usan disolventes maés

toxicos, como metanol o acetonitrilo.

La combinacion HTLC-MS permite la determinacién de los edulcorantes
(se consideraron 9) en bebidas hipocaléricas tras la simple dilucion,

desgasificiacion y filtracion de las muestras, con LOQs entre 0.2 y 33

mg/L.

Tras el anédlisis de 25 bebidas hipocaléricas, se pudo comprobar como en
el caso del ciclamato, una de las 9 muestras que lo contenia presentaba
niveles superiores a los permitidos, mientras que otras 3 estaban en el

limite legal.

El uso de la optimizacién computerizada de separaciones (CAMD) en
HPLC es de gran utilidad, ya que permite obtener de manera eficiente el
6ptimo de separacion y simular miles de gradientes en multiples modos
cromatograficos. En esta tesis se ha empleado en HTLC con una columna

de RPLC, y también en cromatografia de modo mixto (MMLC).

Por primera vez se ha descrito un procedimiento de CAMD en MMLC,
un tipo de cromatografia especialmente complejo, por incluir
mecanismos de RPLC, cambio catiénico y aniénico, y en ciertas

circunstancias HILIC.
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12. Para la CAMD en MMLC se ha recurrido a ecuaciones empiricas de
Hoerl, que han producido resultados con errores de prediccién menores

del 5% en la mayoria de los casos.
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