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Prefacio

Segun el reglamento de la comunidad econémica europea N° 178/2002 del
parlamento europeo y del consejo de 28 de enero de 2002 [1] se define alimento (o
producto alimenticio) como cualquier sustancia o producto destinado a ser ingerido por
los seres humanos, o con probabilidad razonable de serlo, tanto si ha sido
transformado entera o parcialmente como si no. Dentro de alimento se incluyen las
bebidas, la goma de mascar y cualquier sustancia, incluida el agua, incorporada
voluntariamente al alimento durante su fabricacion, preparacién o tratamiento.

Desde un punto de vista biol6gico se pueden definir los alimentos como
aquellos que proporcionan los nutrientes necesarios para el funcionamiento de nuestro
organismo. Los nutrientes estan relacionados con el metabolismo primario de los
organismos vivos y son todas aquellas sustancias que bioguimicamente son
esenciales para su mantenimiento, proporcionando energia y compuestos para la
formacién de las estructuras corporales. Estos nutrientes son las proteinas, los
hidratos de carbono, los lipidos, la fibra, los minerales, las vitaminas y el agua.
Ademas de esta funcion nutricional, el alimento también puede proporcionar
satisfaccion al ser consumido.

A parte de esas funciones conocidas se ha observado que algunos alimentos
son capaces de aportar compuestos no nutricionales derivados del metabolismo
secundario (no esenciales para el mantenimiento de los organismos), que presentan
beneficios en las funciones fisioldgicas del organismo. Existe una interrelacion entre
alimentos y beneficios en la salud y es una evidencia cientifica que ha conducido a la
industria alimentaria, a la comunidad cientifica, a las organizaciones de consumidores
y a las autoridades sanitarias a interesarse por las posibilidades de utilizar los
alimentos para conseguir un buen estado de salud y bienestar, y mantenerlo. Para
conseguir esto una dieta equilibrada es esencial, pero no es suficiente, siendo
evidente la utilidad de ciertos compuestos no nutritivos presentes en los alimentos
para este fin.

Por todo ello naci6 el término de alimento funcional, que se puede definir
como aquel que posee una serie de beneficios mas all4 de su valor nutricional [2]. La

prioridad es identificar estos alimentos y demostrar con fundamentos cientificos la
alegacién (o alegaciones) de salud que se le otorgue. Esas alegaciones pueden ser
propuestas en base a que mejore el estado de salud y bienestar o a que reduzca el
riesgo de padecer alguna enfermedad. El efecto sobre la salud debe ser concreto y
cuantitativamente demostrable, y por lo tanto este efecto se debe poder atribuir a un
compuesto o compuestos pertenecientes al alimento en concreto.

En base a ello las investigaciones han pasado a centrarse mas en la
identificacion de compuestos biolégicamente activos en los alimentos. Se ha
descubierto que muchos de los “alimentos tradicionales” que se consumen, como
frutas, verduras y legumbres, entre otros, contienen estos componentes que pueden
resultar beneficiosos para la salud. Pero ademas de estos se estan desarrollando
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nuevos alimentos en los que se afladen o se aumentan las concentraciones de estos
“‘compuestos funcionales”, y asi generar el valor afiadido de las ventajas para la salud.

Por lo tanto, el interés de esos alimentos y compuestos funcionales va desde
la investigacion de sus posibles efectos beneficiosos en la salud, como en la deteccién
de las sustancias objeto de interés y su cuantificacion, e incluso extraccion para otros
posibles usos.

Entre los compuestos funcionales que mas interés han suscitado en los
ultimos afos, tanto en la comunidad cientifica como entre los consumidores, se
encuentran los llamados compuestos fendlicos, o polifenoles, debido a sus
propiedades antioxidantes, que han demostrado su capacidad para prevenir o
interrumpir las reacciones en cadena que producen los radicales libres; es decir,
reducen el estrés oxidativo, que estd relacionado con diversas dolencias y
enfermedades (cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer...).

A la vista de la actualidad descrita, en esta tesis se ha planteado el uso de
nuevas tecnologias tanto en la extraccion de compuestos fendlicos, como en el estudio
de su estabilidad y en la cuantificacion precisa y rapida de los mismos en diversos
alimentos de origen vegetal.

Los objetivos planteados durante el desarrollo de esta tesis fueron:

a) Estudiar la estabilidad de ciertos compuestos fendlicos presentes en extractos
concentrados, para su posible andlisis posterior o para su uso como aditivo, a lo
largo de un afio y en distintas condiciones de almacenamiento.

b) Estudiar las distintas fases estacionarias de nuevo desarrollo en el analisis por
cromatografia liquida de alta resolucién para la obtencion de métodos de andlisis
cromatogréficos rapidos y precisos para la determinacion de la concentracion de
diversas clases de compuestos fendlicos en diferentes tipos de alimentos.

c) Estudiar el uso de un método de extraccion rapido, novedoso y sencillo para el
analisis de compuestos fendlicos en alimentos.
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1 ALIMENTOS FUNCIONALES

Fue en Japon en la década de los 80 donde se introdujo un nuevo concepto
de alimento, derivado de la evidencia de que para controlar los gastos sanitarios
generados por la mayor esperanza de vida de la poblacién era necesario garantizar
una mejor calidad de vida. Se comprendié que ciertos alimentos no servian solo para
aportar los nutrientes necesarios, sino que también podian servir para mejorar la salud
y reducir el riesgo de contraer enfermedades. Asi fue como nacié el concepto de
alimento funcional [3]. Por ello en 1991 Japon establecio el concepto de “Alimentos
para Uso Especifico en la Salud” FOSHU (Foods for Specified Health Use). Dentro de
este concepto se incluian alimentos autorizados por el Ministro de Salud tras la
presentacion de pruebas exhaustivas con fundamento cientifico que apoyasen la
alegacion (o declaracién) relativa a las propiedades de dichos alimentos relacionadas
con la mejora de la salud cuando son consumidos como parte de una dieta ordinaria.

El interés de los consumidores de todo el mundo por conocer la relacion que
existe entre la dieta y la salud ha aumentado considerablemente en los ultimos afios.
Los consumidores reconocemos en mayor medida que un estilo de vida sano, incluida
la dieta, contribuye a reducir el riesgo de padecer enfermedades y dolencias,
manteniendo el estado de salud y bienestar. Tanto el apoyo que se da a alimentos
como frutas, verduras y cereales integrales en relacién a su posible contribucién en la
prevencion de ciertas enfermedades, como las evidencias cientificas que relacionan
dieta y salud contribuyen a impulsar el mercado de los alimentos funcionales. Ademas
debido a los cambios socioeconémicos y demogréaficos que se dan en la poblacion,
aumentando la esperanza de vida, y por lo tanto el incremento de la poblacion
anciana, hacen que se desee gozar de una mejor calidad de vida y de que aumenten
los costes sanitarios, lo que hace que gobiernos, investigadores, profesionales de la
salud y la industria alimentaria busquen la manera de controlar estos cambios de la
forma mas eficaz [2-4].

Ya se han estudiado muchos alimentos y su relacién con los posibles efectos
beneficiosos en la salud (tabla 1 y figura 1), pero es necesario tener control sobre las
declaraciones sobre salud que se hagan de ellos, protegiendo al consumidor de
posibles falsedades o confusiones y que pueda apoyar a la industria en el desarrollo
de nuevos productos. Por ello la Unién Europea cred una Comisién Europea de Accion
Concertada sobre Bromatologia Funcional en Europa (Functional Food Science in
Europe, FUFOSE), coordinada por el Instituto Internacional de Ciencias Bioldgicas
(International Life Sciences Institute, ILSI), cuyo objetivo era desarrollar y establecer
un enfoque cientifico sobre las pruebas que se necesitan para respaldar el desarrollo
de productos alimenticios que puedan tener un efecto beneficioso en la salud, o
reducir el riesgo de que se desarrolle una enfermedad [2, 5].
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Tabla 1.

salud [6].

ALIMENTO
FUNCIONAL

Leches
enriguecidas

Yogures
enriguecidos

Leches
fermentadas

Zumos
enriquecidos

Cereales
fortificados

Pan
enriquecido
Margarinas
enriquecidas

Sal yodada

COMPONENTE
FUNCIONAL

Con acidos grasos
omega-3

Con &cido oleico

Con acido félico

Con calcio

Con vitaminas A 'y
D
Con fésforo y cinc

Tipos de alimentos funcionales en Espafa y posibles efectos beneficiosos en la

POSIBLES EFECTOS EN LA SALUD

Contribuyen a reducir el riesgo de enfermedad
cardiovascular, de ciertos tipos de cancer y mejoran el
desarrollo del tejido nervioso y las funciones visuales.
Pueden reducir los procesos inflamatorios.

Ayudan a reducir la concentracién de colesterol en
sangre y el riesgo de enfermedad cardiovascular.
Pueden disminuir malformaciones en el tubo neural y
ayudan a reducir el riesgo de enfermedad
cardiovascular.

Ayudan al desarrollo de huesos y dientes. Intervienen
en la transmision nerviosa y los movimientos
musculares. Pueden prevenir la osteoporosis.
Favorecen la funcion visual y la absorcién del calcio,
respectivamente.

Ayudan al desarrollo de los huesos y mejoran el
sistema inmunolégico

Con calcio

Con vitaminas Ay
D

Ayudan al desarrollo de huesos y dientes. Intervienen
en la transmisién nerviosa y los movimientos
musculares. Pueden prevenir la osteoporosis.
Favorecen la funcion visual y la absorcién del calcio,
respectivamente

Con acidos grasos
omega-3y acido
oleico

Con bacterias
probidticas
especificas

Contribuyen a reducir el riesgo de enfermedad
cardiovascular, el riesgo de ciertos tipos de cancer y
mejoran el desarrollo del tejido nervioso y las funciones
visuales. Pueden reducir los procesos inflamatorios.
Favorecen el funcionamiento del sistema
gastrointestinal y reducen la incidencia y la duracién de
las diarreas. Mejoran la calidad de la microflora
intestinal.

Con vitaminas y
minerales

Vitaminas Ay D: favorecen la funcion visual y la
absorcion del calcio, respectivamente.

Calcio: ayuda al desarrollo de huesos y dientes.
Interviene en la transmision nerviosa y los movimientos
musculares. Puede prevenir la osteoporosis.

Hierro: facilita el transporte de oxigeno en la sangre.
Puede prevenir la apariciéon de anemias.

Con fibray
minerales

Fibra: Ayuda a reducir el riesgo de cancer de colony de
mama. Mejoran la calidad de la microflora intestinal.
Hierro: Facilita el transporte de oxigeno en la sangre.
Puede prevenir la aparicién de anemias.

Con acido félico

Puede disminuir malformaciones en el tubo neural y
ayuda a reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular.

Con fitoesteroles

Ayudan a disminuir la concentracidn de colesterol en
sangre y el riesgo de enfermedad cardiovascular.

Con yodo

Facilita la fabricacion de hormonas tiroideas,
imprescindibles para un desarrollo fisico y psiquico
normal y evitar disfunciones tiroideas.
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Figural. Ejemplo de algunos alimentos funcionales vendidos en Espafia actualmente.

El proyecto FUFOSE se centr6 en seis areas de la ciencia y de la salud: el
crecimiento, el desarrollo y la diferenciacion; el metabolismo de los sustratos; la
defensa contra especies oxidativas reactivas; los alimentos funcionales y el sistema
cardiovascular; la fisiologia y funcion gastrointestinal; y los efectos de los alimentos en
el comportamiento y el rendimiento psicolégico. El documento final fue publicado en el
British Journal of Nutrition [5]. En él se establecié el concepto de alimento funcional y
se elabord por primera vez un marco global a fin de justificar las alegaciones que
incluyé una estrategia para la identificacion y desarrollo de los alimentos funcionales y
para la fundamentacion cientifica de sus efectos. En especial, se establecieron dos
tipos de alegaciones para caracterizar a los alimentos funcionales, de mejora de
funcién y de disminucién del riesgo de enfermedad.

Segun la FUFOSE, un alimento puede considerarse funcional cuando se
demuestra adecuadamente que, ademas de sus efectos nutritivos, afecta
beneficiosamente a una o mas funciones del organismo de forma que mejora su
estado de salud y bienestar o reduce el riesgo de enfermedad. Los alimentos
funcionales deben seguir siendo alimentos y deben producir sus efectos en las
cantidades en que normalmente se consumen en la dieta. Pueden ser tanto alimentos
naturales como un alimento al que se le ha afadido o quitado un componente
mediante procesos tecnolégicos o biolégicos, o se ha modificado la biodisponibilidad
de uno 0 mas componentes, 0 ambas situaciones [4].
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Con el fin de evaluar el fundamento cientifico de las alegaciones se elaboré
otro proyecto presentado por la Comision a mediados del afio 2003, conocido como el
Proyecto PASSCLAIM - Process for the Assessment of Scientific Support for Claims on
Foods-, para crear un etiguetado adecuado de los productos alimentarios con
alegaciones de “propiedades saludables” [7].

La Comunidad Europea elaboré en diciembre de 2006 el Reglamento 19/24
[8] en el que se regula la comercializacién de productos que tienen algun beneficio, es
decir, los alimentos funcionales, exigiendo que la comercializacién de los mismos esté
avalada por estudios cientificos que justifiquen las declaraciones nutricionales o de
salud (health claim). Se definen estas declaraciones como todo mensaje o reclamo
publicitario que afirme, sugiera o dé a entender que un alimento posee unas
determinadas ventajas nutricionales, saludables o de reduccién del riesgo de
enfermedad. Para cualquier declaracién es necesario un fundamento cientifico, es
decir, deberan basarse en pruebas cientificas sobre cudl es el agente, o componente,
beneficioso y qué efectos produce [2, 4, 9].

Por ello es necesario el conocimiento de los posibles compuestos e interacciones que
convierten a un alimento en un alimento funcional, y como actian a favor de las
declaraciones que se puedan alegar. Ademas, una vez se dispone de la evidencia
cientifica sobre el efecto beneficioso de un determinado componente, aunque no es
obligatorio realizar por parte de la empresa productora nuevos estudios, si que se
debe demostrar que ese componente esta contenido en el alimento en la cantidad
suficiente para producir el efecto declarado, asi como su biodisponibilidad [4]. Por lo
tanto el conocimiento de esos “compuestos funcionales”, su quimica, biodisponibilidad,
extraccién y cuantificacién es prioritario en el estudio y desarrollo de nuevos alimentos
funcionales, asi como en el de los ya conocidos.

10
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2 COMPUESTOS PRESENTES EN LOS ALIMENTOS
FUNCIONALES: FITOQUIMICOS

Entre los compuestos de los alimentos funcionales con posibles efectos
beneficiosos en la salud méas destacables se encuentran los denominados
fitoguimicos. Se trata de sustancias que aparecen en las plantas que estan
relacionados principalmente con la defensa de la planta/semilla contra agresiones
externas (luz UV, insectos, hongos, bacterias, dafio fisico, etc...). También estan
relacionados con la atraccion de polinizadores o dispersores de frutos, y muchas
veces también influencian las propiedades sensoriales (color, olor, sabor...) de las
mismas como alimento. Este término generalmente se utiliza para referirse a aquellos
compuestos derivados del metabolismo secundario de plantas que son biol6égicamente
activos y que proporcionan ciertos beneficios en la salud, pero no son nutrientes
esenciales para la vida, al menos a corto plazo. Se estima que puede haber unos
10.000 fitoquimicos diferentes en la naturaleza que pueden intervenir en la prevencion
de enfermedades como cancer, infartos...[10, 11]

Se les puede clasificar en base a su funcién y sus caracteristicas en tres
grandes grupos: terpenos, tioles y fenoles.

2.1 TERPENOS

Se trata de compuestos hidrocarbonados derivados de la polimerizacion del
isopreno, un compuesto de 5 atomos de carbono con dobles enlaces conjugados
(figura 2).

Entre los compuestos obtenidos tras la polimerizacion del isopreno algunos
de los mas relevantes son:

) Carotenoides: son los pigmentos responsables del color rojo amarillo y
anaranjado de las frutas y vegetales. El mas conocido es el B-caroteno, que se
encuentra en casi todas las frutas y hortalizas de color anaranjado, asi como en
las verduras de hojas verdes, siendo un precursor de la vitamina A. Los efectos
sobre la salud van desde su actuacién como provitaminicos y antioxidantes, hasta
su efecto protector frente a la fotosensibilizacion, frente a ciertos canceres y
enfermedades cardiovasculares [12-16].

o Saponinas: se encuentran sobre todo en las legumbres. Al principio se les
consideraba nocivas para la salud porque pueden atacar a los glébulos rojos de la
sangre, pero actualmente destacan por sus propiedades beneficiosas para la
salud tales como su efecto antiinflamatorio, frente a ciertos céanceres, reduce el
colesterol en sangre y poseen actividad antiviral [17-19].

11
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Carotenoides

_ Polimerizacion

Isopreno

HO

Figura2.  Estructura simplificada del compuesto isopreno y estructuras de algunos
carotenoides, saponinas y fitoesteroles derivados de la polimerizacion del

isopreno.

o Fitoesteroles: Se encuentran principalmente en las semillas oleaginosas como
las de girasol, sésamo y soja. Su estructura quimica es bastante parecida a la del
colesterol, pero su efecto es el contrario, puesto que puede disminuir el nivel de
colesterol en sangre. Ademéas muestran un efecto protector frente a enfermedades
cardiovasculares [20-22].

2.2 TIOLES

Se trata de compuestos organosulfurados, como los indoles, ditioltiones,
isotiocianatos y sulfuros de alilo. Se encuentran en los vegetales de la familia de los
cruciferos (brdcoli, coliflor, repollo, berros, col de Bruselas, berza), en el ajo, la cebolla,
la mostaza y ciertas frutas citricas.

Se les relaciona con una menor incidencia de ciertos canceres, como el de
pulmén, estbmago, colon y recto, puesto que parecen prevenir la activacion de los
carcinégenos [23-26].
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2.3 FENOLES

Son compuestos que poseen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos directamente
a un anillo aromatico. El fenol, donde el anillo aromatico es un anillo de benceno con
un grupo hidroxilo unido (figura 3), es la estructura en la que se basa este grupo
heterogéneo que consta con mas de 10.000 compuestos diferentes.

(@) OH
Acido
protocatéquico Acido =
\ p-cumarico
Flavanona . \
' OH
: | /O\OH

Resorcinol

Figura 3.  Estructura del fenol (en el centro) y de algunos ejemplos de compuestos fendlicos.

Se encuentran en una gran variedad de frutas, verduras y legumbres.

Los efectos beneficiosos para la salud se les atribuyen por sus propiedades
antioxidantes que previenen enfermedades cardiovasculares, ciertos canceres y
algunas enfermedades neurodegenerativas. Ademas algunos tienen propiedades
fitoestrogénicas y actividad frente a toxinas y patdgenos [27-32].

A lo largo de esta introduccién se va a ahondar en el estudio de estos
compuestos fendlicos, en concreto aquellos que van a ser objeto de estudio de esta
tesis.

13
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3 COMPUESTOS FENOLICOS

3.1 CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Como se ha expuesto anteriormente los compuestos fenolicos son aquellos
gue poseen un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico; existen numerosos
compuestos de este tipo en las plantas, en las que se encuentran incluso moléculas de
esta familia con varios anillos aroméaticos unidos a grupos hidroxilo, denominados
polifenoles. En la naturaleza estos compuestos se encuentran como compuestos libres
0, mas habitualmente como ésteres o glucésidos de los mismos. Por lo tanto para
clasificar esta extensa y variada familia de compuestos existen numerosas
acepciones. En este caso se van a clasificar en base al nimero de carbonos en la
molécula segun Harborne y Simmonds [33-35] como se puede observar en la tabla 2.
Ejemplos de las estructuras de cada compuesto fendlico se muestran en la tabla 3.

Los compuestos fendlicos son los principales responsables de las
caracteristicas sensoriales de los alimentos vegetales. Algunos aparecen en la
mayoria de los vegetales y otros son especificos de algunos de ellos [27]. Dentro de
los compuestos fendlicos dos de los grupos mas importantes son los acidos fendlicos y
los flavonoides, tanto por su gran nimero de compuestos como por su disponibilidad
en diferentes alimentos.

En las paredes celulares primarias de las plantas el contenido de fenoles es
bajo aunque ciertos acidos fendlicos se han detectado en ellas asociados a los
polisacéaridos estructurales y a la estructura de la lignina [36]. Es muy frecuente
encontrar los acidos cinamicos en las plantas como ésteres del acido quinico o
tartarico; un ejemplo es el 4cido clorogénico, un éster entre el acido cafeico y el acido
quinico, abundante en el café. Los fenoles, también aparecen en diversas plantas,
como las de la familia de la Brassicaceae, o en distintas raices como ésteres formados
con azucares [33, 37].

Los flavanoides son una de las familias mas extensas dentro del grupo de los
fenoles objeto de estudio. En la piel de ciertas frutas se han detectado flavonas,
también en el apio y el peregjil. En las frutas citricas podemos encontrar flavanonas.
Los flavonoles se pueden detectar en frutas como la manzana, los citricos y la uva,
entre otros; también en la cebolla, ya sea como aglucona o como derivado glucésido, y
en el té. Los antocianos son los pigmentos de las frutas rojas, y también abundantes
en el vino. Las isoflavonas son abundantes en la soja y en el trébol rojo [38].

14
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Tabla 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos en base a su nimero de carbonos en la
estructura.

Numero de carbonos Clase de compuesto

Fendlicos simples.

Acidos fendlicos y derivados.

Acetofenonas y acidos fenilacéticos.

Acidos cinamicos y sus derivados aldehido y alcohdlicos.

Cumarinas e isocumarinas.

Chalconas, auronas y dihidrochalconas.

Flavonoides.
Flavona
Flavanona
Flavanonoles

Flavanoles
Flavonol
Isoflavona
Antocianidinas
C30 Biflavona
C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzofenonas, xantonas y estilbenos.
C6, C10, C14 Quinonas.
C18 Betacianinas.

Slelarelglolsfial=lel e lp=lalolsi Dimeros u oligomeros.

Lignina Polimeros.

Taninos Oligoméros o polimeros.

Flobafenos Polimeros.
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Tabla 3. Clasificacion de los compuestos fendlicos y algunos ejemplos de cada uno y su estructura.

Numero de carbonos

Clase de compuesto

Fenolicos simples.

Ejemplos

Resorcinol

Estructura

Acidos fendlicos y derivados.

Acido protocatéquico

o

Acetofenonasy acidos fenilaceticos.

2-hidroxiacetofenona

OH
o
N\
o
oH

Acidos cinamicos y sus derivados aldehido
y alcohdlicos.

Acido p-cumarico

(6]
0}

H

AV

o

Cumarinas e isocumarinas.

Umbelliferona

HO

_ (0] O

Chalconas, auronasy dihidrochalconas.

Buteina

HO,

OH
H
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Tabla 3.Cont. Clasificacion de los compuestos fendlicos y algunos ejemplos de cada uno y su estructura.

Numero de carbonos

C6-C1-Cg, C6-C2-C6

C6,C10, C14

Lignanos, neclignanos

Lignina

Taninos

Flobafenos

Clase de compuesto Ejemplos Estructura
Biflavona Ginkgetin
HO,
O
Benzofenonas, xantonas y estilbenos. Resveratrol O 7

Quinonas.

2.6-dimetoxibenzoquinona

Betacianinas.

Betanidina

Dimeros u oligémeros.

(+)-pinoresinol

Polimeros.

Oligoméros o poliméros.

Procianidina B,

Polimeros.
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3.2 BIOSINTESIS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se sintetizan en las plantas a partir de la
fenilalanina que se sintetiza a través de la via del &cido siquimico, el cual es un
precursor de la biosintesis de varios aminoacidos a través del acido corismico [33, 34,
37, 39, 40]. Un esquema de la biosintesis de los principales compuestos fendlicos se
muestra en la figura 4.

Las enzimas involucradas en esta sintesis se muestran abreviadas en azul en
la figura 4 y son, por orden alfabético:

o ACTs: acetil transferasas.

o ANR: antocianidina reductasa.

. ANS: antocianidina sintasa.

o C4H: cinamato-4-hidroxilasa.

o CHI: chalcona isomerasa.

) CHR: chalcona reductasa.

o CHS: chalcona sintasa.

o 4CL: 4-cumaroil-CoA ligasa.

o DFR: dihidroxiflavonol 4-reductasa.
. DMID: 7,2’-dihidroxi-4’-metoxiflavanol deshidratasa.
o F3H: flavanona 3-hidroxilasa.

. FNSIy FNSII: flavona sintasa | y 11
o F3'H y F3’5’H: flavonoide 3’ y 3’5’ hidroxilasa.

o IOMT: isoflavona-O-metiltransferasa.
o IFR: isoflavona reductasa.

. I2’H: isoflavona 2’-hidroxilasa.

o IFS: isoflavona sintasa.

o LAR: leucoantocianidina reductasa.
. OMTs: O-metiltransferasa.

o PAL: fenilalanina amonia liasa:

o GTs: glucosil transferesas

o VR: vestitona reductasa.
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OH

= RS
_ - ll - | ~
BAL . CaH ., act () 5 5 35 5 Acidos Fenélicos
.

COCH COOH

COOH COSCoA

Fenil Alanina Cinamato p-cumarato p-cumaroil-CoA

° o o NP . —>> Flobafenos
o_ OH . _ | /‘w\
7/4\(0/1 | i I \‘/Oﬂx
on 4,2’,4’-trihidroxichalcona Chal 4,2’,4°, 6'-tetrahidroxichalcona Luteoforol
Eritrosa-4-fosfato nI_/h\ . alconas Naringenina chaleona Flavan-4-oles
Mlﬁ/ 5 i © eI e
G _ O ‘ F3’H Flavanonas
p—o0 fe) e ) _FH
Fosfoenolpiruvato Liquiritigenina . [
e _ Naringenina Eriodictiol
IFS S ’_
B «h« . ) \¢ 5,7,4’-trihidroxiflavanona ENSI, ENSII \
T ) e
N o

Daidzeina Genisteina

OH \
@
: _ NS @\O_Sqm s
Isoflavonoides = N . mqm. et /H_u_mﬁw:o_mm
& ACTs o o o Taninos
Antocianinas Antocianidinas Flavana-3,4-dioles —ondensados

OH

_|\.|I\|.|\|\.|.>|_|/_|x.\l\|.V s Epicatequina (procianidinas)

Figura 4.

Esquema de las rutas biosintéticas de los principales compuestos fendlicos a través de la via del acido siquimico. En rojo las familias de
compuestos fendlicos y en azul las enzimas involucradas en la sintesis, Los hombres completos de las enzimas se encuentran en el texto previo.

o

2



Introduccion

3.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS Y REACTIVIDAD DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS

Tal y como se ha descrito anteriormente la estructura principal de los
compuestos fendlicos es el fenol (figura 5), que estda compuesto por un anillo
aromatico de benceno unido a un grupo hidroxilo.

OH

Fenol

Figura5.  Fenol, la estructura principal de los compuestos fendlicos.

El anillo aromético de benceno estd compuesto por 6 atomos de carbono.
Cada carbono posee seis electrones de valencia que pueden incorporarse a los
orbitales atémicos como 1s? 2s? 2p?, pero esta configuracion electrénica no explica la
longitud y orientacion de los enlaces entre los carbonos.

Lo que explica tanto el &ngulo como la longitud de enlace es la hibridacion de
orbitales s y p. Si entre los carbonos se diese una hibridacién sp® el &ngulo de enlace
seria de 109,5° y la longitud de enlace de 1,54 A, en cambio si se diese una
hibridacién sp? el angulo seria de 120° y la longitud de 1,34 A. Sin embargo, en el
anillo aromatico de benceno la longitud del enlace carbono-carbono es de 1,39 A para
los seis enlaces que hay, lo que supone una longitid intermedia entre la hibridacion sp?
y sp>. Su angulo es de 120°, lo que concuerda con la hibridacién sp?. Estos valores se
explican considerando que todos los carbonos tienen una hibridacién sp? y un orbital p
donde reside un electrén que es el encargado de formar los dobles enlaces (figura 6) y
el que hace que por su presencia la longitud de enlace se distorsione de la esperada
en una hibridacién sp? convencional. [33]

Figura 6.  Orbitales del carbono en un anillo de benceno. Tres orbitales S|o2 y un orbital p.
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Dichos orbitales p estan por encima y por debajo del plano horizontal formado
por los enlaces sencillos entre los orbitales sp? (figura 6 y 7) y se pueden dar las dos
posibilidades de dobles enlaces que se muestran en la figura 7. Ambas posibilidades
son vélidas y como no pueden darse las dos a la vez lo que ocurre es que los
electrones de los orbitales p (seis en total) forman conjuntamente un sistema pi (de
doble enlace) que adquiere la forma de un anillo con dos regiones, una por encimay la
otra por debajo del plano de los enlaces sigma (enlace sencillo), tal y como se muestra
en la figura 7. [33]

Figura7. Imagen esquematica de la posicion de los electrones que ocupan los orbitales p
de los carbonos en el anillo de benceno. Las dos posibles estructuras del anillo de
benceno y su forma resonante.

Por lo tanto existe una deslocalizacion de los electrones en los carbonos del
benceno siendo la estructura real del mismo aquella donde se muestra un circulo para
representar esta deslocalizacion, es lo que se denomina aromaticidad. Aunque para la
explicacion de las distintas reacciones que se pueden dar no es posible usar este
diagrama, se suelen usar cualquiera de las dos estructuras mesdémeras que la
componen.

Esta deslocalizacién de electrones es energéticamente favorable por lo que
siempre que se produce cualquier reaccion, la molécula tiende a volver a la
aromaticidad. Por lo tanto la aromaticidad es lo que afecta a la reactividad de estos
compuestos. En los compuestos aromaticos no son faciles las reacciones de adicion
donde el doble enlace se transforma en un enlace sencillo. Las reacciones mas
comunes en los compuestos aromaticos son las de sustitucion [33].

Otro aspecto a tener en cuenta en estos compuestos es la estructura
tridimensional de la misma, ya que esto afecta tanto a la reactividad quimica como a la
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biolégica. El anillo de benceno es plano, pero en los flavonoides hemos visto que hay
dos tipos de moléculas segin se encuentre los anillos aromaticos unidos a un
heterociclo con doble enlace o no. Esta diferencia se observa con las moléculas de
flavanonol y flavona que se muestran en la figura 8 [33].

,/‘\\
ol \’\
B /T\\\\ ///O g /J\\\}\\',/

Figura 8.  Estructuras del flavanonol, a la izquierda, y la flavona, a la derecha.

En el caso del flavanonol el anillo central no es plano, siendo los angulos
entre sus enlaces de 109,5°, correspondientes a una hibridacién sp®, lo que hace que
la molécula sea tridimensional. En cambio en la molécula de flavona el doble enlace
del anillo central hace que los angulos de enlace sean de 120°, hibridacién sp?, y toda
la molécula sea plana.

Sin embargo, los compuestos fendlicos deben su reactividad también al grupo
hidroxilo unido al anillo bencénico. Ese grupo hidroxilo tiene la capacidad de ceder su
hidrégeno como protdn en disolucién, por lo que se trata de un acido [33]. La acidez de
los compuestos fendlicos en general es débil, pero mayor que la de los compuestos
con grupos hidroxilo unidos a una cadena alifatica. La razén de esta acidez es que al
capturar el proton se forma un anién que se estabiliza por diversas formas mesémeras
como se observa en la figura 9.

H
0O B 06 ' :0: 0 :0: ]
2 /4\\:\-\_\ ~ - /Jt}\ : //L\ - M\\ i 2 //I N
T Neou | ff 1 e e
.»4 ~ o 2 ~ o —— ~
\\5—7( \\\ = \\/-// e~ RS

— \'::) -

Figura9. Reaccion acido-base del fenol. Se muestran las diferentes formas mesoméricas
del ani6n formado.

La acidez del fenol es de un pKa de 10, un valor intermedio entre la acidez del
acido carboxilico (pka = 4-5) y la del alcohol alifatico (pKa = 16-19) [33]. Esta acidez se
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ve influenciada por los sustituyentes del anillo aromatico, entre los que se pueden
encontrar glucésidos, hidrégenos, hidroxilos, maloniles, metilos y grupos sulfurados

[39], los cuales cambian la acidez del compuesto fendlico segun estabilicen o
desestabilicen el anion resultante.

Que cambien la acidez significa un cambio en la hidrofilia de la molécula y
con ello sus propiedades bioldgicas y sus propiedades de solubilidad, algo importante
a la hora de realizar extracciones de compuestos fendlicos, ya que las diferencias en

la acidez e hidrofilia nos permiten extracciones selectivas de ciertos compuestos
fendlicos frente a otros.

Los flavonoides no se suelen encontrar en la naturaleza como agluconas, sin
sustituyentes, tan sélo los flavanoles aparecen como tal en proporciones considerables
[39]. Lo més frecuente es encontrar los compuestos fendlicos como glucésidos. La
glucosilacion aumenta la polaridad de las moléculas de flavonoides, por lo que se
almacenan en las vacuolas de las células vegetales, y se suelen encontrar en las
hojas, flores y partes externas de las plantas como la piel o la cascara. Lo mas
frecuente es una glucosa unida al flavonoide, aunque también se da la unién con la
arabinosa, galactosa, lignano, ramnosa y xilosa [39]. En la figura 10 se muestran los

puntos mas frecuentes de formacion de enlaces C- y/o O-glucosilacién y también los
mas frecuentes de hidroxilacion [40].

P

e
e

~

__——? S
—
~
S

Isoflavona Flavona

------ > Puntos mas frecuentes de C- y/o O-glucosilacion
—> Puntos mas frecuentes de hidroxilacion

Figura 10. Esquema de los puntos mas frecuentes de glucosilacion e hidroxilacion para los
flavonoides.

Pero ademas de lo visto hasta ahora en los compuestos fendélicos también se
pueden dar otro tipo de interacciones por su estructura tales como:

. Enlaces de hidrégeno.

Se producen tanto intermoleculares como intramoleculares. Los puentes de
hidrégeno son debidos a que un elemento electronegativo esta unido a un
elemento més electropositvo, aumentando su reactividad y provocando que se
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una con una union mas débil que un enlace a otro elemento electronegativo
(figura 11). Estos enlaces de hidrogeno provocan que la molécula se estabilice,
disminuyendo la reactividad. Ademéas aumenta la solubilidad en disolventes
alcohdlicos y fomenta la formacién de ésteres y éteres [33].

Yy

\H \\\\\\“O \H \\\\\\\‘O\

Enlaces de hidrégeno

Figura 11. Formacion de enlaces de hidrégeno entre fenoles.

. Complejos con metales.

Los compuestos fendlicos pueden formar complejos con ciertos metales. Esto
resulta de gran importancia en la naturaleza ya que dan lugar a compuestos
responsables de diferentes colores. Ademas, es de gran utilidad la diferente unién
con metales para la identificacion de ciertos compuestos fendlicos, ya que
proporciona diferentes absorciones en el espectro visible [33].

. Esterificacion.

El grupo hidroxilo del fenol puede participar en la formacién de ésteres. Se dan
entre un grupo carboxilico de un compuesto y el grupo hidroxilo de otro
compuesto. En la naturaleza, los ésteres mas comunes son con el acido galico o
el elagico. Uno de los mas comunes es la formacién de ésteres entre el acido
cafeico y el &cido quinico, que son los conocidos como &cidos clorogénicos [33].

. Eteres y glucdsidos.

Los éteres, que es la union de dos compuestos por un enlace de oxigeno, se
encuentran muy a menudo en la naturaleza. EI mas comun es el formado por el
metanol y un grupo con alcohol dando lugar al metiléter. ElI metiléter es muy
estable y poco reactivo. Uno de los éteres mas comunes, a parte del metiléter, es
el formado por glucésidos, y al contrario que el anterior, son susceptibles a la
hidrélisis acida [33].

. Oxidacion del grupo hidroxilo del fenol.

La oxidacién del grupo hidroxilo del fenol es uno de los aspectos mas importantes
de estos tipos de compuestos en biologia. El grupo hidroxilo se oxida por medio
de distintas reacciones entre las que se encuentran la auto-oxidaciéon o la
oxidacion enzimatica. Esta oxidacion es una de los motivos del oscurecimiento de
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los tejidos y del observado en las frutas después de cortarlas. También provoca la
formacion de metabolitos que pueden ser toxicos para animales y plantas, aunque
esos metabolitos también inhiben los microorganismos patégenos. Otra utilidad de
esta oxidacion es la utilizacion de los fenoles como retardantes o antioxidantes
para la prevencion de la oxidacién de los acidos grasos [33].

Captura de radicales, especies reactivas del oxigeno (ROS) vy antioxidante.

Los radicales son especies que poseen un electron libre, desapareado, que es
altamente reactivo. Se forman en las reacciones de oxidacion que forman parte
del metabolismo, pero bajo ciertas circunstancias como estrés medioambiental,
heridas o ataque de un patdgeno, la concentracion de esos radicales libres puede
aumentar por encima de los niveles normales, lo cual es peligroso porque pueden
danar el ADN y las membranas por medio de la reaccién con lipidos y proteinas,
ademds de iniciar otras reacciones en cadena desencadenando nuevos radicales
libres.

Las especies reactivas del oxigeno (reactive oxigen species, ROS) son moléculas
que contienen un atomo de oxigeno y que son altamente reactivas por la
presencia de un radical libre, o por una configuracion electrénica del atomo de
oxigeno con mas electrones de lo normal, como el radical superéxido. Estas
especies reactivas del oxigeno tienen tendencia a convertirse en radicales libres
de hidroxilo. El radical hidroxilo se considera uno de los mas reactivos por su
capacidad de reaccionar con un amplio rango de moléculas y biomoléculas. Estas
moléculas son las responsables de la peroxidacién de lipidos que afecta a la
fluidez de las membranas y a los receptores de las mismas, pudiendo colapsarlas.

Existen varios mecanismos para inactivar los radicales libres y los ROS, uno de
ellos es a través del uso de antioxidantes. Un antioxidante puede reaccionar con
un radical libre, pero no se transforma en otra molécula reactiva al darse la
reaccion ya que estos compuestos son estables en presencia del radical electrén.
Como consecuencia de ello, estos antioxidantes capturan los radicales libres,
sofocan la reaccibn en cadena y evitan los dafios. La estabilidad de los
antioxidantes en presencia del electrén libre es debido a que la molécula tiene
enlaces conjugados donde el electron se puede deslocalizar. Los compuestos
aromaticos en general, y los compuestos fenolicos en particular, son efectivos
antioxidantes [33].
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3.4 DISTRIBUCION DE
ALIMENTOS

LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN

Los compuestos fendlicos son caracteristicos de las plantas en general, y por
ello la ingesta de los mismos puede provenir de diversas fuentes de alimentacién. De
los compuestos fendlicos ingeridos casi dos tercios son flavonoides y el tercio restante
son &cidos fendlicos [37]. Se ha estimado que la media de ingesta diaria de
flavonoides es de 1 gramo por dia en los Estados Unidos [33] y la de &cidos fendlicos
es de 25 mg a 1 gramo al dia [37]. Algunos ejemplos de la diversidad en compuestos

fendlicos encontrados en ciertos alimentos se presentan en la tabla 4 [27, 33, 37-41].

Tabla 4.

Presencia

de compuestos fendlicos en diferentes alimentos. EGC:
epigalocatequina; EGCG: epigalocatequina galato; ECG: epicatequina galato; GC:
galocatequina.

LIRS Uipe e Compuestos detectados
FRUTAS Compuesto
Acidos fendlicos  Acido cafeico
Flavonoles Quercetina, kaempferol y sus derivados glucésidos
Manzana Roja Procianidinas Dimero de procianidina: B 4
Flavanoles Catequina, epicatequina, ECG
Antocianos Cianidina y sus derivados glucosidos
Flavonoles Quercetina y sus derivados glucdsidos
Albaricoque Flavanoles Catequina, epicatequina
Antocianos Cianidina y sus derivados glucésidos
Acidos fendlicos  Acido clorogénico
Flavonoles Quercetina, kaempferol, miricetina y sus derivados
glucésidos
Arandano Flavanoles EGQ, catgquina, epi_c_atequina _
Flavanones Naringenina, herperitina y sus derivados
glucésidos
Antocianos Malvidina, delfinidina, cianidina, petunidina,

Uva negra

Uva verde

Aceituna

peonidina y sus derivados glucésidos

Acidos fendlicos
Flavonoles
Antocianos

Acido gélico, acido protocatéquico

Quercetina, miricetina y sus derivados glucosidos
Cianidina, pelargonidina y sus derivados
glucosidos

Flavonoles
Antocianos

Quercetina y sus derivados glucésidos
Cianidina, peonidina y sus derivados glucésidos

Flavonoles
Procianidinas
Flavanoles
Antocianos

Quercetina, miricetina y sus derivados glucosidos
Dimero de procianidina: By 4

EGC, catequina, epicatequina, ECG

Malvidina, delfinidina, petunidina, peonidina,
cianidina y sus derivados glucésidos

Flavonoles
Procianidinas
Flavanoles
Antocianos

Quercitina y sus derivados glucdsidos
Dimeros de procianidina: B4

EGC, catequina, epicatequina, GC
Malvidina, delfinidina, petunidina, peonidina,
cianidina y sus derivados glucésidos

Flavonoles
Flavonas
Antocianos

Quercetin y sus derivados glucésidos
Luteolina, apigenina y sus derivados glucdsidos
Cianidina y sus derivados glucésidos
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Tabla 4 (cont.).

Presencia de compuestos fendlicos en diferentes alimentos.

EGC:

epigalocatequina; EGCG: epigalocatequina galato; ECG: epicatequina galato; GC:
galocatequina.

ALIMENTO

FRUTAS
Naranja de sangre

Naranja

Tipo de
Compuesto Compuestos detectados
Antocianos Cianidina, delfinidina y sus derivados glucésidos
Flavonoles Quercetina y sus derivados glucésidos
Flavanonas Naringenina, herperidina y sus derivados

glucosidos

Procianidinas

Dimeros de procianidina: By4

Melocotén

Pera

Granada

Flavanoles Catequina, epicatequina, ECG

Antocianos Cianidina y sus derivados glucésidos
Antocianos Cianidina, peonidina y sus derivados glucésidos
Antocianos Delfinidina, cianidina, pelargonidina y sus

derivados glucésidos

Frambuesa

Procianidinas

Dimeros de procianidina: B4

VEGETALES

Flavanoles EGC, catequina, epicatequina

Antocianos Malvidina, delfinidina, cianidina, pelargonidina y
sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetin, kaempferol y sus derivados glucésidos

Procianidinas Dimeros de procianidina: B4

Flavanoles EGC, catequina

Antocianos Cianidina, pelargonidina y sus derivados
glucésidos

Flavonas Luteolina y sus derivados glucésidos

Flavanonas Naringenina, hesperidina y sus derivados
glucésidos

Flavonoles Quercetina, kaempferol, miricetina y sus derivados

Procianidinas

glucésidos
Dimeros de procianidina: B4

Esparrago

Lechugaroja

Lechuga

Cebollaroja

Rabano rojo

Pimiento chili verde

Pimiento chili rojo

Tomate

Judia verde

Soja

Grano de cacao

Flavanoles EGC, catequina, epicatequina, GC

Antocianos Cianidina, peonidina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina y sus derivados glucésidos

Flavona Luteolina y sus derivados glucésidos

Antocianos Cianidina y sus derivados glucosidos

Flavonoles Quercetina y sus derivados glucésidos

Flavonas Luteolina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina, kaempferol y sus derivados glucésidos

Antocianos Cianidina, pelargonidina y sus derivados
glucésidos

Antocianos Cianidina, peonidina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina y sus derivados glucdsidos

Flavonas Luteolina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina y sus derivados glucdsidos

Flavonas Luteolina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina, kaempferol y sus derivados glucdsidos

Flavanonas Naringenina y sus derivados glucésidos

Flavonoles Quercetina, kaempferol y sus derivados glucdsidos

Flavanoles EGCG, ECG

Isoflavonas Daidzeina, gliciteina, genisteina y sus derivados

Antocianos Cianidina y sus derivados glucésidos
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Tabla 4 (cont.).

Presencia de compuestos fendlicos en diferentes alimentos.

EGC:

epigalocatequina; EGCG: epigalocatequina galato; ECG: epicatequina galato; GC:
galocatequina.

ALIMENTO
BEBIDAS

Tipo de
Compuesto

Flavonoles

Compuestos detectados

Quercetina y sus derivados glucésidos

Dimeros de procianidina: B 4

Catequina, epicatequina

Naringenina, hesperidina y sus derivados
glucosidos

Quercetina, kaempferol y sus derivados glucésidos

Dimeros de procianidina: By.4

EGC, catequina

Quercetina, kaempferol y sus derivados glucésidos

Quercetina y sus derivados glucésidos

Naringenina, herperidina y sus derivados
glucésidos

Procianidinas
Zumo de manzana Flavanoles
Flavanonas
Flavonoles
7Aoo SHINVERGIET[er=0  Procianidina
Flavanolas
Flavonoles
Flavonoles
Zumo de naranja Flavanonas
Flavonoles

Quercetina, kaempferol, miricetina y sus derivados
glucosidos

Té negro —
9 Procianidinas

Dimeros de procianidina: By4

Flavanoles

EGC, catequina, epicatequina, EGCG, ECG, GC

. . Flavonoles
Té descafeinado

Quercitina, kaempferol, miricetina y sus derivados
glucésidos

Flavonoles

Procianidinas
Flavanoles

Quercetina, kaempferol, miricetina y sus derivados
glucosidos

Dimeros de procianidina: B4

EGC, catequina, epicatequina, EGCG, ECG, GC

Flavonoles
Procianidinas
Flavanoles

Cerveza

Quercetina, kaempferol y sus derivados glucdsidos
Dimeros de procianidina: B4
Catequina, epicatequina, GC

Flavonoles

. . Procianidinas
Vino rojo

Quercetina, kaempferol, miricetina y sus derivados
glucésidos

Dimeros de procianidina: B4

EGC, catequina, epicatequina, GC

Naringenina, hesperidina y sus derivados
glucosidos

Flavanoles
Flavanonas
Café Acidos fendlicos

OTROS
Chocolate negro Procianidinas
Flavanoles

Acidos clorogénicos, acido p-cumarico

Dimeros de procianidina: By 4
Catequina, epicatequina

Procianidinas
Chocolate con leche
Flavanoles

Dimeros de procianidina: By 4
Catequina, epicatequina

En la tabla 4 aunque no se encuentran todos los alimentos que el ser humano
ingiere queda patente la diversidad de fuentes de compuestos fendlicos presentes en
la dieta diaria. Ademas hay que tener en cuenta que la ingesta de compuestos
fendlicos es diferente segun el pais de origen, ya que por ejemplo el té verde es la
principal fuente de flavonoides en Japo6n, mientras que en Finlandia son las frutas y
verduras [39].

Los &cidos fendlicos son abundantes en todos los alimentos, y no estan
distribuidos homogéneamente en las plantas ya que aparecen asociados a otros
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compuestos, como por ejemplo el acido ferudlico que suele estar asociado a la fibra
dietética, el &cido cafeico que suele formar ésteres con el acido clorogénico, o el acido
gélico formando ésteres con otros compuestos fendélicos como los flavanoles [37, 38].

En las frutas en general los flavonoides mas abundantes son los flavanoles,
flavonoles y procianidinas. En los citricos las predominantes son las flavanonas y las
flavonas. Los flavonoles se encuentran sobre todo en la piel de las frutas, y el mas
abundante de ellos es la quercetina. De todos los compuestos detectados y
cuantificados en frutas los mas abundantes son los flavanoles, ya sean como galatos o
como agluconas. Los antocianos se encuentran en la mayoria, siendo los pigmentos
naturales de las mismas [33, 38].

Las verduras, como las de la familia allium (cebolla), brassica (brocoli) y
lactuce (lechuga) y el tomate, también son las principales fuentes de flavonoles como
la quercetina y el kaempferol. También se han detectado en las verduras cantidades
importantes de flavonas. Ademas el tomate es una fuente de flavanonas como la
naringenina y hesperidina [33, 38]. Las legumbres, en cambio, son fuentes ricas en
flavanoles y procianidinas, mientras que la soja es rica en isoflavonas.

Otra fuente rica de compuestos fendlicos son las bebidas como los zumos de
frutas, el té, el café y el vino. Una taza de café (200 mL) puede aportar de 50 a 100 mg
de acido clorogénico [38]. Los flavanoles son los flavanoides mas comunes en estas
bebidas, en concreto en el té. La principal fuente de procianidinas en las bebidas es el
vino [33, 38].

Como se puede observar ingerimos compuestos fenélicos con muchos de los
alimentos basicos en nuestra dieta, y es algo fundamental conocer con exactitud y
precision qué compuestos ingerimos diariamente para poder conocer sus efectos en
nuestra calidad de vida. Otra circunstancia muy importante a tener en cuenta es que
es posible incorporar ciertos alimentos a nuestra dieta para conseguir los beneficios en
la salud que se les atribuye por los estudios realizados en otros paises, como se va a
describir a continuacion.
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3.5 IMPORTANCIA EN LA SALUD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Existen evidencias cientificas de cémo el estilo de vida, el pais de origen y, en
concreto, la dieta puede influir beneficiosamente en la salud.

Un estudio sobre el consumo de vino en Francia lo relaciona directamente
con un bajo indice de mortalidad por enfermedades cardiovasculares, similar al
encontrado en Japén y China, paises donde se ha observado un bajo indice de
enfermedades cardiovasculares e incluso de ciertos canceres. Existen evidencias de la
baja incidencia del cancer de mama en la poblacién asiatica, en comparacion con las
poblaciones occidentales, y también hay estudios que relacionan el consumo de frutas
y verduras con la prevencién del cancer de mama [28, 33, 42, 43]. Se podria pensar
gue estos estudios pueden estar relacionados mas con factores genéticos que con la
dieta, pero hay otros estudios donde se pone de manifiesto que la dieta influye en la
regulacién de los genes [44]; o donde se comprueba en un grupo heterogéneo de
individuos que el consumo de algun producto produce un beneficio, como es el caso
del estudio de un grupo de individuos bebedores de café entre los que se comprobd6
gue la incidencia de cancer de colon era menor que en la poblacion no consumidora
de café [28].

Todos estos estudios se pueden relacionar con la dieta diaria, en concreto
con los compuestos ingeridos en la misma.

Como se ha comentado anteriormente una de las principales caracteristicas
de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes. Estos capturan los
radicales libres, los cuales inducen estrés oxidativo que se cree que es un mecanismo
fundamental en varios deso6rdenes cardiovasculares, neurolégicos, diabetes, artritis
reumatoide, desérdenes pulmonares, ciertos canceres, envejecimiento...[30, 40].

Pero ademéas de estos efectos sobre las enfermedades descritas tienen
efectos antiulcerales, antivirales, antiinflamatorios, antiartriticos, antidiarréicos,
antiaterosclerosis, antiagregacion plaguetaria y antitrombética [30].

Ademas, los compuestos fendlicos también se relacionan con ciertos
beneficios para la salud derivados de otras propiedades diferentes a su caracter
antioxidante. Entre estos beneficios se encuentra la inhibicién de la carcinogénesis en
estudios in vitro e in vivo, en el caso de estudios con el flavonol quercetina, resulta
beneficioso en el tratamiento de canceres de boca, mama, pulmén y digestivos; las
isoflavonas se relacionan con canceres hormono dependientes y no hormono
dependientes de mama; ciertos antocianos se relacionan con canceres de colon y
algunos flavanoles encontrados en el té con canceres de piel, digestivos y algunas
metastasis [28, 40, 42, 43].

Los mecanismos de accion de los compuestos fenélicos en la prevencion de
ciertos canceres pueden ser la captura de radicales, la regulacion de la expresion de
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genes en la proliferacion celular, la regulacién de oncogenes y genes de supresién de
tumores, la induccion de la detencion del ciclo celular y la apoptosis, la modulacion de
la actividad enzimatica en detoxificacion, oxidaciéon y reduccién, la estimulacion del
sistema inmune y la regulacion del organismo hormonal...[40]

Ademas de la prevencion o tratamiento de ciertos tipos de cancer, tal y como
se ha visto anteriormente, los polifenoles han demostrado tener beneficios en otras
enfermedades. Entre ellas se encuentran las enfermedades relacionadas con la
inflamacién, ejerciendo este tipo de compuestos un efecto antiinflamatorio in vitro e in
vivo, pudiendo asi prevenir e intervenir beneficiosamente también en la obesidad, la
diabetes tipo Il, algunas enfermedades cardiovasculares [32], neurodegenerativas y el
envejecimiento [31].

Algunas de las enfermedades que se han relacionado tanto en estudios in
vitro como in vivo con compuestos fendlicos concretos, se recogen en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen de ciertos efectos en la salud de compuestos fendlicos concretos.
Compuesto Fendlico Efectos en la salud Referencia
Actividad beneficiosa en las enfermedades de [37]
inmunoregulacién, asma y reacciones alérgicas.
Acido cafeico Actividad antitumoral contra la carcinogénesis del [37]
cancer de colon.
Actividad antiviral frente al virus VIH-1. [37]
Acidos benzoico,
cafeico, ferrtlico y Actividad contra las micotoxinas. [33]
vainillinico
Evita el dafio en células neuronales en
. fermedades como el Alzheimer. [40]
Quercetina enterme -
Beneficios sobre enfermedades cardiovasculares, [45]
por la mejora de la funcién endotelial.
Epicatequina Beneficios sobre enfermedades cardiovasculares, [45]

por la mejora de la funcién endotelial.

Flavona, flavonol y Proporcionan menores indices de masa corporal. [46]
flavanol Efectos antiobesidad.

Efecto protectivo del cancer de mama,
Isoflavonas enfermedades neurodegenerativas y mitigacion de [43]
los sintomas de la menopausia.
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3.6 DETERMINACION ANALITICA DE COMPUESTOS FENOLICOS

En los dltimos afios se han realizado enormes esfuerzos para evaluar la
concentracion de compuestos fendlicos en el mas amplio rango de alimentos para
intentar relacionar su ingesta con los posibles efectos sobre la salud provocados por el
consumo de los mismos. Por ello es de maxima importancia el desarrollo de métodos
confiables y precisos para la cuantificacién de los mismos.

Como se ha visto anteriormente, el gran nimero de alimentos naturales y
desarrollados con posibles alegaciones para la salud es muy amplio y complejo, lo
cual implica grandes desafios para la obtencion de datos confiables sobre la
concentracion de los compuestos fendlicos en los mismos. A lo largo de los afios se
han usado métodos para su cuantificacion sin la adecuada optimizacion y validacion
del procedimiento, lo que puede conducir a estimaciones errbneas que a Su vez
pueden inducir a error en relacion con sus efectos en la salud. La utilizacion de
métodos optimizados puede ahorrar tiempo y recursos ademas de ofrecer resultados
fiables.

La determinacién analitica, no sélo de los compuestos fendlicos en alimentos
sino de cualquier analito de interés en cualquier matriz, se puede dividir en cuatro
etapas: la toma de muestra, la conservacion de la muestra, la preparacién de la misma
y el andlisis [47], como se puede observar en la figura 12.

Una vez tomada una muestra homogénea y representativa del alimento en
cuestion se debe tener en cuenta el tratamiento previo de las muestras, ya que
habitualmente los compuestos interacttan con la matriz y no estan facilmente

accesibles al disolvente de extraccion. De esta forma se hace necesario adecuar la
matriz de la muestra para poder posteriomente aislar (es decir, extraer) y separar los
compuestos presentes de forma que puedan ser analizados.

Los objetivos principales de este tratamiento previo son: incrementar la
eficacia del andlisis, eliminar o reducir los potenciales compuestos interferentes;
mejorar la sensibilidad del procedimiento analitico aumentando la concentraciéon del
analito de interés en la alicuota a analizar; y algunas veces transformar el compuesto a
analizar en otro con una forma quimica que facilite su extraccién, deteccién o
cuantificacion (derivatizacion). Para ello existen multiples estrategias que pueden ser
aplicadas en este pretratamiento de muestras [47].

Los compuestos fendlicos presentes en los alimentos tienen una gran
diversidad de estructuras y ademas aparecen unidos a otros compuestos como
azucares. Las enzimas endbdgenas de los propios alimentos pueden degradar estos
compuestos, por ello se debe evitar su actividad y para ello se deben almacenar las
muestras a bajas temperaturas (congeladas) o se debe eliminar el agua de las mismas
[48]. A la hora de secar las muestras, las altas temperaturas no son aconsejables ya
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gue la mayoria de los compuestos fendlicos son labiles en esas condiciones, y se
degradarian térmicamente antes del analisis dando lugar a errores en la cuantificacion
[47, 49]. Por ello el método mas aconsejable es la liofilizacion o el secado con aire de
las muestras para eliminar el agua.

Homogenizacion
—————— ) Molienda
Secado

§ ',’ Liofilizar

0 Hidrolisis

[

0

i I

: 1 [ Hidrolisis \

- Liquido-Liquido
W Soxhlet

RaETasEes R Agitacion
i ‘eeraceetenh UAE
: : [ PLE
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MAE
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Liquido-Liquido
Evaporacion
Hidrolisis

SPE
Derivatizacion
\ Otros /
HPLC/HPLC-MS
CGICG-MS
UPLC/UPLC-MS
CE
Otros

Figura 12. Diagrama representativo de las etapas mas comunes en la determinacion analitica
de analitos en muestras.

Una vez secas las muestras solidas, se procede a su molienda y
homogenizacién adecuada para asi trabajar con un polvo de muestra, que es mas
sencillo de manejar y almacenar. Ademas, la reduccion del tamafio de las particulas
de la muestra permite aumentar la superficie de contacto y la penetracion del
disolvente en la matriz de la muestra, facilitando asi el proceso de extraccion.

En el caso de muestras liquidas es posible proceder directamente a su
analisis, realizando la dilucién adecuada en otro disolvente en el que sean solubles;
también se pueden liofilizar y tratarlas como muestras sélidas. Aquellas muestras
liquidas alcohdlicas se suelen tratar en un evaporador rotatorio para la eliminacion del
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alcohol y el residuo soélido se redisuelve en un disolvente adecuado, como es el caso
de los vinos y ciertas bebidas alcohdlicas [37].

Otro pre-tratamiento utilizado en el andlisis de compuestos fendlicos es la
hidrélisis de las muestras. Se utiliza para simplificar la deteccién de los distintos
compuestos fendlicos de forma que se simplifica la elucidacién estructural y la
caracterizacion de los glucésidos, ademas de que se minimizan las interferencias en la
deteccidn, sobre todo en términos de disponibilidad de los patrones apropiados ya que
puede que ciertos compuestos glucosilados no se encuentren como patrones
comerciales y en cambio si estan disponibles sus correspondientes agluconas [47, 50].
Por lo tanto, si no interesa conocer cual es el compuesto fendlico concreto y s6lo nos
interesa su aglucona, o su contenido total, se puede realizar una hidrélisis previa al
analisis que puede ser realizada antes, durante o después de la etapa de extraccion.
Esta hidrolisis puede ser acida, basica o enzimatica segun el enlace que se quiere
romper. La hidrélisis basica se utiliza para romper los enlaces éster, mientras que la
acida se suele utilizar para romper los enlaces entre las agluconas y las moléculas de
azucar. La hidrdlisis enzimatica es la menos utilizada, a pesar de que permite una
ruptura especifica de los enlaces [47, 49, 50].

La etapa de la extracciébn es de las méas importantes y el proceso global
depende de la liberacion del analito de la matriz, lo cual permite determinaciones
cuantitativas de los compuestos a analizar. Ademas los extractos deberian contener
una concentracion y perfil de las distintas formas quimicas de los compuestos a
analizar, lo mas similar posible a la encontrada en el alimento original, ya que sélo de
este modo se puede relacionar su presencia con el efecto en la salud que la ingesta de
ese alimento proporciona. Un método de extraccién no apropiado, que varie el perfil
del compuesto fendlico a analizar o no consiga extracciones cuantitativas del mismo,
conlleva errores en la relacion entre la ingesta y los posibles beneficios para la salud.

La eleccion del método de andlisis de los extractos obtenidos también influye
en los resultados pudiendo dar lugar a errores en la correcta identificacion y
cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en el alimento. El uso de
métodos de andlisis no validados de forma adecuada para los extractos objeto de
estudiopuede proporcionar resultados poco fiables y reproducibles con los que poder
aportar conclusiones a los hechos estudiados. Se deben optimizar los métodos de
analisis de forma que no interfieran entre si los compuestos a analizar y su deteccién
sea la apropiada.

Por ello, tanto la obtencion de los extractos como su andlisis son pasos
criticos para la obtencién de resultados apropiados en los estudios de evaluacion de la
composicion fendlica de los alimentos y la relacién entre su ingesta y los diferentes
beneficios en la salud del individuo.
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3.6.1 Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccibn es uno de los pasos mas importantes en la purificacion,
identificacion y obtencion de compuestos fendlicos. No existe un método simple y
Unico de extraccion debido a la presencia de estos compuestos en distintas partes de
la fisionomia de las plantas y en los alimentos, unidos a distintas estructuras. Ademas,
coexiste una gran diversidad de compuestos con diferentes caracteristicas quimicas,
gue suponen diferencias en la solubilidad de los compuestos en el extractante e
interacciones entre compuestos y componentes. Por lo tanto, en la extraccion de
compuestos fendlicos siempre se dan mezclas de distintas clases de los mismos
segln sean mas o menos solubles en el sistema de disolventes utilizado para la
extraccion.

El método mas comuln es la extraccién con un disolvente organico o mezclas
acuosas de disolventes alcohdlicos, que se basa en la transferencia de masa desde la
muestra al disolvente de extraccibn segun la solubilidad del analito en dicho
disolvente. Para la optimizacion del mismo se varian diferentes parametros que
afectan a esa solubilidad.

Para este tipo de extraccion se utlizan diferentes técnicas desde la
maceracion, a la utilizacion de diversas técnicas de extraccion que agilizan esa
transferencia de masa desde la muestra al disolvente. Entre las distintas técnicas de
extraccion utilizadas se encuentran técnicas convencionales, como el soxhlet o la
agitacion magnética.

En la tabla 6 se resumen algunos ejemplos de métodos de extraccion
convencional donde la transferencia de masa se realiza entre la muestra y el
disolvente de extraccion, el cual puede ser mezcla acuosa de etanol, metanol o
cloroformo entre otros. En estas extracciones los parametros que condicionan el
rendimiento del proceso son desde el disolvente utilizado hasta el tiempo de
extraccion, la ratio muestra-disolvente, el tamano de particula de la muestra...[34, 51,
52]. Todos estos parametros influyen en la solubilidad del analito en el disolvente de
extraccion que es la caracteristica que rige el rendimiento del proceso.
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Tabla 6.

fendlicos. Ref.: referencia.

Resumen de algunos métodos convencionales de extraccion de compuestos

Compuesto fendlico Muestras Método Dlsol_ve_nte y Ref.
condiciones
Rutin, 4cido Triao sarraceno Maceracion Etanol acuoso al 30% a 60 53]
clorogénico 9 °C durante 2 horas.
Compuestos Semillas de Metanol a temperatura
Lol Tl s EVEGGIESAY mocan (Visnea Maceracion ambiente por triplicado [54]
procianidinas mocanera L.f.) durante 9 horas.
. Hidrdlisis basica con
- Trigo, arroz, NaOH a 170 °C durante 2
ACIEIEE centeno, cebada, Soxhlet horas y posterior [55]
hidroxicinamicos maiz, aceite de yp
extraccion con cloroformo
palma e
por triplicado.
Menta, ortiga, Metanol a su temperatura
Varios flavonoides hierba de San Soxhlet de ebullicién durante 12 [56]
Juan horas.
Metanol acuoso al 90% a
DL AR CITEEER Alimentos de soja Soxhlet una temperatura mayor de  [57]
130 °C durante 1 hora.
Flavanona Pomelo Agitacion n-pentano por triplicado. [58]
Isoflavonas y . . NN Acetonitrilo acuoso al
derivados glucosidos Alimentos de soja Agitacion 50%. [59]
Metanol acuoso al 90%
Isoflavonas y . o .
derivados maloniles Leguminosas Agitacion dura_nte 1 minuto por [60]
] duplicado.
Acido ascorbico, Fresay Utra Turrax  Metanol caliente en ratio [61]
acido galico frambuesa (agitacién)  1:2 durante 2 minutos.
Metanol 0,01% HCI
Antocianos ey Utra} Tu_r’rax caliente en ratio 1:10 [61]
frambuesa (agitacion) .
durante 2 minutos.
Metanol acuoso al 80% a
L temperatura ambiente
VEITES EEleiee Aceite de oliva Utra Turrax durante 1 minuto y [62]

fendlicos

(agitacion)

posterior centrifugacion
durante 10 minutos.

Como se puede observar los tiempos de extracciéon varian desde 1 a 12 horas

utilizando soxhlet como método, pudiéndolo reducir hasta 1 é 2 minutos con el uso de
agitacion utilizando instrumentos que permiten la ultra-agitacion, que favorece la
ruptura de las células de la muestra, de modo que se liberan los compuestos de
interés, lo cual hace que la extraccion se consiga en menor tiempo y en condiciones
menos agresivas (temperaturas mas bajas, disolventes no acidificados...)

Los disolventes mas utilizados son los disolventes alcohdlicos puros o
mezclas acuosas de los mismos. En el caso de los antocianos se suelen utilizar
pequefias cantidades de acido que permiten aumentar la solubilidad de los
compuestos en el disolvente de extraccion [34, 51]. Para el resto de compuestos
fendlicos, tal y como se comentd anteriormente, se pueden realizar hidrélisis para
favorecer la ruptura de las uniones entre los compuestos fendlicos y las diferentes
estructuras presentes en la planta.
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En la mayoria de los casos consultados, después de la extraccion con
métodos convencionales se procede a la concentracion del extracto por medio de la
eliminacion del disolvente al vacio, bajo corriente de nitrdgeno o utilizando el
evaporador rotatorio, y la posterior disolucién del extracto seco en el disolvente
adecuado para su andlisis. De esta manera reducimos los limites de deteccion y
cuantificacion de los compuestos de interés y se evita la posible distorsion por la
presencia del disolvente de extraccién [47].

Ademas de este proceso de post-extraccion muchos trabajos incorporan un
proceso de purificacion de los extractos, ya que en la mayoria de las extracciones se
produce la co-extraccién de otros compuestos que pueden interferir en el andlisis de
los analitos de interés. El mas comun de los procesos de purificacion es la extraccion
en fase sdélida -SPE (Solid Phase Extraction)-, en la que normalmente se utilizan
sorbentes de fase reversa, C18, y pHs ligeramente acidos para aumentar la
selectividad y retencién de los compuestos en el sorbente, eluyéndose al final con el
disolvente adecuado. De esta manera se consigue ademds de la purificacién de los

extractos la concentracion de los mismos [47, 50, 63, 64]. Se trata de una técnica
rapida y sensible que puede llegar a reemplazar a los métodos tediosos de extraccion
en el caso de muestras liquidas [50]. Ademés de los clasicos cartuchos de extraccion
C18, se han desarrollado nuevos sorbentes con materiales poliméricos que permiten
mayor reproducibilidad en el proceso, puesto que presentan mejores propiedades
fisicas y son estables en presencia de disolventes organicos [65].

Sin embargo, los procesos de extraccion convencionales presentan una serie
de inconvenientes como son el alto consumo de disolventes, los largos tiempos de
extaccion, la baja eficacia y selectividad del proceso y la degradacion de los
compuestos de interés. Esto ha llevado a la busqueda y desarrollo de nuevas técnicas
de extraccion, como la extraccion asistida por ultrasonidos o microondas y la
extraccién con liquidos presurizados o con fluidos supercriticos, entre otras. Cuando
se utilizan estas técnicas se deben tener en cuenta otras caracteristicas del disolvente
ademas de la solubilidad del analito en él, tales como su capacidad de propagacion de
ultrasonidos, de absorcion de energia de microondas, o sus cambios quimico-fisicos al
utilizar altas temperaturas o presiones. Estos aspectos se han de tener en cuenta a la
hora de optimizar el proceso, lo que complica mas la extraccién, pero también permite
hacerla mas selectiva y eficaz [47].

Ejemplos de estas técnicas de extraccion, aplicadas a los compuestos
fenolicos se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7.

Resumen de algunos métodos para las extraccion de compuestos fendlicos no

convencionales. UAE: extraccion asistida por ultrasonidos; MAE: extraccion
asistida por microondas; PLE: extraccidn con liquidos presurizados; SWE:
extraccion con agua subcritica; SFE: extraccion con fluidos supercriticos. Ref.:

referencia.

Compuesto
Fendlico

Acidos fenélicos,
flavanoles,
isoflavonas,
flavonoles, flavonas

Acidos fenélicos,
flavanoles,
isoflavonas,
flavonoles, flavonas

Acidos fenélicos

Flavanoles galato,
flavonoles y
UEVES

Isoflavonas y sus
derivados malonil

Acidos fendlicos

Isoflavonas y

derivados

glucésidos, malonil
acetil

Isoflavonas y sus
derivados malonil

Flavanoles

Acidos fenélicos,
flavanoles,
flavonoles,
antocianos y
HEVIES

Acidos fenoélicos y
flavonoides

Derivados
glucésidos de
isoflavonas

Acidos fendlicos y
quercetina

Muestras Método Disolvente y condiciones Ref.
Metanol 1% BHT, en ausencia de luz,
Manzanay UAE a temperatura ambiente, por [66]
pera triplicado (1 hora, 30 minutos y 30
minutos).
) Metanol acuso 80% con 1% BHT, en
JUdla} verde y UAE ausgncia de qu! a temperatura [66]
lenteja ambiente, por triplicado (1 hora, 30
minutos y 30 minutos).
; Metanol acuoso 70% a temperatura
Echinacea
purpurea UAE  ambiente durante 5 minutos por [67]
triplicado.
Hojas de
ginkgo UAE Metanol durante 30 minutos. [68]
bibloba
Soja UAE Etanql acuoso 50%, a 60 °C durante [69]
20 minutos.
Metanol acuoso 70% con un
Echinacea gradiente de temperatura de 50°C a
purpurea MAE  100°C en 5 minutos con una isoterma  [67]
de 100°C durante 5 minutos. Pulso
de microondas de 200 W.
Etanol acuoso 50% a 50 °C durante
Soja MAE 20 minutos. Potencia de microondas [70]
de 500 W.
Soja PLE E_tanol acuoso 70%, 1QO °C, con 3 [71]
ciclos estaticos de 7 minutos.
Semilla y piel o .
de uvay PLE M_etanol a 100°C con dos ciclos de 5 [72]
. . minutos cada uno.
hojas de té
Alubias Metanol acuoso 80% a 80 °C con 3
negras PLE ciclos de 8 minutos. [73]
Hojas de Agua a diferentes temperaturas entre
rOMero SWE  25°Cy200°C aunapresionde 15  [74]
bar.
Flujo de CO; de 1 mL/min. Metanol
como modificador en concentracién
10 mol% de la masa de CO, que
_ pasa a traves del sistema durante la
Soja SFE  extraccién dinamica. [75]
.-Para el derivado de daidzeina: 50
°C, 360 bar.
.-Para los derivados de gliciteina y
genisteina: 70 °C, 200 bar.
Bagazo de SFE CO, y como modificador etanol al [76]
uva 10% a 50 °C y 20-35 MPa.

39



Compuestos fendlicos. Determinacion analitica de compuestos fendlicos. Extraccion de compuestos fendlicos

Entre estas “nuevas” técnicas de extraccibn se encuentra la extraccion
asistida por ultrasonidos, (UAE - Ultrasound Assisted Extraction), donde se utiliza el
disolvente sometido a ultrasonidos para la extraccion de los compuestos de interés de
las muestras.

La eficacia de la extraccion utilizando ultrasonidos se le atribuye al fendbmeno
de cavitacién que ocurre en el disolvente al atravesarlo una onda ultrasénica. Durante

la aplicacion del ultrasonido se forman y se comprimen burbujas cavitatorias; debido al
acumulo de energia se produce un colapso de las burbujas que provoca la generacion
localizada de grandes cantidades de presion y temperatura y de una “onda de choque”
gue pasa a través del medio, que no es otro que la mezcla disolvente-muestra (figura
13).

Figura 13. Dibujo explicativo de la formacién, compresion y colapso de las burbujas
generadas en el disolvente de extraccion debido a la cavitacion.

Ademés de este efecto de mezcla por la onda de choque, hay un efecto
mecanico que se produce al implosionar una burbuja cerca de la superficie de la
muestra, dando lugar a una implosién asimétrica que provoca un “disparo” de
disolvente a alta velocidad que interacciona con las paredes celulares de la muestra,
provocando la erosion de la matriz de la muestra, lo que supone un aumento en la
penetracion del disolvente en la muestra y de la superficie de contacto entre la
muestra y el disolvente de extraccion [47, 69].

Este efecto mecénico, sumado al aumento de la transferencia de masa desde
la muestra al disolvente por la agitacion del ultrasonido, provoca un aumento de la
liberacion de los compuestos de interés al disolvente de extraccion. Ademas, el uso de
ultrasonidos introduce energia en el medio que es utilizada para romper los enlaces
entre los compuestos y la matriz de la muestra. El uso de temperaturas mas altas
puede aumentar la eficacia de la extraccidbn aumentando el nimero de las burbujas de
cavitacion formadas. En este tipo de extraccibn se deben optimizar los mismos
parametros que en las extracciones convencionales, como son el tipo de disolvente, la
temperatura, el tiempo de extraccién y el volumen entre otros, pero ademas hay que
tener en cuenta los parametros que se deben optimizar debidos a la fuente de

40



Introduccion

ultrasonidos, tales como son la frecuencia y la intensidad, asi como el nimero de
impulsos aplicados [47, 69].

Otro tipo de extraccion utilizada para los compuestos fendlicos aunque en
menor medida, es la extraccién asistida por microondas, MAE (Microwave Assisted
Extraction). Las microondas son ondas electromagnéticas de frecuencias entre 300
MHz y 300 GHz. Las extracciones en las que se utilizan las microondas se basan en la
absorcion de la energia de las microondas por las moléculas de compuestos polares,
ya que la energia es proporcional a la constante dieléctrica de la molécula, por lo que
produce la rotacion de los dipolos en el campo magnético lo que provoca la generacién
de calor. Por lo tanto estas extracciones utilizan el calor generado por el uso de las
microondas [47, 70].

La eficacia de la extraccion por microondas depende de varios factores como
las propiedades del disolvente utilizado para la extraccion, la muestra, los compuestos
a extraer, y mas concretamente sus constantes dieléctricas. En la mayoria de los
casos se utiliza la alta constante dieléctrica del disolvente para que éste absorba la
energia de las microondas y se produzca su calentamiento, lo que hace que mejore la
extraccion. Las microondas, también se pueden utilizar para promover un
calentamiento selectivo y rapido del agua de la muestra, lo cual produce un aumento
de presién dentro de las células de la muestra que provoca una rapida transferencia
de los compuestos de interés al disolvente de extraccion. Si se utilizan recipientes
cerrados es posible utilizar temperaturas por encima del punto de ebullicién del
disolvente y acelerar asi la transferencia de masa de los compuestos de interés de la
muestra al disolvente de extraccion [47, 70].

Pero ademés de estas técnicas que utilizan ondas para aumentar la eficacia
de extraccion, se esté incrementando el uso de otras técnicas de extraccidén en las que
se provocan cambios tanto fisicos como quimicos del disolvente por la aplicacién de
altas temperaturas y presiones, que afectan a la solubilidad de los analitos de interés
en el disolvente de extraccion.

Entre estas técnicas se encuentra la extraccion con liquidos presurizados,
PLE (Pressurized Liguid Extraction). En esta extraccion se combinan altas
temperaturas (50-200 °C) y altas presiones (100-140 atm) con disolventes liquidos, sin
alcanzar el punto critico de los mismos, es decir, se trabaja por encima de la
temperatura de ebullicién del disolvente, pero éste se mantiene liquido por medio de
las altas presiones (figura 14). De esta forma se consiguen extracciones mas rapidas y

eficaces de muestras soélidas y semisélidas. Cuando en esta técnica se utiliza agua
como disolvente, se denomina extraccion con agua subcritica (SWE).

Al aumentar la temperatura se aumenta la capacidad del disolvente para
solubilizar el analito, se provocan rupturas de los enlaces entre analito y matriz por la
agitacion molecular debida a la temperatura, se disminuye la viscosidad del disolvente
y se modifica su constante dieléctrica variando asi sus propiedades fisico-quimicas.
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Pero ademas de aumentar la temperatura, se produce un aumento de presién que
permite que se mantenga el disolvente en estado liquido, que aumente la velocidad de
difusion del disolvente en los poros de la matriz y se facilite asi la transferencia de
masas del analito de la matriz al disolvente de extraccion.

super critico

&

Aumento

JSJOT™Tw o~ T

Temperatura

» Aumento

Figura 14. Diagrama de fases esquematico para el disolvente de extraccion en funcién de la
presion y la temperatura.

El punto critico de estas extracciones es la temperatura ya que muchos
compuestos fendlicos son labiles a altas temperaturas, por lo tanto es lo que limita el
uso de este método de extraccion.

Otro método de extraccion que utiliza cambios en la temperatura y presion
para obtener diferentes caracteristicas del disolvente de extraccion es la extraccion
con fluidos supercriticos, SFE (Supercritical Fluid Extraction). Este tipo de extraccién
utiliza fluidos supercriticos como disolvente de extraccién. Un fluido supercritico es una
sustancia a una temperatura y presion por encima de su punto critico termodinamico
(figura 14).

Al encontrarse por encima de su punto critico termodinamico posee
caracteristicas de un gas, con un alto coeficiente de difusién y baja viscosidad, y
puede penetrar en la muestra al igual que los gases; pero ademas posee un poder de
disolucion similar al de los liquidos. Hay que tener en cuenta que al encontrarse cerca
del punto critico los pequefios cambios de presion o temperatura ocasionan grandes
cambios en la densidad, como se observa en la figura 15 (la zona delimitada en rojo),
por lo tanto es posible su variacién para la obtencién de una extraccion mas efectiva
[47, 75].
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Figura 15. Representacién de la variacion de la densidad al variar la presion en diferentes
isotermas para el CO,. En rojo se representan la zona de las posibles variaciones
alrededor del punto critico y los cambios fisico-quimicos que provocan. La presion
se da en bares y la densidad en Kg/m?®.

De los fluidos supercriticos posibles el mas utilizado es el didxido de carbono,
CO,, debido a su bajo coste y a que sus parametros criticos son faciles de conseguir,
31,1 °C y 74,8 atm. Ademéas es inodoro, no es toxico, no es inflamable, es
transparente a la radiacion ultravioleta y es apolar por lo que puede disolver a una
gran variedad de moléculas organicas. Debido a su caracter apolar no ha sido
ampliamente utilizado en la extracciébn de compuestos fendlicos, ya que es baja su
selectividad para compuestos relativamente polares [48]. Pero la adicion de un
modificador de polaridad, en este caso para hacerlo mas polar, como el metanol o el
etanol, permite modificar la polaridad del CO, supercritico (SC-CO,) y asi aumentar la
solubilidad de analitos como los compuestos fendlicos [47, 75]. La mayor ventaja de la
extraccion con fluidos supercriticos es que al finalizar la extracciéon y volver a las
condiciones de presion atmosférica, el disolvente se evapora y el extracto obtenido es
un extracto mas concentrado, por lo que se puede evitar el uso de una etapa post-
extraccion de eliminacion de disolvente.

Las dltimas tendencias en extraccion consisten en la combinacién de varias
técnicas, de modo que aumente la eficacia de las extracciones e incluso se puedan
eliminar etapas de post-extraccion como la purificacion o eliminacién del disolvente.
Pueden combinarse al mismo tiempo (in-line), secuencialmente sin intervencién del
analista (on-line) o secuencialmente con intervencion del analista, esto dltimo es lo

mas comun y es lo que se suele hacer a la hora de utilizar la extraccién en fase sélida
como etapa de purificacion.
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Huang y col. 2008 [77] combinan el ultrasonidos y las microondas en la
purificacion de quercetina obtenida a partir de la planta Anoectochilu roxburghii Lindl
(familia de las orquideas), obteniendo un extracto con mayor rendimiento y mejor
recuperacion que el obtenido con la extraccion soxhlet, ademas de mas rapido. El uso
de las microondas para calentar el disolvente produce la interaccion de las ondas con
las moléculas de agua que se encuentran en la planta, lo cual produce la ruptura del
tejido de la planta y la liberacion de la quercetina al disolvente. Ademas el uso de
ultrasonidos incrementa también ese efecto.

Otro ejemplo de la aplicacion combinada y simultdnea es la extraccion de
acidos fenodlicos de micro algas realiza por Klejdus y col. 2009 [78] utilizando un
cartucho de extraccion en fase sélida (SPE) en el interior de la capsula de extraccion
del extractor de fluidos supercriticos, realizando una extraccion SPE/SFE, usando la
adicion ciclica del sistema binario de disolventes de extraccién que son metanol
acuoso al 50% y una disoluciéon de metanol y amonio al 50%; se trabaja a 80 °C y 40
MPa con SC-CO, utilizado para la limpieza de los cartuchos y para extraer todos los
compuestos retenidos en el cartucho.

3.6.2 Analisis cromatografico de compuestos fendlicos

Las técnicas utilizadas para el andlisis de compuestos fenélicos en muestras
de manera mas especifica e individual son las diferentes técnicas cromatogréficas,
tanto de gases como de liquidos, asi como la cromatografia en capa fina y la
electroforesis.

Pero la técnica mas utilizada en el caso de los compuestos fendlicos es la
cromatografia liquida de alta eficacia, HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).
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3.6.2.1 Cromatografia liquida de alta eficacia, HPLC

La técnica de HPLC fue utilizada por primera vez en la determinacion de
flavonoides en 1976 por Fisher and Wheaton [52].

Las columnas cromatograficas méas utilizadas son las que contienen como
fase estacionaria un relleno apolar, C8 o C18, comunmente denominadas columnas de
fase reversa, RP (Reverse Phase); las longitudes de las columnas oscilan entre 100 y
300 mm, un diametro interno de 4,6 mm y un tamafio de particula de 5 pm.

Como sistema de elucién, denominado fase movil, lo mas comun es el uso de
fases binarias en gradiente, compuestas por un disolvente acuoso acidificado con
acido acético, formico o fosforico y un disolvente menos polar organico como metanol
0 acetonitrilo que también puede ser acidificado [34, 37, 47, 49, 52, 63]. Sin embargo,
en andlisis especificos, como puede ser el caso de los flavanoles, se utilizan otros
tipos de acidos, como el acido trifluoroacético, que mejora la separacion y elimina la
cola que presentan los picos cromatogréficos utilizando otros acidos [83]. Es menos
comuln el uso de sistemas ternarios o cuaternarios, o el modo isocratico como fase
movil.

La duracion del andlisis oscila entre 30 y 120 minutos, con equilibrado entre
las inyecciones, flujos entre 1 y 1,5 mL/min y utilizando volimenes de inyeccién entre
1y 100 pL [52, 63]. En muchos andlisis se trabaja a temperatura ambiente, pero el uso
de la columna termostatizada, con temperatura superior a 40°C, permite aumentar el
flujo, acortar el tiempo de andlisis y conseguir una mayor repetitividad [63].

Algunos ejemplos del analisis de compuestos fendlicos mediante HPLC se
muestran en la tabla 8. En ella también se reflejan algunos ejemplos de métodos
rapidos de determinacion de compuestos fendlicos utilizando nuevas técnicas
cromatogréficas, como la UPLC -Ultra-high Performance Liquid Chromatography-, o
nuevos materiales para el relleno de las columnas cromatograficas, como ocurre en
las columnas monoliticas.

Como sistemas de deteccion los mas utilizados son la espectrofotometria UV-
Visible y la espectrometria de masas, aunque segun el compuesto fendlico a analizar y
la finalidad del analisis, es posible el uso de otro tipo de detecciones como la
fluorescencia, la resonancia magnética nuclear o la espectrometria infrarroja [37].
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Tabla 8.

Compuestos
Fendlicos

Acidos

fendlicos

Acidos
fendlicos

Acidos
fendlicos

Acidos
fendlicos

SEVERNES

Flavanoles

Flavanoles

Flavanoles

Flavonoles

46

Método de

Muestra o
analisis

Hojas de

2 HPLC-NMR
orégano

Columna

RPCg
250x4,6 mm, 10
pm

Ejemplos de analisis de compuestos fenélicos mediante HPLC.

Disolventes y
condiciones

Fase A: agua 2% acido
acético.

Fase B: metanol 2%
acido acético.
Gradiente. 130
minutos.

Ref.

(84]

HPLC-API-
MS/MS
Modo MRM

Aceitunas
y aceites

Nucleosil ODS
250%x2,1 mm, 5

pm

Fase A: metanol
0,045% acido férmico.
Fase B: agua 0,045%
acido férmico.
Gradiente.

(85]

Trigo,
centeno,
arroz y
cebada

HPLC-UV
320 nm

Hichrom H50DS
250x4,6 mm

Fase A:
agua/metanol/acético
(89:10:1, v/viv).

Fase B:
agua/metanol/acético
(90:9:1, viviv).
Gradiente. 31 minutos.

[55]

HPLC-DAD

Mijo 280 nm

Shimpak Cis
250x4,6 mm

Agua/acido
acético/acetonitrilo
(80:15:5, v/viv).
Isocratico.

(86]

HPLC-DAD
210-400 nm

Zumo de
naranja

Novapack RP-18
150x3,9 mm, 5
pm

Fase A: tampdn fosfato
en agua.

Fase B: tampon fosfato
en agua/acetonitrilo.
Gradiente. 58 minutos.

(87]

HPLC-DAD
280 nm
500 nm

Té verde

Lichrosorb RP-18
250x10 mm, 7 pm

Agua/acetonitrilo/metan
ol/ &cido acético
(79,5:18:2:0,5, viviviv)
Isocratico.

(88]

HPLC-DAD
278 nm
HPLC-FT-NIR

Té verde

Cis
250x4,6 mm, 5

um

Fase A:
agua/acetonitrilo/acido
aceético (83:15:2, vivlv).
Fase B:
agua/acetonitrilo/acido
acético (18:80:2, v/v/v).
Gradiente.

(89]

HPLC-UV

Té verde 210 nm

Zorbax Eclipse
XDB-Cig

Método 1.

Fase A: agua 0,05%
acido trifluoroacético.
Fase B: acetonitrilo
0,05% &cido acético.
Gradiente. 35 minutos.
Método 2.

Fase A: agua 0,05%
acido trifluoroacético.
Fase B: acetonitrilo/
metanol (40/60) 0,05%
acido acético.
Gradiente. 50 minutos.

(83]

HPLC-UV-ESI-
MS/MS
240-400 nm

Brocoli

Cis

Fase A: agua 0,1%
acido férmico.

Fase B: metanol.
Gradiente. 52 minutos.
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Tabla 8 (cont.).

Compuestos
Fendlicos

Isoflavonas

Isoflavonas

Isoflavonas

Isoflavonas

Antocianidinas
/[Antocianinas

Antocianidinas
/Antocianinas

Antocianidinas
/Antocianinas

MIERILINES

Acidos
fendlicos,
flavonas,
flavononas y
flavonoles

Flavanoles y
procianidinas

Acidos
fendlicos e
isolfavonas

Ejemplos delanalisis de compuestos fendélicos por HPLC.

Muestra Metqd_o_de Columna Dlsol\(e_ntes y Ref.
analisis condiciones
= 0,
YMC-Pack ODS.  £25€ A 29ua 0,1%
Formulas HPLC-DAD AM-303 I
infantiles 200-350nm  250x4,6 mm,5 | ase B: acetonitrilo (1]
m 0,1% acido acético.
H Gradiente. 45 minutos.
HPLC-ESI- Ique A: e}gua 0,2%
Trébol rojo cuadrupolo Cus acido acetico. [92]
MS 150x2 mm, 3 pm Fase B: acetonitrilo.
Gradiente. 60 minutos.
Fase A: agua 0,1%
. acido acético.
. HPLC-DAD Chromolith RP- )
Soja 200-400 nm 18e Ifa_se B: rpfetanol 0,1% [93]
acido acético.
Gradiente. 10 minutos.
. . Fase A: agua 0,2%
Trébol rojo UPLC-DAD- Zorbax SB C18  &cido acético.
y aperitivos ESI-MS . [94]
. 1,8 um Fase B: metanol.
de soja 200-400 nm . -
Gradiente. 1 minuto.
Fase A: agua 0,3%
. HPLC-DAD C18 Hypersil ODS &cido percldrico.
NS (GRS 520 nm 5 um Fase B: metanol. [99]
Gradiente. 26 minutos.
Fase A: agua 10%
' ODS/B acido f(?rmlco.
Alubias HPLC-DAD Fase B: agua/metanol/ [96,
250x4,6 mm, 5 L PR
negras 520 nm m. 100 A acido férmico 97]
Hm. (40:50:10, VIVIv).
Gradiente. 50 minutos.
. 0
Frambuesa HPLC-DAD- Symmetry C18 233%?&?%33 Lo
negra, roja ESI/MS/MS 75x4,6 mm, 3,5 F B: t. itril [98]
y arandano 200-600 nm Hm ase b. acetonitrilo.
Gradiente. 25 minutos.
HPLC-MS L
HPLC-UV- Phenomenex Fase A: diclorometano.
. Fluorescencia Luna Silica Fase B: metano!.
Bebidas Fase C: 50% &cido [99]
280 nm 250x4,6 mm, 5 e
276 nm (ex) pm acetlgo. .
Gradiente. 70 minutos.
316 nm (em)
Fase A: agua a pH 2,6
HPLC-DAD . ajustado con acido
Propolis 280 nm Iz_g:g;gsrﬁm) R;Plrﬁ fosforico. [100]
310 nm » (H Fase B: acetonitrilo.
Gradiente. 85 minutos.
Acetonitrilo/ etilacetato/
agua 0,05% acido
, HPLC-UV pBondapack Cig .. .
Té verde 280 nm 300x3.9 mm fosférico (12:2:86, [101]
VIVIV).
Isocrético.
Fase A: agua 0,3%
. Zorbax SB-CN acido acético.
ts;g’& 7 U';';g'r?n'?D 50x2.1 mm, 1.8 Fase B: metanol 0,3%  [102]
) pum acido acético.

Gradiente. 2 minutos.
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En el caso de la deteccion por espectrofotometria UV-Visible, debido a la
diferencia en la absorcion de los distintos compuestos fendlicos a diferentes longitudes
de onda, es posible diferenciar las distintas familias de compuestos fendlicos
presentes en la muestra a analizar en base a su espectro de absorcién UV-Visible.
Pero para la deteccion inequivoca de un compuesto concreto frente a otros de su
misma familia es necesario la confirmacion de la identificacion por diferentes medios,
incluyendo el uso de patrones, la comparacion del tiempo de retencion del posible
compuesto en la muestra con el del patrdn correspondiente, la co-elucién del patrén en
la muestra, y la comparacién de los espectros de absorcion UV-Visible y de masas.
Auln asi, todavia puede ser necesario realizar andlisis utilizando diferentes condiciones
de gradiente para asegurar que no hay co-elucion de compuestos. Sin embargo, la
identificacion a través del espectro de absorcion UV-Visible es reconocida como
bastante fiable y es la forma mas ampliamente utilizada para la identificacion de
compuestos fendlicos.

En general, los &cidos fendlicos absorben entre 190 y 380 nm. Lo mas
habitual es que los derivados del acido benzoico presenten una banda de absorcion
gue tiene el maximo entre 200 y 290 nm; en cambio, los derivados del 4cido cindmico,
debido a la conjugacion de electrones adicional que se produce entre los electrones
del anillo bencénico y del doble enlace, se desplaza ese maximo a valores entre 270 y
360 nm. Estas diferencias se observan en la figura 16.

4.355 Exracted 434
080

Acido o0
protocatéquico 0.60]

0.7
Acido
.80 o
P-cumarico

0504
2 0.404

0,304 oH
0.204
0,104

424 1447 14872

0004

Z5000 30000 35000 40000 45000 50000 550,00 250,00 G0000 35000 ADO00 45000 G0000  550.00
nmy iy

Figura 16. Espectros UV-Visible de un &acido fendlico derivado del acido benzoico (acido
protocatéquico) y un acido fendlico derivado del &cido cinamico (acido p-
cumarico).

En general se utiliza una longitud de onda de 254 nm ¢é 280 nm para la
deteccion de &cidos fendlicos.

Los flavonoides también presentan espectros de UV-Visible caracteristicos
con dos bandas de absorcion, figura 16:

e Banda ll: con un maximo de absorbancia entre 240-285 nm debido a la resonancia
en el anillo A.
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e Banda I: con un maximo de absorbancia entre 300-550 nm por la resonancia en el
anillo B.

Estas bandas dependen del tipo de compuesto fendlico debido a las
diferencias entre sustituyentes que se dan entre ellos, los cuales proporcionan
diferentes movimientos de electrones que estabilizan la molécula y absorben a
diferentes longitudes de onda, como se puede observar en la figura 17.
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Figura 17. Ejemplos de espectros UV-Visible para ciertos flavonoides y estructura general y
especifica de los mismos.

En el caso de flavonas y flavonoles la banda Il tiene su méaximo de
absorbancia entre 240 y 280 nm y la banda | entre 300 y 380 nm [52]. En cambio,
flavanonas e isoflavonas debido a que la conjugacion entre el anillo A y B es ligera o
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inexistente hace que la banda Il sea intensa pero que la banda | sea pequefa. Lo
mismo ocurre para el caso de flavanoles, donde en general sélo se observa su banda
Il a 278 nm. En cambio los antocianos poseen una banda I, por la resonancia del anillo
B, en longitudes de onda mayores, entre 465 y 560 nm.

Por lo tanto, segun el compuesto fendlico a analizar se fija una longitud de
onda para su deteccion y cuantificacion por UV-Visible. Para los antocianos y sus
derivados se utilizan mas frecuentemente 502, 510, 520 o 525 nm; para las flavonas,
flavonoles y sus derivados 270, 280, 350 y 370 nm; para las flavanonas y sus
derivados 280 nm. En el caso de los flavanoles las longitudes de onda de deteccion y
cuantificacion mas comunes son 210 y 280 nm; y para las isoflavonas son 236, 254,
260, 262 y 280 nm. Un tipo de deteccion también espectrofotométrica es la de la
reaccion de los flavonoles con el p-dimetilaminocianamaldehido siendo la deteccion a
640 nm [52].

El problema de la deteccidn mediante espectrofometria UV-Visible es que
muchos derivados glucosidos y acetiles de los flavonoides son croméforos débiles y no
es posible distinguir entre sus espectros, siendo similares dentro de la misma familia
sin poder distinguir el derivado concreto [63].

Otro tipo de deteccion méas sensible a ciertos compuestos fendlicos es la
fluorescencia. Este tipo de deteccidn sélo se usa ocasionalmente ya que el nimero de
compuestos fendlicos sensibles a la fluorescencia es limitado. Los limites de deteccion
obtenidos con esta deteccién son menores que los obtenidos con la deteccién por UV-
Visible. Entre los compuestos fendlicos que son fluorescentes se encuentran las
isoflavonas, los flavanoles y las flavonas metoxiladas.

La intensidad detectada mediante fluorescencia viene dada por la naturaleza
del grupo funcional y su patrén de sustitucion, obteniendo distintas intensidades en la
misma familia de flavonoides [63]. En el caso de los flavanoles las longitudes de onda
de excitacién y emision son 280 y 310 nm, respectivamente; para las isoflavonas
también se ha utilizado la fluorescencia trabajando a una longitud de onda de
excitacion de 365 nm y 418 nm de longitud de onda de emision [52]. En algunos casos
al utilizar la derivatizacion con iones metalicos como el Aluminio (lll) se extiende la
aplicacion de la deteccion mediante fluorescencia a otros compuestos que no son
fluorescentes de forma natural [63].

Muchos compuestos fendlicos son electroactivos debido al grupo fenol que
les caracteriza, por lo que es posible la deteccion electroquimica culombimétrica,
aunque este tipo de deteccion no es tan sensible como la fluorescencia [63].

La deteccion por espectrometria de masas (MS) es ampliamente utilizada con
HPLC y se combina con otros detectores para facilitar la identificacion de los
compuestos fendlicos [34, 37, 40, 49, 52, 63].
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Las fuentes de ionizacién utilizadas tienen una doble funcién, eliminar el
disolvente en el que se encuentra la muestra y vaporizar e ionizar los compuestos a
analizar. Entre las mas utilizadas en HPLC se encuentran la ionizacion por electro-
spray (ESI) y la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI); ambas se usan tanto
en modo negativo como positivo. EI modo negativo proporciona mayor sensibilidad,
aunque el modo positivo se utiliza la mayor parte de las veces de forma
complementaria para el analisis estructural de los compuestos.

También se utilizan, aunque son menos frecuentes, fuentes como la
ionizacion por termo-nebulizacion o termo-spray (TSP) y la ionizacién por bombardeo
rapido de atomos (FAB) [40, 49, 52, 63].

El analizador es la parte del equipo donde se produce la separacion de los
fragmentos iénicos generados en funcién de su relacion masa/carga utilizando campos
magnéticos y eléctricos. Como analizadores mas comunes esta el de tiempo de vuelo
(TOF) para alta resolucién y el de cuadrupolo (Q) o trampa de iones (IT) para baja
resolucion [40].

Actualmente para la determinacion de compuestos o derivados desconocidos
se utilizan los equipos en tAndem MS/MS utilizando el triple cuadrupolo (QQQ) vy la
disociacion inducida por colisiones (CID) o la monitorizacion de reacciones mdultiples
(MRM).

Para la determinacion estructural también se utilizan otros detectores como la
resonancia magnética nuclear (RMN) ya sea acoplada al HPLC o combinada con el
HPLC-MS [103].

3.6.2.2 Otras técnicas de analisis utilizadas

Aunque la cromatografia HPLC es la técnica mas ampliamente utilizada en el
andlisis de compuestos fendlicos, otras técnicas se han utilizado para el mismo fin.

La cromatografia en capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC) se ha
usado desde principios de 1960 para el andlisis de flavonoides [63]; debido a que
permite el analisis simultaneo de varias muestras se usa como analisis rapido previo a
su analisis con otra técnica, como puede ser la cromatografia liquida. En la tabla 9 se
muestran algunos ejemplos del analisis de compuestos fendlicos mediante TLC.

Como fase estacionaria se utiliza un adsorbente adherido sobre una placa.
Como adsorbentes se utiliza gel de silice, derivados de poliamida o cloruro de
aluminio. Como fase mdévil se utilizan los mismos solventes que en HPLC. La
deteccidn se realiza por espectroscopia UV a 350-365 nm o 250-260 nm; o por
densitometria a las mismas longitudes de onda que la UV [63].
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Tabla 9. Ejemplos del analisis de compuestos fendlicos por TLC.
Compuestos Método de .
AR o Ref.
Fenclicos Muestra T Adsorbente Disolventes e
2 métodos con
Acidos 2 métodos con disolventes en fase
Serdleos Hoias de HPTLC-UV adsorbentes en reversa:
fl : m eJ nta 366 nm fase reversa: A) Agua:metanol (60:40 [104]
avonasy IR A) Aminopropil. vIv).
flavanonas B) Octadecil. B) Acetona:acido
acético (85:15 v/v).
Sl Acetato de etilo:4cid
fenélicos cetato de etilo:acido
. Diversas TLC-UV - fémico:4cido
;:avano:\as, plantas 365 nm Silica. acético:agua [105]
ATl 100:11:11:26 (viviviv)
aminoé&cidos
Derivados
glucésidos de TLC- Acetato de etilo:acido
flavonas, Patrones densitometria Silica férmico:agua 8:1:1 [106]
flavanonas y 254 nm (VIviv)

flavonoles

La TLC no se trata de un método cuantitativo fiable para muestras complejas,
aunque por medio de la deteccion por densitometria es posible la cuantificacion de
ciertos polifenoles en vinos, por ejemplo [80]. Cuando se automatizan algunos pasos
del analisis, incrementando la resolucién y precision del mismo, se obtiene la técnica
denominada HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography).

Desde la década de los 60 se utiliza la cromatografia de gases, GC, para el
analisis de flavonoides. Es una técnica que ofrece buena eficiencia en la separacion,

asi como elevada resolucién entre los compuestos y bajos limites de deteccion, pero
se trata de un proceso laborioso porque la gran mayoria de compuestos fendlicos no
son volatiles por lo que es necesario el proceso de derivatizacion previo a su analisis
[37, 49, 63].

Las columnas generalmente utilizadas para el andlisis de compuestos
fendlicos suelen ser columnas empaquetadas de silice en vez de columnas
empaquetadas de vidrio [63]. Como deteccion se utiliza la deteccidén por ionizacion en
llama (FID) y por espectrometria de masas (MS); esta ultima permite la elucidacién
estructural de los compuestos fendlicos [37].

Un andlisis tipico de flavonoides por cromatografia de gases es la
derivatizacion previa del extracto para la obtencién de sus derivados trimeilsililados,
los cuales son inyectados en una columna no polar y separados por un programa de
temperatura lineal de 30 a 50 minutos a temperaturas superiores a 300°C. Como
deteccion se utiliza la espectrometria de masas con ionizacion por impacto de
electrones con una fuente de temperatura superior a 250°C [63]. Algunos ejemplos del
analisis mediante cromatografia de gases con deteccion de espectrometria de masas
se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Ejemplos de analisis de compuestos fenélicos mediante GC.
Compuestos Método Columnay
pu Muestra de Derivatizacion Condiciones de Ref.
Fendlicos o
analisis temperatura
GC-FID: columna de vidrio
empaquetada con 3% OV-1
sobre una malla de
chromosorb W. 2 metros y 2
mm de diametro interno.
L (o} [o) i
. Sililacion con N,O- L0 AP
Acidos GC-FID  bis(trimetilsilil) . [107
0 Cereales - . GC-MS: columna capilar ]
fendlicos GC-MS nggj_?éoAa)lcetamlda WCOT  de silice fundida 108]
recubierta de OV-101. 24
metros y 0,2 mm de diametro
interno.
40-150°C a 40°C/min, 150-
300°C a 4°C/min, mantener a
300°C durante 10 minutos.
Columna DB-5 MS. 30
metros y 0,25 mm de
. Sililacién con N- didmetro interno.
Acidos Trigo GC- metil-N-trimetilsilil 80°C mantenido 1 minuto, [109]
fendlicos 9 MS/MS trifluoroacetamida 80-160°C a 10°C/min, 160-
(MSTFA) 235°C a 5°C/min, 235°C
mantenido durante 5
minutos.
Columna de silice fundida
cubierta por metilsiloxano.
e 25 metros y 0,20 mm.
@itae Ei"slzﬁ'(i:rlr?gtilgﬁlr; N,O- 80°C mantenido 0,1 minutos,
- - (o] O 1 (o]
Flavonoles biloba GC-MS i oroacetamida 80-245 g: a 25°C/min, 245°C [110]
(BSTFA) mantenido 25,5 mlnu_tos,
245-270°C a 60°C/min,
270°C mantenido durante 8
minutos.
Sililacién con N-
(terc- .
L Columna capilar DB1de
Frutas y : butildimetilsilil)- N- P :
Isoflavonas NUBCES GC-MS metil silice fundida. 25 metros. [111]

trifluoroacetamida
(TBDMS)

Isotérmico a 320°C.

Los procesos de derivatizacibn se basan en la obtencion de derivados
volatiles y térmicamente estables de los compuestos objeto de analisis. Los mas
utilizados son la metilacién, la trifluoroacetilaciéon, la trimetilsilacién o la derivatizaciéon
con N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida [34].

Pero todos estos procesos de derivatizacion tienen sus limitaciones. Se ha
comprobado que al usar compuestos sililados para la derivatizacion y el analisis por
cromatografia gaseosa con deteccidon por espectrometria de masas aparecen en el
espectro de masas compuestos sililados derivados de la eliminacion de los grupos
sililo, lo cual proporciona poca informacién estructural de los compuestos analizados.
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Cuando el compuesto a analizar tiene mas de un grupo hidroxilo reactivo se producen
distintos derivados que dificultan la cuantificacion. Ademas durante la reaccion de
derivatizacion se pueden producir ciertas reorganizaciones de atomos y enlaces en las
moléculas a analizar y se detecten nuevos compuestos derivados de las reacciones de
derivatizacion. Esta reorganizacion se produce sobre todo en las flavanonas que por
reorganizacion de sus atomos y enlaces durante las condiciones de reaccion de
derivatizacion se transforman en chalconas [49]. En cambio, flavonoles, flavonas e
isoflavonas no sufren esas reorganizaciones y el andlisis por cromatografia gaseosa
con deteccién por espectrometria de masas permite la obtencion de buena informacién
estructural de sus isomeros.

El uso de un tipo de derivado volatil o de otro puede mejorar la separacion
entre compuestos; la separacion de derivados trisililo de isoflavonas es mejor que la
de los derivados trimetilados, pero el uso de estos Ultimos proporcionan mayor
informacién estructural por su andlisis por cromatografia de gases con deteccion por
espectrometria de masas (GC-MS) [49].

El analisis por cromatografia gaseosa no es un andlisis que sustituya la
cromatografia liquida debido a su complejidad por el proceso de derivatizacion,
aunque éste se realice en vial, lo cual proporciona bajos limites de deteccion en la
deteccidon mediante espectrometria de masas en modo de monitorizacién selectiva de
iones (GC-MS SIM) [63], pero al tener mas etapas de andlisis existen mayores errores
inherentes al tratamiento de muestra [29, 37, 63, 79, 80].

Otro método de andlisis que a diferencia de la cromatografia gaseosa no
necesita reacciones de derivatizacion y es muy utilizado actualmente para el andlisis
de compuestos fendlicos es la electroforesis capilar (CE).

Esta técnica muestra altas eficacias de separacion, tiempos de separacion
cortos, volumenes de muestra y disolventes pequefios, ya que utilizan capilares
estrechos, e incluso en algunos analisis se consigue mayor eficacia que utilizando
HPLC [47, 52, 63, 80, 112].

Entre las técnicas electroforéticas mas utilizadas estan la electroforesis
capilar de zona (CZE) y la cromatografia micelar electrocinética (MEKC). Las
disoluciones tampdn més utilizadas son las fosfato o borato, capilares de silice fundida
de diametro interno entre 50 y 100 um, voltajes entre 10 y 30 KV y como volumen de
inyeccion de 10 a 50 nL. Las técnicas de deteccién utilizadas son la espectroscopia
UV, la fluorescencia, la deteccién electroquimica y la espectrometria de masas.

Algunos ejemplos de la aplicacion de esta técnica al andlisis de los
compuestos fendlicos se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Ejemplos de analisis de compuestos fenélicos mediante CE.

Compuestos Método de

AF Muestra o Eluyentes
Fendlicos analisis

Flavanoles Solucion  tampén borato  (H3BOs-

Ginkgo Na;B4O7) en concentracion 50 mmol/L
;:avonals y biloba CE-ED a pH 9,0, [68]
s 22 minutos.
CE-UV Solucion tampon borato (NaxB4O7/HCI)
Flavonoles Propdleo en concentraciéon 30 mmol/L a pH 9,00 [113]
270 nm
con 40% (v/v) metanol.
CZE-DAD Tampoén a pH 8,4 de tetraborato de
Antocianos Vino sodio a una concentraciéon 50 mM vy [114]
599 nm
15% (v/v) metanol.
i Tampén fosfato a pH 2,0 a una
Flavgno_lgz_s y Téyuva MZEOIBle;J]V concentracion 5 mM, 2% (v/v) metanol [115]
procianidinas y 2,89% SDS.
. Tampén de acetato de amonio a una
Egﬁg\?glne:se ;:cl)g:ms y szlEzlaﬁwD concentracion 50mM a pH 10,5 y 20% [116]
) (v/v) metanol.
. Tampén borato a una concentracién
Isoflavonas :—orjibm MZESPZCr;rlrJ]V 30mM a pH 10,1, 5% (v/v) etanol y 20 [117]

mM SDS.

La mayor ventaja de esta técnica es el uso de pequefios volimenes de
muestras y eluyentes. Ademas permite distinguir entre moléculas neutras y cargadas.
En el caso de las moléculas neutras la separacion se basa en la hidrofobicidad de los
compuestos. Mientras que las moléculas cargadas se separan en base al grado de
ionizacion e hidrofobicidad de la misma. En los compuestos fendlicos la magnitud de la
carga negativa se determina por la posicion y el nidmero de grupos hidroxilo e
ionizables que poseen y del pH del tamp6n utilizado [63].

No se reflejan grandes diferencias en su uso comparado con la cromatografia
liquida, pero en ciertos casos puede proporcionar mejores resultados de repetibilidad
en el tiempo de retencion y migracion, aportando mayor resolucién, eficacia y rapidez,
ademds de un minimo gasto de reactivo y muestra [47, 63, 112].

Una técnica relativamente reciente que se ha comenzado a utilizar para la
separacion y el andlisis de compuestos fendlicos, es la cromatografia de fluidos
supercriticos (SEC).

Lo que diferencia esta técnica de todas las anteriormente revisadas es el uso
de un fluido supercritico como fase mavil. Se trata de una cromatografia mas versétil,
mas rentable, facil de usar, con mayor rendimiento, mejor resolucion y tiempos de
andlisis mas rapidos que la cromatografia HPLC. Su instrumentacién permite el uso de
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varios detectores. Ademas debido a la naturaleza de su fase mdvil es posible la
obtencion de compuestos puros al finalizar el analisis.

Como fase movil se utiliza diéxido de carbono supercritico, pero debido a su
caracter apolar es necesario el uso de modificadores organicos para poder realizar el
analisis de compuestos polares como los compuestos fendlicos.

Un ejemplo de la utilizacion de esta cromatografia para ciertos compuestos
fendlicos en extractos de semilla de uva se muestra en el trabajo de Kamngerpour y
col. 2002 [118] donde se utiliza como fase mévil diéxido de carbono modificado con
metanol, que contiene menos de un 1% (p/p) de acido citrico como aditivo secundario;
en este caso la identificacién se realiza por comparacion del tiempo de retencion y los
espectros ultravioletas de los analitos, con los obtenidos al analizar una mezcla de
patrones.
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11 LA SOJA

La soja (Glycine max) es una planta de la familia de las leguminosas
(fabaceae). (Figura 18)

Figura 18. Semillas y vaina de soja.

El grano de soja y sus subproductos, como aceite y harina de soja, se utilizan
tanto en la alimentacion humana como en la animal [1] debido a su contenido
nutricional, rico en proteinas y grasa (tabla 12), superior a los del resto de las
legumbres y cereales.

Los adultos necesitan ingerir con la dieta 8 aminoacidos (los nifios 9) de los
20 necesarios para sintetizar proteinas. Las proteinas “mas completas”, es decir, las
gue poseen la mayoria de los aminoacidos necesarios, suelen encontrarse en los
alimentos de origen animal. Sin embargo, la soja aporta 8 aminoacidos esenciales en
la edad adulta, aunque el aporte de metionina sea algo escaso; pero esto puede
compensarse facilmente incluyendo cereales, huevos o lacteos en la alimentacién
diaria [1]. Por ello los derivados de la soja se consumen en sustitucion de los
productos céarnicos.
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Tabla 12. Contenido nutricional de la semilla de soja.

AMINOACIDOS
WAROIR PRI AL presentes en la semilla de
(por cada 100 g) soia

Energia 370 Kcal |} |Arginina 7,50 %
Proteinas 38,09 Cistina 1,10 %
Grasas 18,6 g Fenilalanina* 5,00 %
Carbohidratos 158¢ Histidina 2,20 %
Fibra total 1529 Isoleucina* 4,80 %
Fibra soluble 6,58 g Leucina* 7,60 %
Fibra insoluble 8,60 g Lisina* 6,50 %

Metionina* 1,40 %
Vitamina B1 0,61 mg Tirosina 3,50 %
Vitamina B2 0,27 mg Treonina* 3,80 %
Vitamina A 2,00 ug Triptofano* 1,30 %
Vitamina E 2,90 mg Valina* 5,00 %
Calcio 240 mg
Hierro 9,70 mg
Magnesio 250 mg
Zinc 4,30 mg
Sodio 5,00 mg
Potasio 1730 mg
Fésforo 660 mg *aminoacidos esenciales

La soja, como alimento funcional, ha suscitado diversos estudios donde se
relaciona su consumo con los posibles efectos beneficiosos para la salud humana,
entre los que se encuentran la prevencion de los canceres de mama y préstata [2], la
prevencion de enfermedades cardiovasculares [3], la prevencion de la osteoporosis [4]
y la mitigacion de los sintomas de la menopausia [5]. Todos estos beneficios
potenciales para la salud, que aporta el consumo de soja, estan relacionados con su
composicion quimica; entre los compuestos responsables de estos beneficios se
encuentran los inhibidores de proteasas, las saponinas, los acidos fendlicos, el 4cido
fitico y las isoflavonas [6].

1.2 SOJA'Y SALUD

El consumo regular de proteina de soja reduce significativamente la
concentracion de lipidos en la sangre como se ha demostrado en ciertos estudios [7].
Se ha comprobado que los aminoacidos de la proteina de soja son capaces de actuar
como antioxidantes frente al colesterol de baja densidad [8]. Ademas, mujeres tratadas
con soja después de la menopausia presentan menor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, lo que podria ser debido a los diversos fitoestrégenos
presentes en la soja, tales como las isoflavonas [9, 10].

El consumo de soja se ha relacionado también con la prevencion de la
osteoporosis. Se conoce la relacion entre el consumo de proteina de origen animal,
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rica en aminoacidos azufrados, y la pérdida del calcio en la orina, este efecto se puede
mitigar mediante el consumo de soja, en lugar de productos carnicos, ya que aporta
proteina con pocos aminoacidos azufrados. Pero ademas, la soja contiene isoflavonas
gue actian como hormonas vegetales con efecto estrogénico en la menopausia y
ayudan a retener el calcio [11-13].

Otro efecto que se asocia al consumo de soja es el papel protector frente al
cancer de mama y préstata. Dietas ricas en soja se han asociado con paises y grupos
étnicos que presentan bajo riesgo de padecer cancer de mama [14, 15]. Sin embargo,
también existen diversos estudios epidemioldgicos, in vitro e in vivo, que relacionan el
consumo de soja con el riesgo de padecer cancer; los cuales fueron revisados en
varias publicaciones [15-17], llegando a la conclusién de que no hay suficientes datos
para concluir que ambos aspectos estén relacionados, por lo que son necesarios mas
estudios, ya que los efectos observados no son sélo atribuibles a la ingesta de soja
sino que parecen estar condicionados por otros factores como son los genéticos y el
sexo masculino o femenino. Pero por otro lado en junio de 1990, el Instituto Nacional
del Cancer, en Washington D.C., convocd a expertos en investigacion para estudiar
los efectos anticancerigenos de la soja, y coincidieron en afirmar que habia grandes
posibilidades de que la soja tenga una funcién importante en la prevencion del cancer,
e identificaron 5 sustancias anticancerigenas diferentes: fitoesteroles, fitatos,
saponinas, inhibidores de proteasas y acidos fendlicos [8]. También ha sido descrito
gue aungue el potencial efecto de la soja contra el cancer de mama y préstata puede
ser debido a todos estos compuestos, la mayoria de los resultados apuntan a que las
isoflavonas son grandes responsables de ello [18-29].

1.3 LAS ISOFLAVONAS

Entre todos los compuestos beneficiosos para la salud de la soja nos vamos a
centrar en uno de sus fitoquimicos mas importantes, las isoflavonas.

Las isoflavonas pertenecen al grupo de compuestos fendlicos clasificados
como flavonoides. Son metabolitos secundarios de las plantas, que se conocen como
fitoestrogenos por su actividad estrogénica [30]. Estos compuestos se encuentran en
cantidades importantes en plantas leguminosas como la soja.

La estructura basica caracteristica de las isoflavonas es un nucleo de flavona,
compuesto por dos anillos de benceno unidos ambos a un anillo heterociclico (Figura
19).
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Glucésidos Agluconas

Malonil Daidzina COCH,COOH Daidzeina
Malonil Glicitina MGly H OCH; COCH,COOH Gliciteina Gle H OCH,
Malonil Genistina MGi OH H COCH,COOH Genisteina Ge OH H
Acetil Daidzina ADi H H COCH,
Acetil Glicitina AGly H OCH; COCH;
Acetil Genistina AGe OH H COCH,
Daidzina Di H H H
Glicitina Gly H OCH; H
Genistina Gi OH H H

Figura 19. Estructura quimica, nombres y abreviatura de las isoflavonas.

Las principales isoflavonas que se encuentran en la soja son la genisteina
(4’,5,7-trihidroxiisoflavona) (Ge), daidzeina (4’,7-dihidroxiisoflavona) (De), gliciteina
(4’,7-dihidroxi-6-metoxi-isoflavona) (Gle) y sus respectivos derivados glucésidos, acetil
y malonil.

Su distribucion no es homogénea en la semilla, estudios como el de Kudou y
col. [31], entre otros [32, 33], determinaron la concentracién de isoflavonas en cada
parte de la legumbre madura encontrando que en el hipocdtilo el total de isoflavonas
es entre 5,5 y 6,0 veces mayor que el encontrado en el cotiledon. Gliciteina y sus
derivados se encuentran sélo en el hipocoétilo de la misma, mientras que en la
cascarilla de la soja no se hay isoflavonas. La aparicion de las isoflavonas depende del
desarrollo de la legumbre, encontrando que glucésidos y maloniles aumentan su
concentracion entre los 35 y 60 dias después de la floracién de la planta, mientras que
los maloniles representan el 66% del total de las isoflavonas en semillas maduras.
Ademas se ha encontrado distinto periodo de formacion para cada isoflavona:
genistina y malonil genistina aumentan su concentracion durante el Gltimo estadio de
desarrollo de la legumbre, mientras que daidzina y malonil daidzina se producen
durante todo el desarrollo de la planta.

El interés en las isoflavonas radica en que han mostrado efectos beneficiosos
para la salud, tanto in vitro como in vivo relacionados con el consumo de productos de
soja [28, 29, 34], siendo estos efectos relativos bien al tratamiento o bien a la
prevencién de enfermedades.
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Existen varios posibles mecanismos de accién por los cuales las isoflavonas
pueden actuar en la prevencion de enfermedades, incluyendo entre ellos actividad
estrogénica/antiestrogénica, anti-proliferacion de células, induccién de la apoptosis,
actividad antioxidante, antiinflamatoria, regulacion del sistema inmune y cambios en la
sefalizacion celular [34].

En concreto, su actividad estrogénica es bien conocida desde hace mucho
tiempo, aunque en comparacion con los estrogenos fisiolégicos su actividad es
particularmente débil (1/10000 y 1/1000 la actividad del 17-B-estradiol [24, 25]) sin
embargo, también se ha comprobado que poseen una actividad antiestrogénica debido
a su competencia por los receptores de los estrégenos [35].

Para el estudio de las isoflavonas, la soja es un buen material de trabajo ya
gue tiene una alta disponibilidad, es barata y relativamente rica en isoflavonas, siendo
su contenido medio entre 500 y 4000 mg/Kg de soja, dependiendo de diversos
factores ambientales como la region y el afio de cultivo, la variedad de soja, etc. [34,
36]; ademéas de en la concentracion total, también se han encontrado diferencias en el
perfil de las isoflavonas.

1.4 ESTABILIDAD DE LAS ISOFLAVONAS

1.4.1 Degradacion e interconversion

Kudou y col. 1991 [31] comprobaron al extraer las isoflavonas de la soja que
los malonil derivados se extraen en mayor cantidad a temperatura ambiente que a
80°C, comprobando de este modo que se trata de derivados térmicamente inestables
gue con temperaturas elevadas se transforman en su glucésido y acetil derivados,
excepto para acetil genistina. Por otro lado, Simonne y col. 2000 [37] estudiaron el
efecto del hervido, escaldado, congelado y liofilizado del escaldado de las sojas,
comprobando que todos los procesos reducen significativamente el contenido total de
isoflavonas, hasta en un 56% en el caso de las sojas escaldadas. Estas pérdidas se
explican por la solubilidad de las isoflavonas en el agua durante el tratamiento que
provoca su extraccion de la matriz; al aplicar calor en el hervido se observa el aumento
de las concentraciones de los derivados glucésidos.

Ademads, existen diversos estudios sobre la estabilidad de las isoflavonas
durante la extraccion en distintas condiciones de calor y pH [34, 38], pero estas
transformaciones también se pueden dar durante el almacenamiento y durante el
procesado de la soja, cambiando el perfil y la cantidad de las isoflavonas. Las posibles
interconversiones entre las isoflavonas se muestran en la figura 20.
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CH,0COCH,COOH CH0COCH; CH,OH

| -CH,COO0H g
—_——

Malonil Glucésidos Acetil Glucésidos Glucésidos

CH;0COCH;

CH,0COCH,;COO0H
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OH OH OH
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OH OH

Agluconas
Figura 20. Principales vias de interconversién de las isoflavonas.

Ungar y col. 2003 [39] realizaron un estudio sobre la estabilidad térmica de
disoluciones de daidzeina y genisteina en metanol o dimetilsulféxido a 120°C y a
distintos pH, neutro y alcalino. En ambas condiciones se produce la degradacion de
las isoflavonas obteniendo una reduccion para la daidzeina a pH 7 del 40% y a pH 9
del 15%, en cambio el efecto del medio neutro estabiliza mas la genisteina
reduciéndola en un 22%, al contrario del medio alcalino que la reduce en un 60%.
Realizaron el estudio de la cinética de degradacion incubando las disoluciones entre
70 y 90°C y pH entre 7 y 9, observando una cinética de reaccion de primer orden para
ambas isoflavonas. La degradacion de genisteina fue acelerada por el medio alcalino
obteniendo constantes de reaccion mayores que en medio neutro; lo mismo se
observa para la daidzeina, por lo que el pH influye en la degradacion. Ademas se
observa que a temperaturas altas la daidzeina es mas labil que la genisteina, siendo la
mayor degradacion a 95°C para la genisteina, con una reduccién del 29%, y a 98°C
para daidzeina, disminuyendo su concentracion en un 58%.

Una explicacion para la mayor estabilidad de la genisteina se encuentra en el
numero de sustituyentes hidroxilo de los anillos aromaticos de la isoflavona. Varios
estudios de estabilidad de polifenoles muestran un incremento en la estabilidad
asociado con la disminucion del nimero de grupos hidroxilo [40], por lo que se puede
suponer que el incremento del namero de grupos hidroxilo en el anillo aromatico unido
al heterociclo (anillo B) puede desestabilizar a la isoflavona; sin embargo, segun el
estudio de Ungar y col. 2003, la daidzeina es menos estable que la genisteina, siendo
la Unica diferencia entre ambos la ausencia de un grupo hidroxilo en el anillo aroméatico
cuyos carbonos forman parte del heterociclo (anillo A) (figura 19) en la daidzeina, por
lo que se puede concretar que es este hecho lo que desestabiliza esa isoflavona. Este
desvio en la estabilidad con respecto al resto de estudios de estabilidad en polifenoles
se puede explicar por la localizacion de ese grupo hidroxilo, que es el carbono 5 del
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anillo A, muy proximo al grupo 4-oxo del anillo C, el cual puede estabilizar la hidrdlisis
en el anillo A de la genisteina. Ademas en este estudio se realizaron analisis
microcalorimétricos de la degradacion observando que en las condiciones anaerobias
de estos analisis se producian mas rapido que en las condiciones aerobias de los
analisis isotérmicos, obteniendo diferentes energias de activacion para cada caso.
Estas diferencias sugieren que existen dos o mas reacciones de degradaciéon que
difieren en su mecanismo, sus productos e incluso en su dependencia con la
temperatura. La menor estabilidad de la daidzeina frente a la genisteina también se
observa con sus derivados, como se puede comprobar en el estudio de Mathias y col.
2006 [41]. Ademas en este estudio se observd mayor estabilidad en condiciones
acidas para los malonil derivados frente a los acetil derivados, indicando mayor
estabilidad por el grupo malonil frente al grupo acetil.

Chien y col. 2005 [42] realizaron el estudio cinético de la conversion y
degradacién de la genisteina y sus derivados glucésido, acetil y malonil durante la
aplicacion de calor himedo y seco a 100, 150 y 200°C, a distintos tiempos entre 0 y
180 min. Las reacciones que se estudiaron se muestran en la figura 21. Se observé
gue con calor seco la mayor constante de degradacion es para la malonil genistina,
seguido de genistina, genisteina y acetil genistina; en cambio en el caso de la
aplicacion de calor humedo se observa el orden inverso al observado con calor seco,
ademas de que para el calor himedo las constantes de degradacién son del orden de
10 a 100 veces mayores que para el seco, por lo que aplicando calor himedo las
isoflavonas son mas susceptibles de degradacién y conversion que con la aplicacién
de calor seco. La conversién del malonil genistina es la mas rapida durante el
calentamiento, asi que comparado con tres derivados de genisteina es el derivado
mas labil.

Calor seco

150°C

200°C
Degradacion Degradacion
Calor Calor
Calorseco | humedo Calorseco| humedo

150°C | 150°C 150°C 150°C
200°C | 200°Cc  200°C 200°C

Calor seco Calor seco Calor seco Calor seco Calor seco
150°C 150°C 150°C 150°C 150°C
0 - 0 . 0 0 0
Degradacion = Ma!or}ll i Ac_etl_l = Genistina-ﬂ»Genisteinaﬂ»Degradacién
100°c Genistina qpopec  Genistina 1gp°c 100°C
150°C 150°C 150°C 150°C
200°C 200°C 200°C 200°C
Calor humedo Calor humedo Calor humedo CTEO)BSDZCO Calor humedo
200°C
Calor seco

150°C

200°C

100°C

150°C

200°C

Calor humedo

Figura 21. Principales reacciones de transformacién y degradacion.
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Estas reacciones debidas al calor pueden ser debidas a una degradacion
térmica oxidativa, pero se han estudiado otro tipo de degradaciones debidas a las
enzimas glucosidasas, propias de la soja, que afectan a la interconversion entre
glucoésidos y agluconas, mediante la hidrélisis de dichos glucdsidos [43, 44]. Esta
degradacion es propia de los procesos de remojo de la soja, como el que se da
durante la producciéon de la bebida de soja. La maxima actividad de las glucosidasas
se da a 45°C a un pH éptimo de 5,5, aunque son activas en un rango de 4,3-7,0 de
pH. Para inhibir estas enzimas, ademas de inactivarlas por calor (>60°C), se pueden
utilizar aditivos como son HgCl,, AgNOz y D-glucono-0-lactona para conseguir dicha
inactivacion.

Ademas de estas reacciones existen otras que afectan a las isoflavonas en
los alimentos, como son las reacciones de Maillard, responsables del desarrollo del
color marrén y el aroma durante el procesado y almacenamiento de los alimentos,
debido a la formacion de aminas heterociclicas como productos de reaccion. Davies y
col. 1998 [45] comprobaron que en proteina de soja se producian reacciones de
Maillard por dos vias, la propia autodegradacion de la genisteina y la reaccién de la
genisteina con el aminoacido lisina presente en la proteina; esta Ultima reaccién se
comprobé que se producia a temperaturas menores de 30°C y en tiempos cortos (2
meses).

Todas o parte de estas reacciones se observan tanto en el procesado de la
soja y sus productos, como en el almacenamiento de la misma y sus extractos.

1.4.2 Estabilidad en el procesado de la sojay sus derivados

Ademas de como tal, la soja puede ser consumida de diversas formas, ya sea
como semillas, tofu, bebida de soja, incluida en cereales y galletas... Con lo
comentado en el apartado anterior es de esperar que la distribucién y perfil de
isoflavonas varie segun el alimento de que se trate, debido a la relativa inestabilidad
de las mismas en las condiciones de procesado de la soja natural. Se ha comprobado
gue la aplicaciéon de altas temperaturas puede promover la descarboxilacion de los
malonil glucésidos a acetil glucésidos. Por otro lado, la hidrélisis del éster transforma
los malonil y acetil glucésidos a glucésidos. También es posible por medio de otros
tratamientos generar las formas agluconas por ruptura del enlace glucosidico, e
incluso se ha estudiado la inestabilidad de las formas agluconas en condiciones &cidas
[46]. A continuacion se describen algunos estudios de esta variabilidad observada.

Los diferentes aspectos del procesado pueden desencadenar alguna
degradacion o interconversion entre las isoflavonas presentes en la materia prima. Un
ejemplo de esto son los concentrados de proteina de soja, ya que segun el método de
obtencion de la proteina, poseen perfiles de isoflavonas totalmente distintos. En el
caso de obtencion por extraccién alcohdlica se produce una pérdida de méas del 95%
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de las isoflavonas presentes inicialmente, mientras que en el caso de la obtencién
mediante extraccioén por lavado acuoso, se conservan la mayoria de las isoflavonas
presentes en la soja original [46].

Diversos estudios han documentado los cambios en las isoflavonas en el
procesado de la soja para la obtencién de diversos productos como bebida de soja y
tofu [43, 47-50]. De todos los pasos del proceso, el molido de la soja es un punto
critico donde puede variar el contenido total de las isoflavonas segun la temperatura
que se utilice para ello. Jackson y col. 2002 [47] observaron un aumento en 12 y 23
veces la concentracion de daidzeina y gliciteina respectivamente en el proceso de
agitacion y molienda con agua hirviendo. Prabhakaran y col. 2006 [49] observaron un
cambio en la actividad de las -glucosidasas segun se realizara el molido a 45 o0 95°C,
observando un aumento en la concentracion de agluconas al moler a menor
temperatura; a 95°C la concentracion de agluconas es menor, sin embargo aumenta la
concentracion de isoflavonas totales.

También se ha estudiado la estabilidad de las isoflavonas en diversos
productos de soja. En el caso de las bebidas de soja fermentadas [51, 52] se observa
gue agluconas y glucésidos son estables durante el almacenamiento en presencia de
lactobacillus. La degradacion de las agluconas es menor que las de los glucosidos y el
orden de estabilidad es daidzeina, mayor que la genisteina, siendo la de menor
estabilidad la gliciteina. Se observan mayores constantes de degradacién para las
agluconas a 25 y 37°C y menores constantes de degradacidon a bajas temperaturas
como son -80 y 4°C; en el caso de los glucdsidos, ocurre lo contrario.

Hayes y col. 2003 [53] estudiaron la estabilidad de la bebida de soja
uperizada almacenada a distintas temperaturas durante 3 meses. Observaron un
aumento de los glucésidos y la disminucidon de los derivados acetil y malonil en el
tiempo; las agluconas no presentaron ningln cambio. Para daidzina se observa el
aumento de su concentracion pasado un mes de almacenaje a 23 y 38°C en cambio, a
4°C, ese aumento se observa pasados 3 meses. En el caso de la genistina el aumento
de concentracidén se observa pasado un mes para cualquiera de las tres temperaturas
estudiadas.

Anderson y col. 1995 [54] estudiaron los cambios en las isoflavonas durante
el procesado de diferentes alimentos de soja. Mediante un tratamiento de calor los
acetiles aumentan su concentracion debido posiblemente a la descarboxilacion de los
maloniles. En el tofu el contenido en isoflavonas es bajo debido a su procesado
acuoso donde las isoflavonas se extraen de la matriz y pasan al agua de procesado.
Lo mismo ocurre con la proteina de soja hecha por medio de extraccion alcohdlica
acuosa. En alimentos fermentados como el tempeh y el miso se observan mayores
concentraciones en agluconas debido a la hidrélisis enzimética que se provoca
durante la fermentacién. En este estudio se observa que no hay pérdida de las
isoflavonas en el procesado, salvo en aquellos casos en los que se han realizado
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extracciones alcohdlicas. Se dan interconversiones debidas al tratamiento térmico y a
la fermentacion, pero las isoflavonas totales se mantienen constantes. La disminucion
del contenido en isoflavonas en algunos alimentos se debe a la dilucion debida a la
adicion de otros ingredientes, como la sal.

Wang y col. 1996 [55] estudiaron el balance de masa de las isoflavonas
durante el procesado de la soja para la obtencion de tempeh, bebida de soja, miso y
proteina de soja. En el proceso de obtencidon de tempeh se observaron pérdidas de un
12% en el remojo y un 49% en el proceso térmico. En cambio para el tofu, la mayor
pérdida (44%) se produce durante la coagulacion. Para la obtencién de la proteina de
soja en la extraccion alcalina se pierde un 53%. Sobre el perfil de isoflavonas también
se dan cambios. En la produccion del tempeh, la bebida de soja y el tofu disminuyen
las concentraciones de malonil daidzina y malonil genistina después del remojo y la
cocciéon. En cambio, debido al proceso térmico aumentan las concentraciones de acetil
daidzina y acetil genistina. Después de la fermentaciéon del tempeh se observa un
aumento de daidzeina y genisteina debido a la hidrélisis enzimética. En el caso de la
proteina de soja, la extraccién alcalina provoca un aumento en la daidzeina y la
genisteina.

1.4.3 Estabilidad del almacenamiento de soja

Hay que tener en cuenta que no solo el procesado afecta a la concentracion y
el perfil de isoflavonas; el almacenamiento y las condiciones de almacenamiento a
largo plazo pueden afectar a la distribucion y contenido de las mismas, disminuyendo
e incrementando sus concentraciones individuales. Hay diversos estudios de
contenido en isoflavonas y del perfil de las mismas durante el almacenamiento en
distintas condiciones y habiendo sido afiadidos distintos aditivos.

Hou y col. 2002 [56] estudiaron la estabilidad de las isoflavonas en distintas
condiciones de temperatura, humedad y tiempo. Con valores de humedad altos y a
30°C de temperatura, los derivados malonil decrecen con el paso del tiempo, llegando
hasta un 1% del total de las isoflavonas pasados 9 meses. Los derivados glucésido
pasan del 12% al 26% en dos meses Yy luego decrecen hasta un 2% a los 9 meses de
almacenamiento. En cambio las agluconas aumentan del 1% al 79% del total en 5
meses Yy hasta el 97% pasado los 9 meses. Reduciendo los tiempos de
almacenamiento se reducen las degradaciones observadas, e incluso almacenando a
4°C se consigue que no haya variacion en las isoflavonas durante 18 meses de
almacenamiento; en este caso no se observaron ni hidrélisis por B-glucosidasas ni
actividad de desesterificacion.

En diversos estudios [57] se establece que la temperatura afecta a la
estabilidad de las isoflavonas, siguiendo una relacion de Arrhenius entre la
temperatura y la degradacion. La cinética de las reacciones de conversion de las
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isoflavonas es de primer orden. Los derivados malonil son los més labiles durante el
almacenamiento, mientras que los derivados genisteina son mas estables que los
daidzeina en el caso del almacenamiento de semillas de soja.

Kim y col. 2005 [58] no observaron diferencias significativas en el contenido
medio de isoflavonas encontrado al almacenar semillas de soja durante tres afios a
temperatura ambiente y a -20°C. En ambas condiciones se observan grandes
variaciones en el contenido de derivados malonil, pero las diferencias no son
significativas entre las dos condiciones. Por tanto, se puede concluir que es posible
conservar la concentracién media pero no el perfil de las isoflavonas.

Huang y col. 2009 [59] estudiaron la degradacién de las isoflavonas en soja al
vapor, y posteriormente liofilizada, almacenada a dos temperaturas (4 y 25°C)
afiadiendo o no un absorbente de oxigeno, como es el “AGELESS Oxigen Absorber”, y
un desecante, “SECA PAX’ durante un periodo de 120 dias. Observaron que hay
mayores pérdidas a mayor temperatura y que la adicion de un desecante aumenta la
estabilidad de las isoflavonas, por lo que la humedad afecta a la estabilidad. También
se observé menor estabilidad para los derivados de gliciteina lo cual comparando su
estructura con las otras isoflavonas puede ser debido a la presencia del grupo metoxi
en la posicion 6 del anillo aroméatico cuyos carbonos forman parte del heterociclo, que
puede tener un menor energia de enlace haciendo menos estables a estos derivados
cuando son comparados con las otras isoflavonas que poseen un grupo hidroxilo en la
misma posicion.

1.4.4 Estabilidad de los extractos de isoflavonas de soja

Confirmada la inestabilidad de las isoflavonas tanto en el procesado de los
alimentos, como en el almacenamiento de la materia prima, hay indicios para suponer
gue existe esa misma inestabilidad en los extractos de las isoflavonas, lo que puede
dar lugar a errores analiticos en la determinacion de dichas isoflavonas. Por tanto, en
el andlisis de las isoflavonas se debe tener en cuenta la estabilidad de las mismas bajo
ciertas condiciones de almacenamiento antes de planificar una rutina de analisis,
evitando asi los errores analiticos debido a la degradacién e interconversion entre
formas. En concreto, se ha documentado una velocidad de conversion de las formas
malonil a sus correspondientes glucésidos de 0,2-0,3% (mol/mol) por hora a
temperatura ambiente [34].

De Rijke y col. 2001 [60] documentaron la estabilidad de dos formas malonil
de isoflavonas obtenidas de un extracto metandlico del trébol rojo. Para ello
almacenaron los extractos en tres condiciones distintas: a temperatura ambiente, a -
20°C y otra a -20°C después de evaporarlos a sequedad bajo corriente de nitrégeno. A
temperatura ambiente la degradaciéon de los maloniles ocurre casi inmediatamente
dando lugar a los glucosidos, que si se conservan. En el caso del extracto metandlico
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evaporado y almacenado a -20°C, en 24 horas se descomponen completamente los
derivados malonil, algo que justifican por la posible no evaporacion total del disolvente.
En cambio en los extractos de metanol almacenados también a -20°C sin evaporacion
previa la degradacién no es completa hasta después de varios dias; por tanto, es
posible conservar estos extractos de uno a dos dias sin que se produzca degradacion;
pasadas dos semanas, la interconversion es completa.

Una de las pocas publicaciones encontradas acerca de la conservacion de
extractos de isoflavonas de soja es la de Rostagno y col. 2005 [61] donde se evallan,
durante siete dias, diversos factores que afectan al almacenaje tales como la
temperatura, el tiempo, la luz UV y el espacio de cabeza del vial. En este caso se
evalla la estabilidad de extractos etandlicos de soja y de los patrones de daidzeina,
gliciteina, genisteina y sus derivados malonil y glucdsidos. Los resultados observados
indican que el tiempo de almacenaje afecta al perfil de isoflavonas pero que dicho
perfil depende de la temperatura: el perfil se mantiene constante a temperaturas
menores de 10°C, llegando a conservarse durante 30 dias a una temperatura de -
20°C. A temperatura ambiente se observa la disminucion de los maloniles y el
incremento de los glucésidos, lo que indica que existe una conversién entre las
formas; las velocidades de conversion de malonil a glucésido a temperatura ambiente
son de 0,117 uM/hora para genisteina, 0,018 uM/hora para daidzeina y 0,010 puM/hora
para gliciteina. A 40°C las velocidades de degradacion aumentan siendo casi el doble
si lo comparamos con lo ocurrido a temperatura ambiente. En el caso de las agluconas
no se observa variacion. Otro de los parametros estudiados es la incidencia de la luz
UV en los viales; en este caso se observa que dicha incidencia aumenta las
velocidades de conversion de los derivados malonil y que tanto la concentracién de
gliciteina, como la de daidzeina decrecen. En el caso de la influencia del espacio en
cabeza existente en el vial, se concluye que si esta lleno al 100 o al 50%, no afecta
cuando se almacena entre 10 y 25°C, pero si se ha almacenado el extracto a 40°C con
un espacio de cabeza del 50% se reducen mas los derivados malonil, llegando a
convertirse totalmente en los derivados glucésidos.

A la hora de obtener extractos que vayan a ser utilizados como aditivos para
otros alimentos, también es importante tener en cuenta esta inestabilidad. Dentro de
este contexto existen estudios sobre la estabilidad a lo largo de un afio de extractos
obtenidos por atomizacion (spray dried) [62, 63]. Se estudi6 la estabilidad de extractos
liguidos y extractos secos de daidzeina y genisteina almacenados a 0°C [63] y se
observo que, a esa temperatura, en el extracto en disolucion se habia producido una
reduccién del 40,62% de daidzeina y del 99,77% de genisteina pasados doce meses;
en cambio, para los extractos secos obtenidos, la daidzeina tan so6lo se reduce en un
14,28% y en un 28,27% la genisteina. Se puede concluir que en ambas condiciones se
produce una reduccién en la concentraciéon, aunque se comprueba de nuevo que el
agua tiene un efecto crucial en la estabilidad, puesto que su presencia acelera
significativamente la degradacion de las isoflavonas.
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Todas estas variaciones en el perfil y concentracién de isoflavonas en la soja
y productos derivados afecta a la hora de realizar los estudios que relacionan su
consumo con los posibles efectos beneficiosos en la salud. Por ello, en el analisis
cuantitativo de las isoflavonas en soja y productos derivados, se debe tener en cuenta,
ademés de la cantidad total de las mismas, las formas concretas en las que se
encuentran, ya que cada una presenta unas caracteristicas distintas de digestibilidad y
de bioactividad. Por tanto, estos perfiles han de ser considerados, necesariamente,
cuando se realicen estudios epidemiolégicos relacionados con el consumo de
diferentes alimentos.
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Por lo que se ha visto en la introduccion de este capitulo, la estabilidad de las
muestras es un aspecto critico en el andlisis y uso de las isoflavonas. Es esencial
considerar la estabilidad de los extractos de isoflavonas de soja para poder llevar a
cabo correctamente el andlisis rutinario de un gran nimero de muestras evitando
errores analiticos debidos al inadecuado almacenamiento de las mismas antes del
analisis. Ademas esos extractos de isoflavonas se podrian utilizar como aditivos para
alimentos, por lo que también es importante conocer la estabilidad de las distintas
formas de las isoflavonas presentes en los extractos a afiadir.

En este capitulo se va a estudiar la estabilidad de las isoflavonas durante 12
meses de almacenamiento, fijdndonos tanto en el perfil como en la concentracién de
las mismas. Para ello se obtienen distintos extractos de isoflavonas liquidos y
liofilizados, procedentes de soja y de proteina texturizada de soja, de modo que los
perfiles de isoflavonas objeto de estudio sean distintos; estos extractos se almacenan
en distintas condiciones:

¢ Distintas temperaturas: temperatura ambiente, 5 °C y -20 °C.

e Adicibn de un agente antioxidante, BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol) en
concentraciones del 0,01% y 0,05%.

e Adicibn de un inhibidor de la enzima B-glucosidasa (D-(+)-glucono-6-
lactona) en concentraciones 1y 10 mM.

e Combinacién de ambos aditivos.

Estos extractos, en las diferentes condiciones y con los distintos aditivos
adicionados, se guardan por duplicado y se analizan mediante HPLC-DAD, cada dos
meses, durante los seis primeros meses —se toman muestras pasados 2, 4 y 6 meses-
y al afio, evaluando la estabilidad de las isoflavonas almacenadas a las distintas
temperaturas, asi como sus reacciones de interconversion y degradacion en presencia
0 no de los aditivos.
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y disolventes

Etanol, metanol y acetonitrilo de grado HPLC se adquirieron en VWR (West
Chester, PA, USA). El &cido acético del 96% utilizado fue de Merck (Darmstadt,
Germany) y el agua ultrapura empleada durante las extracciones y el analisis ha sido
obtenida por un sistema de purificacion Mili-Q water Advantage A10 de Millipore
(Bedford, MA, USA). En este sistema el agua se somete a una desionizacion en dos
etapas a través de resinas de intercambio i6nico. Todos los disolventes fueron
sometidos a una desgasificacion previa a su utilizacién utilizando para ello un bafio de

ultrasonidos.

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) y D-(+)-glucono-d-lactona, ambos de
pureza superior al 99%, se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Germany). El inhibidor
enzimético de las B-glucosidasas se adiciona como sélido en la cantidad determinada
(1-10 mM) al extracto de isoflavonas liquido. En cambio, para adicionar el antioxidante
BHT se realiza una disolucién al 10% en etanol y se adiciona la alicuota necesaria
sobre el extracto liquido de isoflavonas para obtener la concentracion deseada (0,01 6
0,05%).

3.1.2 Sustancias patron

Los patrones de isoflavonas utilizados se muestran en la tabla 13 junto con su
proveedor. Todos se almacenaron antes de su uso a -20 °C. Su estructura quimica y

su abreviatura se muestran en la figura 19.

Tabla 13.  Patrones de isoflavonas utilizados y su proveedor.

Isoflavona Proveedor

Daidzina

Glicitina

Genistina LC Labs
Daidzeina (Woburn, MA, USA)
Gliciteina

Genisteina

Malonil daidzina

Malonil glicitina

Malonil genistina  Wako Chemicals
Acetil daidzina (Neuss, Germany)
Acetil glicitina

Acetil genistina
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La pureza de los patrones de glucésidos y agluconas de las isoflavonas es
superior al 99%, mientras que la pureza de los derivados acetil y malonil es mayor del
90%. Las disoluciones madre de cada una de las isoflavonas se prepararon en

metanol y se almacenaron a -80°C.

3.1.3 Muestras

Una muestra de soja amarilla y otra de proteina texturizada de soja fueron
utilizadas como materia prima para obtener los extractos a estudiar. Ambas muestras
fueron adquiridas en un supermercado en la localidad de Soria y almacenadas a -20°C

antes de su uso.

3.2 INSTRUMENTACION

3.2.1 Bafio de ultrasonidos

Las extracciones se realizaron en un bafo de ultrasonidos Transsonic TH-I-55
(Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen, Germany) (figura 22), que cuenta
una potencia ultrasonica efectiva de 600 W, con variacion de frecuencia (25 y 45 KHz,
y modo sweep que combina ambas) y posibilidad de trabajar a temperaturas de hasta
80°C.

Figura 22. Extraccién de las muestras en el bafio de ultrasonidos.
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3.2.2 Liofilizador

Los extractos liquidos obtenidos mediante la extraccion asistida por
ultrasonidos, se liofilizan en un liofilizador Cryodos -80 (IMA-Telstar S.L., Terrassa,
Barcelona, Espafia) (Figura 23).

Figura 23. Liofilizador

3.2.3 Cromatografo de liguidos de alta resolucion (HPLC)

El andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién
ultravioleta (HPLC-UV) de las isoflavonas se realiz6 en un sistema Waters (Waters
Corp., Milford, Massachusetts) formado por un moédulo de separacion (2695), con un
horno de columna integrado, un inyector de muestra automético y un detector de fila
de fotodiodos 2998 (diode array). El sistema cromatografico HPLC-DAD se muestra en

la figura 24.

Figura 24. Sistema cromatografico utilizado para el andlisis de isoflavonas.
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3.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE ISOFLAVONAS

Para la extraccion de las isoflavonas de las muestras se utiliz6 un método de
extraccion asistida por ultrasonidos basado en las condiciones optimizadas por
Rostagno y col. 2003 [64].

3.3.1 Extractos liquidos

Para la realizacién de los extractos de isoflavonas liquidos se pesan 20 g de
muestra (soja o proteina texturizada de soja) que se extraen con 250 mL de etanol
acuoso al 50%. La mezcla se introduce en el bafio de ultrasonidos en modo sweep de
frecuencia —alterna 25 y 45 KHz de frecuencia durante el analisis-, al 100% de
intensidad, durante 30 min a 60 °C [64]. Una vez finalizada la extraccién, la mezcla se
deja enfriar y se filtr6 a través de papel de filtro. Se repite la extraccion, con otros 20 g
de muestra, hasta obtener el volumen suficiente de extracto para realizar el estudio de
estabilidad completo. Todos los extractos se combinan para obtener un extracto

homogéneo de isoflavonas.

Para el estudio de la estabilidad de los extractos de isoflavonas obtenidos se
almacenan por duplicado, evitando la incidencia de luz, en botes de color topacio a
cada una de las temperaturas de estudio seleccionadas (temperatura ambiente, 5°C y
-20°C), con y sin aditivos. Los extractos liquidos objeto de andlisis fueron los que se

detallan en la tabla 14.

Tabla 14. Extractos liquidos en los que se estudia la estabilidad de las isoflavonas.

Tipo de extracto Caracteristicas

Sin aditivos (NoAd) Sin inhibidor enzimatico ni antioxidante

Inhibidor 1 mM Afadido inhibidor enzimatico en una concentracion de 1 mM
Inhibidor 10 mM Afadido inhibidor enzimatico en una concentracion de 10 mM
Antioxidante 0,01% Afadido antioxidante en una concentracion 0,01%
Antioxidante 0,05% Afadido antioxidante en una concentracion 0,05%

Inhibidor 10 MM y
antioxidante 0,05%
(1+B)

Afadido inhibidor enzimatico en una concentracién de 10 mM
y antioxidante en una concentracion 0,05%
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Un resumen del esquema seguido para llevar a cabo el estudio de estabilidad

de los extractos etandlicos se muestra en la figura 25.

En el momento de analizar los extractos almacenados durante 2, 4, 6, 0 12
meses, y antes de su analisis mediante HPLC-DAD, la alicuota necesaria se filtra a
través de un filtro de jeringa de nylon de 0,2 ym de tamafio de poro (VWR, West
Chester, PA, USA) y se introduce en un vial que se colocara en el inyector automético

del equipo.

Es importante recordar que todo esto se lleva a cabo tanto para los extractos

procedentes de soja, como para los procedentes de la proteina texturizada de soja.

EXTRACTO
ISOFLAVONAS

10mM
1mM 10mM 0,01% 0,05% INHIBIDORY
INHIBIDOR INHIBIDOR ANTIOXIDANTE | ANTIOXIDANTE| 0,05%

ANTIOXIDANTE

v
1mM

v \ 4

NoAd 10mM 0,01%

0,05%

RT (25°C)
5°C
-20°C

RT (25°C)
5°C
-20°C

RT (25°C) RT (25°C)
5°C 5°C
-20°C -20°C

RT (25°C)
5°C
-20°C

RT (25°C)
5°C
-20°C

Figura 25. Esquema experimental para el estudio de estabilidad de extractos liquidos de
isoflavonas. NoAd: sin aditivos.

3.3.2 Extractos liofilizados

Para los extractos liofilizados de proteina texturizada de soja se realiza la
extraccion del mismo modo que en los extractos liquidos (apartado anterior). Una vez
obtenido el extracto liquido, se le adicionan los aditivos, si corresponde, se filtran a
través de un filtro de nylon de 0,2 uym y se afaden 0,5 mL de estos extractos filtrados
en viales de cromatografia; a cada vial se le adicionan 0,5 mL de agua destilada para
diluir el etanol de los extractos y de este modo poder liofilizarlos. Se preparan, por
duplicado tantos viales como puntos de estudio; se congelan a -20°C y después se
liofilizan. Una vez liofilizados los viales se almacenan a las temperaturas
correspondientes del estudio. Un resumen del esquema seguido para llevar a cabo

este trabajo se muestra en la figura 26.
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EXTRACTO

ISOFLAVONAS
10mM
1mM 10mM 0,01% 0,05% INHIBIDORY
INHIBIDOR INHIBIDOR ANTIOXIDANTE | ANTIOXIDANTE | 0,05%
ANTIOXIDANTE
A4 v

£ 3 £ 3 £33 3
l |

+ H,0

I
LIOFILIZAR

NoAd 1mM 10mM 0,01%
LIOF LIOF LIOF LIOF

0,05% 1+B
LIOF LIOF

RT (25°C) RT (25°C) RT (25°C) RT (25°C)
5°C 5°C 5°C 5°C
-20°C -20°C -20°C -20°C

RT (25°C) RT (25°C)
5°C 5°C
-20°C -20°C

Figura 26. Esquema experimental para el estudio de estabilidad de extractos liofilizados de
isoflavonas. NoAd: sin aditivos.

En el momento de su anlisis, el contenido de los viales se redisuelve en 0,5
mL de etanol acuoso al 50%, de modo que los extractos liofilizados se pueden analizar
mediante cromatografia (HPLC-DAD).

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LAS ISOFLAVONAS

El primer método utilizado para el analisis cromatografico de las isoflavonas
estd basado en el desarrollado por Rostagno y col. 2004 [65]; a partir de éste, se
ajusté el gradiente para mejorar la separacion de las 12 isoflavonas, obteniendo como

método optimizado de analisis el que se muestra en la tabla 15.

La columna utilizada para la separacibn es una columna particulada
convencional C,s Xbridge™, de 3,5 um de tamario de poro y dimensiones de 4,6x150
mm (Waters Corporation, Milford, MA, USA). El tiempo de equilibrado utilizado entre
inyecciones es de 20 minutos. La absorbancia para la deteccion fue monitorizada entre
210 y 400 nm, cuantificando a 254 nm. El volumen de inyeccion se fijo en 10 uL. El
software utilizado para el control del equipo y la recogida de datos fue Empower 2
version 6.10.01.00.
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Tabla 15. Método cromatografico para el andlisis de las isoflavonas.

Flujo 0,8 mL/min
LCIglEE I 35°C
o Fase A Agua 0,1% &acido acético
Rasesimoviles Fase B Metanol 0,1% acido acético
Tiempo (min) % B
0,00 0
10,00 30
15,00 30
. 20,00 35
Gradiente 30,00 35
40,00 50
45,00 100
55,00 100
60,00 0

La separacion obtenida para las doce isoflavonas objeto de estudio se
muestra en la figura 27, en la que se muestra el cromatograma obtenido a la longitud
de onda de 254 nm.

La identificacion de las isoflavonas fue llevada a cabo comparando los
tiempos de retencion y los espectros ultravioleta de cada uno de los compuestos
(figura 28) con los correspondientes a los patrones individuales de cada una de las

isoflavonas inyectadas con el mismo método y en las mismas condiciones.
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Figura 27. Cromatograma de los patrones de las doce isoflavonas utilizadas para el estudio
de la estabilidad en el almacenamiento de extractos de isoflavonas. La
concentracion de las agluconas y los derivados glucésidos es de 10 ppm y para
los derivados malonil y acetil es de 5 ppm, excepto para MGi que es de 15 ppm.
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Figura 28. Espectros UV de los patrones de las doce isoflavonas identificadas para el estudio
de la estabilidad en el almacenamiento de extractos de isoflavonas.

La cuantificacién se realiz6 por medio de las areas obtenidas para cada pico
cromatografico a 254 nm, utilizando el método del patrén externo. La curva de
calibrado para cada isoflavona se realizé con 7 puntos representando la concentracion
frente al &rea. Las ecuaciones de regresion y coeficientes de correlaciéon (R?) se

calcularon usando el software Microsoft Excel 2007, y se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Curvas de calibrado para cada isoflavona.

Isoflavona Ordenada Pendiente R?

Di -16086 49107 0,9996
Gly 15000 41132  0,9997
Gi 35433 69906 0,9997
MDi -19415 59272  0,9996
MGly 17895 49070  0,9997
MGi 42484 83818  0,9997
ADi -17710 54067 0,9996
AGly 16410 44998  0,9997
De 2576 58617 0,9997
Gle -29311 57633  0,9993
AGi 38870 76687  0,9997
Ge -52890 95416  0,9998
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Los limites de deteccion y cuantificacion (tabla 17) fueron determinados
considerando el valor de 3 y 10 veces la desviacion estandar del blanco, obtenido a
partir de blancos de muestra (n=10), dividido por la pendiente de la curva de calibrado

para cada una de las isoflavonas [42].

Tabla 17. Limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ) para cada isoflavona objeto de

estudio.
LOD LO

Isoflavona a/L /(E
Di 30,8 102
Gly 18,4 61,5

Gi 14,4 48,1
MDi 0,23 0,77
MGly 3,15 10,5
MGi 1,02 3,40
ADi 6,70 22,4
AGly 12,6 41,9
De 3,90 13,0
Gle 16,6 55,2
AGi 5,50 18,3
Ge 3,67 12,2

Los limites de deteccion y cuantificacion que se muestran en la tabla 17 son
los denominados instrumentales (calculados a través de los estandares), sin embargo,
los cromatogramas obtenidos a partir de la extraccion de las isoflavonas de las
muestras no son todo lo limpios que se pueden desear y se observan compuestos
pertenecientes a otras familias distintas que coeluyen con las isoflavonas objeto de
estudio, por lo que podemos hablar del limite de cuantificacién “experimental”’ que es
el que se muestra en la tabla 18; para determinar este limite se ha tenido en cuenta “la

suciedad” del cromatograma de las muestras reales con las que se trabaja.
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Tabla 18. Limites de cuantificaciéon para cada isoflavona en las muestras (LOQmuestras).

Isoflavona LOSg;EtaI.
Di 0,50
Gly 0,50
Gi 0,25
MDi 1,00
MGly 1,00
MGi 2,00
ADi 2,00
AGly 1,00
De 1,00
Gle 1,00
AGi 0,50
Ge 0,50

Estos limites se han calculado por comparacion de los cromatogramas de las
muestras con los de los patrones inyectados a distintos niveles de concentracién con
el mismo método cromatogréfico; superponiendo ambos cromatogramas y observando
gué concentracion minima es visible teniendo en cuenta los compuestos interferentes
gue se observan en las muestras. Una superposicion de cromatogramas usada para la
determinacion de este limite es la que se muestra en la figura 29. A esa concentracion
minima cuantificable la hemos denominado limite de cuantificacion experimental en
muestras (LOQexptal.) y, obviamente, son superiores a los limites instrumentales
obtenidos para los patrones utilizando el método cromatografico anteriormente

descrito.
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Superposicion de los cromatogramas del extracto de proteina de soja y del patrén
de las isoflavonas (1 ppm) utilizados para la determinacién del limite de
cuantificacion experimental (LOQexptal).

Figura 29.
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3.5 ESTUDIO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Para realizar el estudio de la estabilidad de los extractos y comprobar los
efectos de los distintos factores se decidié trabajar con el porcentaje de variacion,
“%Var’, en vez de trabajar directamente con las concentraciones. Este valor lo hemos
definido como el porcentaje de variacion con respecto a la referencia inicial, es decir,
el extracto inicial a tiempo cero (sin haber sido almacenado). “%Var” es la diferencia,
en porcentaje, del aumento o disminucion de la concentracion de la isoflavona
estudiada, en unas condiciones concretas, con respecto a la referencia, es decir:

[ISG}EEQT-"GM]:' - [ISG}EEQEGHQ]REJ‘E!?EH:EE

100
[fsafiavﬂm]Rafaramiﬂ

0 Var =

Siendo i la condicién (aditivo, tiempo, temperatura) concreta. De esta manera
se pueden comparar las variaciones en las isoflavonas estudiadas,
independientemente de su concentracion. Ademas, permite estudiar cada uno de los
derivados de cada una de las familias de isoflavonas objeto de analisis.

En el caso de los extractos liofilizados, ademas se determina cémo afecta el
proceso de la liofilizacion sobre la concentracion de las isoflavonas. Para ello se
obtienen las concentraciones tanto del extracto liquido como las del extracto liofilizado
y se calcula la recuperacion del proceso, es decir, el porcentaje de recuperacion de
cada isoflavona detectada en el extracto, “%Rec”. Este porcentaje de recuperacién se
calcula por medio de la formula:

[fSGﬁﬂf"Gm]axrmcm::‘of:‘:izado_

. 100
[ESG}EEGT?GHQ]BIHEEE& liguido

0Rec =

Los datos de areas y concentraciones fueron procesados con el software
Microsoft Excel 2007.

Para estudiar estadisticamente los resultados se ha utilizado el software
SPSS 16.0. Se han realizado analisis de la variancia (ANOVA) teniendo en cuenta los
factores a estudiar (tipo de muestra, tratamiento, tiempo de almacenamiento,
temperatura), de modo que se pueda concluir si los factores estudiados provocan 0 no
diferencias estadisticamente significativas en el “%Var” anteriormente descrito; el nivel
de significatividad que se ha utilizado en todos los casos es del 95%. Los factores
estudiados, asi como los niveles de cada uno de ellos se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19. Factores y niveles de los mismos estudiados mediante ANOVA.

Factor Nivel Abrev.
Tipo de muestra L.Iql,“,da LIQ
Liofilizada LIOF
Temperatura ambiente RT
Temperatura 5°C 5°C
-20°C -20°C
Referencia inicial oM
2 meses 2M
Tiempo de almacenamiento 4 meses 4 M
6 meses 6 M
12 meses 12 M
Sin aditivos NoAd
Inhibidor 1 mM 1mM
Tratamiento Inhibidor 10 mM 10 mM
Antioxidante 0,01% 0,01%
Antioxidante 0,05% 0,05%
Inhibidor 10mM + Antioxidante 0,05% |+B
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 EXTRACTOS LIQUIDOS ETANOLICOS DE SOJA

4.1.1 Composicion del extracto liquido etandlico de soja

El andlisis mediante HPLC-DAD del extracto etanélico de soja presenta el
perfil que se muestra en la figura 30 a una longitud de onda de 254 nm. Se muestra el
cromatograma de isoflavonas del extracto de soja liquida inicial obtenido por el método
de extraccion descrito en el apartado 3.3.1. Las 9 isoflavonas que se detectan son
daidzina (Di), glicitina (Gly), genistina (Gi), malonil daidzina (MDi), malonil glicitina
(MGly), malonil genistina (MGi), daidzeina (De), gliciteina (Gle) y genisteina (Ge), en
concentraciones que se encuentran en la tabla 20. En la figura 31 se muestran sus
correspondientes espectros de UV.

0.1604

0150 Di

24.312
=
Q

12 001
oo T

01404

01304

01204

0110+

01004

0.0304

198545

0.0504
0.0704
0.0604
0.0504

G
Lo
0.0404 s
-t

0.030 Q
o~

0.0204 @ -t
g 3
0.0104 oy =
Fiy vy X T %

0.0004 AN AP T

T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Figura 30. Cromatograma del extracto etandlico de isoflavonas de la muestra de soja
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Tabla 20. Concentracion de las isoflavona en el extracto etandlico inicial de la muestra de
soja y su desviacion estandar (sd). mg/Kg + sd

Isoflavona Concentracion

Di 329 + 3,39
Gly 67,0 £+ 0,72
Gi 363 + 4,57
MDi 259 + 2,60
MGly 59,4 + 0,73
MGi 355 + 4,69
De 24,9 +0,29
Gle 8,82 + 0,06
Ge 29,5 + 0,43

Las isoflavonas predominantes en este extracto son los derivados glucésidos
y los maloniles. Las agluconas son las especies minoritarias, por lo que los resultados
obtenidos para estas especies no seran tan precisos como el resto debido a su baja
concentracion; las concentraciones de las agluconas se encuentran préximas a los
limites de cuantificacion en muestras (LOQexptal, tabla 18).
13601

i +305 \/m\ Di 24.312 -
0,004 0104 : MGi

14.285 3270

002 3 0.004
Ed 317.4 Gly 29.768
0004 ' De

0.0014 306.5
16.577 2

/’59\\ Gi 0.0004 384.3397 .5
0104 i
a o m » 34.024

327.0 00104
0.00 Gle
a
19.854 260.3
3246
; 0,000
. 0'05_% MDi 38.178
diiio] 0.0024 . Ge
21424 MGly
S AN MGly 0.000-

g 0010 e 210 22000 24000 26000 28000 300.00 32000 34000 36000 380.00 400.01

B0

B 987 i
DODD_ 2 T T T T T T —= T T
22000 24000 26000 28000 300.00 32000 340.00 360.00 380.00 40001

nm

Figura 31. Espectros UV de las isoflavonas detectadas en los extractos etandlicos de soja.

4.1.2 Estudio de la estabilidad de extractos liquidos etandlicos de soja

En primer lugar, se muestran en la tabla 21 las concentraciones de las
isoflavonas detectadas en los extractos etandlicos de soja estudiados.
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Tabla 21 (cont.). Concentracién de las isoflavonas estudiadas para los extractos de soja etandélicos en las distintas condiciones; los resultados se dan como

mg/Kg + sd

Daidzina Glicitina Genistina u,-.m_oa__ !...u_.o.:__ Ew_oq.___ Daidzeina Gliciteina Genisteina Total

aidzina Glicitina Genistina
mm_mun_muumums 315+2,43 60,17+0,38 348+1,78 247+1,42 53,5+0,32 328 £1,72 7,46+ 0,01 8,33+0,07 8,78+0,02 1376
443+15,5 118+10,8 510+19,0 182+1,27 36,2+0,45 247+0,06 17,4+ 2,44 8,56+0,57 20,5+ 2,66 1582
RT 349+ 211 88,3+15,3 423+£276 106+ 11,0 16,5+2,97 143+4,33 9,75+ 1,56 7.17+0,34 14,3+£1,70 1157
558+ 8,69 119+2,14 737+14,9 30,8+0,67 <LOD 42 8+0,85 14,9+ 0,05 760+£0,17 19,4+ 0,02 1529
611+0,20 115+ 1,57 805+4,55 11,1+0,24 1,02+ 0,44 3,97+0,08 14,3+0,12 7,36+0,04 16,1+0,59 1585
384+225 91,5+3,16 421+231 239+ 16,6 50,7+3,71 325+234 18,6+0,37 8,56+0,48 21,4+1,15 1559
0.01% 50C 325+ 26,1 92,3+15,5 375+293 132+ 10,6 23,1+2,35 178+ 14,5 10,6+ 0,51 7,09+0,20 13,1+2,90 1157
384+1,83 80,2+0,07 469+9,91 162+7,18 29,4+2,03 236+2,46 11,56+1,45 7,39+0,29 14,6+0,51 1394
450+2,70 80,8+1,30 555+ 0,93 133+ 2,21 21,5+0,22 187+ 0,51 10,7+0,26 7.34+0,28 145111 1460
331+3,20 80,2+7,07 364+1,51 256+ 3,27 55,0+0,37 337+£9,16 12,9+ 1,05 8,28+0,56 13,6+1,31 1459
305+22,1 73,7120 348+22,0 245+ 227 48,7+3,28 326+3,22 19,7+ 1,50 7,76+x0,14 25,7+ 1,85 1400
207+1,88 50,7 +0,96 357+6,27 243+£2,42 49,0+ 1,50 337+3,95 19,4+0,03 7.96+0,02 27,1+0,07 1397
312+3,97 53,0+£3,08 379+10,6 249+ 0,55 48.3+0,95 342+4,26 18,3+2,92 777+£0,15 27,4+ 0,54 1437
454+215 104+ 10,9 525+356 186+ 2,63 36,5+1,57 252+ 469 19,0+ 1,24 8,57+0,73 221+1,08 1607
362+20,5 92,.4+16,0 432+26,2 111+ 9,61 18,1+ 1,66 149+12.8 10,5+ 0,89 7,19+ 0,60 15,3+ 1,39 1197
560+10,1 117 +£ 3,00 739+11,9 295+205 0,03+0,07 421+1,34 14,4+ 0,64 7,62+0,21 18,5+ 0,70 1528
608+0,38 112+ 4,27 805+8,78 9,09+1,37 <LOD 4,05+ 0,64 15,2+ 0,27 7,34+0,02 16,3+ 0,84 1575
372+234 958+2,88 417+33.8 236+6,13 497 +1,44 318+12,0 17,3+ 1,00 8,37+0,63 19,4+1,39 1533
0,05% 500 372+6,78 95,9+4,18 432+33,2 140+ 8,71 24,9+20,6 191+11,2 8,18+ 1,58 7,13+0,19 11,1+1,21 1282
384+0,70 79,5+£0,22 472+0,61 167+0,35 29,7+0,19 235+0,74 10,4+ 0,05 7,47+0,02 14,4+0,59 1400
442+5 46 77,2+0,87 557 + 3,60 130+ 0,85 195+ 1,48 183+2,08 12,6+0,43 7,30+ 0,44 14,0+ 0,99 1443
325+3,30 80,1+ 1,36 360+0,54 256+ 1,09 54,9+ 1,81 337+3,32 13,0+ 1,60 8,43+0,61 15,2+1,73 1450
293+26.,4 77,4191 330+24.3 235+4,19 47,6449 314+5,05 19,6+ 0,58 778+£0,28 25,0+ 1,96 1349
207+1,95 507+0,12 356+5,62 242+1,88 48.8+1,31 336+1,70 20,2+ 0,67 7.79+0,12 27,2+ 0,49 1395
310+6,71 52,8+0,89 375+7,46 246+ 0,85 48,0+0,49 339+2 50 20,3+0,29 7,71+£0,39 27.7+0,19 1427
447+£259 107 £ 10,2 516+35,7 188+ 16,1 37,8+2,60 252+157 20,5+ 0,62 8,77+0,68 24,5+1,39 1601
393+14,7 100+12,2 472+18,6 128+ 3,68 24,2+1,79 175+ 4,56 11,4+1,52 7,29+0,45 14,1+1,14 1324
543+17,1 113+0,41 721+£23.9 32,1+£0,82 0,64+0,08 47.9+£213 15,3+0,85 7,37+0,13 20,6+1,13 1501
606+2.82 113+£2.13 802+9,02 11,6+0,98 1,55+ 0,99 7,10+ 0,44 14,0+ 0,89 7,73+0,03 19,2+1,55 1582
374+28,4 91,5+2,35 423+35,1 240+16,9 50,5+2,56 320+24,9 18,0+ 1,03 8,58+0,40 19,9+ 1,27 1545
318+23,1 83,9+17,9 370+£246 128+ 10,1 23,7+£210 170+ 13,8 9,45+ 0,46 7.13+£0,41 13,7+1,55 1124
379+11,0 77,4+0,72 469+19,7 160+ 2,72 20,1+1,03 225+7,79 13,2+1,07 7.41+0,16 175+1,55 1377
451+5,04 77,3+5,81 562+14,2 130+0,22 22,3+0,90 182+1,73 14,7+ 1,03 742+0,13 18,1+2,03 1465
332+2.85 76,8+£1,95 363+2,37 259+0,88 55,5+0,54 348+0,35 20,2+1,53 8,72+0,13 22.4+280 1485
296+20,3 754+12 4 333+£27.9 233+ 3,30 47.7+6,23 314+4,94 20,3+1,75 7,81+0,20 26,0+ 2,68 1352
298+0,40 59,7+2,00 359+4,38 243+0,92 48,9+0,98 337+0,59 20,2+0,18 7,90+0,03 27,2+0,43 1401
314+0,55 52,2+237 381+16,7 249+7.23 48,6+1,57 344+933 19,2+ 1,44 7,72+0,01 27.4+1,45 1442
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A partir de los resultados obtenidos mediante analisis de la varianza (ANOVA)
se puede decir que no hay diferencias estadisticamente significativas, con un nivel de
confianza del 95%, en la concentracion total de isoflavonas, independientemente de
las condiciones de almacenamiento empleadas, por lo que podemos afirmar que
durante un afio no hay pérdidas en la cantidad total de isoflavonas en los extractos
estudiados.

Sin embargo, si se observan cambios en las concentraciones individuales de
las isoflavonas, por lo que tal y como se ha explicado en la introduccién de este
capitulo, las isoflavonas presentes en los extractos no se degradan, sino que se
interconvierten entre si.

Para ver qué factor o factores son los responsables de que existan diferencias
significativas en los “%Var” de las distintas especies, se realizé6 un analisis de la
varianza para los tres factores a estudiar: temperatura, tiempo de almacenamiento y
tratamiento realizado. El nivel de confianza del estudio fue de nuevo del 95% (p<0,05).

Los resultados obtenidos en el estudio ANOVA, para cada isoflavona,
teniendo en cuenta cada uno de los factores, se muestra en la tabla 22. Cuando el
factor a estudiar tiene efecto significativo (p<0,05) sobre la variaciébn de concentracion
de esa isoflavona, se muestra el resultado sombreado en azul.

Tabla 22. Resultados del ANOVA de 3 factores para cada una de las isoflavonas objeto de
estudio en los extractos etandlicos de soja.

Factores
Temperatura Tiempo

. . Tratamiento
almacenamiento almacenamiento

Isoflavona

F Sig. F Sig. F Sig.

Tal y como se desprende de los resultados del estudio ANOVA, el tiempo de
almacenamiento ejerce un efecto estadisticamente significativo en la variacion de
concentracion de todas las isoflavonas estudiadas, excepto de daidzeina y genisteina.
El tratamiento (adicibn de BHT y/o de inhibidor enzimético) realizado al extracto
también tiene efecto para practicamente todas las isoflavonas, excepto para malonil
glicitina y gliciteina. En el caso de la temperatura, a priori uno de los mas influyentes
independientemente de los resultados estadisticos realizados, se observa que tiene
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efecto (p<0,05) para todas las isoflavonas estudiadas menos para gliciteina. Para
determinar entre qué niveles del factor temperatura se producen esas diferencias
significativas, se ha realizado el test de la minima diferencia significativa (LSD); los
resultados de esta prueba se muestran en la tabla 23.

Tabla 23. Resultados del test de la minima diferencia significativa comparando los distintos
niveles del factor temperatura (p<0,05) para los extractos etandlicos de soja.

Isoflavona | Temperatura | Temperatura| Sig.
5°C 0,00

. RT
D] -20°C 0,00
-20°C 50C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
50C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,06

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,20

RT
-20°C 0,29
-20°C 50C 0,02
5°C 0,02

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00

Como se observa en la tabla, para la mayoria de las isoflavonas existen
variaciones significativas (p<0,05) entre todas las temperaturas estudiadas. Uniendo
estos resultados junto con los presentados en la tabla 21, podemos decir que los
glucosidos (Di, Gly y Gi) aumentan su concentracion cuando la temperatura de
almacenamiento es mayor, y que ocurre lo contrario en el caso de los derivados
malonil, lo que indica una posible interconversion entre maloniles y glucésidos
favorecida por temperaturas mayores.
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En el caso de la gliciteina no se observan diferencias significativas entre las
distintas temperaturas; para la daidzeina no se observan diferencias significativas
entre RT y 5°C, pero el almacenamiento a -20°C, evita la degradacioén que se observa
a temperatura ambiente y a 5°C.

En este contexto, se estudi6 de forma mas exhaustiva qué ocurre con cada
uno de los factores realizando el estudio estadistico de los datos para cada una de las
condiciones estudiadas.

4.1.3 Efecto de latemperatura

De todos los factores estudiados la temperatura es la que mas afecta al perfil
y concentracion de las isoflavonas. En la figura 32 se muestra la variacion de la
concentracion media de las distintas formas de isoflavonas estudiadas a lo largo del
tiempo de almacenamiento, a cada una de las temperaturas estudiadas, en el extracto
identificado en la figura 25 como NoAd.
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Figura 32. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y a las distintas temperaturas
para el extracto etandlico de soja sin aditivos (NoAd).

En el extracto sin aditivos, a temperatura ambiente (RT), la concentracién de
glucésidos aumenta hasta un 91% en los doce meses de almacenamiento y lo
contrario se observa para los maloniles, hecho que se puede explicar considerando
una posible interconversion de los maloniles que pasan a glucésidos. En cambio para
las agluconas, se observa una ligera disminucidn con el paso del tiempo
independientemente de la temperatura de almacenamiento; sin embargo, no se

113



Resultados y discusion

observa tendencia clara de la variacion frente a la referencia inicial. En la tabla 24, se
muestra el andlisis de la varianza de dos factores, temperatura y tiempo de
almacenamiento, para el extracto NoAd.

Tabla 24. ANOVA de dos factores para el extracto etandlico de soja NoAd.

NoAd

Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

F Sig. F Sig.
Di
Gly
Gi
MDi

MGi
De
Gle
Ge

|
|
|
|
MGly
|
|
|

Este estudio demuestra que para las agluconas no hay diferencias
significativas entre las distintas temperaturas y tiempos de almacenamiento, por lo que
podemos decir que las agluconas no se ven afectadas significativamente por las
reacciones de interconversion o degradacion posibles. Ademas su concentracion es
baja y en algunos casos se encuentran por debajo del limite de cuantificacion
experimental mostrado en la tabla 18, lo que puede llevar a errores asociados a su
cuantificacion. Teniendo en cuenta lo anterior, se decide no tener en cuenta en esta
discusion su variacion individual.

En los extractos almacenados a 5°C, el efecto observado a temperatura
ambiente se reduce a la mitad. Los glucosidos aumentan y las formas malonil
disminuyen, siendo los valores de aumento o disminucién la mitad que los observados
a temperatura ambiente; esto ocurre a todos los tiempos de almacenamiento
considerados. A -20°C, se conservan tanto glucésidos como maloniles hasta los 12
meses, por lo que a esta temperatura se consiguen evitar las reacciones de
interconversion entre maloniles y glucésidos. Por lo que respecta a la conservacion de
la concentracion global de cada una de las formas de isoflavonas estudiadas,
podemos decir que a -20°C, es posible conservarlas almacenadas hasta 12 meses.

El tiempo de almacenamiento tiene efecto significativo para los derivados
glucésido y los maloniles.

El % de variacion con respecto el valor de referencia (al comienzo del estudio,
0 meses) para cada isoflavona, forma glucésido y forma malonil, en cada periodo de
tiempo y temperatura, se muestra en la figura 33.
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Resultados y discusion

De entre todas las isoflavonas estudiadas se observa que los derivados de
gliciteina son mas labiles que los derivados de daidzeina o genisteina, siendo menor el
efecto de ralentizacion de las reacciones de interconversion al disminuir la
temperatura. Esto confirma lo observado en la bibliografia [59], donde se afirma que
los derivados de gliciteina son los mas labiles frente a los de daidzeina y los de
genisteina. En el caso de los derivados de gliciteina a -20°C se produce la
interconversion del derivado de malonil glicitina a glicitina hasta los 6 meses de
almacenamiento, observando diferencias significativas en sus concentraciones hasta
ese tiempo, siendo constante esa variacion desde los 6 hasta los 12 meses. En
cambio para los derivados de genisteina y daidzeina a -20°C no hay interconversion,
es decir, se conservan.

En general, a menor temperatura de almacenamiento, mayor conservacion
del perfil de isoflavonas en los extractos estudiados, siendo -20°C la temperatura

idonea para conservar el perfil inicial, al menos, para derivados de daidzeina y
genisteina.

4.1.4 Efecto dela adicion de un inhibidor de B-glucosidasa

En la figura 34 se puede observar el comportamiento de cada forma de
isoflavona en el tiempo, cuando se afladen al extracto distintas concentraciones del
inhibidor de B-glucosidasa, a las distintas temperaturas de almacenamiento.
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Figura 34. Variaciéon en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas a
distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el extracto
etandlico de soja con inhibidor de B-glucosidasa (1 mM y 10 mM).
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No existen diferencias significativas entre las dos concentraciones de aditivo
(1 mM o 10 mM) adicionadas. Como ocurria en el caso del extracto sin aditivos, no se
observan en las agluconas diferencias significativas en los diferentes tiempos de
almacenamiento y a las distintas temperaturas estudiadas; si que existen variaciones
significativas en los derivados. A temperatura ambiente (RT) se produce, a partir de los
2 meses de almacenamiento, un aumento de los glucésidos, que alcanzan el doble de
su concentracion inicial pasados 12 meses; este aumento, debido a la interconversién
de formas, supone la reduccién a la mitad de las formas malonil.

A 5°C se reducen estas reacciones de interconversion a la mitad, como
ocurria en el extracto sin aditivos (NoAd) y a -20°C se conservan las concentraciones
totales hasta pasados 12 meses. Por lo tanto, de estos datos se puede deducir que la
adicioén de un inhibidor de B-glucosidasa no tiene ningun efecto en la conservacion de
los extractos de isoflavonas de soja, ya que los efectos observados son los debidos a
la temperatura de almacenamiento. Esta observacion podria significar que las
reacciones de interconversion que se observan no son reacciones catalizadas por las
enzimas B-glucosidasas, lo que no es inesperado puesto que la actividad méaxima de
estas enzimas se da a 45°C [43].

El resultado del analisis de la varianza de dos factores para estos extractos,
cuyo aditivo es el inhibidor de B-glucosidasas, se muestra en la tabla 25.

Tabla 25. ANOVA de dos factores para los extractos etandlicos de soja 1 mM y 10 mM de

inhibidor.

1 mMde inhibidor
Factores

10 mM de inhibidor

Factores

Temperatura Tiempo
almacenamiento @ almacenamiento

Sig. F Sig.

Isoflavona  Temperatura Tiempo

almacenamiento  almacenamiento
F Sig. F Sig. F

D] 5,98 0,01 491 0,00 39,1 0,00
‘ (€1} 103 0,00 23,4 0,00 260 0,00 49,9 0,00
‘ €] 73,4 0,00 11,2 0,00 527 0,00 76,6 0,00
‘ Di 1012 0,00 174 0,00 1612 0,00 259 0,00
‘ MGly 974 0,00 185 0,00 148 0,00 37,7 0,00
‘ MGi 650 0,00 121 0,00 1101 0,00 180 0,00
‘ 2,72 0,11 0,23 0,88 0,96 0,41 0,09 0,96
‘ 0,46 0,66 2,01 0,17 0,78 0,48 9,91 0,00
‘ 2,73 0,11 0,09 0,97 0,90 0,43 0,15 0,93

Tal y como ocurria para el extracto sin aditivos (NoAd) las agluconas no se
ven afectadas por los dos factores estudiados (p>0,05), excepto la variacién de
concentracion de la gliciteina que se ve afectada significativamente debido al tiempo
de almacenamiento. Sin embargo, este resultado puede no ser del todo consistente
puesto que su concentracién en el extracto se encuentra proxima a su limite de
cuantificacion en la muestra. Estas variaciones individuales se pueden comprobar en
la figura 35, que muestra el % de variacion para cada isoflavona.
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Para cada una de las isoflavonas se observa que no hay diferencias entre la
adiciéon de una concentracion 1 mM 6 10 mM. Al igual que para los extractos sin
aditivos (NoAd) y los descritos en la bibliografia [57, 59], se observa que los derivados
de gliciteina son més labiles que los derivados de daidzeina o genisteina; a -20°C se
produce la interconversiéon de la malonil glicitina a glicitina hasta los 6 meses de
almacenamiento, observando diferencias significativas en sus concentraciones hasta
ese tiempo, siendo constante esa variacion desde los 6 hasta los 12 meses en cambio,
para los derivados de daidzeina y genisteina, no se observa este efecto.

Con todo lo anterior, podemos concluir que la adicion del inhibidor D-(+)-
glucono-6-lactona, no afecta a la estabilidad de las isoflavonas, observandose de
nuevo que los efectos medidos son debidos a la temperatura.

415 Efecto delaadicién de un antioxidante

Con lo visto en la bibliografia, y lo que hemos deducido a partir de los
resultados obtenidos hasta el momento, las reacciones de interconversion y
degradacion de las distintas formas de isoflavonas son reacciones de pérdida de
grupos con oxigeno, por lo que son reacciones de oxidacién-reduccion. Para evitar
este tipo de reacciones se adiciond a los extractos un antioxidante como es el 6-di-tert-
butil-4-metilfenol (BHT). En la figura 36 se puede observar el comportamiento de cada
forma de isoflavona cuando al extracto etandlico se le adicionan distintas
concentraciones (0,01% y 0,05%) del antioxidante y dichos extractos se almacenan a
distintas temperaturas.
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Figura 36. Variacion en la concentracibn media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto etandlico de soja con BHT al 0,01% y 0,05%.
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Comparando con los otros extractos etandlicos de soja estudiados (NoAd e
inhibidor), no se observan diferencias. En general, tampoco existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos cuando se adiciona un 0,01% 6 un 0,05% de
antioxidante. Como ocurria con los extractos sin aditivos y los que contenian el
inhibidor enzimatico, para las agluconas no se observan diferencias significativas en
los diferentes tiempos de almacenamiento ni para las distintas temperaturas. A
temperatura ambiente (RT) se produce un aumento de los glucésidos que alcanzan el
doble de su concentracién inicial pasados 12 meses y, consecuentemente, se reducen
a la mitad las formas malonil. A 5°C las reacciones de interconversion se reducen a la
mitad y a -20°C se conservan las concentraciones totales hasta pasados 12 meses.

Observando mas detenidamente qué ocurre para cada una de las formas de
isoflavonas, se observan algunas diferencias con respecto a los otros extractos
estudiados. A los 4 meses de almacenamiento se produce un menor aumento de los
glucosidos, pero a los 6 y 12 meses el comportamiento es totalmente analogo al
observado en los extractos identificados como NoAd y con inhibidor.

El andlisis de la varianza de dos factores realizado para los extractos con el
antioxidante BHT se muestra en la tabla 26.

Tabla 26. ANOVA de dos factores para el extracto etandlico de soja con 0,01 % y 0,05 % de

BHT.
0,01% de B 0,05% ade B
actore actore
Offavona empera a empo empera a empo

almacenamiento almacenamiento almacenamiento almacenamiento
0 0 0 0
D 760 0,00 47,4 0,00 676 0,00 37,3 0,00
36,2 0,00 2,06 0,16 13,3 0,00 0,65 0,60
606 0,00 79,6 0,00 860 0,00 108 0,00
D 2049 0,00 380 0,00 12374 0,00 2452 0,00
44,2 0,00 7,37 0,01 50,7 0,00 10,3 0,00
1990 0,00 331 0,00 6791 0,00 1181 0,00
De 2,57 0,12 0,34 0,80 7,78 0,01 0,74 0,55
e 3,77 0,05 17,5 0,00 1,26 0,32 9,32 0,00
e 6,43 0,01 0,26 0,85 7,71 0,01 0,13 0,94

La concentracion de antioxidante no influye significativamente en la
concentracion de las distintas formas de isoflavonas. Tanto la temperatura como el
tiempo de almacenaje afectan de forma estadisticamente significativa a la mayoria de
las isoflavonas estudiadas. Las isoflavonas donde el efecto no es significativo tienen
unas concentraciones préximas a sus limites de cuantificacién experimentales, por lo
gue estos resultados podrian deberse al error intrinseco a su cuantificacion.
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Para comprobar cémo afectan estos factores de forma individual, en la figura
37 se muestra el % de variacion con respecto a los valores iniciales para las
temperaturas y tiempos de almacenamiento estudiados.

En este caso se observa el mismo comportamiento para los dos niveles de
concentracion de antioxidante. Los resultados son totalmente comparables a los
obtenidos para los extractos sin aditivos y los extractos con inhibidor enzimatico. Las
Unicas diferencias se han obtenido en el caso de las isoflavonas mas labiles: los
derivados de gliciteina. En el caso de la malonil glicitina, cuando se almacena el
extracto a 5°C, la degradacion observada pasados 2 meses es del 5%, menor que la
observada en el resto de extractos (degradacion del 20%), por lo que con la adicién
del antioxidante BHT se consigue una reduccién de la degradacién sufrida en los dos
primeros meses. A partir de los 4 meses, su comportamiento es totalmente
comparable al observado para los otros extractos, es decir, se observa el mismo
efecto debido la temperatura y el paso del tiempo, sin observar efecto alguno debido al
antioxidante afiadido. Una posible explicacion para el comportamiento observado es
gue durante los primeros meses el antioxidante es efectivo pero a lo largo del tiempo
de almacenamiento, dicho antioxidante es consumido lentamente y por lo tanto deja de
cumplir su funcién como tal observandose, a partir de este momento, que la muestra
sigue su cinética de degradacion normal. Por otro lado, a -20°C, pasados 2 meses, se
observa que la concentracién de la malonil glicitina se conserva, mientras que sin la
adicion del antioxidante, pasados 2 meses, se observa una disminucion del 15%
aproximadamente.

Para el derivado malonil de la genisteina se observa que a 5°C su
degradacioén es casi nula pasados 2 meses y de un 25% menos pasados 4 meses, en
comparacion con lo observado en los otros extractos sin antioxidante. Sin embargo, a
partir de los 6 meses, su comportamiento es el mismo que el observado en los
extractos sin aditivos.

Estas diferencias entre la adicién y la no adicion de un antioxidante pueden
indicarnos que las reacciones de degradacion e interconversion de las isoflavonas son
reacciones de oxidacién, puesto que en algunos casos, en presencia de BHT, se
observan menores variaciones. Esto significa que, a priori, la adicion de BHT, permite
un almacenamiento mas seguro de las muestras que van a ser sometidas a un analisis
cuantitativo en el laboratorio.
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4.1.6 Efecto de la adicion conjunta del inhibidor de B-glucosidasa y el
antioxidante BHT

En este caso se estudiaron cuales eran los efectos debidos a la adicion del
inhibidor y la del antioxidante en el mismo extracto, buscando un efecto cooperativo
entre ambos inhibidores de las reacciones de degradacién e interconversién conocidas
para las isoflavonas. En la figura 38 se muestra el comportamiento de cada forma de
isoflavona a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas, en los
extractos etandlicos en los que se adicionaron una concentracion 10 mM de D-(+)-
glucono-&-lactona y 0,05% de 6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), denominados extractos
I+B.
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RT 5°C -20°C
INICIAL +B

B Glucésidos Maloniles = Agluconas

Figura 38. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto etandlico de soja I+B.

Tal y como se desprende de la figura, el comportamiento de las isoflavonas
en este caso es totalmente similar al observado en los extractos con antioxidante, no
observandose efecto diferente debido a la adicion de los dos aditivos juntos. Se
detecta, como en los extractos donde se adiciona el antioxidante, la disminucién a los
4 meses del aumento de los glucésidos.

En la tabla 27 se muestra el analisis de la varianza de dos factores, y en la
figura 22 el % de variacidn con respecto a los valores iniciales.
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Tabla 27. ANOVA de dos factores para el extracto etandlico de soja con 10 mM de inhibidor
de B-glucosidasa y 0,05% de BHT.

10 mM de inhibidor + 0,05% de BHT
Factores

Isoflavona Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

En la figura 39 se observa el mismo comportamiento que el observado en la
figura 37 en los extractos en los que solo se ha adicionado antioxidante. La variacion
de los derivados malonil de la genistina y glicitina se ve afectada de igual manera que
en los extractos del apartado anterior a los 2 meses de almacenamiento a bajas
temperaturas, siendo menor al adicionarse el antioxidante que sin la adicion del
mismo.

Segun estos resultados, y tal y como era de esperar teniendo en cuenta los
resultados de los apartados anteriores, se puede concluir que no se observa un efecto
sinérgico como resultado de la adicién del inhibidor y el antioxidante en un mismo
extracto. Tan sélo se observan las variaciones debidas a la temperatura de
almacenamiento y al antioxidante afiadido para el caso de la malonil glicitina y para la
malonil genistina, por lo que no es necesaria la adicion del inhibidor de B-glucosidasa
para la conservacion de las isoflavonas.
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4.1.7 Conservacion de los extractos liquidos etandlicos de soja

Se puede concluir que para la conservacion de extractos liquidos etandlicos
de isoflavonas de soja la temperatura es el factor mas influyente, siendo las bajas
temperaturas las mas adecuadas para mantener el perfil y la concentracion de las
isoflavonas presentes en el extracto. El almacenamiento de los extractos a -20°C
permite la conservacion de los derivados de daidzeina y genisteina hasta pasados 12
meses. En el caso de los derivados de gliciteina se reducen las reacciones de
interconversion y degradacién, pero no se evitan.

Realizando un analisis de varianza para cada temperatura de
almacenamiento estudiada, pasados 2 meses de almacenamiento, podemos ver si hay
0 no efecto significativo de los tratamientos utilizados en esos 2 meses. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 28.

Tabla 28. ANOVA a cada temperatura pasados 2 meses de los extractos etandlicos de soja.

2 MESES

TODOS LOS TRATAMIENTOS
Isoflavona 500 ‘

Sig. \

A temperatura ambiente, sé6lo se observan diferencias significativas de
concentracion para la malonil glicitina y la daidzeina. Observando los resultados del
estudio de la minima diferencia significativa (LSD), realizado para ver cual es el
tratamiento responsable de tales diferencias, se observa que las diferencias son
significativas entre los extractos sin aditivos o con el inhibidor y los extractos con
antioxidante. Por tanto, la adicion de antioxidante reduce ligeramente la degradacién
de la malonil glicitina y la daidzeina.

Realizando el mismo estudio cuando los extractos se han almacenado a 5 °C,
se observa que solo hay efecto significativo para la malonil glicitina y, al igual que en el
caso anterior, las diferencias se dan entre los extractos con y sin antioxidante. Esto se
ha observado anteriormente en el estudio de los extractos con antioxidante, donde se
observaba una conservacién mayor (aunque no se evita la degradacién) pasados dos
meses cuando se ha afiadido el antioxidante BHT.
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A -20°C se ha observado la mayor conservacion de los tres derivados
maloniles y del glucdsido de daidzina entre los extractos sin y con antioxidantes.
Podemos decir que la adicion de antioxidante, almacenando a -20°C, permite la
conservacion de estas isoflavonas, incluida la malonil glicitina, que en otros extractos
se degradaba en las mismas condiciones de temperatura.

La adicion de un agente antioxidante como es el 6-di-tert-butil-4-metilfenol
(BHT) permite evitar la degradacion de los derivados maloniles hasta pasados 2
meses de almacenamiento a -20°C.

4.1.8 Conclusion del estudio realizado sobre el almacenamiento de los
extractos liquidos etandlicos de soja

Las condiciones Optimas de almacenamiento para la conservacion de las
isoflavonas mayoritarias (96%) en los extractos liquidos etandlicos de soja son una
temperatura de -20°C y la adicién de un agente antioxidante (BHT, a cualquiera de las
concentraciones estudiadas), que permite mantener tanto el perfii como la
concentracion de isoflavonas hasta pasados 2 meses de almacenamiento.

Pasados esos 2 meses de almacenamiento y hasta los 12 meses, es posible,
en las condiciones de los extractos descritos, la conservacion del perfil y la
concentracion de todas las isoflavonas menos de los derivados de gliciteina que se
degrada mas de un 10% hasta los 12 meses de almacenamiento, como se puede
observar en la figura 40.

La superposicion de los cromatogramas de los extractos etandlicos de soja a
los 12 meses de almacenamiento con y sin antioxidante y la referencia inicial (O
meses) se muestra en la figura 41.

Por lo tanto, aunque la adicién de BHT permite una mayor conservacion de
los derivados de gliciteina, los valores sin la adicion del mismo siguen conservandose
con variaciones en torno al 20% después de un afio de almacenamiento.
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128

0,05% BHT 12 meses -20°C

Di

MGi

(0 meses), en negro, a los 12 meses de almacenamiento a -20°C sin aditivos
(NoAd), en rojo, y con antioxidante a una concentracion de 0,05%, en azul.



Capitulo 1: Estabilidad de extractos de isoflavonas de soja

4.2 EXTRACTOS LIQUIDOS ETANOLICOS DE PROTEINA DE SOJA

4.2.1 Composicion del extracto liquido etandlico de proteina de soja

En los extractos etanélicos de proteina texturizada de soja se detectan las 12
isoflavonas de soja estudiadas: daidzina, glicitina, genistina, malonil daidzina, malonil
glicitina, malonil genistina, acetil daidzina, acetil glicitina, daidzeina, acetil glicitina,
gliciteina y genisteina. En la figura 42 se observa el cromatograma de isoflavonas del
extracto liquido de proteina de soja inicial, a tiempo cero del estudio. En la figura 43 se
muestran los espectros UV de las isoflavonas detectadas. Como se puede observar en
esta Ultima figura, los espectros, en el caso de la isoflavona gliciteina no es su
espectro caracteristico y es debido a la interferencia ejercida por el derivado acetil de
la genisteina que eluye muy proximo a ella y en una concentracion elevada con
respecto a la aglucona.

022
0.20 Di g
018
016
MG
014
012
010 MDi ADi AG
0.08

0.06 4

0.04+

0.02+

T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 2500 30.00 35.00 40.00

Figura 42. Cromatograma de las isoflavonas del extracto etandlico de proteina de soja a
estudiar.
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Figura 43. Espectros UV de las isoflavonas detectadas en los extractos etandlicos de
proteina de soja

La concentracion inicial de las isoflavonas en los extractos estudiados es la
gue se muestra en la tabla 29. Como se puede observar las isoflavonas mayoritarias
son los derivados glucésidos seguidos de los derivados acetiles y luego los maloniles.
Las agluconas siguen teniendo concentraciones muy proximas a sus correspondientes
limites de cuantificacion. En comparacion con los resultados obtenidos al analizar los
extractos etanolicos de soja, cabe destacar que en los extractos de proteina de soja se
pueden estudiar las formas acetil de las isoflavonas, lo que permite detectar otras
interconversiones que en los extractos de soja no se han podido estudiar.

Tabla 29. Concentracién de las isoflavonas en el extracto inicial de la muestra de proteina de
soja y su desviacion estandar (sd). mg/Kg + sd

Isoflavona Concentraciéon

Di 402 £1,19
Gly 40,8 + 1,08
Gi 395 + 7,35
MDi 257 + 4,23
MGly 17,2 + 0,84
MGi 378 £5,44
ADi 455 + 10,7
AGly 19,1 +1,24
De 21,6 + 2,87
Gle 27,7 +1,72
AGi 335+ 1,28
Ge 23,7 + 2,44
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Otra diferencia con respecto al perfil del extracto etandlico de soja, ademas
de la deteccion de los derivados acetil, es que el glucésido de glicitina estd en menor
concentracion, tal y como al igual que la malonil glicitina. Por tanto, hay que tenerlo en
cuenta en la discusién de los resultados ya que puede dar lugar a errores debido al
error intrinseco a su cuantificacion.

Ademas, como se puede observar en la figura 42, el derivado acetil de la
daidzina se encuentra poco resuelto, apareciendo junto con el derivado malonil de la
genistina, por lo que su cuantificacion también puede ir acompafada de resultados
menos precisos para ambas isoflavonas conforme vayan cambiando sus
concentraciones durante el estudio de la estabilidad.

4.2.2 Estudio de la estabilidad de extractos liquidos etandlicos de
proteina de soja

En la tabla 30 se muestran las concentraciones de isoflavonas encontradas
en los extractos etandlicos de proteina de soja almacenados para realizar el estudio de
estabilidad de los mismos en distintas condiciones.

Con respecto a la concentracion total de isoflavonas durante el
almacenamiento, al realizar los estudios ANOVA se observan diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel de confianza del 95%, para todas las
condiciones de almacenamiento empleadas y desde los primeros dos meses de
almacenamiento. Por lo que a diferencia de lo encontrado para los extractos de soja,
existen pérdidas en la concentracion total de isoflavonas en los extractos de proteina
de soja desde los dos primeros meses de almacenamiento; pérdidas que continGan
observandose hasta el afio. Este hecho nos indica que se producen reacciones de
degradacion de las isoflavonas presentes en los extractos de proteina de soja
estudiados. La gran diferencia entre el extracto etandlico de la proteina de soja y el de
la soja son los acetiles, por lo que se podria pensar que esas reacciones de
degradacion son aquellas donde intervienen estas formas de isoflavonas que no se
encontraban en los extractos de soja, en los que no se observaban estas variaciones
en la concentracion total.

Ademas también se observan cambios en las concentraciones individuales de
las isoflavonas, por lo que se dan reacciones de interconversion entre las isoflavonas.

Debido a las diferencias en las concentraciones de las isoflavonas entre los
dos extractos etandlicos estudiados se pueden estudiar al completo la influencia de las
distintas reacciones que pueden sufrir las isoflavonas y que se han comentado al
principio de este capitulo.
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mg/Kg + sd

REFERENCIA PROTEINA 12
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
1M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M
2M
4M
6M
12M

RT

5°C

Daidzina Glicitina Genistina

402+1,19 40,8+ 1,08 395+7,35

Malonil Malonil Malonil Acetil Acetil Daidzeina Gliciteina Acetil
Daidzina Glicitina Genistina Daidzina Glicitina Genistina
257+4,23 17,2+0,84 378+5,44 455+10,7 19,1+1,2421,6+1,8727,7+1,72 335+1,28 23,7+2,44

Tabla 30. Concentracién de las isoflavonas estudiadas para los extractos de proteina de soja liquidos en las distintas condiciones; los resultados se dan como

Genisteina Total

2371

486+1,25 34,2+2,08 567 +3,37

164+4,267,11+0,44 228+1,66 318+2,92 16,2+0,0616,3+0,0816,0+ 0,24 303+0,41 21,1+0,78

2178

590+4,33 44,1+2,03 688+1,89 99,7+1,501,38+0,30 207 +2,50 352+7,64 16,2+0,4714,7+0,1813,9+ 0,06 284+0,08 17,9+ 0,32

2327

716+3,1554,2+0,83 871+1,66 346+049 <LOD 699+6,78 240+4,97 12,7+0,0415,4+0,1013,2+0,35 247+1,70 21,0+ 0,06

2295

791+4,42528+462941+£7,53 922+039 <LOD 894+163 <LOD 7,24+3478,26+1,0611,1+0,15186=+0,30 10,0+0,02

2105

417+2,19 32,1+ 0,30 478+ 37,9

234+45514,86+0,08 314125 389+6,96 17,8+ 1,6715,9+0,2221,3+1,61 329+30,0 17,2+1,74

2280

429+3,81 34,0+2,56 478+6,48

202+1,69 11,3+0,28 331+13,3 485+8,20 17,4+0,47 10,5+ 0,6017,7+0,32 297+ 3,27 12,9+ 0,40

2326

473+7,02 37,9+ 3,98 542+ 20,7

170+0,93 7,67+0,01 309+13,1 479+8,42 16,3+0,0211,7+0,2114,3+1,97 299+ 8,46 16,3+ 1,32

2376

529+1,05 36,3+2,21 591+0,03

127+0,18 3,66+0,18 313+0,36 <LOD 11,7+0,345,62+0,6013,0+0,42 279+3,72 9,31+1,57

1918

362+2,59 29,6+2,66 412+6,81

264+15118,9+0,76 336+7,50 423+8,17 16,8+ 0,6923,2+0,97 24,9+ 0,60 329+ 4,89 27,2+ 0,80

2268

358+0,52 32,8+ 0,51 389+7,35

251+0,89 18,5+0,30 392+6,68 530+10,6 17,7+0,3322,3+0,0624,7+0,47 320+ 6,01 29,7+ 1,44

2384

359+5,75 33,1+1,49 401+7,87

255+4,0117,7+0,18 406+27,7 554+33,7 17,4+ 0,8621,6+0,9424,8+0,71 328+8,20 19,8+ 1,73

2438

375+1,48 31,5+2,01 403+£13,9

251+£3,89152+£0,74 479+804 <LOD 142+1,1419,8+1,4521,4+0,25327+4,21 28,4+0,36

1966

478+4,53 33,6+2,08 558+0,82

163+3,46 7,16+ 0,51 229+2,17 321+ 3,61 16,6+0,2516,5+0,8117,8+0,08 307+2,74 20,8+ 1,51

2168

576+2,3043,3+0,16 671+4,57 99,0+0,751,46+0,28 205+3,09 358+3,41 16,9+1,1014,6+0,66 11,4+ 0,04 293+2,98 18,2+ 0,47

2307

656+4,12 48,0+0,10 791+£55,8 33,0+209 <LOD 629+10,4246+16,013,3+1,5612,2+1,6113,1+1,14 254+20,2 17,0+0,98

2146

749+1,1251,4+2,18 889+24,2959+068 <LOD 108+3,04 <LOD 12,7+0,706,76+0,6611,6+0,40 218+6,75 9,03+0,04

2065

422+2,6532,8+0,39 484+426

231+£5,76 145+0,28 314+22 4 397+20,4 17,5+£1,3914,1+1,4021,9+ 1,36 323+27,0 16,2+0,74

2289

424+2,50 34,5+0,07 470+ 1,07

202+0,57 11,4+0,11 334+4,00 489+1,38 17,3+ 0,2310,6+1,6219,1+0,28 297+5,85 14,3+0,18

2324

459+1,90 37,8+1,75 521+7,62

170+0,25 7,68+ 0,09 306+13,3 472+19,0 16,4+ 0,047,85+1,3917,0+0,34 291+293 11,3+1,75

2317

522+1,65 35,6+2,82 582+5,86

126+1,86 3,56+0,13 314+222 <LOD 12,1+0,525,50+0,0613,9+0,24 281+1,107,45+0,14

1903

355+5,52 29,7+ 0,06 400+ 11,8

252+4,12 487+43,5324+13,7 381+358 16,5+0,45157+1,4624,1+1,21 312+15,8 18,1+1,17

2176

355+1,87 30,3+0,36 392+5,71

253+2,6018,2+0,17 388+7,23 529+17,8 17,5+ 0,7321,8+0,0124,4+0,06 317+4,96 29,2+0,57

2376

336+29,0 31,3+2,70 378+ 32,1

240+19,9 16,5+2,30 385+ 0,52 524+5,87 15,7+1,2720,1+1,17 23,8+ 0,64 309+ 21,4 18,0+ 1,47

2297

371+8,16 30,3+ 1,05 398+ 11,7

248+1,03148+039474+441 <LOD 14,2+1,2621,3+0,5521,3+0,50 324+4,18 28,6+0,21

1946

449+589294+1,84 518+1,61

159+4,02 6,94+0,30 221+3,31 336+23,0 15,7+0,1815,6+0,1722,2+ 0,22 294+ 2 14 18,5+ 1,51

2085

519+ 0,06 39,1+0,30 597+3,00 96,5+ 0,57 1,65+0,22 197+1,51 348+2,84 17,0+0,1311,9+1,3220,8+0,33 284+3,96 15,8+1,22

2147

596+6,21 43,3+2,38 723+5,88 344+0,53 <LOD 74,3+9,19 279+1,94 16,5+0,3810,7+1,0718,9+0,01 284+0,86 155+1,75

2095

631+1,48 44,1+1,87 747+1,78 9,43+066 <LOD 139+1,05 <LOD 14,9+1,376,26+1,0016,0+0,17 263+3,34 8,82+0,59

1880

374+2,09 30,8+ 1,24 413+5,42

218+1,56 13,7+0,18 283+10,2 349+13,4 152+0,567,93+1,9121,5+0,81 275+13,8 12,5+1,02

2015

394+3,90 350+2,41429+5,71

193+2,14 11,5+0,09 314+1,50 466+0,76 16,4+0,3910,1+0,8021,7+0,76 283+9,59 14,2+1,76

2187

409+ 3,55 37,3+2,02 449+ 6,54

163+0,43 7,78+ 0,04 274+13,9 429+ 8,56 15,2+0,231,68+0,4219,9+0,33 253+6,00 7,80+ 0,01

2067

462+3,49 35,4+0,40 502+7,51

123+0,40 3,79+0,11 295+1,92 <LOD 11,6+0,302,15+0,4217,5+1,18 251+6,64 8,58+1,30

1712

342+10,9 28,7+ 0,47 382+12,3

246+8,13 12,6+8,22 312+28,0 366+2,82 15,4+0,3411,8+1,1023,2+ 1,12 294+ 20,2 13,5+ 0,39

2047

344+1,57 30,9+ 0,06 371+3,83

246+0,30 17,8+0,25 373+1,33 507+5,10 16,7+0,26 20,1+ 0,0923,5+ 0,39 302+4,09 26,5+ 1,07

2281

336+1,07 33,0+1,12 370+7,90

241+554 16,9+0,93 373+4,07 509+5,86 16,0+0,0616,2+0,9323,5+0,46 303+5,76 18,4+ 1,50

2256

344+6,4130,4+1,44 370+ 1,63

239+0,62 144+0,06 449+274 <LOD 12,4+0,4913,8+1,5020,9+0,25 303+3,80 20,4+1,59

1817

132



Capitulo 1: Estabilidad de extractos de isoflavonas de soja

8.1 FL¥E WNZL

LB'OFL¥E N9

GG L¥95¢E Ny

SO'CFL¥E Nne

6S' v FC9r Wz

0.1 F6LF N9

L LFZIy Ny

FO'CFLLE Ne

L0'L F0L9 NZL

18'CFZ6G N9

€L'EFHTS Ny

'L FobY nNe

9/'CTForE NZL

FO'LFHE N9

el F.G¢E Ny

L9'GFeee Nne

€L TFQLY Wz

¥0°lL F6EF N9

205 %S00

LLLFOLY Ny

PFOFELE Ne

86'¥ FOLL NZL

0L'G ¥069 N9

LL'OF18G Ny

LL'EF69F Ne

¥¥'8 FGFE NZL

09'% F L€ N9

Z0'cFCre Ny

GE'G FBEE Nne

LLLFOLY Wz

2L L FShY N9

0, &
Y.V Fach WY =l RSl

L'y F0.E Ne

0€'l F 5. NZL

¥S'C F269 N9

6E'C FG25 Ny

0C'sFely Ne

661 9L°'LFE'LZ 0LSFL6C LCO0FVOC 2 LFS'¥PL Cc’0F6CL dOT> LOZLF.LFy SCOFL¥PL €ETFBEC SHEFEIE P OFB6C
GGCC GT'LFP'9L PTR@FQ6T TOOFOECT Z6'LFE'PL 3T 0FOGL ZOLZFTLS P'E€TFHLE €C0F0LL 80'GFCke LOGFLIE €O'LFGLE
¥9E€T G6'0F6'8C GB'LFOLE ¥O'0OFL'¥C LO'0F6'0C CH'OFCT'LL TELFIZG 689FE6E LLLFG'LL THEFLPZ 9'vTF96E 08'0FZ'EE GG
LGS0 /0'0F9'91L /[9°/FCBT €8'0F8'CT LZ0FOFL SEOFOSE $O'OFLLE 0'BLF.LLE 08'0FE'9L SC'SFIPZ LOFFIBE QC'CF+'OT
€L $0'0FC0L 0L9F9SC LL'OFF AL GE0FB0C cFOFL'OL QAOT> 9L+ F66C SLOFEL'Y 88'0FECL L'TLF90S 60'LFL'LE
/60T €0'0F9.°/ £€6'CTFE9Z LO'OFE0C 900F20'y 9L'0F#'GL LV LFGEF 683 FF.L.C LO'OFGR'. ¥L'0OF09lL TT'CFSSF 85 0FGEE
CSCC 8T L FOFL L'CLFEST €S0FL'6L ¥ L FS86 6L'LF29L CECTF6LF 9CLFOEE 9F L FC'LL 8L GFF6l BCSFOFF CLTFO9E
8LOC GSOFL'LL ZL'€F/LZ 90°0F8°LT LG'0F98'8 BL'OFOGL L'€LFPSE LFTFERT LL'OFFCL €6°0F L1 05'GF6LY GT0F6'9T
618l 60°0FC0l SO'LFEST 8L L FB'SL GE0FS9T #O'LFL'SL AOT> 6LLF8EL dOT> 900FEL'R LB'CF6LL LFTFOSH
2102 SF'0FE€9'8 +H'++0.T S90FS'8L LL'OFSS'y 90'0FC'9L €9'L+89C TLTFL'v. QdOT> TSOFEL'EL TO9¥839 ¥L0F8'EH
Z31T SH'0F8' /L LSTF/8T LL'OFL'LC TO0OFOCL SFOFO'LL L'GLFHIE 9L'6F66)L LSOFSL ) SOFF9'E6 6'CL¥H09 €8 CFL OV
90T 021 ¥6'9L 9L+ F88C ¥EL'0F0'CC GL'LFO'EL LTOFO'9L ¥S'VFHCE €TCFBLC SSOFITO CB'CFBSL 0F0F90S ¥#+'|L F6'6C
LEBL GO'0F8'GT ZG'LFS0E GLOFFOT LZOFL'BL EE0F0CL AOT>  ISTFISF #O0OFSFL 6L LFBET 99°CF89E /2 0FT'8T
992C QL'L F6'Gl 08'@F66Z 92'0F.LTT G8'LFO'FL GL'OFRGL 00V FELS OS'CFH.C CE'0FB'OL 90'GFChe GO'@F03E €0°'L FT'6T
9/€C 0L'L F6'8T ¥8°AFFILE LO'OFBET OL'LFL'LZ LL'OFGLL $OTFOTSG LPTFRSE 0L0F6'LL TT'LFOSE T'TTF6BE QE0FO'CE
€10Z €8°0F€' /L +'CL+TBT TS'0F0'CT 9Z'0F3'FL FL'OFT'SL 0T'OFHSE G'LLF¥.0C TLOFL'OL €H'@F6ET +8'9F8LE TB'LFT'+T
669} 91°0FL'0l ¢'cc¥92C BC0FS LI €F'0FC9'0 CL0F+' Pl QAOT> L'AL¥88C 6LOFLSE €L'AF0ZL 6'9SFCLS ZL'TFO9E
LT 90'0F€ER'. Cr'6F8¥C 92 0F6'CL LGOFLFC 0E0FEPL C'GLFCEF LG /ZFEBC 30'0F0E°.L €50FEOlL ¥ GF69F S60F6FE
TPCC S8'LFL'CL O'FLF6.C TOLFZ'6L 8P 0F9C'8 €S 0FS 9L S+CFO.F 6'89CF9CE LLOF60L O LLFFEL TLCFSSH LB'LFL¥E
EY0C ¥E'LFLFL 66'0FF8T TO'OFL'6L 83'LFZ'TL 90°'0FG'GL $9'GF0GE €0FPFL6T 20'0FBCL LL'TFRLE S8'6F92F 80'TFE'OT
Zr8lL ¥0'0FTOL £8LFLPL LS0FC0L ¥6°'L FEB'T LG'0F0S'S dOT> SZ'GFEP.L QAOT> E€LOFOL'6 +'€LF2Z28 CPEFLLS
€CILT 89°'L FT'LL 8T+ ¥BLT BC'OFL'CL LFOFS0'8 900FL'LL 85'G+81T LA LFT'LL  QdOT> 9€'0FTTEC 88'8F0L8 SL'OFL0S
BSCC ¥O0FL'GL L¥'A¥E9C €LOFL'EL €LOFELL LO0F+'SE 8CLFSHE +'0L¥661 6L0F8C | €L'GF8'¥6 6F'T+H.9 690FL'GH
Z60C ¢2'0F9Fl SE'vF8.C 9S0FFCL 690FO'LL 600FL'GL L0°0FSCE QL' LF¥2c 8L'0OFF9Q LOOFLOL 200FFFS QL0F9CE
028l 0.1 FL'€Z €6'0FL0OE 6F'0F9°0C CL'LFS'8L 05'0F.CL dOT> OQ0F%FILSy ZL0F0GL vOFF6EC LOD'LFVIE LFOFF6T
GZCT QS'0FTTL £PLFSOE 9L'0F0CT QL' LFL'GL 02T'0FQGL 85'9F by QLEFOSE LLOF6'OL 6L LFGPE T'RLFIZE $OTFGOE
//TT ¥9'0F0'8T TLQ@FTOL L'0FZCT OL'OFO0Z 9L'LF#9L 9'6TF005 +'TTFTLE B6ELFOOL €0LFILPE SO'9OFZIE GOOF8'IE
950C €Q'LFO'bL TCLFO6T TPOFEL'CT BBOFC'C) 90'0FLGL €QTFLLE L'OLFECIE LG'OFFOL LOLFPPT +'FLFRLE QTTFE'OT
9389l L0'0FC0l v.6FlcC SL'OFOLL 820F6+'0 LFOFL'EL QOT> LLGFS8C FOOFOSC €OCFIZL L'9LF80S OL'LFO9'GE
9ZLC /8L F9L'6 LETFOSZ SC0F0ClL 9L 0FLLC OL'OF# ¥l L2°CFSCF €F'8F08C $O'0OF6EL B9CTFLOlL S8'QFS/y €0'L FO'¥E
992C /S0FL'SL 6°LLFS8C L6'0OFO9L ¥L'OFC'LL LO0OFLOL ¥'TCTF69F 6CLFBCE 88°0F90L 6C9FF6l SFO9F99F LE'LFE'EE
G2Z0C 98°'LFE'LL GTRFGLT AS'0FQ'QL 6LLFESG'3 0L'OFTGL 69°'CFOGE €60FR8C LZ'0FOCL LETFBLE 08'0FZ2F ¢B'LFO'GT
266l L00FE0l ¥9TFSOL TEOFL'LL TP OFCRE LPOFLS'e dOT> 6ZLFLLe QAOT> 800F69'¢ €TLFH68 851 FL'CS
LPLE OLLF6'LL 99'0F9LZ +Z L F1'CTL TO'0¥90'8 P OFL'LL 9S'CF+IT SL'FPFG99 QOT> +9'0F0'TE $O'T+618 GE'L F6'1S
$SCT GE'L F6'EL S6AFLOT SFOFL'EL €LOFEOL LO'LFESE 6'FLFIPE S'0LF661L C60F8C L 6L'9FF S6 +8°LFEL9 6F 0F9SH
€CLC 0L'0FG'SL LL'€FE8T €6°'LF6'CL LL'OFC'CTL SE'0F9GL ¢'ZLFIEE 90'GF9TC 30°0F#8'9 GO'LFILOlL 9T LF8FS 950FCCE
L/€C GZT'LFL'GZ B6L'OFTTE €L'0FL'GT 86 L FL'6L GP'OFELL 00LFLLG G3FFTBE GE'OFH 9L $3'CFHSZ 90°2ZF83E 68°0FL'OE 0OL°L FO8E
[ejo ] eujolsiues u_.____”ww._ﬂw BUI9lIOID eulazpleq u__.““w_“ﬂ.w u_____unuﬂ_“n mnu”"“”-w m_".__h_“._wm_ﬁu u.___.__ﬂ_n_ﬂmh_ eUlISIUSS) BUNIDIE eulzpleq

uep as Sope)Nsal So| ‘SauoloIpuod SeuNSIp se| us sopinbj| elos ap eulalold ap soloeNxXe SO| kied SeprIpniSe SLUOAR|IOSI Se|

T A
VNI31Odd YIONIHI43N

ps F By/bw owod
ap uoloeuadu0) *("U0d) OE BIqeL

133



Resultados y discusion

Al igual que en el estudio de estabilidad de los extractos etandlicos de soja,
para los extractos etanodlicos de proteina de soja estudiamos también qué factor o
factores son los responsables de que existan diferencias en los porcentajes de
variacion (%Var) de las distintas especies estudiadas. Se realiza un estudio de analisis
de la varianza, con un nivel de confianza del 95%, para los tres factores: temperatura,
tiempo de almacenamiento y tratamiento realizado. Los resultados de este ANOVA se
muestran en la tabla 31, donde aparecen sombreados en azul aquellos factores que
tienen efecto significativo (p<0,05) sobre la variacibn de concentraciébn de esa
isoflavona.

Tabla 31. Resultados del ANOVA de 3 factores para cada una de las isoflavonas objeto de

estudio en los extractos etanélicos de proteina de soja.

Factores

Tiempo

almacenamiento almacenamiento
F Sig. F Sig. \ F Sig.

Temperatura

Isoflavona Tratamiento

Di 0,00 142 0,00 0,00
Gly 576 0,00 163 0,00 30,3 0,00
Gi 5115 0,00 426 0,00 76,0 0,00
1114 0,00 145 0,00 2,2 0,06

11477 0,00 1190 0,00 1,7 0,13

10865 0,00 260 0,00 25,0 0,00

168 0,00 1329 0,00 13,9 0,00

48,9 0,00 198 0,00 21,4 0,00

267 0,00 57,3 0,00 11,0 0,00

1537 0,00 281 0,00 131 0,00

522 0,00 202 0,00 33,2 0,00

671 0,00 44,2 0,00 33,4 0,00

Con relaciébn al tiempo de almacenamiento, éste ejerce un efecto
estadisticamente significativo en la concentracién de todas las isoflavonas del extracto
estudiadas. Recordar que en el caso de los extractos de soja este efecto no fue
estadisticamente significativo para daidzeina y genisteina; esta diferencia podria ser
debida a que estas dos isoflavonas se encuentran ligeramente en menor
concentracion en el extracto de proteina de soja y puede haber cierto error debido a
gue se encuentran en concentraciones muy cercanas al limite de cuantificacion.

El tratamiento (adicion de inhibidor enzimatico y/o adicion de BHT) también
ejerce un efecto estadisticamente significativo para todas las isoflavonas menos para
los derivados malonil de la daidzina y la glicitina.

Al igual que con los extractos etandlicos de soja, la temperatura es el factor
mas influyente a priori, observando que su efecto provoca diferencias de
concentracion estadisticamente significativas (p<0,05) para todas las isoflavonas
estudiadas. Se ha realizado el test de la minima diferencia significativa (LSD) para
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determinar entre qué niveles del factor temperatura se producen dichas diferencias; los
resultados se muestran en la tabla 32.

Tabla 32.

Resultados del test de la minima diferencia significativa comparando los distintos
niveles del factor temperatura (p<0,05) para los extractos etandlicos de proteina

de soja.

Isoflavona Temperatura Temperatura Sig.
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 50C 0,10
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
5°C 0,00

RT
-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00
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Como se observa en la tabla anterior, para todas las isoflavonas existen
variaciones de concentracion estadisticamente significativas (p<0,05) entre todas las
temperaturas estudiadas. Tan s6lo para la acetil glicitiha no se han encontrado
diferencias significativas entre almacenar a 5°C y -20°C, por lo que disminuyendo la
temperatura de almacenamiento no se observan diferencias en su concentracion.

Uniendo estos resultados con los presentados en la tabla 30 se observan las
mismas tendencias que para los extractos etandlicos de soja; la concentracion de los
glucésidos aumenta cuando la temperatura de almacenamiento es mayor, mientras
gue los derivados malonil se encuentran en menor concentracion al aumentar la
temperatura de almacenamiento, lo que indica una posible interconversién entre
maloniles y glucésidos favorecida por temperaturas mayores. Ademas, en el extracto
etandlico de proteina de soja, se detectan los derivados acetil que disminuyen su
concentracion al aumentar la temperatura de almacenamiento, al igual que ocurria con
los derivados malonil, por lo que también indica una posible interconversién a
glucésidos. Para el caso de la acetil daidzina se observa un aumento de su
concentracion pasados 2 y 4 meses de almacenamiento a 5°C de temperatura, lo que
indica una posible interconversion de los derivados malonil a derivados acetil, tal y
como se indica en la figura 20. A los 12 meses no se detecta la acetil daidzina, lo que
indicaria que se interconvierte en daidzina. En el caso de la acetil daidzina a -20°C se
observa un aumento desde los 4 meses hasta los 12 meses, sin interconversiones al
correspondiente glucdsido.

En el caso de las agluconas se observa una disminucion de la concentracion
al aumentar la temperatura de almacenamiento, lo que puede indicar que existen
pérdidas debido a su degradacion.

Para realizar el estudio mas exhaustivo se realiza el estudio estadistico de los
datos para cada una de las condiciones estudiadas.

4.2.3 Efecto de latemperatura

Al igual que se vio en los extractos liquidos etandlicos de soja, también para
los extractos etandlicos de proteina de soja la temperatura es el factor que mas afecta
tanto al perfil como a la concentracion de las isoflavonas. La variacion de
concentracion media de las distintas formas de isoflavonas estudiadas a lo largo del
tiempo de almacenamiento, a cada una de las temperaturas estudiadas se muestra en
la figura 44.
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Figura 44. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y a las distintas temperaturas
para el extracto etandlico de proteina de soja sin aditivos, NoAd.

A temperatura ambiente (RT), en el extracto de proteina de soja sin aditivos
se observa un aumento de los glucésidos de mas del doble pasados 12 meses; lo
contrario se observa en los derivados malonil y acetil que no se degradan por
completo pero si en un alto porcentaje, siendo mayor esta degradacion para los
maloniles y observando que en el caso de los acetiles parece conservarse el total
entre los 2 y 4 meses de almacenamiento, posiblemente por su generacion en la
reaccion de interconversion de derivados malonil a derivados acetil. La concentracion
de las agluconas también disminuye.

A 5°C el efecto observado es una reduccion a la mitad tanto en la
concentracion de glucosidos como en la de los maloniles. En cambio para los acetiles
y las agluconas el comportamiento es distinto. En el caso de las formas acetiles se
observa que su concentracion total se conserva hasta los 6 meses, y se reduce a mas
de la mitad entre los 6 y 12 meses. El comportamiento de las agluconas es similar,
observandose una disminucién como la mencionada a temperatura ambiente.

Al reducir la temperatura de almacenamiento hasta los -20°C se consigue la
conservacion de todas las formas de isoflavonas estudiadas hasta los 6 meses.
Pasados 12 meses de almacenamiento a -20°C sélo los derivados acetil se degradan,
conservandose el resto de formas estudiadas.

Como se observa en la figura 44 la temperatura afecta a todas las formas de
isoflavonas estudiadas, al igual que el tiempo de almacenamiento. Esto concuerda con
el andlisis de varianza de los dos factores cuyos resultados se muestran en la tabla 33,
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donde se observa que todas las isoflavonas estudiadas se ven afectadas
significativamente (p<0,05) tanto por la temperatura como por el tiempo de
almacenamiento. A continuacion se van a estudiar los %Var de todas las isoflavonas,
no como en el estudio de los extractos etandlicos de soja donde no se estudiaron las
agluconas individualmente porque aunque disminuian, no se veian afectadas por los
factores estudiados.

Tabla 33. ANOVA de dos factores para el extracto etanélico de proteina de soja NoAd.

NoAd

Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

Sig. F Sig.

En la figura 45 se observa el % variacién con respecto al valor de referencia
(0 meses) para cada isoflavona, en cada periodo de tiempo y para cada una de las
temperaturas estudiadas. Los derivados de gliciteina son los mas labiles, sobre todo
su derivado malonil que se degrada hasta casi su totalidad pasados 4 meses, y por
completo a partir de los 6 meses, cuando el extracto se almacena a temperatura
ambiente. Entre los derivados glucésidos el mas estable es la genistina, se genera
mas que la daidzina y la glicitina, esta Gltima incluso no se genera hasta pasados los 4
meses a temperatura ambiente. Estos datos de estabilidad de cada familia concuerdan
con lo observado en la bibliografia [57, 59]. De los derivados acetil el mas labil es la
acetil daidzina, independientemente de la temperatura de almacenamiento.

Al reducir la temperatura de almacenamiento se reducen las
interconversiones, observando que el efecto se reduce a la mitad a 5°C. A -20°C se
consigue la conservacion de los derivados de genisteina hasta los 12 meses. En
cambio, la acetil daidzina se conserva hasta los 6 meses y se degrada por completo a
los 12 meses. En el caso de los derivados de gliciteina se reducen considerablemente
las reacciones de interconversion y degradacion pero no llegan a detenerse.
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Resultados y discusion

Al igual que ocurria en el caso de los extractos de soja en general, a menor
temperatura de almacenamiento mayor conservacion del perfil de isoflavonas en los
extractos estudiados, siendo -20°C la temperatura idénea para conservar, al menos,
los derivados de genisteina y los de daidzeina hasta los 6 meses de almacenamiento.

Comparando los aumentos y disminuciones de las formas de isoflavonas
estudiadas con los observados en los extractos de soja, comprobamos que se generan
mas glucésidos en el caso de los extractos de proteina de soja, pero soOlo a
temperatura ambiente y a partir de los 6 meses, algo que puede ser debido a la
presencia de otros derivados de isoflavonas, como son los acetiles que también se
interconvierten en glucésidos, como ya se ha explicado al principio del capitulo.

Ademas, la disminucién de los derivados de malonil es similar, para cualquier
temperatura estudiada, que la observada en los extractos de soja, excepto en el caso
de la malonil genistina donde no se llega a degradar del todo, como se observaba en
la soja; esto puede ser debido a la presencia de acetil genistina que sufre la reaccion
de interconversién a su derivado malonil.

El comportamiento de los derivados de gliciteina, comparado con el
observado en los extractos de soja es ligeramente diferente, lo que puede ser
explicado por su menor concentracion en los extractos de proteina de soja que puede
dar lugar a errores en su cuantificaciéon. En cambio, los derivados de genisteina y
daidzeina tienen un comportamiento en la proteina de soja totalmente analogo al
observado en la soja.

4.2.4 Efecto dela adicion de un inhibidor de B-glucosidasa

Como se ha descrito al principio de este capitulo una posible via de
degradacioén/interconversién de las isoflavonas es la debida a reacciones catalizadas
por las enzimas B-glucosidasas, por ello en este estudio se incluyd la adicién a los
extractos de un inhibidor de las mismas para estudiar su efecto en el almacenamiento
de extractos.

El comportamiento de cada forma de isoflavona, en el tiempo y a distintas
temperaturas, cuando se afiaden al extracto de proteina de soja distintas
concentraciones del inhibidor de B-glucosidasa (1 y 10 mM) se muestra en la figura 46.

Para los glucésidos, se observan diferencias significativas en su
concentracion entre la adicién de las distintas concentraciones del inhibidor, cuando
los extractos son almacenados a temperatura ambiente (RT) y a 5°C. El aumento en la
concentracion de los glucésidos en el caso de adicionar inhibidor de B-glucosidasa en
la concentracibn mas alta (10 mM) es menor que si se adiciona menos 0 no se
adiciona nada (figura 27). Se puede pensar que alguno de los pasos en la obtencion
de la proteina de soja reactiva las enzimas B-glucosidasas de la soja y se mantienen
con cierta actividad a temperaturas mayores de 0°C en el almacenamiento de los
extractos, por ello al adicionar el inhibidor las reacciones catalizadas por dichas
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enzimas no se producen y los glucésidos no se interconvierten en sus agluconas, de
ahi su menor aumento. Cuando se almacena el extracto a -20°C no se observa esta
diferencia entre las distintas concentraciones de inhibidor adicionado y se conserva la
concentracion total de glucésidos hasta pasados 12 meses.
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Figura 46. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas a
distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el extracto
etandlico de proteina de soja con inhibidor de 8-glucosidasa (ImM y 10 mM).

En cambio para los derivados malonil, acetil y agluconas no se observan
diferencias estadisticamente significativas y el comportamiento es anélogo al
observado en los extractos sin aditivos, puesto que al disminuir la temperatura la
disminucién observada se va reduciendo. A -20°C se conserva el perfil hasta los 6
meses; a los 12 meses de almacenamiento los derivados acetil se degradan hasta en
un 60%. Debido a esto se puede pensar que las reacciones de interconversion que
ocurren a estos derivados a esta temperatura no son reacciones catalizadas por las
enzimas B-glucosidasas, algo que ya se observo en los extractos de soja.

Los resultados del andlisis de la varianza de dos factores realizado con los
resultados obtenidos en el analisis de los extractos etanélicos de proteina de soja cuyo
aditivo es el inhibidor B-glucosidasa se muestran en la tabla 34.
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Tabla 34. ANOVA de dos factores para el extracto etandlico de proteina de soja
1 mMy 10 mM de inhibidor.

1 mM de inhibidor 10 mM de inhibidor
Factores Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento almacenamiento almacenamiento

72,0 30,912
160 0,00 28,0 0,00 | 18,049 | 0,00 10,7 0,00
486 0,00 45,9 0,00 | 8336,715 | 0,00 628 0,00
1638 0,00 254 0,00 | 31,503 |0,00 2,19 0,14
883 0,00 113 0,00 4668 0,00 574 0,00
1650 0,00 51,0 0,00 3150 0,00 76,7 0,00
203 0,00 1400 0,00 4,69 0,03 47,6 0,00
3,51 0,06 26,9 0,00 3,77 0,05 15,2 0,00
21,0 0,00 3,38 0,05 49,3 0,00 12,3 0,00
584 0,00 102 0,00 98,3 0,00 83,9 0,00
42,0 0,00 22,8 0,00 89,3 0,00 13,9 0,00
123 0,00 10,2 0,00 72,2 0,00 9,72 0,00

Tanto para la adicibn de 1 mM como 10 mM la temperatura de
almacenamiento tiene efecto estadisticamente significativo para todas las isoflavonas
menos para el acetil glicitina que, como se observa en la figura 47, presenta un
comportamiento similar independientemente de la temperatura de almacenamiento.

El tiempo de almacenamiento tiene efecto estadisticamente significativo
(p<0,05) para casi todas las isoflavonas estudiadas, pero segun la concentracion de
inhibidor adicionado hay diferencias; con la adicion de 1 mM no hay efecto significativo
del tiempo para daidzeina y en el caso de la adicion de 10 mM no hay efecto para
daidzina y malonil daidzina.

Teniendo en cuenta lo que se observa en la figura 47 se pueden explicar los
resultados del andlisis de varianza. En los derivados de daidzeina, con la adicién de
una concentracion 10 mM de inhibidor se observa que la concentracion del glucésido y
del derivado de malonil a -20°C no varian, se mantienen constantes, de ahi que en el
estudio estadistico no se observen diferencias.

Las diferencias debidas a la adicién de una concentracién 1 mM o 10 mM se
observan en todos los glucésidos estudiados a temperatura ambiente y 5°C, siendo
menor la diferencia de concentracion entre los valores a los distintos tiempos y su
valor inicial. Sin embargo, esa diferencia no se observa al almacenar a -20°C,
temperatura a la cual se produce la menor variacién en la concentracion inicial de los
glucosidos.

Las agluconas se reducen durante el tiempo de almacenamiento del estudio,
y no se observan diferencias en general entre almacenar a temperatura ambiente y a
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5°C, pero al almacenar los extractos a -20°C se reduce considerablemente esa
disminucion en la concentracion.

En el caso de los derivados de daidzeina se observa que a temperatura
ambiente y a 5°C el glucosido de daidzina aumenta y el derivado malonil y la aglucona
disminuyen. En cambio a -20°C, se conserva su concentraciéon y se reducen las
posibles reacciones de interconversion y/o degradacion entre las isoflavonas. En el
caso de la acetil daidzina, pasados 12 meses de almacenamiento se degrada en su
totalidad a cualquier temperatura e independientemente de la concentracion de
inhibidor adicionada. Hasta los 6 meses, al reducir la temperatura reducimos las
reacciones implicadas y se conserva el perfil de los derivados de daidzeina, siendo -
20°C la condicién o6ptima para su almacenaje, sea cual sea la concentracion del
inhibidor.

En general, los derivados de gliciteina son los mas labiles, especialmente el
derivado malonil de la glicitina, para el que se observa una degradacion de mas de la
mitad pasados 2 meses de almacenamiento y de su totalidad a los 6 meses cuando se
almacena a temperatura ambiente. A 5°C se reduce a la mitad, pero sigue siendo la
mayor variacion entre las isoflavonas estudiadas. En cambio la acetil glicitina parece
mas estable que el resto de derivados acetiles presentes, pero al disminuir la
temperatura no se observan diferencias en la variacion de la concentracion. A -20°C,
independientemente de la concentracion de inhibidor adicionado, se consigue la mayor
conservacion del perfil en los derivados de gliciteina, pero no se evitan las reacciones
de degradacion/interconversion.

Los derivados de genisteina son los mas estables; aunque la malonil
genistina es la mas labil de los derivados maloniles estudiados a temperatura
ambiente; a 5°C es el que menor porcentaje de variacion presenta a lo largo del
tiempo del estudio. A -20°C se consigue la conservacion del perfil de derivados de
genisteina hasta pasados 12 meses de almacenamiento.
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Por lo tanto, se puede concluir que la adicién del inhibidor D-(+)-glucono-o-
lactona sélo afecta a la estabilidad de los derivados glucésidos a temperaturas de
almacenamiento superiores a 5°C y a una concentracion minima de 10 mM, pero no
evita las reacciones de interconversion, simplemente las reduce en un 30%
aproximadamente. Por lo tanto, sigue siendo la temperatura el factor mas influyente a
la hora de almacenar los extractos de isoflavonas, y su reduccién a -20°C es la forma
mas aconsejable para conservar los extractos hasta 6 meses, sobre todo para los
derivados de daidzeina y genisteina.

425 Efecto delaadicién de un antioxidante

Como se ha comentado anteriormente otra posible via de reaccion de
degradacion y/o interconversion de las isoflavonas estudiadas es la oxidacion-
reduccion. Por ello se adicion6 a los extractos etandlicos un antioxidante habitual
como es el BHT para evitar este tipo de reacciones.

En la figura 48 se muestra el comportamiento de las isoflavonas estudiadas
en el extracto de proteina de soja cuando se adiciona un 0,01% o un 0,05% del

antioxidante y se almacenan a distintas temperaturas.
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Figura 48. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto etandlico de proteina de soja con BHT al 0,01% y 0,05%.

Lo primero que se observa es que no existen diferencias significativas entre la
adicién de una concentracion de BHT de 0,01% 6 de 0,05%. Los glucésidos aumentan
hasta el doble pasados 12 meses de almacenamiento a temperatura ambiente. Al
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reducir la temperatura a 5°C se reduce este aumento, siendo de un 30% a los 12
meses. Al almacenar los extractos a -20°C se consigue su conservacion durante los 12
meses. El comportamiento contrario se observa para los maloniles, los acetiles y las
agluconas, cuya concentracion se reduce cuando se aumenta la temperatura de
almacenamiento. En el caso de los acetiles, su concentracién se reduce en un 80%
pasados 12 meses a temperatura ambiente; sin embargo, al almacenar los extractos a
5°C, pasados 2 meses se reduce su concentracion, pero desde los 4 meses hasta los
6 aumenta dicha concentracion y se iguala a la inicial, lo que indica que se producen
acetiles debido a la pérdida de los grupo malonil que provienen de los malonil
derivados. A los 12 meses la concentracion de los acetiles se reduce hasta un 60% a
5°C. Almacenando a -20°C se consigue la conservacién de los derivados acetiles
hasta los 6 meses de almacenamiento.

Atendiendo a los resultados obtenidos para cada una de las formas de
isoflavonas en estas condiciones, no se observan diferencias con el extracto sin
aditivos estudiado. Esto se confirma con el andlisis de varianza de dos factores
realizado con los resultados obtenidos al analizar los extractos etandlicos a los que se
les ha afadido el antioxidante BHT; estos resultados se muestran en la tabla 35.

Tabla 35. QNOVA de dos factores para el extracto de proteina de soja con 0,01 % y 0,05 %
e BHT.

0,01% de BHT 0,05% de BHT

Factores Factores
Isoflavona Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento almacenamiento almacenamiento

= ig. F Sig. = sig.  F Sig.

Al igual que para los extractos sin aditivos tanto la temperatura como el
tiempo de almacenamiento tienen efecto estadisticamente significativo sobre todas las
isoflavonas estudiadas, independientemente de la concentracion de antioxidante
adicionado. Estas variaciones quedan reflejadas en la figura 49, donde se muestra la
variacion de cada isoflavona de forma individual.
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En el caso de los derivados de daidzeina se observa lo mismo que para el
extracto etandlico de proteina de soja sin aditivos; la daidzina aumenta y la malonil
daidzina, acetil daidzina y la daidzeina disminuyen. Al disminuir la temperatura de
almacenamiento se reducen las variaciones observadas, consiguiendo la conservacién
de las formas predominantes hasta los 6 meses de almacenamiento utilizando como
temperatura -20°C. A partir de los 6 meses de almacenamiento la acetil daidzina se
degrada completamente, siendo el derivado acetil el mas inestable de los estudiados.

La malonil glicitina sigue siendo la forma mas inestable de los derivados
maloniles estudiados. La temperatura es el Unico factor que determina su
conservacion y a -20°C se puede conservar la concentracion de los derivados de
gliciteina con una pérdida menor al 20% hasta pasados 12 meses de almacenamiento.

Los derivados de genisteina son los méas estables y a -20°C se conservan
durante todo el tiempo del estudio de almacenamiento.

En los extractos etandlicos de soja se detecté el efecto de la adicién del
antioxidante a 5°C sobre la malonil glicitina, que se degradaba un 5% pasados 2
meses de almacenamiento, en comparacion con la degradacion de un 20% observada
sin la adicién del antioxidante. En los extractos etandlicos de proteina de soja no se
observa esa diferencia, algo que puede ser debido a que en estos extractos la
concentracion de la malonil glicitina es menor que en los extractos de soja, por lo que
no se detecta el efecto del antioxidante a concentraciones de compuesto cercanas al
limite de cuantificacién. En este caso, tampoco se observa la conservacion hasta los 2
meses de la malonil genistina a 5°C que se detectaba en la soja; esta diferencia,
puede ser debida a la presencia de los acetiles.

Algo que se observa en los extractos de proteina de soja es que para las tres
formas glucésido estudiadas se conserva la concentracion entre los 6 meses y los 12
meses al adicionar antioxidante (BHT) en una concentracién de 0,05% a los extractos
y almacenarlos a temperatura ambiente, algo que nos lleva a pensar que es posible
gue la presencia del antioxidante pueda detener la interconversion a largo plazo de
alguna otra forma de isoflavona en su glucosido. Este efecto se observa solo en el
extracto de proteina de soja y no en el extracto de soja, lo que podria significar que el
antioxidante influye en aquellas reacciones en las que interviene el derivado acetil, que
es el inico que se encuentra en estos extractos y no en los de soja.

En general, al igual que en los otros extractos estudiados, el almacenamiento
de los extractos etandlicos de proteina de soja a -20°C permite la conservacion de las
isoflavonas estudiadas hasta pasados 6 meses de almacenamiento y hasta pasados
12 meses en el caso de los derivados de genisteina.
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4.2.6 Efecto de la adicion conjunta del inhibidor de B-glucosidasa y el
antioxidante BHT

Al igual que con el extracto etandlico de soja, con el extracto etandlico de
proteina de soja se estudié el efecto debido a la adicién del inhibidor y el antioxidante
en un mismo extracto.

Como se puede observar en la figura 50 el comportamiento de las formas de
isoflavonas estudiadas es similar al observado en los casos estudiados anteriormente.

En los extractos almacenados a temperatura ambiente la concentracion de los
glucésidos aumenta durante el tiempo de almacenamiento, pero no llegan a doblar su
concentracion pasados 12 meses de almacenamiento, tal y como ocurria en el caso
del extracto etandlico de proteina de soja sin aditivos, sino que aumentan de forma
similar a lo observado en aquellos extractos de proteina de soja a los que se adiciona
inhibidor en una concentracién 10 mM. Al reducir la temperatura de almacenamiento
también se reduce ese aumento, siendo minimo a -20°C.

En el caso de los derivados malonil, los derivados acetil y las agluconas se
observa una reduccion en su concentracion durante el tiempo de almacenamiento que
disminuye al disminuir la temperatura de almacenamiento, llegando incluso a
conservarse su concentracion cuando se almacenan a -20°C, hasta pasados 6 meses
de almacenamiento. Sélo en el caso de los derivados acetil, pasados 12 meses de
almacenamiento a -20°C se produce una disminucion de mas de la mitad,
conservandose la concentracion del resto de las formas de las isoflavonas estudiadas.

En el andlisis de la varianza de dos factores realizado con los resultados
obtenidos en el andlisis de este extracto etandlico de proteina de soja que se muestra
en la tabla 36 se observa que ambos factores tienen efecto estadisticamente
significativo sobre todas las isoflavonas detectadas en el extracto.
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Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto etandlico de proteina de soja I+B.

ANOVA de dos factores para el extracto etandlico de proteina de soja con 10 mM
de inhibidor de B-glucosidasa y 0,05% de BHT.

10 mM de inhibidor + 0,05% de BHT

Factores
Isoflavona Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

F Sig. F Sig.
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La figura 51 muestra el porcentaje de variacién en la concentracion de cada
una de las isoflavonas estudiadas en los extractos de proteina de soja sobre los que
se ha adicionado una concentracién 10 mM de inhibidor y un 0,05% de antioxidante
cuando se almacenan a distintas temperaturas y durante distintos tiempos.

El comportamiento es el mismo que el observado en el resto de extractos de
proteina de soja estudiados hasta ahora. Se observa el menor aumento de los
glucosidos con respecto al extracto etandlico sin aditivos (NoAd).

No se observan diferencias cuando se comparan estos resultados con los
obtenidos en el estudio de almacenamiento de los extractos a los que se les ha
afiadido una concentracién 10 mM de inhibidor. La acetil daidzina es el mas labil de los
derivados acetiles estudiados, mientras que la malonil glicitina es la mas inestable de
los derivados malonil estudiados. Al disminuir la temperatura de almacenamiento
disminuyen las variaciones de concentracion en las isoflavonas estudiadas al igual que
se ha venido observando hasta el momento.

Se observa una ligera conservacion de los derivados glucésidos a
temperatura ambiente entre los 6 y los 12 meses, algo que también se observaba en
los extractos donde se adicionaba el antioxidante en una concentracion del 0,05%, y
una ralentizaciéon de la generacién de glucésidos a largo plazo probablemente
producido por la presencia de los derivados acetil.

Con todo lo anterior se puede llegar a la conclusién de que los efectos que se
detectan son los observados al adicionar el antioxidante y el inhibidor de p-
glucosidasas en su concentracion mayor; estos efectos no logran detener la
degradacion y/o interconversion de las isoflavonas presentes en el extracto.

El Unico factor que permite la conservacién de las isoflavonas en los extractos
estudiados es la temperatura. A -20°C se conservan casi la totalidad de las isoflavonas
estudiadas hasta pasados 6 meses de almacenamiento; a partir de los 6 meses de
almacenamiento se observa una disminucion en la concentracion de la acetil daidzina
y la acetil glicitina, pero no del resto.

151



Resultados y discusion

"ajuepIXoNnue A Jopigiyul
uod elos ap eujajold ap sodljourId Solor.Xa SO| eled seineladws) selunsip e A odwan ap opouad eped us BUOAR|IOSI BpRD 3P UQIDBLEBA 0% ‘TG einbi4

2O m 1DvVE DW= 1Om

a+
202" o X 1
s_wv_s_w_s_w_s_n s_wv_s_w_s_w_s_n s_wv_s_w_s_w_s_n
0o0‘00L-
00'08"
0009
00°0%
00'0Z-
=
0w =
)
oo‘oz
00'o¥
00'09
oo‘os
- 00'00k
o= Alove ADW= ADm 20m Idve IOW= 1dm
a+
202" o X 1
__..w_.___..w__zv___: EN_._Ew_Ev_EN EN_._Ew_Ev_EN
00'00L- 00'00L-
i 00'08"
00'08-
00°09-
00'09-
00°0%
00° 0% .
= 00'0Z o
=< =<
= f =
00'0Z- 000
00'0Z
oo‘o
00'o¥
00'0T i
00'09
- o0‘ov - oo‘os

152




Capitulo 1: Estabilidad de extractos de isoflavonas de soja

4.2.7 Conservacion de los extractos liquidos etandlicos de proteina de
soja

Teniendo en cuenta tanto los resultados obtenidos en el estudio de la
conservacion de las isoflavonas de soja en los extractos etandlicos de proteina de
soja, se puede concluir que la temperatura es el factor mas influyente; conservando los
extractos a bajas temperaturas se puede mantener el perfil y la concentracién de las
isoflavonas presentes en los extractos.

El almacenamiento a -20°C permite la conservacion de los derivados de
daidzeina y genisteina hasta pasados 6 meses y de todos los demas, salvo la acetil
daidzina, hasta los 12 meses. En el caso de los derivados de gliciteina se reducen las
reacciones de interconversion y degradacion, pero no se evitan.

Al igual que en el caso de los extractos etandlicos de soja, se realizé el
analisis de varianza para cada temperatura de almacenamiento estudiada pasados 2
meses de almacenamiento, para observar si hay o no efecto estadisticamente
significativo de los tratamientos utilizados. Los resultados de este estudio se muestran
en la tabla 37.

Tabla37. ANOVA a cada temperatura pasados 2 meses para los extractos etandlicos de
proteina de soja.

2 MESES
TODOS LOS TRATAMIENTOS
5°C
Sig. F Sig.

Isoflavona

A temperatura ambiente (RT) se observan diferencias estadisticamente
significativas de concentracion para todas las isoflavonas detectadas, excepto para
glicitina, malonil daidzina y malonil glicitina. Para ver qué tratamiento es el responsable
de estas diferencias se realiza el test de la minima diferencia significativa (LSD).
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En el caso de los glucésidos se observa que para los tres, las diferencias son
estadisticamente significativas entre los extractos sin aditivos, con inhibidor a baja
concentracion (ImM) y s6lo con antioxidante frente a los extractos con 10 mM de
inhibidor y con inhibidor y antioxidante; por tanto, la adicion del inhibidor reduce
ligeramente el aumento de los glucésidos a temperatura ambiente. Lo mismo se
observa para las agluconas.

Para el resto de isoflavonas aparecen diferencias significativas en el
porcentaje de variacion encontrados cuando los extractos se someten a los distintos
tratamientos, sin embargo, no se observa una tendencia clara que permita concluir a
gué se deben las diferencias encontradas.

A 5°C so6lo se observan diferencias significativas en las concentraciones para
la malonil glicitina y la daidzeina. Las concentraciones de ambas son muy bajas, y
dichas concentraciones van disminuyendo a lo largo del estudio, siendo cada vez mas
préximas a los limites de cuantificacion en muestra fijados, lo que puede dar lugar a
errores en su cuantificacion.

A la menor temperatura de almacenamiento, -20°C, se observa que las
diferencias en el %Var entre tratamientos son significativas para todas las isoflavonas
menos para la glicitina y la daidzeina. Al igual que ocurria en el caso anterior, los datos
obtenidos en el estudio de la minima diferencia no permiten sacar conclusiones sobre
el efecto del tratamiento.

Por lo tanto, aunque la adicién del inhibidor de B-glucosidasa ejerce un efecto
positivo en los glucésidos a temperatura ambiente, no se trata de un efecto importante
para la conservacion del perfil y concentracion de las isoflavonas. Por lo tanto,
podemos decir que el Unico factor que nos permite conservarlas es la temperatura.

4.2.8 Conclusion del estudio realizado sobre el almacenamiento de los
extractos liquidos etandlicos de proteina de soja

Las condiciones Optimas de almacenamiento para la conservacion de las
isoflavonas en los extractos etandlicos de proteina de soja son -20°C, temperatura que
permite mantener tanto el perfil como la concentraciéon de isoflavonas hasta pasados 2
meses de almacenamiento.

Pasados los 2 meses de almacenamiento y hasta los 6 meses, es posible la
conservacion parcial del perfil y la concentracion de todas las isoflavonas sin encontrar
diferencias importantes con las encontradas en el extracto etandlico inicial.

La conservacion hasta los 12 meses no es posible para la acetil daidzina que
se degrada en ese periodo de tiempo independientemente la temperatura utilizada. Lo
mismo ocurre con los derivados de la gliciteina que se degradan durante todo el
tiempo de almacenamiento aunque con variaciones menores del 50%.
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Para el resto de las isoflavonas (derivados de la daidzeina y genisteina) es
posible la conservacion a -20°C hasta los 12 meses de almacenamiento, tal y como se
muestra en la figura 52.
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50,00
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Figura 52.

Di Gly Gi MDi MGly MGi ADi AGly De Gle AGi Gi
ENoAd -20°C /12M NoAd RT /12M

% Variacién de cada isoflavona a los 12 meses de almacenamiento en el extracto
etandlico de proteina de soja almacenado a -20°C y a temperatura ambiente (RT)
sin aditivos (NoAd).

En la figura 53 se muestra el cromatograma superpuesto a 254 nm del
extracto etandlico inicial de proteina de soja y los extractos etandlicos de proteina de
soja a los 12 meses de almacenamiento a temperatura ambiente y a -20°C.

En el cromatograma a -20°C se observa la degradacion de la acetil daidzina y
de los derivados de gliciteina, pero no la del resto de isoflavonas estudiadas
comparando con el inicial y el de los 12 meses a temperatura ambiente.
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Figura 53. Cromatograma superpuesto de los extractos etandlicos de proteina de soja en el
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tiempo inicial (O meses), en negro, y a los 12 meses de almacenamiento sin
aditivos (NoAd) a temperatura ambiente (RT), en azul, y a -20°C, en rojo.
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4.3 EXTRACTOS LIOFILIZADOS ETANOLICOS DE PROTEINA DE
SOJA

4.3.1 Composicion del extracto liofilizado de proteina de soja

Una vez estudiados los extractos etandlicos de isoflavonas de soja en
distintas matrices se estudid la estabilidad del extracto etandlico liofilizado de la
proteina de soja. Se eligi6 esta matriz debido al mayor nimero de isoflavonas
presentes en ella. La preparacién de los extractos se describe en el apartado 3.3.2,
siguiendo el esquema de la figura 26 para su almacenamiento.

El perfil cromatografico del extracto liofilizado de proteina de soja inicial (0
meses) obtenido mediante analisis por HPLC-DAD a la longitud de onda de 254nm se
muestra en la figura 54.
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Figura 54. Cromatograma del extracto liofilizado de isoflavonas de proteina de soja.

La concentracion a tiempo cero de las isoflavonas detectadas en este extracto
de referencia y sus espectros UV que permiten identificarlas se muestran en la tabla
48 y la figura 55 respectivamente.

Tabla 38. Concentracion de las isoflavonas en el extracto liofilizado inicial de la muestra de
proteina de soja y su desviacion estandar (sd). mg/Kg+sd

Isoflavona Concentracion

Di 323 + 26,4
Gly 26,9 + 4,10
Gi 340 + 27,0
MDi 226 + 16,3
MGly 10,5+ 1,51
MGi 273 + 21,4
ADi 285 + 19,4
AGly 14,0 + 1,61
De 14,5 +1,13
Gle 23,9 1,24
AGi 271 +22,1
Ge 19,9 + 0,87
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Para este extracto las isoflavonas mayoritarias siguen siendo los glucésidos
(38%), seguido por los derivados acetiles (31%) y los maloniles (28%). Las agluconas
son las formas isoflavonicas minoritarias (3%). Para cualquiera de las isoflavonas
estudiadas sus concentraciones son menores a las encontradas en los extractos
etandlicos de proteina de soja vistas en el apartado anterior.
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Figura 55. Espectros UV de las isoflavonas detectadas en el extracto liofilizado de proteina
de soja.

Como ocurria en los extractos etanolicos de la proteina de soja, las
concentraciones de la acetil glicina, la malonil glicitina y las tres agluconas son bajas y
proximas a los limites de cuantificacion en la muestra, lo que se tiene que tener en
cuenta a la hora de sacar conclusiones con los estudios estadisticos realizados.

Como hemos visto en la tabla 38, los valores obtenidos al analizar el extracto
liofilizado inicial son menores que los encontrados en el extracto etandlico (tabla 29),
por lo que antes de la realizacion del estudio de almacenamiento de estos extractos
liofilizados se estudi6 el efecto de la liofilizacién en dicho extracto. Para ello se realizé
el estudio de recuperacion de compuestos en los extractos tras liofilizarlos para
comprobar si existen pérdidas debidas a la liofilizacion.

En la figura 56 se muestran superpuestos los cromatogramas del extracto
etandlico de proteina de soja (negro) y el mismo extracto liofilizado (rojo). No se
observan pérdidas completas de ninguna de las isoflavonas detectadas, aunque si que
se observa cierta disminucion en todos los picos, mayor en los picos mas labiles, como
son los derivados malonil y acetil de las isoflavonas. Las magnitudes de estas
pérdidas, expresados como % de recuperacion, se han calculado como se indica en el
apartado 3.5 de este capitulo y se muestran en la tabla 39.
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Figura 56. Cromatogramas superpuestos a 254 nm del extracto etandlico (en negro) y el
extracto liofilizado (en rojo) de proteina de soja.

Tabla 39. Recuperacion (% Rec.) de las isoflavonas detectadas en los extractos de proteina
de soja al someterse al proceso de liofilizacién y su desviacion estandar relativa
(RSD), ambas en porcentaje (% RSD)

Isoflavona % Rec. % RSD
Di 93,2 6,79
Gly 87,2 8,56
Gi 95,9 4,08
MDi 93,6 7,95
MGly 82,9 5,41
MGi 92,8 7,77
ADi 98,0 8,26
AGly 86,3 7,86
De 100,8 7,36
Gle 104,7 1,54
AGi 96,5 1,37
Ge 93,2 8,06

Sélo en los casos de los derivados de la isoflavona glicitina se obtienen
recuperaciones inferiores al 90%, algo que como ya hemos visto durante el estudio de
la estabilidad con los extractos etandlicos son las isoflavonas mas labiles, pero aun asi
su recuperacion no es inferior al 85%; por lo que se puede trabajar con estos extractos
sabiendo que inicialmente hay una variacién menor del 15% en algunas isoflavonas
desde el principio del estudio respecto del extracto liquido de partida.

La resolucion cromatografica que se consigue entre los derivados malonil y
acetil de las isoflavonas genistina y daidzina, respectivamente, es baja, al igual que
ocurria en el extracto etandlico de proteina de soja (figura 42 y figura 53) por tanto,
como anteriormente, se tendrd en cuenta este hecho a la hora de discutir los
resultados. A medida que se van produciendo las interconversiones entre las
isoflavonas las concentraciones de estos derivados van disminuyendo y debido a su
escasa resolucion la precision en su cuantificacion puede disminuir. En todo momento
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se ha podido proceder a la cuantificacion de estas isoflavonas en el extracto etandlico
de proteina de soja.

Sin embargo en el caso de los extractos liofilizados, debido a que se
realizaron con posterioridad al estudio de los extractos etandlicos y con la misma
columna cromatografica, se observo que el envejecimiento de la columna, provoca una
mayor pérdida de resolucion entre estas dos isoflavonas a partir de los dos meses de
almacenamiento, tal y como se observa en la figura 57, lo que hace que sea imposible
estudiar su estabilidad sin cometer errores significativos en su cuantificacion.
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Figura 57. Cromatograma de isoflavonas del extracto liofilizado de proteina de soja a los dos
meses de almacenamiento. En rojo se muestran las dos isoflavonas que se van a
ignorar en el estudio por no ser capaces de resolver ambos picos cromatograficos.

Por lo tanto en este caso las isoflavonas a estudiar son 10: tres agluconas
con sus tres derivados glucésidos, los derivados malonil daidzina y malonil glicitina, y
los derivados acetil glicitina y acetil genistina.

Aunqgue no ha sido posible su cuantificacién, se observa durante el estudio de
almacenamiento que la acetil daidzina se comporta del mismo modo que en los
extractos etandlicos de proteina de soja puesto que se degrada desde el principio del
estudio, hasta que desaparece al final del mismo. En cambio, la malonil genistina se
degrada en menor medida, tal y como se observa en el extracto etandlico de proteina
de soja.
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4.3.2 Estudio de la estabilidad de extractos liofilizados de proteina de
soja

Los datos de concentracion de las diez isoflavonas que se cuantifican durante
el estudio de almacenamiento de los extractos liofilizados de proteina de soja a las
distintas temperaturas y tratamientos realizados se muestran en la tabla 40.

Como se puede observar, la concentracion total de isoflavonas en algunos
puntos del estudio es mayor que la propia referencia a tiempo cero del estudio. Este
hecho se debe a que al eliminar de nuestra discusion la malonil genistina y la acetil
daidzina, no se tienen en cuenta estos compuestos en el calculo de la concentracién
total de isoflavonas.

Como se ha visto en el estudio del almacenamiento del extracto liquido de
proteina de soja sus concentraciones no son constantes, sino que varian a lo largo del
tiempo de almacenamiento degradandose e interconvirtiéndose en otras formas
isoflavonicas. El grado de esa interconversiéon no es posible conocerlo, lo que nos
impide saber qué cantidad de esos dos compuestos se interconvierten en sus otros
derivados; por tanto, el aumento de concentracion de esos derivados durante el tiempo
almacenamiento no sabemos en qué grado es debido a los dos compuestos
eliminados de nuestro estudio. Por ello, los datos de la concentracion total de
isoflavonas no nos sirven para saber si hay degradacion o no.

Con todo lo anterior cabe destacar que nuestro objetivo en el estudio de
estabilidad de estos extractos liofilizados se va a basar en estudiar si se mantiene la
concentracion de las isoflavonas individuales estudiadas y en escoger las mejores
condiciones para su almacenamiento, durante el mayor tiempo posible, con la menor
pérdida respecto a su concentracién inicial.
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Tabla 40. Concentracién de las isoflavonas estudiadas para los extractos liofilizados de proteina de soja en las distintas condiciones; los resultados se dan como

mg/Kg + sd
Daidzina Glicitina Genistina Ew_od__ :.m _.o .: 1 >.owm__ Daidzeina Gliciteina >mo~__ Genisteina Total
Daidzina Glicitina Glicitina Genistina
xmmm_.__an_vm__“__m“MH%.%ﬂm_z> 362+330 349+0,17 367+7,02 246+287 139+0,17 16,2+009 166+183 251+0,31 295+463 206+0,99 2003
2M 345+988 276+207 375+259 241+112 16,8+050 162+036 143+0,15 220+034 295+249 152+0,06 2189
4M 348+494 26,7+107 382+783 232+304 146+026 156+0,79 13,7+090 218+008 290+3,00 151+0,02 2218

6M 433+0,05 286+120 379+500 267+400 136+180 144+100 169+150 216+210 285+530 150+0,80 2523
12M 331+£2,76 324+106 363+300 192+085 14,7+0,78 13,0041 120+£122 194+009 278+835 14,0+£0,16 1660
2M 344+6,92 293111 372+114 242+088 169+056 161+013 142+0,25 223+0,16 295+305 156+0,06 2174
4M 343+8,71 286+£1,02 372+160 233+741 14,8+026 154+0,78 139+062 220+0,81 285+103 153+0,25 2187
6M 319+0,05 30,2+2,01 342+13,7 213+860 13,3+0,01 134+0,02 11,6+0,26 21,0+1,01 270+201 14,6+0,29 2143
12M 308+2,60 305+0,15 330+935 193+0,38 152+081 120+0,31 10,2+067 188+0,70 264+1,64 139+0,18 1587
2M 335+264 290+1,04 367+164 239+820 146+154 156+156 143+007 221+019 291+929 151+£0,75 2163
4M 343+£4,66 295+023 377+289 240+0,05 152+0,35 157+030 158+1,40 226+0,02 290+281 154+0,24 2228
6M 320+20,5 299+200 360+10,6 233+298 148+155 150+£0,27 16,7+0,78 224+054 289+815 243+0,34 2302
12M 351+155 271+0,05 295+201 240+148 153+101 11,0+001 179+155 185+050 245+201 20,3+1,01 1613
2M 337+169 276+1,88 365+156 233+724 158+0,14 154+092 133+064 214+033 285+104 14,6012 2134
4M 345+363 298+1,18 378+105 227+296 145+045 153+0,29 13,5+0,26 21,8+0,26 284+169 154+0,27 2191
6M 310+7,24 275+097 333+240 195+597 121+0,04 126+042 109+046 199+0,13 253+202 14,7+0,11 2014
12M 341+295 348+£337 368+487 190+x249 154+080 135+047 119+£054 20,0+080 283720 150+0,15 1692
2M 343+£833 294+043 377+228 243+046 174+084 162+028 146+005 222+033 295+0,02 158+0,35 2186
4M 352+16,3 30,0+1,87 385+16,7 237+942 151+086 16,0+097 149+0,76 226+1,08 292+142 16,1+0,38 2239
6M 320+11,7 30,9+0,71 360+11,3 222+6,75 144+0,18 145+045 126+065 218+082 283+985 157+0,34 2240
12M 298+260 20,7+015 202+935 186+038 145+081 115+031 104+067 191+070 261+164 143+0,01 1551
2M 337+10,1 29,0+£1,79 377+6,15 244+117 17,0+0,22 159+0,10 152+0,84 226+0,08 293+222 16,2+0,28 2143
4M 340+£7,95 285+211 368+140 234+272 148+046 151+068 142+026 221+013 283+929 158+049 2185
6M 308+7,05 281+£351 337+144 222+545 136+088 136+0,75 121+058 211+008 270+091 154+0,01 2156
12M 308+20,4 204+422 334+183 214+961 17,8+115 131+0,71 11,2+0,76 20,3+0,95 276+13,15 149+0,37 1664
2M 340+6,24 316+0,23 366+197 235+146 16,0+0,69 156+037 139+012 21,7+0,10 287+1,75 16,0+0,27 2156
4M 355+7,81 342+345 385+279 224+292 145+027 151+0,04 135+029 219+015 286+£0,72 16,2+0,22 2201
6M 333+146 304+265 368+156 204+979 128+065 139+093 12,0+0,72 216+048 275+134 158+0,41 2168
12M 335+508 34,1+095 368+865 180+0,92 14,4+005 129+036 10,5+0,24 199+0,14 272+051 14,8+0,44 1643
2M 345+£127 304+198 367+508 243+448 17.0+120 16.2+048 142+051 222+045 294+186 164+0.06 2181
4M 333£098 27,0+057 363+520 222+357 143+036 145+010 13,0+031 213+069 273£6,20 157+0,33 2106
6M 320131  31,8+095 361+£159 221+722 145+058 148+033 125039 220+0,24 283+8,83 159041 2241
12M 294+253 20,8+293 204+209 188+16,2 155+085 11,8+1,18 102+275 193+£092 254194 143+0,22 1539
2M 331+4,87 289+0,28 359+779 240+4,06 16,7+0,69 157+0,29 14,7+103 223+0,31 288+449 16,4+0,15 2102
4M 344+136 298+149 380+186 241+130 149+110 158+096 148+092 227+120 291+£152 164+0,18 2233
6M 322+849 27,7+£179 347+107 230+3,13 147+050 146+030 157+033 222+0,29 286+224 227+0,33 2253
12M 327+0,06 339+0,01 354+525 222+156 16,4+007 146+052 165+036 205+025 298+272 216+041 1770

5°C
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En el apartado anterior se han comentado los resultados de los extractos
etandlicos (liquidos). Antes de comentar los resultados de los extractos liofilizados se
ha realizado el estudio de varianza de ambos extractos de proteina de soja, tanto
etandlicos como liofilizados, para comprobar si el tipo de muestra (si es liquido o
liofilizado), la temperatura (RT, 5°C y -20°C), el tiempo de almacenamiento (2, 4, 6 y
12 meses) y el tratamiento (adicion o no de aditivos) son factores que afectan a las
diferencias en el “%Var” estudiado. Los resultados de este estudio de varianza, con un
nivel de confianza del 95%, se muestran en la tabla 41. Sombreado en azul aparecen
los datos donde el factor tiene efecto significativo (p<0,05) sobre la variacion de la
concentracion de esa isoflavona, es decir, existe diferencia estadisticamente
significativa en las variaciones respecto a su referencia inicial.

Tabla41. Resultados del ANOVA de 4 factores para cada una de las isoflavonas objeto de
estudio en los extractos de proteina de soja.

Factores

Temperatura Tiempo

) : Tratamiento
almacenamiento almacenamiento

Isoflavona Tipo de muestra

F Sig. F Sig. = Sig. F Sig.

Como se observa, los cuatro factores ejercen un efecto estadisticamente
significativo para todas las isoflavonas estudiadas. Sin embargo, el Unico factor cuyo
efecto tiene significado analitico es el tipo de muestra. No vamos a analizar el resto de
factores en este estudio de varianza porque el tipo de muestra afecta directamente en
las variaciones debidas al resto de factores, y por ello existen las diferencias
observadas.

Que el extracto sea liquido o liofilizado afecta a la conservacion en el
almacenamiento, y comparando las concentraciones de ambos extractos durante el
estudio se puede concluir que la liofilizacién de los extractos conserva la concentracion
de cada una de las isoflavonas, ya que la variacion con respecto a la referencia inicial
es mucho menor en el caso de los extractos liofilizados que en el caso de los extractos
etandlicos que se estudian en el apartado 4.2 de este capitulo.
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Para el estudio del efecto de los otros tres factores realizamos el estudio de
varianza unicamente para los datos de los extractos liofilizados, como se ha realizado
con los extractos etandlicos en apartados anteriores. Los resultados de este estudio de
varianza (ANOVA) se muestran en la tabla 42.

Tabla 42. Resultados del ANOVA de 3 factores para cada una de las isoflavonas objeto de
estudio en los extractos liofilizados de proteina de soja.

Factores
Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

Sig. F Sig. F Sig.

Isoflavona Tratamiento

B]]

Gi

El tiempo de almacenamiento ejerce un efecto estadisticamente significativo
(p<0,05) durante el estudio para todas las isoflavonas estudiadas menos para el
derivado malonil de la glicitina. Esto puede ser debido a que esta isoflavona se
encuentra en concentracion muy baja que puede llevar a un error asociado a su
cuantificacion.

La adicion de inhibidor enzimatico y/o antioxidante (BHT), es decir, el
tratamiento, ejerce un efecto estadisticamente significativo para todas las isoflavonas
estudiadas en estos extractos y, a priori, es el factor mas influyente.

La temperatura de almacenamiento ejerce efecto estadisticamente
significativo para todas las isoflavonas menos para daidzina, genistina y acetil
genistina. Para abordar el estudio de los resultados obtenidos en el analisis de estos
extractos se van a estudiar los factores del mismo modo que en los apartados
anteriores para ver qué niveles de estos dos factores, temperatura y tiempo de
almacenamiento, son los responsables de esas diferencias significativas.

En primer lugar se ha realizado el test de la minima diferencia significativa
(LSD) para determinar entre qué niveles del factor temperatura existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). Los valores obtenidos se muestran en la tabla
43. Los datos donde el factor tiene efecto significativo (p<0,05) sobre la variacion de la
concentracion de esa isoflavona se resaltan sombreados en azul.
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Tabla 43. Resultados del test de la minima diferencia significativa comparando los distintos
niveles del factor temperatura (p<0,05) para los extractos liofilizados de proteina
de soja.

Isoflavona Temperatura Temperatura Sig.

5°C 0,08
RT -20°C 0,03
-20°C 5°C 0,62
(o]

T 5°C 0,00

-20°C 0,84
-20°C 5°C 0,00
aT 50C 0,22

-20°C 0,01
-20°C 5°C 0,21

5°C 0,04
RT

-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,01

5°C 0,00
RT

-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,00

(o]

T 5°C 0,00

-20°C 0,15
-20°C 5°C 0,00

5°C 0,00
RT

-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,89

5°C 0,00
RT

-20°C 0,02
-20°C 5°C 0,00

5°C 0,38
RT ’

-20°C 0,25
-20°C 50C 0,78

50C 0,00
RT

-20°C 0,00
-20°C 5°C 0,32

En este caso, a diferencia de lo que ocurre con los extractos etandlicos de
proteina de soja donde para todas la isoflavonas existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05), no existen esas diferencias para algunas isoflavonas, por lo
gue la temperatura no les afecta de igual manera en los extractos liofilizados que en
los extractos liquidos etandlicos. En concreto para la daidzina y la genistina no se
observa efecto significativo entre las variaciones encontradas cuando se almacenan
los extractos a 5°C y las encontradas a temperatura ambiente (RT) y -20°C, pero si
gue se observan diferencias entre temperatura ambiente y -20°C; en sus agluconas,
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daidzeina y genisteina, se observa efecto a 5°C, pero no hay diferencias con -20°C. En
cambio, para el derivado acetil de genistina no hay efecto estadisticamente
significativo entre las tres temperaturas estudiadas, por lo que la temperatura no
afecta. También se observa que para glicitina y su derivado acetil no hay diferencias
significativas entre la variacidbn a temperatura ambiente y -20°C. Los maloniles de
daidzina y glicitina son los Unicos a los que les afectan estadisticamente todas las
temperaturas de almacenamiento estudiadas.

Como podemos ver en la tabla 40, no se observan las mismas variaciones
gue se observaban en los extractos etandlicos de proteina de soja. Al aumentar la
temperatura no se observan asociados a los glucdsidos los aumentos de
concentracion que se observaban antes, ni tampoco el aumento de los acetiles y su
posterior disminucion. La disminucién de los derivados malonil se detecta pero en
menor magnitud que en los extractos etandlicos. Todo ello nos lleva a pensar que la
liofilizacion de los extractos permite la detencion de las reacciones de interconversion
entre las isoflavonas durante mas tiempo que en los extractos liquidos. Esto confirma
gue la presencia de agua acelera estas reacciones de interconversion y/o
degradacion, como se observé en los trabajos de estabilidad de semillas de soja de
Huang y col. 2009 [59] o de extractos de isoflavonas de soja obtenidos por
atomizacion de Sobharaksha y col. 2011 [63].

Se puede concluir que las variaciones que se observan dependen tanto de la
temperatura como posiblemente del tratamiento realizado en el extracto y debemos
estudiarlo mas exhaustivamente, tal y como se ha venido realizando durante todo este
capitulo.

4.3.3 Efecto de latemperatura

Para poder estudiar los extractos de isoflavonas primero debemos saber
cémo afecta la temperatura durante el tiempo de almacenamiento, sin aditivos
afiadidos, a la variacion de las isoflavonas estudiadas. En la figura 58 se muestra la
variacion de la concentracion media de las formas de las isoflavonas estudiadas a lo
largo del tiempo de almacenamiento y a las distintas temperaturas estudiadas.

La primera evidencia que nos muestra esta figura es que no se observan
importantes diferencias, entre las diferentes formas de isoflavonas, a los distintos
tiempos de almacenamiento y las distintas temperaturas estudiadas.

Comparando esta grafica con la figura 44, la correspondiente a los extractos
etandlicos de proteina de soja, se observa que en el caso de los extractos liofilizados a
temperatura ambiente no aparece el gran aumento de los glucésidos observado en los
extractos etandlicos, ni tampoco la gran disminucién de las formas malonil y acetil
hasta los 6 meses de almacenamiento.

Para cualquier temperatura existe una ligera disminucién de todas las formas
de isoflavonas desde los 2 meses debido a la pérdida producida durante el proceso de
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liofilizacion, como hemos visto en el apartado 4.3.1. A temperatura ambiente se
observa que los glucésidos mantienen su concentracién hasta los 12 meses, en el
caso de los derivados malonil y acetil se mantienen hasta los 6 meses, disminuyendo
hasta un 80 y 73% de % Var, respectivamente, a los 12 meses. Las formas aglucona
también disminuyen en torno a un 80% de % Var hasta pasados 12 meses.
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Figura 58. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y a las distintas temperaturas
para el extracto liofilizado de proteina de soja sin aditivos, NoAd.

A temperaturas menores como 5°C y -20°C se observa una disminucion
ligeramente mayor que a temperatura ambiente a partir de los 6 meses de
almacenamiento de los glucésidos y los acetiles. Esto podria ser debido tal vez a la
humedad encontrada en su lugar de almacenamiento (la nevera y el congelador,
respectivamente), humedad que no se encontraba en el lugar de almacenamiento a
temperatura ambiente. Aunque los viales estudiados estuvieran tapados con film de
parafina, a bajas temperaturas, con el paso del tiempo, este cierre no es hermético ni
fiable, y tal vez esa humedad afecte a las reacciones de interconversion y/o
degradacion, tal y como se vio en otros estudios [59, 63]. Esta disminucién observada
es menor a -20°C que a 5°C.

En el caso de los derivados malonil, pasados 12 meses de almacenamiento
se observa que a medida que disminuye la temperatura de almacenamiento se reduce
su disminucién pasando desde un 30% a temperatura ambiente hasta un 10% a -20°C.

A pesar de estas ligeras diferencias en la conservacion entre las temperaturas
bajas y la temperatura ambiente el comportamiento es similar para cualquier
temperatura de almacenamiento. Por lo que se puede concluir que la liofilizaciéon hace
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gue se conserve mejor tanto el perfil de isoflavonas, como su concentracion,
independientemente de la temperatura, ya que las variaciones observadas no son tan
determinantes como en el caso de las observadas en los extractos etandlicos. Esto
concuerda con lo observado en el estudio de varianza inicial (de tres factores) donde
la temperatura ya no era el factor mas influyente a priori que afectaba a todas las
isoflavonas estudiadas, hecho que ocurria en los otros extractos estudiados.

Para comprobar lo observado se realiza el analisis de varianza de los dos
factores estudiados en este caso, el tiempo y la temperatura de almacenamiento. Los
resultados de este estudio se muestran en la tabla 44. Sombreado en azul se resaltan
aquellas isoflavonas donde el factor ejerce un efecto estadisticamente significativo
(p<0,05).

Tabla 44. ANOVA de dos factores para el extracto liofilizado de proteina de soja sin aditivos,
NoAd.

NoAd

Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

F Sig.

La temperatura de almacenamiento ya no afecta a todas las isoflavonas, sélo
a algunas, al igual que el tiempo de almacenamiento. De las formas glucésido sélo
genistina se ve afectada significativamente por la temperatura. Los dos derivados
malonil estudiados no se ven afectados y de los derivados acetil, sélo el derivado acetil
de la genistina se ve afectado. En cambio la daidzeina y la genisteina si que se ven
afectadas por la temperatura. En el caso del tiempo de almacenamiento, afecta a
todas las isoflavonas estudiadas, excepto a los derivados de daidzeina estudiados,
glucosido, malonil y aglucona.

Para comprobar estas diferencias estadisticamente significativas en cada
isoflavona es mejor estudiar este caso en concreto con la figura 59 que muestra el %
variacion con respecto al valor de referencia (0 meses) para cada isoflavona (derivado
glucésido, malonil, acetil y aglucona) en cada periodo de tiempo y para cada una de
las temperaturas.
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Figura 59. % Variacion de cada isoflavona en cada periodo de tiempo y temperatura para los extractos liofilizados de proteina de soja sin aditivos, NoAd.
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En la grafica por formas de isoflavonas (figura 58) no se observan las grandes
variaciones observadas en los extractos etandlicos con respecto a la referencia; en
este caso, ya no hay porcentajes de variaciéon mayores del 50% para ninguna de las
temperaturas estudiadas y durante todo el tiempo de almacenamiento.

Se debe tener en cuenta a la hora de analizar estos resultados que las
agluconas y los derivados de malonil y acetil glicitina estdn en una concentracién
préxima a los limites de cuantificacion, por lo que sus variaciones pueden ser debidas
a errores en su cuantificacion.

Los derivados de la daidzeina cuando son almacenados a -20°C sufren las
variaciones de concentracidon mas pequefias (menores del 10%) para todo el tiempo
de almacenamiento estudiado. Hasta los 4 meses, para cualquier temperatura, las
variaciones también son menores del 10%. El compuesto que mayor variacién sufre es
la daidzeina pero, como ya se comentd anteriormente, esta isoflavona presenta una
concentracion muy baja en todo momento, lo que puede dar lugar a un error en su
cuantificacion.

Los derivados de gliciteina son los que mayores variaciones presentan, algo
asociado a su caracter mas labil que el de las otras familias de isoflavonas estudiadas
[59], sin embargo, no hay que olvidar que todos los derivados de gliciteina y la propia
gliciteina se encuentran en concentraciones muy proximas a los limites de
cuantificacion y por ello también es esperable su mayor variacion. Comparando su
comportamiento para cualquier temperatura en el almacenamiento de los extractos
liofilizados, con respecto a los extractos etandlicos se comprueba que la liofilizacion y
el almacenamiento a cualquier temperatura permite una conservacion del perfil de los
derivados de gliciteina similar al obtenido para los extractos etandlicos almacenados a
-20°C.

Los derivados que menores variaciones sufren son, como se ha visto
anteriormente y en la bibliografia [56, 57, 59], los derivados de genisteina; para estos
compuestos las variaciones son menores del 10% para todas las temperaturas y hasta
los 6 meses. También hasta los 6 meses las menores variaciones se observan para -
20°C.

Con estos resultados podemos concluir que a -20°C y hasta los 6 meses de
almacenamiento los extractos liofilizados de proteina de soja se conservan con una
variacion en su concentracion en torno al 20%, con respecto al extracto liofilizado
inicial (O meses).

El tiempo de almacenamiento para la mayoria de las isoflavonas estudiadas
en los extractos liofilizados sélo es significativo a partir de los 6 y 12 meses, y la
temperatura no tiene ese efecto observado en los apartados anteriores para los
extractos etandlicos.

Algo a tener en cuenta es que con la liofilizacion del extracto de isoflavonas
se consigue que para cualquier temperatura, las variaciones sean menores del 30%
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durante los primeros 6 meses de almacenamiento. Algo que para los extractos
etandlicos sdlo se conseguia almacenandolos a temperaturas de -20°C.

4.3.4 Efecto dela adicion de un inhibidor de B-glucosidasa

Para comprobar si una de las posibles vias de degradacion/interconversion
son las reacciones catalizadas por enzimas B-glucosidasas se adiciona un inhibidor de
estas enzimas, D-(+)-glucono-d0-lactona, a los extractos y se estudia su
comportamiento durante el tiempo de almacenamiento.

Las concentraciones medias de las distintas formas de isoflavonas en los
extractos donde se adiciona el inhibidor de B-glucosidasa a dos concentraciones, 1
mM y 10 mM, durante los distintos tiempos de almacenamiento y a las temperaturas
estudiadas se muestran en la figura 60.
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Figura 60. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas a
distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el extracto
liofilizado de proteina de soja con inhibidor de 8-glucosidasa (1 mM y 10 mM).

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre estos datos
de los extractos donde se adiciona el inhibidor enzimatico y los presentados en la
figura 58 de los extractos sin aditivos. EI comportamiento es totalmente analogo al
presentado sin aditivos, por lo que el factor que influye en la conservacion
principalmente es la temperatura del extracto, tal y como se observé anteriormente.

Por lo tanto, y al igual que en el estudio de los anteriores extractos, al no
observarse diferencias con sus extractos analogos sin aditivos se puede concluir que
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las reacciones de interconversion/degradacién que se puedan llevar a cabo durante el
almacenamiento no son reacciones catalizadas por las enzimas B-glucosidasas.

Los resultados del andlisis de varianza de dos factores para los extractos
liofilizados de proteina de soja cuyo aditivo es el inhibidor B-glucosidasa se muestran
en la tabla 45.

Tabla 45. ANOVA de dos factores para el extracto liofilizado de proteina de soja 1 mM y 10
mM de inhibidor.

1mM de inhibidor 10mM de inhibidor

Factores Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento  almacenamiento | almacenamiento

F Sig. F Sig. F Sig. ‘ F Sig.

Segun los datos de este estudio de analisis de la varianza se observan
diferencias en la influencia de los factores en los extractos con diferentes
concentraciones de inhibidor. Sin embargo, los valores de porcentaje de variacion
obtenidos, con respecto al valor de referencia (0 meses), para cada isoflavona que se
muestran en la figura 61, no suponen diferencias relevantes desde el punto de vista de
la conservacion de los extractos, puesto que a pesar de que dichas diferencias son
estadisticamente significativas, dicha significatividad puede deberse al error intrinseco
a la medida utilizando el método descrito.

Para todas las isoflavonas estudiadas el comportamiento encontrado en los
extractos liofilizados, con ambas concentraciones de inhibidor, es analogo al
observado en los extractos liofilizados sin aditivo, NoAd.

Al igual que en el extracto liofilizado sin aditivo NoAd se debe tener en cuenta
a la hora de analizar estos resultados que las agluconas y los derivados de malonil y
acetil glicitina estan en una concentracion muy baja, proxima a los limites de
cuantificacion.
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A -20°C es cuando sufren las menores variaciones de concentracion los
derivados de la daidzeina, siendo estas variaciones préoximas al 10% durante todo el
tiempo de almacenamiento. También se observan estas variaciones para cualquier
temperatura de almacenamiento hasta pasados 4 meses. La aglucona daidzeina, es la
que mayores variaciones experimenta, pero estas variaciones pueden ser debidas a
errores de cuantificacion puesto que se encuentra en concentraciones muy bajas.

Al igual que en el aparatado anterior las mayores variaciones observadas son
para la familia de los derivados de gliciteina y las menores para los derivados de
genisteina.

Comparando estos resultados con los observados en la figura 59, para el
extracto liofilizado sin aditivos, se puede concluir que las posibles reacciones de
interconversion y/o degradacién no se ven afectadas por la adicién del inhibidor D-(+)-
glucono-&-lactona.

En el estudio de estabilidad de los extractos etandlicos de proteina de soja se
observo un efecto positivo, al adicionar la concentraciéon de 10 mM del inhibidor, en la
conservacion de las agluconas del extracto a temperaturas superiores a 5°C. Sin
embargo, en el caso de los extractos liofilizados no se observa este efecto positivo, lo
gue puede ser debido a que la liofilizacidbn permite detener, al menos en parte,
cualquier reaccion de degradacion y/o interconversion de las que se detectaban en los
extractos etandlicos.

Por lo tanto, en el caso de los extractos liofilizados, la adicion del inhibidor de
B-glucosidasa no ejerce ningun efecto significativo en la conservacion, y al igual que
para los extractos liofilizados sin aditivo, NoAd, conservar a temperaturas bajas
permiten una variacion menor, préxima al 20%, para la mayoria de las isoflavonas
estudiadas hasta los 6 meses de almacenamiento.

4.3.5 Efecto dela adicién de un antioxidante

Las reacciones de oxidacion-reduccion son otras de las posibles vias de
degradacion y/o interconversion de las isoflavonas. Para evitar este tipo de reacciones
se adiciona el antioxidante BHT, a dos niveles de concentracién, a los extractos
etandlicos antes de proceder a su liofilizacion y posterior almacenamiento, y se estudia
su concentraciéon pasados 2, 4, 6 y 12 meses desde su almacenamiento.

La concentracion media para cada periodo de tiempo y temperatura de
almacenamiento de las distintas formas de isoflavonas estudiadas en el extracto
liofilizado de proteina de soja donde se ha adicionado 0,01% y 0,05% del antioxidante
BHT se muestra en la figura 62.
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Figura 62. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto liofilizado de proteina de soja con BHT al 0,01% y 0,05%.

Al igual que anteriormente las variaciones que se observan son menores del
10% a temperatura ambiente, independientemente de la concentracion de antioxidante
adicionado. A 5°C y -20°C, a partir de los 6 meses, se observa una mayor disminucion
de la concentracion de glucésidos y derivados acetiles comparando con la temperatura
ambiente, algo que también se observaba en los otros extractos liofilizados (sin
aditivos y con inhibidor). La diminucibn es menor para el extracto con mayor
concentracion de antioxidante (0,05%), consiguiéndose una disminucién de la
concentracion de glucdsidos y acetiles menor del 10% pasados 12 meses desde su
almacenamiento a -20°C.

Para los extractos liofilizados donde se adicion6 una concentracion de BHT
de 0,01% se conserva su concentracion con una variacion menor del 20% hasta los 6
meses de almacenamiento para cualquier forma de isoflavona estudiada y para
cualquier temperatura de almacenamiento, siendo menor para la temperatura
ambiente que para las temperaturas mas bajas.

Para todas las formas de isoflavonas estudiadas en el caso de los extractos
donde se adicion6 una concentracion de antioxidante del 0,05% la variacion es menor
del 20% hasta los 6 meses a temperatura ambiente (RT) y 5°C. En cambio para -20°C,
hasta los 12 meses, las variaciones en las concentraciones de las formas de
isoflavonas estudiadas son menores del 10%.

El estudio de varianza de dos factores realizado sobre los porcentajes de
variacion (%Var) con respecto a la referencia inicial (0 meses) que se muestra en la
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tabla 46 indica diferencias entre los extractos con diferentes concentraciones de
antioxidante adicionadas, mostrando un efecto diferente para cada factor estudiado.

Tabla 46. ANOVA de dos factores para el extracto liofilizado de proteina de soja con 0,01% y
0,05% de BHT.

0,01% de BHT 0,05% de BHT

Factores Factores

Isoflavona  Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento almacenamiento almacenamiento

= Sig. = Sig. = sig.  F Sig.

Para los extractos liofilizados con un 0,01% de BHT tanto la temperatura
como el tiempo de almacenamiento tienen efecto estadisticamente significativo sobre
todas las isoflavonas estudiadas. En cambio para los extractos liofilizados con 0,05%
de BHT la temperatura no ejerce ningun efecto sobre las isoflavonas estudiadas y el
tiempo de almacenamiento solo ejerce efecto estadisticamente significativo sobre la
glicitina y la malonil daidzina.

En la figura 63 se muestra la variacion de cada isoflavona de forma individual
en los extractos liofilizados de proteina de soja con antioxidante afiadido. Como antes,
se debe tener en cuenta la baja concentracién de las agluconas y de los derivados
malonil y acetil de la gliciteina. Para la mayoria de las isoflavonas estudiadas las
variaciones observadas son menores del 30%, independientemente de la temperatura
de almacenamiento y del tiempo almacenado.

En el caso de los derivados de daidzeina comparando la adiciéon de 0,01% y
0,05% se observan diferencias en el derivado de malonil, observando una menor
variacion para bajas temperaturas de almacenamiento al adicionar una concentracion
mayor de antioxidante. Para temperatura ambiente y 5°C se observa a partir de los 6
meses de almacenamiento un descenso en su concentracion con respecto a la
referencia a 0 meses, algo que no se observa a -20°C y con 0,05% de antioxidante
adicionado.

El comportamiento del resto de derivados de daidzeina es analogo al
observado en los extractos liofilizados sin y con inhibidor, independientemente de la
concentracion de antioxidante adicionado.
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Figura 63. % Variacion de cada isoflavona en cada periodo de tiempo y temperatura para los extractos liofilizados de proteina de soja con antioxidante.
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Los datos observados en los derivados de gliciteina son diversos y sin una
tendencia explicable. Algo también observado en los otros extractos estudiados,
debido a su baja concentracion, y a su caracter mas labil, que provoca que su
concentracion disminuya a lo largo de todo el estudio; por todo ello, los datos
obtenidos pueden tener asociados ciertos errores en su cuantificacion y por ello
resultan poco concluyentes. Sin embargo, para el derivado acetil de la glicitina se
observa un aumento de su concentracion con respecto al extracto inicial, 0 meses;
algo que en los extractos sin antioxidante (sin y con inhibidor) es inverso. Por lo tanto,
es posible que la adicion del antioxidante permita una mayor conservacion de este
derivado malonil, pero al ser tan baja su concentracion este resultado no es
concluyente.

Los derivados de genisteina tienen un comportamiento totalmente analogo al
observado en los extractos anteriores. Se observa una ligera diferencia entre la adicion
de las distintas concentraciones de antioxidante, siendo menor la variacion de
genistina y acetil genistina al adicionar 0,05%, pero estas diferencias son pequefias.

Por lo tanto si existe un ligero efecto al adicionar una concentracion de 0,05%
de BHT a los extractos, por lo que se puede concluir que ciertas reacciones de
interconversion y/o degradacién son debidas a reacciones de reduccién-oxidacion, y
gue pueden ser ralentizadas por la adicion de un antioxidante.

Las variaciones observadas en estos extractos liofilizados son mas bajas en
comparacion con las observadas en los mismos extractos etandlicos que se
mostraban en la figura 49. Ademas, en el caso de los extractos liofilizados, el
antioxidante no ejerce efecto sobre los glucésidos como ejercia en los extractos
etandlicos, debido tal vez a que la liofilizacién provoca la reduccion de las reacciones
de degradacion y/o interconversion que se observaban en los extractos liquidos.

Para asegurarse una variacion menor del 20% hasta los 12 meses de
almacenamiento es conveniente la adicion de este antioxidante en una concentracion
al 0,05% en los extractos liquidos de proteina de soja antes de su liofilizacion.

4.3.6 Efecto de la adicién conjunta del inhibidor de B-glucosidasa y el
antioxidante BHT

Hemos estudiado el efecto por separado de la adicion de un inhibidor de
reacciones enzimaticas y de un antioxidante, pero para completar el estudio se debe
tener en cuenta algun tipo de efecto cooperativo de la adicién de los dos posibles
conservantes utilizados. En la figura 64 se muestra la variacién de la concentracién
media de las distintas formas de isoflavonas estudiadas en extractos liofilizados de
proteina de soja donde se adiciond el inhibidor de B-glucosidasa en una concentracion
de 10 mM y el antioxidante BHT en una concentracion de 0,05% (extracto I+B) a
distintas temperatura y tiempos de almacenamiento.

179



Resultados y discusion

800,00 1~

700,00

L

4

600,00

500,00 -

\

400,00

mg/Kg

300,00

4

200,00

100,00

oM

INICIAL

B Glucosidos Maloniles ®Acetiles ® Agluconas

Figura 64. Variacion en la concentracion media de las distintas formas de isoflavonas
estudiadas a distintos tiempos de almacenamiento y distintas temperaturas para el
extracto liofilizado de proteina de soja 1+B.

Estos resultados son totalmente analogos a los observados en el apartado
anterior al adicionar el antioxidante BHT en una concentracion de 0,05%, las
variaciones son inferiores al 10%. La disminucion en la concentracion de glucdésidos
observada a 5°C y -20°C comparada con RT es menor que en los extractos sin
antioxidante, y al igual que anteriormente (apartado 4.3.5.) la variacion es menor del
10% para glucdsidos, maloniles y acetiles hasta los 12 meses de almacenamiento.

Al igual que antes, se consigue a -20°C la conservacion de las formas de
isoflavonas estudiadas hasta los 12 meses de almacenamiento con una variacion
méxima del 10% en su concentracién con respecto a la concentracion al principio del
estudio (0 meses).

En la tabla 47 se muestra el analisis de varianza de dos factores para estos
extractos liofilizados de proteina de soja. Al igual que en todos los analisis de varianza
mostrados aparece sombreado en azul cuando el factor ejerce un efecto
estadisticamente significativo (p<0,05) sobre la concentracibn de la isoflavona
correspondiente.
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Tabla 47. ANOVA de dos factores para el extracto liofilizado de proteina de soja con 10 mM
de inhibidor de B-glucosidasa y 0,05% de BHT.

10 mM de inhibidor + 0,05% de BHT
Factores

Isoflavona Temperatura Tiempo
almacenamiento almacenamiento

No se observan diferencias estadisticamente significativas para ninguna
isoflavona debidas a la temperatura de almacenamiento, algo que también se
detectaba para los extractos liofilizados de proteina de soja con 0,05% de BHT.

En cambio, el tiempo de almacenamiento ahora ejerce un efecto
estadisticamente significativo para los derivados de la gliciteina excepto para la forma
aglucona, y también para la genisteina, debido tal vez a su baja concentracion;
también es significativo para el derivado malonil de la daidzina, algo que coincide con
el estudio de varianza para los extractos liofilizados con 0,05% de antioxidante
adicionado.

En la figura 65 se muestra el %Var para cada una de las isoflavonas
estudiadas en estos extractos liofilizados para las distintas temperaturas y los distintos
tiempos de almacenamiento.

Teniendo en cuenta que las agluconas y los derivados malonil y acetil de la
glicitina estdn en una concentracion préxima a los limites de cuantificacion, sus
variaciones pueden deberse en algunos casos a errores en la cuantificacion. Para el
resto de isoflavonas las variaciones observadas son menores del 30%
independientemente de la temperatura de almacenamiento y del tiempo almacenado,
tal y como ocurria en los extractos liofilizados sélo con antioxidante.
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El comportamiento de todas las isoflavonas estudiadas es comparable al
observado en los extractos donde se adicioné una concentracion de 0,05% de BHT,
siendo la mejor condicion en todos las familias de isoflavonas estudiadas el
almacenamiento a -20°C, ya que permite conseguir la conservacion hasta los 12
meses con una variacion de concentracién menor del 20%. Pero al igual que en el
apartado anterior, las diferencias entre extractos con diferentes tratamientos son
pequefias.

En ningln caso se detecta una variacion diferente a la esperada debida a la
adicién del BHT, por lo que se puede concluir que la adicion del inhibidor no ejerce
ningun efecto en la conservacién de los extractos.

4.3.7 Conservacion de los extractos liofilizados de proteina de soja

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en los apartados 4.1y 4.2 de la
conservacion de las isoflavonas en los extractos etandlicos, la temperatura juega un
papel importante. Pero observando los resultados de este apartado, sobre la
conservacion de los extractos liofilizados, vemos que la temperatura ya no es un factor
de tanto peso, y aunque es recomendable el almacenamiento a temperaturas bajas, se
ha comprobado que las variaciones cuando se conservan a temperatura ambiente no
son tan drasticas como se observaba en los extractos liquidos. Para las isoflavonas
estudiadas, independientemente de la temperatura de almacenamiento, se consiguen
variaciones menores del 30% a los 12 meses de almacenamiento.

Para comprobar si el efecto de los tratamientos realizados en los extractos
liofilizados es estadisticamente significativo se realiza el andlisis de varianza a cada
temperatura de almacenamiento estudiada pasados 2 meses de almacenamiento.
Estos resultados se muestran en la tabla 48.

Tabla 48. ANOVA para cada temperatura pasados 2 meses para los extractos liofilizados de
proteina de soja.

2 MESES
TODOS LOS TRATAMIENTOS
5°C
Sig. Sig.

Isoflavona
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Tanto para la temperatura ambiente (RT) como para 5°C existen diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos realizados en los
extractos liofilizados. Realizando el estudio de la minima diferencia significativa se
comprueba que para ambas temperaturas el tratamiento responsable de esas
diferencias es la adicion del antioxidante BHT, en cualquiera de sus dos
concentraciones.

En cambio para el almacenamiento a -20°C no se observan diferencias
estadisticamente significativas para la mayoria de las isoflavonas estudiadas; solo se
encuentran estas diferencias para la glicitina y la malonil glicitina. A través del estudio
de la minima diferencia significativa para ambas isoflavonas, es la adicion del
antioxidante BHT la que ejerce un efecto estadisticamente significativo frente al resto
de tratamientos.

Por lo tanto para temperaturas de almacenamiento de -20°C la adicién de
BHT solo influye en la glicitina y la malonil glicitina, pero a temperaturas mayores si
gue existe un efecto positivo en la conservacion de todas las isoflavonas.

En los datos comentados durante todo este apartado sobre la conservacion
de los extractos liofilizados se observa que las variaciones durante el tiempo de
almacenamiento en algunos casos nho tienen un perfil tan definido como se observaba
en los datos de los extractos etandlicos estudiados previamente. Por ello se decide
realizar un estudio de varianza para cada uno de los tratamientos realizados y a cada
temperatura para determinar si el tiempo de almacenamiento ejerce un efecto
estadisticamente significativo.

Los resultados de este estudio de varianza para ver el efecto del tiempo de
almacenamiento sobre cada tratamiento y a cada temperatura se muestran en la tabla
49.

Al disminuir la temperatura para casi todos los tratamientos el efecto es
estadisticamente significativo (p<0,05) para un namero menor de isoflavonas. Esto es
algo que concuerda con lo que se observé en los extractos liquidos donde las menores
temperaturas de almacenamiento permitian una conservacion durante mas tiempo.
Pero en el caso de la adicion de 0,05% de BHT, y por lo tanto también en el caso en el
que se adicionan los dos aditivos (10 mM de inhibidor + 0,05% de BHT), no se
observan diferencias estadisticamente significativas durante el tiempo de
almacenamiento para ninguna temperatura de almacenamiento.

Por lo tanto segun estos resultados la adicién de un antioxidante como el BHT
a una concentracion de 0,05% permite que la concentracion no varie desde los 2 hasta
los 12 meses de almacenamiento.
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4.3.8 Conclusiéon del estudio realizado sobre el almacenamiento de los
extractos liofilizados de proteina de soja

Las condiciones éptimas de almacenamiento para la conservacion de los
derivados de daidzina y genistina detectadas en los extractos liofilizados de proteina
de soja, con variaciones menores del 20%, es cualquier temperatura de
almacenamiento y la adicion del antioxidante BHT en una concentracion de 0,05%. En
estas condiciones podemos almacenar los extractos liofilizados hasta 12 meses.

Para el caso de los derivados de glicitina, debido a su caracter mas labil, no
es posible esta conservacion y aun almacenando a bajas temperaturas y con el
antioxidante afiadido, las variaciones son en torno al 40% desde los 2 primeros meses
de almacenamiento. Teniendo en cuenta que los derivados de gliciteina representan el
4% del total de las isoflavonas detectadas en estos extractos, frente al 47% de los
derivados de daidzeina y el 49% de los derivados de genisteina, la pérdida de los
derivados de gliciteina en el almacenamiento durante los dos meses de
almacenamiento, aunque sufriesen una variacion del 50% respecto al inicial, sélo
supondria la pérdida de un 2% de las isoflavonas totales del extracto.

Por lo tanto podemos concluir que con la adicion de BHT podemos conservar
en torno a un 80% del extracto inicial de las isoflavonas detectadas en el extracto
liofilizado de proteina de soja, como se puede observar en la figura 66.
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Figura 66. % Variacion de cada isoflavona pasados 12 meses de almacenamiento en el
extracto liofilizado de proteina de soja almacenado a -20°C y a temperatura
ambiente (RT) con 0,05% de BHT y el extracto liofilizado de proteina de soja
almacenado a -20°C sin aditivos (NoAd).
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En la figura 67 se muestran los cromatogramas a 254 nm, superpuestos, del
extracto liofilizado inicial de proteina de soja sin aditivos a -20°C, del extracto liofilizado
de proteina de soja con una concentracion de antioxidante de 0,05% a los 12 meses
de almacenamiento a temperatura ambiente (RT) y a -20°C; en esta figura se observa
la degradaciéon de los derivados de gliciteina pero no del resto de isoflavonas
estudiadas.
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Figura 67. Cromatograma superpuesto de los extractos liofilizados de proteina de soja en el
tiempo inicial (O meses), en negro, y a los 12 meses de almacenamiento sin
aditivos (NoAd) a -20°C, en azul, con antioxidante a una concentracion de 0,05% a
-20°C, en rojo, y a temperatura ambiente (RT), en verde.
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4.4 COMPARACION ENTRE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE
PROTEINA DE SOJA LIQUIDOS Y LIOFILIZADOS

En la figura 68 se muestra la grafica con los %Var para los extractos de
proteina de soja que mejor se han conservado durante este estudio, pasados 12
meses de almacenamiento y también los extractos almacenados a temperatura
ambiente después de esos 12 meses , tanto para el extracto liquido como para el
liofilizado.
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Figura 68. 9% Variacion para los extractos de proteina de soja tanto liquido como liofilizado
gue mayor estabilidad han presentado a lo largo de este estudio, y los mismos
almacenados a temperatura ambiente.

Como se puede observar los extractos liofilizados muestran la mejor
conservacion con respecto a su referencia, pero hay que tener en cuenta que la
liofilizacion es una proceso que genera pérdidas en la mayoria de las isoflavonas
estudiadas, como se pudo ver en la tabla 39 del apartado 4.3.1 de este capitulo.

Aunque estas pérdidas son inferiores al 15%, hay que tenerlas en cuenta a la
hora de almacenar los extractos segun el fin Gltimo de los mismos.

Si lo que buscamos es la exactitud en el analisis de cada una de las
isoflavonas estudiadas, el almacenamiento éptimo de los extractos etandlicos seria
liqguido y por supuesto a -20°C. Pero si lo que se busca es un extracto estable a
cualquier temperatura para la adicion a algun tipo de producto, lo mas comodo es la
liofilizacion del extracto para su almacenaje, lo cual no genera pérdidas excesivas de
las isoflavonas como se puede observar en la figura 69.
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Figura 69. Cromatograma superpuesto de los extractos liquido de proteina de soja en el
tiempo inicial (O meses), en negro, y a los 12 meses de almacenamiento sin
aditivos (NoAd) a temperatura ambiente (RT), en azul, y del extracto liofilizado de
proteina de soja sin aditivos (NoAd) a temperatura ambiente (RT), en rojo.
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Como hemos podido comprobar en este capitulo la conservacién de los
extractos etanolicos de isoflavonas es posible durante largos periodos de tiempo,
hasta 12 meses, para la mayoria de las isoflavonas estudiadas, con variaciones
inferiores al 20%.

Se ha comprobado una mayor labilidad de los derivados de gliciteina, que no
se han conservado completamente en ninguno de los casos estudiados. Lo mismo
ocurre con la acetil daidzina que se degrada completamente a los 12 meses de
almacenamiento independientemente del tratamiento realizado al extracto.

El tipo de matriz de la que se extraen las isoflavonas influye en las
condiciones Optimas de almacenamiento, ya que se ha podido comprobar que la
presencia de diferentes formas de isoflavonas en el mismo extracto provocan
comportamientos diferentes en la conservacion, tal y como ocurre en el extracto de
proteina de soja donde se han detectado acetiles que podrian provocar reacciones de
degradacion de la isoflavonas totales presentes en el extracto.

La adicion de un antioxidante como el que hemos utilizado en este capitulo, el
BHT, en una concentracion del 0,05% o superior, permite la ralentizacion de las
reacciones de degradacion y/o interconversion comunes entre las isoflavonas de soja,
pero no las evita en el caso de los derivados de gliciteina y en el caso de la acetil
daidzina.

El almacenaje de los extractos liquidos a temperaturas bajas, como son -
20°C, permite la completa conservacién de la mayoria de las isoflavonas estudiadas
hasta los 6 meses. A partir del medio afio se deben tener en cuenta pérdidas en las
isoflavonas mas labiles.

Por lo tanto, el factor mas importante a tener en cuenta para la conservacion
de extractos liquidos de isoflavonas es la temperatura, siendo las temperaturas bajas
las 6ptimas para la conservacion.

La liofilizaciébn, aunque suponga una pérdida de un 15% en algunas
isoflavonas por el proceso, es un tratamiento importante a tener en cuenta porque
hace que la conservacién de los extractos ya no esté condicionada por la temperatura
de almacenaje y se puedan almacenar dichos extractos liofilizados a temperatura
ambiente sin pérdidas importantes en la mayoria de las isoflavonas estudiadas.
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11 COMPUESTOS FENOLICOS Y SU IMPORTANCIA

Los compuestos fendlicos son compuestos que tienen uno o mAas grupos
hidroxilos unidos directamente a un anillo aromético, tal y como se han presentado en
la introduccion de esta tesis. Son considerados metabolitos secundarios, que son
sintetizados por las plantas y ciertas bacterias durante su desarrollo y en respuesta a
condiciones de estrés como infecciones, heridas y radiacion UV entre otras [1, 2].
Entre ellos se encuentran acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolizables, lignanos y ligninas (ver introduccion).

En las plantas los compuestos fendlicos pueden actuar como pigmentos,
antioxidantes y agentes protectores, por lo que estos compuestos juegan un papel
importante en el crecimiento y reproduccién de las plantas, asi como en una eficiente
proteccion contra patdgenos y predadores. En los alimentos pueden contribuir al
sabor, el color, el olor y la estabilidad (se comportan como antioxidantes) [1].

Los compuestos fenodlicos se han convertido en parte de nuestra dieta debido
a que se han asociado con diversas actividades que promueven la salud tales como la
disminuciéon del nivel del azicar en la sangre, reduccién del peso, ademas de
presentar propiedades anticarcinogénicas, antiinflamatorias, antiedad y antitrombotica,
entre otras; sin embargo, el efecto que mas interés ha suscitado es su funcién como
antioxidantes, siendo captadores de radicales libres [2-9].

En nuestra dieta hay muchos alimentos fuente de estos compuestos fendlicos
como son el café (acidos fendlicos [10, 11]), el té (flavanoles y flavonas [12, 13]) y la
soja (isoflavonas [14-16]), entre otros. Con el objetivo de poder relacionar debidamente
estos alimentos con sus efectos beneficiosos para nuestra salud, ademas de por el
gran aumento en su consumo que se ha producido en los Ultimos afios, existe un gran
interés en la separacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en
dichos alimentos.

1.2 ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Desde que en 1976 Fisher & Wheaton usaran por primera vez la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para el analisis de flavonoides [17], ésta
se ha convertido en la principal técnica analitica utilizada para la separacion vy
caracterizacién de los compuestos fendlicos [1, 2, 18-21]. Entre las razones de su
eleccion se incluye que es apropiada por el caracter polar de estos compuestos, que el
tratamiento de muestra que se requiere es simple, y que es posible analizar varios
compuestos fendlicos a la vez de una manera altamente eficaz y reproducible.
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1.2.1 Cromatografia liquida

La cromatografia es un método de separacion en el cual los distintos
componentes de una muestra se distribuyen entre una fase estacionaria de mayor
superficie y una fase movil que atraviesa dicha fase estacionaria, arrastrando los
compuestos objeto de analisis. Si la fase estacionaria es un sélido incluido en un tubo
estrecho, columna, y la mavil es un liquido, se le denomina cromatografia liquida.

Para el analisis por cromatografia liquida de los compuestos fenodlicos se
utiliza la cromatografia liqguida de alta eficacia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), que se trata de una cromatografia liquida en la que se
reduce el tamafio de las particulas de la fase estacionaria para aumentar la eficacia en
la separacion. La eficacia en el andlisis cromatografico se define utilizando la teoria de
platos, por la cual se considera que una columna cromatografica esta constituida por
una serie de capas horizontales, platos tedricos, donde se dan los equilibrios de
transferencia de masa entre la fase estacionaria y la fase mévil. Por lo tanto, se habla
de mayor eficacia en una separaciéon cromatografica cuanto mayor es el nimero de
platos tedricos, es decir, cuando se da un mayor nimero de equilibrios. La reduccion
del tamafio de particula, pasando de 10 um a 5 o 3 um, hace que la transferencia de
masa entre fase estacionaria y fase mdvil sea mayor y por lo tanto mejora la
separacion [22].

El analisis mediante HPLC se produce mediante un mecanismo de
adsorcion/desorcién de los compuestos en la fase estacionaria, cuando pasa a través
de ella la fase mévil; este mecanismo se sustenta en la polaridad de ambas fases. Al
pasar la fase movil, se arrastra el analito a través de la fase estacionaria y se
establecen tres fenomenos de difusion. Uno de ellos es la llamada difusion de Eddy
gue se debe a las distintas trayectorias que puede tomar la fase movil a través de la
fase estacionaria, esto esta directamente relacionado con el relleno de la columna, el
diametro de las particulas, la homogeneidad y el grado de empaquetamiento. Otro de
los fendbmenos es la difusién longitudinal que es debida a la tendencia de las
moléculas a migrar por el gradiente de concentraciébn, de mayor a menor
concentracion; esta difusion estéd inversamente relacionada con la viscosidad de la
fase movil. Y por ultimo esta el fenémeno de transferencia de masa fuera del equilibrio,
en el que algunas moléculas de analito avanzan mas rapido o mas despacio que las
demas, y es directamente proporcional a la temperatura. Todos estos fenémenos de
difusion contribuyen de forma directa a la eficacia de la separacion, y van a depender
tanto de la fase movil, como de la fase estacionaria, por lo que es muy importante
elegir las fases mas adecuadas para cada analito [22].

Para el analisis de compuestos fendlicos se suelen usar fases estacionarias
apolares, usando Unicamente el andlisis por cromatografia en fase reversa, con
columnas C18, de entre 150 a 250 mm de longitud, con un didmetro interno en torno a
4,6 mm y un tamafio de particula de 5 um. Como fase mdvil se usan mezclas binarias,
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con disolventes mas polares que la fase estacionaria; normalmente se usan distintos
disolventes orgénicos (acetonitrilo o metanol) y agua con pequefias cantidades de
acido, y se trabaja con elucion en gradiente, es decir, cambiando con el tiempo la
composicion de la fase movil, ya que el modo isocratico (sin cambiar composicién) no
es suficiente para separar todas los compuestos fendlicos, ya sea bien porque poseen
una estructura muy similar, si son de la misma familia, o bien porque difieren mucho si
son de familias diferentes. El sistema de deteccion mas comun es la deteccion
espectrofotométrica UV-visible y UV-fluorescencia, aunque actualmente estd muy
extendido el acoplamiento de un espectrémetro de masas para la separacion de
muestras complejas [1, 2, 9, 23].

Como se ha comentado anteriormente, las fases estacionarias mas comunes
son las compuestas por particulas de silica quimicamente modificadas, conteniendo
cadenas hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono; son las denominadas columnas
particuladas convencionales en fase reversa C18 (CPC). En ellas la interaccion del
analito con la superficie de la particula es la que provoca la separacién, en este caso
concreto es una interaccion hidrofobica [24]. El tamafio de las particulas de silica (5-2
um) proporciona un tamafio de poro determinado que existe entre las mismas y dan
lugar a una presion de trabajo al paso de la fase movil, por lo tanto se debe tener en
cuenta el flujo de la misma para poder trabajar en las condiciones éptimas del equipo y
la columna. Una consecuencia de ello es el tiempo necesario para la separacion, que
en el caso del andlisis de isoflavonas de soja para una columna particulada de 5 pm
de tamafio de particulas y 250 mm de longitud con elucién en gradiente, es de entre
30 y 60 minutos [25]; y en el caso del analisis de flavanoles de extractos de té de 25
minutos [26].

Estos tiempos de analisis es lo que limita el nimero de muestras que se
pueden analizar al dia. Ademas estas columnas tienen otra desventaja, puesto que si
trabajamos fuera del rango 6ptimo de presién, intentando reducir ese tiempo de
analisis, potenciamos la rapida degradacion de la columna (y del equipo) pudiéndose
dar pérdidas de relleno prematuras, lo cual inutiliza la columna.

La tendencia actual en el andlisis cromatografico es conseguir que los andlisis
sean rapidos, con elevada sensibilidad y eficacia.

1.3 NUEVAS TENDENCIAS EN EL ANALISIS RAPIDO POR
CROMATOGRAFIA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Existen varios enfoques modernos en los métodos de HPLC que pueden
permitir la reduccién del tiempo de andlisis sin comprometer la eficiencia y resolucion
de la separacion. Entre ellos se encuentran las nuevas tecnologias aplicadas tanto a
los equipos (UHPLC) como a las columnas; en el caso de las columnas se encuentran
las columnas con diametro de particula menor de 2 um, y entre ellas se pueden
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mencionar las realizadas con nuevos materiales, como las monoliticas, y las de
particulas recubiertas.

A continuacién se va a analizar cada una de las nuevas tendencias.

Se han desarrollado nuevos equipos cromatograficos, como el UHPLC (Ultra-
High Performance Liquid Chromatography), sistema de cromatografia liquida de alta
presidn, que aguanta mayores presiones que los equipos cromatograficos de alta
eficacia convencionales (HPLC) [27, 28]. En estos equipos se puede trabajar a 18000
psi frente a los 5000 psi de un equipo convencional. De esta manera, podemos
aumentar el flujo de la fase movil y asi reducir el tiempo de andlisis sin perder
resolucion y eficacia, siempre que la columna convencional soporte la alta presion que
se alcanza al trabajar a flujos elevados.

Para poder trabajar en estos equipos se han desarrollado las columnas con
menor tamafio de particulas que las convencionales, las columnas de particulas < 2
pMm o sub-2 um. Con estas columnas se consigue una alta eficacia y resolucion, lo que
permite la utilizacién de columnas mas cortas, que se traduce en tiempos de analisis
mas cortos. Ademas se ha comprobado que la transferencia de un método optimizado
para una columna convencional a un método para este tipo de columnas sub-2 um, es
sencilla de realizar [29]. Sin necesidad de cambiar de equipo cromatogréfico, se esta
extendiendo el uso de otros materiales en las columnas que permiten conseguir el
objetivo de la reduccién del tiempo de analisis de los compuestos fendlicos sin reducir
la eficiencia y la resolucion [27, 28]. Entre ellas se encuentran las llamadas columnas
monoliticas y columnas con particulas recubiertas, o fused-core [24].

1.3.1 Columnas monoliticas (CM)

Entre las nuevas tecnologias de columnas para la obtencién de métodos
rapidos de andlisis para compuestos fendlicos encontramos las columnas rellenas con
soportes monoliticos (CM). Estas columnas estan hechas de una pieza completa de
polimero entrecruzado poroso o silica. Se realizan mediante un proceso de
polimerizacién de polimeros organicos, como los polimetacrilatos o poliestirenos, o de
polimeros inorgénicos, como la silica. Los mas usados en HPLC son los de silica, una
barra altamente porosa de silica con una estructura bimodal de poros, macroporos y
mesoporos (figura 70).

Cada macroporo tiene una media de 2 um de didmetro, y juntos forman una
densa red de poros a través de la cual la fase movil puede pasar rapidamente a una
baja presion (flujos de hasta de 9 mL/min) (figura 71), reduciendo asi drasticamente el
tiempo de separacion sin afectar a la transferencia de masa, ya que los mesoporos
crean una fina estructura porosa, de 130 A, en el interior de la columna y da lugar a
una amplia superficie de contacto, en la cual puede ocurrir la transferencia de masa de
los compuestos de interés, aumentando la eficacia de la separacion [30, 31].
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E 2

Silice monolitica
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e

\( ¥ ’ Macroporo

Figura 70. Estructura bimodal de poros de una columna monolitica (CM).

Columnas Monoliticas Columnas Convencionales

o

9mL/min 1-2mL/min

Figura 71. Comparacion del paso de fase movil por una columna monolitica y una
convencional particulada.

Comparando la cromatografia con columna monolitica (CM) de silica con la
cromatografia con columnas particuladas convencionales (CPC) se observa que las
propiedades de transferencia de masa de las columnas monoliticas en los mesoporos

209



Introduccion

es equivalente a una columna convencional con un tamafio de particula de 3 uym
(mayor eficacia y resolucion), mientras que el sistema de paso de la fase moévil por el
poro del macroporo es equivalente a un tamafio intersticial de paso de un sistema con
un tamafo de particula de 15 ym (menor presion). Por lo tanto, la combinacién de
ambos poros permite que las columnas monoliticas alcancen excelentes prestaciones
en una fraccion de tiempo mas reducida, en comparacion con las columnas
particuladas convencionales, ya que la transferencia de masa es mas eficaz, y la
presion es menor y se puede aumentar el flujo y de este modo reducir el tiempo de
andlisis [32]. Existen estudios del andlisis de distintos compuestos fendlicos con
columnas monoliticas donde las separaciones complejas se desarrollan en un tiempo
reducido [33-38]; como por ejemplo en el caso de las isoflavonas de soja donde su
analisis con columnas monoliticas dura menos de 10 minutos [39]; o como para el
analisis de 14 compuestos fendlicos diferentes en vino, entre acidos fendlicos,
flavanoles, flavonoides y resveratrol, donde se consigue la separacion en menos de 36
minutos [40].

En el caso de muestras complejas donde la eficacia de la columna no es
suficiente para la separacion total, una de las posibilidades para conseguir la
separacion es acoplar varias columnas en serie. En el caso de columnas particuladas
convencionales, esto aumenta mucho la presion de trabajo, por lo que se debe reducir
el flujo de fase mdévil, mientras que con las columnas monoliticas, al generar menor
presion de trabajo, es posible acoplar varias columnas para aumentar la capacidad de
la fase estacionaria de resolver una muestra compleja [35, 39].

Ademads, se ha de tener en cuenta que al trabajar a bajas presiones se
pueden usar los equipos convencionales de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), que como méaximo soportan 5000 psi, en comparacion con las columnas de
particulas sub-2um que necesitan un equipo de cromatografia que soporte mayor
presiéon (UHPLC, 18000 psi).

Una de las desventajas de estas columnas monoliticas es que sdélo unos
pocos tipos de fases estacionarias estan comercializadas y disponibles, lo cual limita la
flexibilidad del analisis. Hay que tener en cuenta también que al usar flujos altos se
consume gran cantidad de disolvente. Otra desventaja de estas columnas es que
poseen poca estabilidad frente a variaciones de pH y temperatura, lo cual limita las
condiciones de trabajo. Ademas se ha comprobado que la transferencia de métodos
desde una columna convencional a una monolitica no siempre se puede realizar de
forma directa, algo que es posible en el caso de columnas sub-2um [29, 41].
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1.3.2 Columnas de particulas recubiertas (CPR) o de particulas fused-
core

Actualmente se han desarrollado otras columnas para mejorar la eficacia de
separacion y aumentar la velocidad, son las columnas en las que las particulas no son
totalmente porosas. Estas particulas estan recubiertas por un material poroso y
poseen un nlcleo soélido de silica no poroso. Son las llamadas columnas de particulas
recubiertas (CPR) o de particulas fused-core.

Para la fabricacion de este tipo de columnas se utilizan técnicas solido-gel,
una tecnologia nanoestructural que incorpora una capa porosa homogénea sobre un
nacleo sélido de silica, por lo que no son totalmente porosas como las particulas
convencionales (figura 72 y 73).

T~ Porous Shell

Figura 72. Micrografia electronica de la seccion transversal de una particula recubierta
(fused-core) de 9 nm poro, DeStefano y col. 2008 [42].

Capaporosa
0.35um

T Nucleo s6lido
7 1.9 um

Particula
Fused-core
2.6 um

<«

Figura 73. Diagrama de la estructura de una particula recubierta, fused-core.
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Sélo poseen una capa porosa de 0,35 um, y ésa es la zona por la que
atraviesa la fase movil (distancia de difusién), no por toda la particula como en las
convencionales, haciendo que el camino de la fase movil sea mas directo y los analitos
inviertan menos tiempo en entrar y salir del poro mientras recorren la columna,
acelerando la transferencia de masa entre sélido y liquido obteniendo picos mas
estrechos, asi como una mayor eficacia (figura 74).

Particula recubierta

.
r

LIJ—J!hm::hura de pico
\H\:_‘ )

Fase
M il -

Particula convencional

Y

Fase
Ml

Ll_‘—-ﬁmchura de pico

Figura 74. Paso de la fase moévil a través de las particulas de las columnas y sus
consecuencias.

Debido a su tecnologia de fabricacién, todas las particulas recubiertas poseen
el mismo tamario, practicamente monodispersas. Esta calidad reduce el efecto de la
difusion de Eddy, siendo mas directo el trayecto de la fase movil a través de la fase
estacionaria porque el espacio intersticial entre las particulas es homogéneo (figura
75). Esto produce una alta eficacia y una excelente reproducibilidad [43].
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Columnade Columnade
particulas particulas
recubiertas convencionales

Figura 75. Paso de la fase movil a través de las columnas particuladas y sus consecuencias.

Estas nuevas columnas generan una eficacia similar a las columnas de
particulas sub-2 um, pero con presiones de trabajo comparables a las obtenidas con
las columnas de particulas convencionales, porque el tamafio de particula es mayor.
Por lo tanto nos permite alcanzar la misma eficacia y resolucion que las sub-2 ym sin
tener que cambiar el equipo de cromatografia.

Ademas, al contrario que ocurria en el caso de las columnas monoliticas,
existen numerosas columnas con particulas recubiertas comerciales que soportan
mayores presiones que las columnas monoliticas y que las convencionales, lo cual las
hace también o6ptimas para trabajar con equipos de UHPLC [29]. Existen varias
aplicaciones de este tipo de columnas tanto en equipos de UHPLC como de HPLC
donde se reflejan las ventajas de trabajar con ellas [29, 43-47]. Algunas de las
aplicaciones de las columnas fused-core en el andlisis de compuestos fendlicos han
mostrado una elevada sensibilidad, resolucién, selectividad y rapidez; un ejemplo es el
analisis de 8 compuestos fendlicos en aceite de oliva siendo su separacién tres veces
mas rapida que su analisis con una columna particulada convencional [48]; o el
analisis de 17 flavonoides y &cidos fendlicos en verduras y frutas en menos de 18
minutos [49].
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1.3.3 Resumen de las tendencias en cromatografia liqguida

En la tabla 50 se muestran las caracteristicas mas importantes de cada una
de las posibilidades de analisis cromatografico descritos anteriormente y de la
cromatografia convencional.

Tabla 50.
fendlicos.

Columna

particulada

Columna
sub-2 pm

Columna de
particulas

Comparaciéon de las posibilidades del andlisis cromatogréafico de los compuestos

Columna
monolitica

convencional
e Particulas
individuales de
silice

¢ Alta resistencia al
flujo

e Alta presion del
sistema

e Tiempos de
analisis largos

e Gran consumo de

disolvente

e Puede existir
pérdida de

relleno (poca vida

atil y baja
reproducibilidad)

particulada
e Particulas
individuales de
silice.

e Alta eficacia 'y
resolucion

e Alta presion del
sistema, necesita
un equipo de
UHPLC

e Tiempos de
analisis
reducidos por
mayor eficacia de
separacion

e Menor consumo
de disolvente

e Gran variedad de
rellenos
comerciales

recubiertas
¢ Particulas
individuales
recubiertas de
material poroso

¢ Alta eficacia y
resolucién

¢ Baja presion del
sistema

e Tiempos de
analisis
reducidos

e Gran variedad de

rellenos
comerciales

¢ Baston de silice
monolitica porosa

¢ Flujos altos por la
gran porosidad

¢ Baja presion del
sistema

e Tiempos de
analisis
reducidos

e Poca variedad de

rellenos
comerciales

¢ Posibilidad de
acoplar varias
columnas sin
cambiar a un
equipo de
UHPLC
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2 OBJETIVOS
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El objetivo principal de este trabajo es evaluar y obtener métodos de analisis
cromatogréficos rapidos, eficaces y versétiles de compuestos fendlicos utilizando las
nuevas tecnologias existentes en la fabricacién de columnas cromatograficas para su
uso en equipos convencionales de HPLC. Para ello nos centramos inicialmente en
obtener un método de andlisis mediante HPLC de las 12 principales isoflavonas
presentes en la soja.

Inicialmente se realizd un estudio comparativo, en términos de los parametros
cromatograficos y su eficacia con muestras reales, con tres fases estacionarias
distintas: una columna particulada convencional de 3,5 ym de tamafo de particula
(CPC), una columna monolitica (CM) y una columna de particulas recubiertas de 2,6
pm de tamafio de particula (CPR).

Para explorar al maximo el rendimiento de los distintos tipos de fases
estacionarias, también se estudiaron distintas composiciones de fase moévil, distintas
temperaturas y distintos flujos de trabajo.

Una vez comparadas las tres fases estacionarias se optimizaron métodos de
analisis utilizando las dos columnas con fases estacionarias no convencionales. Para
cada columna estudiada se selecciond un método diferente de optimizacion:

¢ Columna monolitica (CM): se estudiaron diferentes sistemas de fase movil tanto
en isocratico como en gradiente lineal, asi como diferentes composiciones de fase
movil, adicionando diferentes cantidades de acido; se seleccion6 el mejor de entre
todos ellos.

e Columna de particulas recubiertas (CPR): se optimizd el método utilizado en la
comparacion de fases estacionarias variando temperatura, flujo y tiempo de re-
equilibrado.

Una vez optimizados los métodos para el andlisis de las 12 isoflavonas de
soja estudiadas, se utilizé la fase estacionaria que mostré mejores resultados para el
analisis de 19 compuestos fendlicos diferentes, entre los que se encuentran acidos
fendlicos, flavanoles, flavonas y flavonoles, ademas del alcaloide cafeina.
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y disolventes

Etanol, metanol y acetonitrilo de grado HPLC se adquirieron en VWR (West
Chester, PA, USA). El acido acético del 96% y el acido fosforico 98% utilizados fueron
de Merck (Darmstadt, Germany) y el agua ultrapura empleada durante las
extracciones y el analisis ha sido obtenida por un sistema de purificacion Milli-Q water
Advantage A10 de Millipore (Bedford, MA, USA). En este sistema el agua se somete a
una desionizacién en dos etapas a través de resinas de intercambio idnico. Todos los
disolventes fueron sometidos a una desgasificacion, previa a su utilizacién, en un bafio
de ultrasonidos.

3.1.2 Sustancias patron

Los patrones de compuestos fendlicos y alcaloide utilizados se muestran en
las tablas 51, 52, 53 y 54 junto con su proveedor. Todos se almacenaron antes de su
uso a -20 °C. Sus estructuras quimicas, familias y sus abreviaturas se muestran en las
figuras 76, 77, 78 y 79.

La pureza de los patrones de derivados glucédsidos y agluconas de las
isoflavonas es superior al 99%, mientras que la pureza de los derivados acetiles y
maloniles es mayor del 90%. Las disoluciones madre de cada una de las isoflavonas
se prepararon en metanol y se almacenaron a -80 °C.

Los patrones del alcaloide, acidos fendlicos, flavanoles, flavonas y flavonoles
son de calidad grado HPLC con purezas superiores al 90%. Las disoluciones madre
de cada uno de estos compuestos se prepararon en metanol acuoso al 80% y se
almacenaron a -80 °C.

Flavona de pureza 99 % de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) se us6 como
referencia para la correccién de volumen en la preparaciéon de las muestras en el
analisis de isoflavonas.
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Patrones de las isoflavonas utilizadas en este estudio y su proveedor.

Compuesto Proveedor

Daidzina
Glicitina
Genistina
Daidzeina
Gliciteina
Genisteina
Malonil daidzina
Malonil glicitina
Malonil genistina
Acetil daidzina
Acetil glicitina
Acetil genistina

Tabla 51.

LC Labs
(Woburn, MA, USA)

Wako Chemicals
(Neuss, Alemania)

OH

OH

OH

CH,0COCH,COOH

R7

Isoflavona
Malonil daidzina
Malonil glicitina
Malonil genistina

0
OH o
86
OH

R1

Abrev.
MDi
MGly
MGi

R1

H
OH

lsoflavona Abrev. R1 R o
Daidzeina De H H Daidzina Di H H

Gliciteina Gle H OCH,4 Glicitina Gly H OCH,4
Genisteina Ge OH H Genistina Gi OH H

CH,0COCH;3

0
OH o
5
OH

R7

Isoflavona
Acetil daidzina
Acetil glicitina
Acetil genistina

Ry

Abrev.
ADi
AGly
AGi

R1

H
OH

Figura 76.
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Tabla 52. Patrones del alcaloide y los acidos fendlicos utilizados en este estudio y su

proveedor.
Compuesto Proveedor
Cafeina
Acido galico

Acido protocatéquico  Sigma Chemical Co.
Acido clorogénico (St. Louis, MO, USA)
Acido cafeico

Acido p-cumarico

Acidos Fendlicos .o ) o o Alcaloide
A o
sl o, p & & Cafeina
TR OH e Caf
HO o oH ng ah a HiC 0 /CH)
& oH oH OH Ny !
Acido Cafeico Acido p-cumarico Acido Clorogénico Acido galico Acido protocatéquico oo ¥
CafAc CouAc ChlAc GalAc PrtAc o

Figura 77. Estructura quimica y abreviaturas del alcaloide y los acidos fendlicos utilizados en
este estudio

Tabla 53. Patrones de los flavanoles utilizados en este estudio y su proveedor.

Compuesto Proveedor

(-)-galocatequina galato : :

: . Sigma Chemical Co.
-)-epicatequina :
g-;-cgtequiga (St. Louis, MO, USA)
(-)-epigalocatequina
(-)-galocatequina Extrasynthese
(-)-epigalocatequina galato (Genay Cedex, Francia)
(-)-epicatequina galato

Flavanoles

OH

(-)-Galocatequina

o=

(-)-Gallocatequina Gallato (-)-Epicatequina Qalato (-)—Epigallocatequiﬁa galato
GCG ECG EGCG

Figura 78. Estructura quimica y abreviaturas de los flavanoles utilizados en este estudio.
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Tabla 54. Patrones de las flavonas y los flavonoles utilizados en este estudio y su proveedor.

Compuesto Proveedor

Miricetina-3-O-ramnosido
Quercetina-3-O-rutindsido
Quercetina-3-O-glucopirandsido
Kaempferol-3-O-rutindsido
Kaempferol-3-O-glucosido
Apigenina-7-0O-glucésido
Luteolina-7-O-glucésido

Extrasynthese
(Genay Cedex, Francia)

Flavonas

1 Luteolina-7-O-glucosido
e : LutG

Kaempferéfl-3—0— Kaempferol-3-O- Miricetina-3-
glucésido rutinésido O-ramnosido

KpfG -- KpfR = MyrR

Quercetina-3-O- Quercetina-3- "
glucopiranésido O-rutindsido Apigenina-7-O-glucosido
QueG QueR ApiG

Figura 79. Estructura quimica y abreviaturas de los flavonoles y las flavonas utilizados en
este estudio.

3.1.3 Muestras

Para este estudio se han utilizado dos muestras de soja amarilla, dos
muestras de proteina texturizada de soja, tres muestras de tés comerciales (camellia
sinensis) (uno negro, uno verde y uno blanco), una muestra de comprimidos de té
verde y guarana, una muestra de mate (llex paraguariensis), una muestra de café
soluble, un refresco y una bebida energética. Todas las muestras utilizadas en este
estudio fueron adquiridas en un supermercado en la localidad de Soria y almacenadas
antes de su uso, a -20°C las muestras de soja y proteina de soja, y a temperatura
ambiente el resto de muestras.
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3.2 INSTRUMENTACION

3.2.1 Bafio de ultrasonidos

Las extracciones se realizaron en un bafio de ultrasonidos Transsonic TH-I-55
(Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen, Alemania), que cuenta con
variacion de frecuencia (25 y 45 KHz, y modo sweep que combina ambas) y
posibilidad de trabajar a temperaturas de hasta 80 °C. Ver figura 22 del capitulo 1.

3.2.2 Centrifuga

Después de las extracciones en el bafio de ultrasonidos los extractos son
centrifugados en una centrifuga Universal 320R (Andreas Hettich GMBH & Co. KG,
Tutlingen, Alemania) (figura 80), que cuenta con variacion de las revoluciones por
minuto y control de la temperatura de centrifugacion, pudiendo trabajar a temperaturas
menores a la ambiente.

Figura 80. Centrifuga utilizada durante este estudio.

3.2.3 Liofilizador

Para el estudio de comparacién de las distintas fases estacionarias se utiliza
un extracto estandarizado liofilizado de isoflavonas de soja, que es un extracto igual
gue las muestras, pero escalado a mayor cantidad, que se liofiliza para poder usar
cantidad equivalentes durante el estudio del efecto del disolvente de la muestra. Para
la liofilizacion se utiliza un liofilizador Cryodos -80 (IMA-Telstar S.L., Terrassa,
Barcelona, Espafia). Ver figura 23 del capitulo 1.

3.2.4 Cromatdégrafo liquido de alta resolucion

El analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién
ultravioleta (HPLC-UV) de las isoflavonas se realiz6 en un sistema Waters (Waters
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Corp., Milford, Massachusetts, USA) formado por un médulo de separacién (2695),
con un horno de columna integrado, un inyector de muestra automatico y un detector
de fila de fotodiodos (2998) conectado en linea a un detector de fluorescencia
multifrecuencia (2475) (figura 24 del capitulo 1).

3.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La mayor parte de este estudio se realiza determinando isoflavonas en
muestras de soja. Solo al final del estudio se desarrolla un método cromatografico para
otro tipo de compuestos fendlicos, presentes en otro tipo de muestras que se preparan
de forma ligeramente distinta.

Para la extraccion de los compuestos en las muestras se utilizé6 un método de
extraccion asistida por ultrasonidos basado en las condiciones optimizadas por
Rostagno y col. 2003 y 2007 [50, 51].

3.3.1 Muestras de sojay alimentos derivados

Las muestras de soja y proteina de soja fueron molidas en un molinillo de
café hasta conseguir un polvo fino y homogéneo.

Para la extraccion en soja y proteina de soja se pesaron aproximadamente
0,5 gramos de muestra, por duplicado, que se extraen con 25 mL de etanol acuoso al
50%. La mezcla se introduce en el bafio de ultrasonidos a una frecuencia de 25 KHz,
al 100% de intensidad, durante 20 minutos a 60°C [50]. Una vez finalizada la
extraccion se deja enfriar, se centrifuga durante 10 min a 4000 rpm y 10 °C, y se

enrasa el sobrenadante a 50 mL con metanol acuoso al 50%. Finalmente, el extracto
se filtra por un filtro de jeringa de nylon de 0,2 ym de tamafo de poro (VWR, West
Chester, PA, USA) para proceder a su analisis cromatografico.

Para el estudio del efecto del disolvente de reconstitucion de los extractos de
isoflavonas en el analisis cromatogréafico con los distintos métodos desarrollados se
prepara un extracto liofilizado que lo denominamos extracto estandarizado de proteina
de soja que no se cambia en todo el estudio para tener como Unica variable el
disolvente de reconstitucion. Para estos extractos liofilizados la extraccion se realiza
de igual manera pero escalado a mayor cantidad, y sin enrasar al final [39, 52]. El
sobrenadante se congela a -20°C y se liofiliza. El extracto estandarizado liofilizado
obtenido se almaceno a -20°C.

De este extracto se prepararon distintas disoluciones con 0,1 gramos del
extracto estandarizado de soja redisuelto en 10 mL de distintos disolventes para
realizar los estudios de la influencia del disolvente de la muestra en el andlisis
cromatografico. Los disolventes estudiados fueron etanol acuoso al 50% y al 75%,
metanol acuoso al 50% y al 75%, y acetonitrilo acuoso al 50% y al 75%. Para el
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analisis cromatografico se filtraron por filtro de jeringa de nylon de 0,2 ym de tamano
de poro.

Para la optimizacion de métodos rapidos de andlisis de isoflavonas con una
columna monolitica se utiliza una muestra_de soja _dopada para poder tener una
muestra con todas las isoflavonas de estudio a la concentracion apropiada para poder
determinar los parametros de optimizacion del método y evitar interferencias con la
matriz. Para ello se pesan 4 gramos de soja y se extraen con 20 mL de metanol
acuoso al 50%. Se introduce en el bafio de ultrasonidos a una frecuencia de 25 KHz,
al 100% de intensidad, durante 30 minutos a 60°C [50]. Una vez finalizada la
extraccion se deja enfriar y se centrifuga durante 10 min a 4000 rpm y 10 °C. A una
alicuota de 3 mL de este extracto se le adicionan 60 mL de agua destilada y se
procede a su purificaciobn mediante extraccion en fase sélida (SPE). Se acondiciona un
cartucho de extraccion en fase solida OASIS HLB de 60 mg (Waters Corporation,
Milford, MA, USA) adicionando 3 mL de agua, seguidos de 3 mL de metanol a un flujo
de 10 mL/min. Una vez acondicionado se carga la muestra en el cartucho a un flujo de
10 mL/min y se eluye con 3 mL de una mezcla de varias isoflavonas con
concentraciones conocidas a modo de dopaje. El extracto dopado, ya purificado se
filtra por un filtro de jeringa de nylon de 0,2 ym de tamafo de poro (VWR, West
Chester, PA, USA) para el andlisis cromatografico.

En la aplicacion del método de analisis de isoflavonas con una columna
fused-core se han utilizado muestras sélidas, como soja frita y en conserva, galletas,
hamburguesas y tofu entre otras, y muestras liquidas como leches, zumos, yogures,
salsas y preparados de soja cuya extraccion es ligeramente diferente a la comentada
anteriormente.

Para las muestras liquidas se tomaron 5 mL de muestra por duplicado y se

afiadieron 25 mL de metanol. Se realiza la extraccion en el bafio de ultrasonidos con
las mismas condiciones anteriores, pero a 45 °C [39]. Una vez finalizada la extracciéon
por ultrasonidos se le afiade al extracto el corrector de volumen (flavona) y se filtré por
un filtro de jeringa de nylon de 0,2 um de tamafo de poro (VWR, West Chester, PA,
USA) para el analisis cromatografico. Para las muestras de salsa de soja se utilizaron
5 mL de muestras y 10 mL de metanol en la extraccion, procediendo de igual forma
gue en el resto de muestras liquidas.

Para llevar a cabo la extraccién en las muestras sélidas se pesaron 0,2 g, en
el caso de la soja frita y soja en conserva, y 5,0 g, para el resto, realizando una
primera extraccion con 25 mL de metanol acuoso al 50 % en ultrasonidos con una
frecuencia de 25 kHz, 100 % de intensidad, durante 20 min a 60 °C [32]. Se afiadi6 la
flavona como corrector del volumen final; se centrifug0 y filtré la muestra para llevar a
cabo su analisis cromatografico.
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3.3.2 Resto de muestras

Las muestras sdlidas, entre las que se encuentran té verde, té blanco, té
negro, té rojo, mate, café soluble y té verde con guarand, fueron molidas en un
molinillo de café hasta conseguir un polvo fino y homogéneo, al igual que se hizo con
las muestras de soja y proteina de soja.

Para la extraccion de las muestras sdlidas se pesaron aproximadamente 0,5 g
de muestra, por duplicado, y se realizan tres extracciones secuenciales por
ultrasonidos; primero se extraen con 15 mL de metanol acuoso al 50%, luego con 15
mL de metanol acuoso al 75%, y finalmente con 15 mL de metanol puro. Las muestras
junto con el disolvente de extraccion se introducen en el bafio de ultrasonidos a una
frecuencia de 25 KHz, al 100% de intensidad, durante 20 minutos a 60°C [50].
Después de cada paso de la extraccion la muestra se centrifuga durante 10 min a
4000 rpm y 10 °C, se recoge el sobrenadante y el sélido se somete al siguiente paso
de extraccion. Después de la Ultima extraccion se combinan todos los sobrenadantes y
se enrasa a 100 mL con agua. Finalmente, el extracto se filtra por un filtro de jeringa
de nylon de 0,2 ym de tamafio de poro (VWR, West Chester, PA, USA) para su
analisis cromatografico.

Las muestras liquidas (refresco y bebida energética) se desgasifican en el
bafo de ultrasonidos durante 10 minutos y se filtran por un filtro de jeringa de nylon de
0,2 um de tamano de poro para el analisis cromatografico.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1 Analisis cromatografico de las isoflavonas

Para el andlisis cromatografico de las isoflavonas de soja se utiliz6 el
cromatografo de liquidos con deteccion UV (DAD). Se utilizaron tres columnas
cromatogréficas distintas:

e Columna particulada convencional C18 (CPC): Xbridge™ C18, 3,5 um de tamario de
poro, dimensiones de 150x4,6 mm (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

e Columna monolitica (CM): Chromolith® Performance RP-18 endcapped,
dimensiones de 100x3 mm (Merck, Darmstadt, Alemania).

e Columna de particulas recubiertas, fused-core (CPR): Kinetex™ C18, 2,6 um de
tamafio de poro, 100 A, dimensiones de 100x4,6 mm (Phenomenex, Torrance,
California, USA).

La absorbancia para la deteccién fue monitorizada entre 200 y 400 nm. El
volumen de inyeccion se fijo en 10 uL. El software utilizado para el control del equipo y
la recogida de datos fue Empower 2 versién 6.10.01.00.
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Para determinar las condiciones cromatograficas Optimas para cada una de
las columnas, excepto en el estudio individual de la columna monolitica (apartado
4.2)), se prepar0 una mezcla estandar, a partir de los patrones comerciales, de las 12
isoflavonas objeto de estudio con las concentraciones que se indican en la tabla 55.

Tabla 55. Concentracion de las isoflavonas estudiadas en la mezcla estandar utilizada en el
desarrollo de métodos cromatogréficos.

Concentracion

Isoflavona

mg/L

Di 7,96

Gly 8,01
Gi 8,65

MDi 6,25
MGly 6,81
ADi 7,96
AGly 17,59
MGi 4,87
De 12,57

Gle 11,64
AGi 6,97
Ge 4,86

Esta mezcla estandar se utiliz6 también para determinar los pardmetros
cromatogréaficos 6ptimos para cada uno de los métodos desarrollados.

En el caso concreto de la optimizacidon de los métodos cromatogréaficos
rapidos con una columna monolitica (apartado 4.2) no se utiliz6 esta mezcla de
patrones sino dos muestras dopadas con los patrones de isoflavonas (apartado 3.3.1)
debido a que la muestra de soja disponible para el estudio no poseia en su perfil todas
las isoflavonas de interés en el estudio o no se encontraban en una concentracion
suficiente para evitar posibles errores de deteccion por los interferentes de la matriz.

Se utilizaron a lo largo del estudio dos tipos de muestra dopadas, ya que se
comenz6 con una primera (muestra dopada 1), en la que se aumentaba la
concentracion de la mayoria de las isoflavonas, menos daidzina, glicitina y malonil
genistina que se encontraban en el extracto inicial en una concentracion adecuada.
Una vez agotada esta primera muestra se preparé una segunda muestra dopada en la
gue tampoco se aumentaba la concentracion de los derivados maloniles de la daidzina
y glicitina, ademas de las que no se aumentaban en la primera, ya que se comprob6 a
lo largo del estudio que su concentracion en el extracto inicial era suficiente para su
deteccién. Las adiciones de patron y las concentraciones finales de las muestras se
muestran en la tabla 56.
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Tabla 56. Concentracién de las isoflavonas estudiadas en las muestras dopadas usadas
para la obtencion de métodos rapidos de andlisis cromatogréfico utilizando una
columna monolitica.

Concentracion Concentracion final Concentracién final

muestra de soja de la muestra de la muestra
Isoflavona inicial dopada 1 dopada 2

Ho/g Ha/g Ha/g

Di 210 210 210
Gly 31,2 52,1 52,1
Gi 257 257 257
MDi 141 227 141
MGly 27,3 54,7 27,3
ADi 0,00 47,4 47,4
AGly 0,00 47,4 47,4
MGi 231 231 231
De 29,4 50,6 50,6
Gle 0,00 547 54,7
AGi 17,4 64,8 64,8
Ge 15,4 73,4 73,4

Se realiz6 un estudio de la influencia del disolvente de la muestra con cada
uno de los métodos desarrollados durante la comparacion de fases estacionarias. Para
ello, se redisolvib el extracto estandarizado de proteina de soja en distintos disolventes
(ver apartado 3.3.1).

Para hacer el estudio de reproducibilidad con cada uno de los métodos se
utilizé la muestra de proteina de soja, que contiene las 12 isoflavonas objeto de
estudio.

La identificacion de las isoflavonas fue llevada a cabo comparando los
tiempos de retencion y los espectros ultravioleta de cada uno de los compuestos con
los correspondientes a los patrones individuales de cada una de las isoflavonas
inyectadas con el mismo método y en las mismas condiciones.

La cuantificacion por cada uno de los métodos desarrollados se realizé
mediante las areas obtenidas para cada pico cromatografico a 254 nm, utilizando el
método del patron externo. La curva de calibrado para cada isoflavona se realiz6 con 7
puntos representando la concentracion frente al area. Las ecuaciones de regresion y
coeficientes de correlacion (R?) se calcularon usando el software Microsoft Excel 2007,
y se muestran en el apartado correspondiente.

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron determinados considerando el
valor de 3 y 10 veces la desviacion estandar del blanco, obtenido a partir de blancos
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de muestra (n=10), dividido por la pendiente de la curva de calibrado para cada una de
las isoflavonas [53].

3.4.2 Analisis cromatografico de otros compuestos fenélicos

La columna utilizada para el andlisis simultdneo de veinte compuestos entre
ellos compuestos fendlicos y alcaloides es la columna de particulas recubiertas (CPR),
Kinetex™ C18, 2,6 um de tamafio de poro, 100 A, dimensiones de 100x4,6 mm
(Phenomenex, Torrance, California, USA).

El método fue desarrollado variando distintas condiciones cromatogréaficas
tales como los disolventes utilizados como fase movil, las cantidades de &cido
afadidas a la fase movil, temperaturas, flujos, gradientes de la fase mévil y tiempo de
re-equilibrado.

La absorbancia para la deteccion UV fue monitorizada entre 200 y 400 nm.
Para la deteccion por fluorescencia se utilizaron como longitudes de onda de
excitacion y de emision 280 y 340 nm, respectivamente. En la tabla 57 se muestra la
longitud de onda usada para la deteccién de cada uno de los compuestos.

Tabla57. Concentracion y longitud de onda de deteccion para los compuestos estudiados
en la mezcla estandar utlizada para el desarrollo de distintos métodos

cromatograficos.
Compuesto Detﬁcr;:ién Concrit/:_acién

GalAc 270 8,80
GC 270 13,4
PrtAc 260 10,4
EGC 270 15,7
CAT 270 y Fluorescencia 10,2
ChlAc 320 9,79
Caf 270 9,02
CafAc 320 10,1
EC 270 y Fluorescencia 14,5
EGCG 270 9,16
GCG 270 9,39
CouAc 320 10,4
ECG 270 12,7
MyrR 260 29,1
QueR 260 21,2
QueG 260 8,43
LutG 260 9,32
KpfR 260 9,23
KpfG 260 13,1
ApiG 260 5,67

231



Experimental

El volumen de inyeccion se fij6 en 10 yL. La temperatura de la columna fue de
55 °C y el flujo de 2,2 mL/min. El tiempo de equilibrado entre inyecciones fue de 3
minutos [54]. El software utilizado para el control del equipo y la recogida de datos fue
Empower 2 version 6.10.01.00.

En este caso para determinar los parametros cromatograficos y establecer la
reproducibilidad del método se prepar6 una mezcla estandar de los 20 compuestos
objeto de andlisis con las concentraciones que se indican en la tabla 57.

La identificacion de los compuestos estudiados en las muestras fue llevada a
cabo comparando los tiempos de retencién y los espectros ultravioleta de cada uno de
los compuestos con los correspondientes a los patrones individuales de cada una de
las isoflavonas inyectadas con el mismo método y en las mismas condiciones. Los
espectros de los 20 compuestos analizados se muestran en la figura 81.

La cuantificacidén se realiz6 por medio de las areas obtenidas para cada pico
cromatogréfico a la longitud de onda de deteccion utilizada (tabla 57), utilizando el
método del patron externo. La curva de calibrado para cada compuesto se realizd con
7 puntos representando la concentracion frente al area. Las ecuaciones de regresion y
coeficientes de correlacién (R?) se calcularon usando el software Microsoft Excel 2007,
y se muestran en el apartado correspondiente.

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron determinados considerando el
valor de 3 y 10 veces la desviacion estandar del blanco, obtenido a partir de blancos
de muestra (n=10), dividido por la pendiente de la curva de calibrado para cada una de
las isoflavonas [53].

Para el estudio de distribucion de las muestras analizadas se han utilizado
célculos quimiométricos, como es el analisis de componentes principales (PCA). Para
llevar a cabo este estudio quimiométrico diversas matrices de datos se formaron para
diferenciar las bebidas analizadas en términos de su composicion quimica. El
programa estadistico The Unscrambler 7.5 (Camo Asa, Oslo, Norway) ha sido utlizado
para el andlisis de componentes principales.
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Figura 81. Espectros UV de los 20 compuestos determinados en este estudio.
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Figura 81 (cont.). Espectros UV de los 20 compuestos determinados en este estudio.
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Figura 81 (cont.). Espectros UV de los 20 compuestos determinados en este estudio.

3.5 ESTUDIO DE LA EFICACIA CROMATOGRAFICA

La eficacia de las columnas cromatogréficas utilizadas se evalta en base al
tiempo de retencidn, la anchura de pico, el numero de platos teéricos (N), el factor de
retencion (K’), el factor de selectividad (a), la resolucion (Rs) y la asimetria de pico (A).
Todos estos datos fueron calculados usando las definiciones de la Farmacopea
Europea (EP), siendo éstas las siguientes:

¢ Resolucion (Rs):

tnaxr - tr

Bs=2-
W50t nexr T Wsoog r
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Siendo t, €l tiempo de retencion del pico contiguo al analizado, t, el tiempo
de retencion del pico analizado, Wsoy next €S €l ancho de pico a mitad de altura del pico

contiguo (el 50 %) y wsoy » €S €l ancho de pico a mitad de altura del pico analizado.
(Figura 82)

e Factor de retencion (K’):

tr —1p
= 0

Hi

Siendo t, el tiempo de retencién del pico analizado y t, el tiempo de retencion
del pico no retenido, o tiempo muerto.

¢ Factor de selectividad (a):

Siendo K’, y K’; el factor de retencién para el pico contiguo al analizado y el
del pico analizado respectivamente.

¢ Asimetria de pico (A):

_ Wrsy + Wrsg
2 - I‘FL 505

Siendo Wk s, ¥ W, 50, la anchura al 5 % de altura del pico analizado a la

derecha y a la izquierda del centro del mismo respectivamente. Un pico simétrico
posee una asimetria de pico de valor la unidad.

e Numero de platos teoricos (N):

i\
N =0554-
Wsoog

Siendo Wsq, la anchura del pico a la mitad de altura.
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Figura 82. Representacion de los datos usados para el calculo de los parametros

cromatograficos.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 COMPARACION DE DIFERENTES  TIPOS DE FASES
ESTACIONARIAS PARA EL ANALISIS DE ISOFLAVONAS DE SOJA
MEDIANTE HPLC

4.1.1 Meétodos cromatograficos iniciales

Para comparar las tres fases estacionarias evaluadas se trabaja utilizando
dos métodos cromatogréaficos desarrollados previamente, cada uno con un tipo de fase
movil, y asi evaluar las tres fases estacionarias en igualdad de condiciones.

Para la comparacion de las tres fases estacionarias utilizando como fase
movil metanol se parte de un método de rutina usado en el laboratorio con una
columna particulada convencional, basado en el método desarrollado por Rostagno y
col. 2004 [55], al que se ajustd el gradiente para mejorar la separacion de las 12
isoflavonas.

Utilizando como fase moévil acetonitrilo se parte de un método desarrollado
por Zhang y col. 2004 [56]. Se realizan las modificaciones de flujo y gradiente
necesarias para obtener una mejora en la separacion. Todas estas optimizaciones se
realizan con la mezcla estandar cuyas concentraciones se muestran en la tabla 55.

En principio, los métodos desarrollados con la columna particulada
convencional se traspasan a las otras dos columnas objeto de estudio. Para adecuar
los métodos a las nuevas columnas se tienen en cuenta tanto la longitud, la columna
convencional particulada mide 150 mm de longitud, mientras que la monolitica y la de
particulas recubiertas, miden 100 mm, como el resto de caracteristicas de la columna.

El tiempo de re-equilibrado, que es el tiempo necesario para que las
condiciones iniciales del método sean estables antes de inyectar la siguiente muestra,
se fij6 en 20 minutos para todos los métodos desarrollados.

Los métodos cromatograficos desarrollados para las 3 fases estacionarias
distintas usando las distintas fases maviles son los que se muestran en la tabla 58.

Para establecer los parametros cromatograficos 6ptimos en cada uno de los
métodos y evaluar la eficacia en la separacion, se inyecté la mezcla estandar de las 12
isoflavonas. Los cromatogramas obtenidos mediante la inyeccidon de esta mezcla
estandar con cada uno de los métodos y con cada una de las columnas son los que se
muestran en la figura 83.

241



Resultados y discusion

Tabla58. Métodos cromatograficos con fase mévil acetonitrilo (A) y fase mdvil metanol (B) desarrollados para la comparacion de las tres fases
estacionarias estudiadas: columna particulada convencional (CPC), columna monolitica (CM) y columna particulada recubierta (CPR).

Flujo

PARTICULADA CONVENCIONAL (CPC)
Meéetodo Acetonitrilo (A)

1,2 mL/min

Temperatura

Fases moviles

Gradiente

Flujo

25°C
Fase A Agua 1% acido acético
Fase B Acetonitrilo
Tiempo (min) % B

0,00 8

3,50 15
12,00 17
23,00 24
30,00 50
33,00 100
38,00 100
40,00 8

Método Metanol (B)

0,8 mL/min

Temperatura

Fases moviles

Gradiente

30°C

Fase A Agua 1% acido acético

Fase B Metanol 0,1% acido acético
Tiempo (min) % B

0,00 0

10,00 30

12,00 30

20,00 33

35,00 33

38,75 35

50,00 50

52,00 100

57,00 100

59,00 0

Flujo
Temperatura

Fases moviles

Gradiente

Flujo
Temperatura

Fases moviles

Gradiente

MONOLITICA(CM) Y PARTICULADA RECUBIERTA (CPR)

Método Acetonitrilo (A)

1,2 mL/min
25°C
Fase A Agua 1% acido acético
Fase B Acetonitrilo
Tiempo (min) % B
0,00 8
2,33 15
8,00 17
15,33 24
20,00 50
23,00 100
28,00 100
30,00 8
Método Metanol (B)
0,8 mL/min
30°C
Fase A Agua 1% acido acético
Fase B Metanol 0,1% acido acético
Tiempo (min) % B
0,00 0
6,67 30
10,00 30
13,33 33
23,33 33
25,83 35
33,33 50
35,00 100
40,00 100
42,00 0
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Figura 83. Cromatogramas de la mezcla patron obtenidos con cada método cromatografico
desarrollado para cada columna. CPC/A: columna particulada convencional
usando acetonitrilo como fase movil; CM/A: columna monolitica usando acetonitrilo
como fase moévil; CRP/A: columna de particulas recubiertas usando acetonitrilo
como fase movil.
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Figura 83 (cont). Cromatogramas de la mezcla patron obtenidos con cada método
cromatografico desarrollado para cada columna. CPC/M: columna particulada
convencional usando metanol como fase mavil; CM/M: columna monolitica usando
metanol como fase movil; CRP/M: columna de particulas recubiertas usando
metanol como fase mavil.
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Durante la optimizacién de los gradientes de elucién para cada una de las
fases moviles se observdé que las isoflavonas que eluian en el centro del
cromatograma, ADi, AGly, MGi y De, son las mas dificiles de separar, seguido de los
dos primeros picos, Di y Gly, resultados que concuerdan con los encontrados por
Rostagno y col. 2007 [39] en un primer estudio de separacion de estas isoflavonas
usando columnas monoliticas, donde ya se sugiri6 que la separacion de estos
compuestos es critico para conseguir separaciones rapidas.

Para determinar el efecto del disolvente de la muestra en el desarrollo
cromatogréfico se utilizo el extracto estandarizado de proteina de soja (apartado 3.3.1)
disuelto en distintos disolventes; todas las disoluciones se prepararon por duplicado.

Para estudiar la reproducibilidad del método cromatografico se preparé una
muestra de proteina de soja (5 réplicas) tal y como se indica en el apartado 3.3.1 de
este capitulo.

4.1.2 Presion de trabajo

La presién de trabajo generada por las columnas de cromatografia es un
pardmetro critico puesto que determina el tiempo de analisis al limitar el flujo de la fase
movil que puede ser utilizado, lo que puede llegar a impedir el desarrollo de métodos
cromatograficos mas rapidos.

La presion de trabajo se ve afectada por varios factores tales como la longitud
de la columna, el tamafio de particula, la temperatura, la composicion de la fase mévil
y el flujo de trabajo. En nuestro estudio de comparacion se seleccionaron dos de las
columnas que, por la presién de trabajo que generaban (segun los estudios previos),
permitian conseguir separaciones mas rapidas utlizando sistemas HPLC
convencionales. Durante el estudio realizado se evalué como influye en la presién de
trabajo generada, en cada una de las tres fases estacionarias estudiadas, la
composicion de la fase movil, la velocidad de flujo y la temperatura.

Como era de esperar, uno de los aspectos mas importantes es la influencia
de la fase mdvil, en cada una de las fases estacionarias, en la presion. Se ha
estudiado esta influencia a dos temperaturas, 25°C y 35°C, como se puede observar
en la figura 84 Ay B. La presién maxima se ha fijado en 2500 psi.

Se observa que a mayor temperatura se reduce la presion de trabajo,
permitiendo aumentar el flujo de la fase mdvil, independientemente de la fase
estacionaria utilizada, lo que se debe a que una temperatura de trabajo mas elevada
reduce la viscosidad de la fase movil, generando menor presiéon en el sistema
cromatogréafico. En este caso, incrementando la temperatura de 25°C a 35°C se
consigue una reduccién de presidn media de un 8% y un 10%, segun se utilice como
fase médvil metanol o acetonitrilo, respectivamente. Ademas, para un mismo flujo, el
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acetonitrilo genera menor presion de trabajo que el metanol, lo cual permite mayores
aumentos de flujo y, por consiguiente, permite acortar los tiempos de analisis.

3000
A
2500
. 2000
‘D ——CPC25°C
o
£ 1500 —m—CPC35°C
? —+—CPR25°C
® _
< 000 1 —=—CPR35°C
—e—CM 25°C
500 - —=—CM 35°C
0
0 1 2 3 4 5 6
Flujo (mL/min)
3000
2500 B
__ 2000
- —e—CPC25°C
Q.
~ P o
£ 1500 —m—CPC35°C
@ —e—CPR25°C
-
o
1000 - —8—CPR35°C
——CM 25°C
500 - —a—CM 352C
0
0 2 4 6 8
Flujo (mL/min)

Figura 84. Presion generada por las diferentes columnas ensayadas a diferentes
temperaturas utilizando metanol (A) y acetonitrilo (B) como disolventes de la fase
movil. CPC: columna particulada convencional; CPR: columna de particulas
recubiertas; CM: columna monolitica.

Comparando las columnas, con ambos disolventes, la columna monolitica
proporciona la menor presion, aunque también es la columna que menos presion
soporta, siendo su limite de trabajo de 3000 psi, frente a los 4000 psi de la columna
particulada convencional o los 8700 psi de la columna de particulas recubiertas. Pero
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dentro de ese limite se pueden alcanzar flujos trabajando con 100 % de acetonitrilo de
hasta 8,5 mL/min, y de 6,0 mL/min usando 100% de metanol como fase movil. Por
tanto, utilizando la columna monolitica (CM) se puede trabajar con flujos tres veces
superiores a los que permiten trabajar las columnas particuladas (CPC y CPR).

La columna fabricada con particulas recubiertas como fase estacionaria
presenta presiones similares a la columna convencional particulada, pero hay que
tener en cuenta que la columna con particulas recubiertas posee un tamafio de
particula de 2,6 um frente a los 3,5 um de la convencional. Por lo tanto, la columna de
particulas recubiertas con igual tamafio de particula que la convencional
proporcionaria menos resistencia al flujo, generando una presion mas baja. Ademas,
debido al compactamiento de la columna, la de particulas recubiertas soporta mayores
presiones que la convencional, y los equipos de HPLC pueden soportar 5000 psi de
presion, por lo que se pueden utilizar flujos mas elevados con la columna de particulas
recubiertas que con la convencional. Lo cual indica que la tecnologia de particulas
fused-core supone un importante avance en la fabricacion de materiales utilizados
como fase estacionaria que permiten el desarrollo de métodos cromatogréficos mas
rapidos.

Todo lo expuesto hasta el momento se ha llevado a cabo utilizando como fase
movil el 100% de disolvente orgénico sin embargo, el uso de gradientes es necesario
para el andlisis de la mayoria de los compuestos. Utilizando gradiente, la composicion
de la fase movil varia en el tiempo, lo que puede dar lugar a incrementos en la presién
de trabajo y exceder las limitaciones de presion soportadas por la columna, aspecto
gue ha de ser tenido en cuenta especialmente en las columnas monoliticas cuyo limite
de presion de trabajo es el mas bajo de todas las fases estacionarias evaluadas en
este trabajo. Por lo tanto se estudi6 el comportamiento de la presion utilizando
diferentes porcentajes de disolvente organico (de 0 a 100% de disolvente organico) en
la fase movil a flujo constante (un flujo de 2 mL/min para la columna monolitica y de
0,8 mL/min para las columnas particuladas), utilizando metanol y acetonitrilo como
disolventes organicos (figura 85 Ay B).

En general, los perfiles de presion generados por el cambio de composicion
de la fase mdvil son similares para todas las columnas estudiadas, sin embargo, el
rango de presiones alcanzadas depende de cada columna. Se obtienen presiones mas
altas cuando la fase movil contiene un 20% de acetonitrilo o un 40% de metanol,
independientemente de la fase estacionaria utilizada. Sin embargo se observé que el
metanol utilizado como fase mavil proporciona mayores diferencias de presion entre
un porcentaje de metanol y otro, en cambio el acetonitrilo proporciona perfiles de
presiobn mas planos, con menores variaciones de presion con el cambio de porcentaje
de acetonitrilo en la fase mavil.
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Figura 85. Comportamiento de cada columna utilizando diferentes porcentajes de disolvente
organico (A: metanol; B: acetonitrilo) en la fase movil, a distintas temperaturas.
CPC: columna particulada convencional; CM: columna monolitica; CPR: columna
de particulas recubiertas.

La columna monolitica, que trabaja a 2 mL/min en este estudio, es la que
menor presion proporciona. En cambio las otras dos columnas que trabajan a 0,8

mL/min tienen un comportamiento parecido entre ellas.

Dejando a un lado los aspectos econdmicos y ambientales asociados al uso
de acetonitrilo como disolvente, la menor presion de trabajo y los perfiles de variacién
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mas planos obtenidos con las mezclas acetonitrilo/agua son los aspectos mas
deseables a la hora de elegir una fase movil para el desarrollo de métodos rapidos de
analisis.

4.1.3 Columna particulada convencional (CPC)

Los parametros cromatograficos obtenidos con los dos métodos
desarrollados, usando acetonitrilo y metanol como fase mévil y la columna de
particulas convencional (CPC) (tabla 58 y figura 83-CPC/A y CPC/M), son los que se
presentan en la tabla 59.

Lo primero que se observa es que el orden de elucién es distinto cuando se
utiliza metanol o acetonitriio como fase mdévil, siendo el orden de elucion para el
método que utiliza metanol como fase mdévil, primero MGi seguido de AGly.

En el caso del método que utiliza metanol como fase mévil se consigue la
separacion de las 12 isoflavonas con una buena resolucion en menos de 46 minutos,
siendo el tiempo total de analisis de 59 minutos, ademas de 20 minutos de tiempo de
re-equilibrado. Utilizando como fase movil acetonitrilo se consigue acortar el tiempo de
analisis a menos de 27 minutos, consiguiendo una buena resolucion de todos los
picos, siendo la resolucion media incluso superior a la obtenida utilizando metanol
como fase movil. El tiempo total de analisis usando como fase mévil acetonitrilo es de
40 minutos, mas 20 minutos de tiempo de re-equilibrado. Utilizando acetonitrilo como
fase movil se consigue la separacion de las 12 isoflavonas de soja estudiadas un 24 %
mas rapido que usando metanol como fase movil.

La reproducibilidad para el tiempo de retencion es menor del 2 % para ambos
métodos, siendo menor en el método donde se utiliza metanol como fase movil, pero
siendo aceptable también para el método que utiliza acetonitrilo como fase mdévil. La
anchura de pico es mayor cuando se utiliza metanol que en el caso del acetonitrilo, por
lo que este Ultimo disolvente proporciona picos mas estrechos. Ademas el acetonitrilo
proporciona mayor valor medio de platos te6ricos por metro de columna, sin embargo
analizando los valores individualmente para cada isoflavona no se encuentra una
tendencia clara, ya que en algunos casos ese valor es menor para el método de
metanol, sobre todo en las isoflavonas que eluyen antes, como son los glucésidos (Di,
Gly y Gi). Sin embargo, en ambos casos se obtienen picos relativamente asimétricos,
con valores de asimetria mayores de uno. No obstante, los picos estan bien resueltos
utilizando ambos métodos, siendo los valores de resolucibn mayores de 1,5 para todas
las isoflavonas estudiadas.
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Tabla 59.

Parametros cromatograficos obtenidos con la columna particulada convencional

(CPC) con cada uno de los métodos cromatografico desarrollados. RSD:

desviacién estandar relativa en %; tr: tiempo de retencion.

METANOL

Platos
tedricos/
metro

Factor de
Retencion

Anchura
de pico

Tiempo de

. Asimetria
retencion

RSD
Isoflavona
(segundos)

(minutos) tr (N/m)

Factor de

Selectividad Resolucion

ACETONITRILO

Platos
tedricos/
metro

Factor de
Retencion

Anchura
de pico

Tiempo de

) Asimetria
retencion

Isoflavona

(segundos) (N/m)

(minutos)

Factor de

Selectividad FEsellEL

Para ambos métodos se realizé el calibrado, con respuesta lineal entre 0,1 y
50 mg/L para las 12 isoflavonas, con una curva de 6 puntos, obteniendo valores de
coeficientes de regresion (R?) mayores de 0,9820. Las curvas de calibracién para cada

isoflavona se muestran en la tabla 60.
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Tabla 60. Curvas de calibracion obtenidas con la columna particulada convencional (CPC)
para cada isoflavona y con cada método cromatografico desarrollado.

METANOL ACETONITRILO

Isoflavona Ordenada Pendiente 8 Isoflavona Ordenada Pendiente R?
-1191 83768 0,9999 1737 54115 0,9998

-13312 76653  0,9993 -4381 50059 0,9991
-78895 121027 0,9960 -22663 78185  0,9997

-1438 101108 0,9999 2097 65317  0,9998
-15881 91447  0,9993 -5227 59721 0,9991
-1312 92229  0,9999 1913 59581  0,9998

-94595 145112 0,9960
-14563 83858  0,9993

-8444 83975  0,9994
-23351 59291  0,9820
-86548 132767 0,9960
-21001 115259 0,9993

-4793 54765  0,9991
-27172 93744  0,9997
-16167 55402  0,9998
-24934 41516  0,9873
-24861 85769  0,9997

-6489 73060  1,0000

Se realiz6 el estudio de reproducibilidad (n=5) con una muestra de extracto de
proteina; los datos obtenidos con cada uno de los métodos se muestran en la tabla 61
y los cromatogramas denominados CPC/M en el caso del metanol () y CPC/A en el
caso del acetonitrilo, se muestran en la figura 86.

Tabla 61. Datos de reproducibilidad en el tiempo de retencion y en la concentracion para los

extractos de proteina de soja analizados con la CPC mediante los dos métodos
estudiados. RSD: desviacién estandar relativa en %.

METANOL ACETONITRILO

Tiempo de  Concentracion Tiempo de  Concentracion
retencion media retencion media

Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD* Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD*
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Figura 86. Cromatogramas de los extractos de proteina de soja obtenidos con la columna
particulada convencional (CPC) con los dos métodos estudiados: CPC/M
(metanol) y CPC/A (acetonitrilo).

La variabilidad obtenida en el tiempo de retencion es inferior al 1 % para
todas las isoflavonas en ambos métodos. En cuanto a la variabilidad de la
concentracion obtenida para algunas isoflavonas es superior al 3 %, pero si
observamos los parametros cromatograficos para esas isoflavonas, esta variabilidad
corresponde a aquellas peor separadas (con menor valor de resolucion), lo que unido
a la asimetria de los picos, dificulta la integracion de los mismos.

Teniendo en cuenta estos resultados se puede concluir que estos métodos
son aceptables para el andlisis de las 12 isoflavonas, aunque el tiempo de andlisis
continta siendo largo, lo que hace que el nimero de muestras que se pueden analizar
al dia sea relativamente bajo.
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Ademas la simetria de los picos en esta columna es baja, tanto en el método
gue utiliza metanol como en el que utiliza acetonitrilo, lo cual puede condicionar los
limites de deteccion y cuantificacién, especialmente cuando se trabaja con muestras
en las que pueden aparecer interferencias, puesto que la asimetria da lugar a picos
mas anchos y consecuentemente, genera menor altura de pico.

4.1.4 Columna monolitica (CM)

El gradiente del método utilizado con la columna particulada convencional
(CPC) se ajustd a la columna monoalitica considerando el factor de la longitud de la
columna, tal y como se puede observar en la tabla 58, sin embargo, el traspaso del
método no se puede realizar de forma directa, ya que no se mantienen las condiciones
de separacion, aspecto que ya habia sido observado van Nederkassel y col. 2003 [41].
En el caso de las 12 isoflavonas de soja estudiadas, no es posible la separacion total
de las mismas (figura 83-CM/A y CM/M), aunque con el método que utiliza acetonitrilo
como disolvente se consigue una resolucién pobre de los tres picos mas conflictivos
(AGly, MGi, De) y su cuantificacién es posible mediante la altura del pico en vez del
area. Algo a tener en cuenta de estas isoflavonas poco resueltas, que son las
isoflavonas que eluyen en el centro del cromatograma (ADi, AGly, MGi y De), es que
son las isoflavonas mas dificiles de separar junto con las gue eluyen al principio (Diy
Gly), segun los estudios realizados con anterioridad con columnas monoliticas por
Rostagno y col. 2007 [39], donde se sugirid que la separacién de estos compuestos es
critica para conseguir separaciones cromatograficas rapidas.

A pesar de la falta de resolucion, es posible evaluar los pardmetros
cromatogréaficos obtenidos utilizando la columna monolitica con ambos disolventes,
fijandonos en las isoflavonas resueltas; estos parametros se muestran en la tabla 62.
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Tabla 62. Parametros cromatograficos obtenidos con la columna monolitica (CM) con cada
uno de los métodos cromatograficos desarrollados. n.r.: pico no resuelto; RSD:

desviacién estandar relativa en %; tr: tiempo de retencion.

METANOL

Platos
tedricos/ Asimetria
metro

Factor de
Retencion

Tiempo de Anchura
o RSD .
Isoflavona  fetencion de pico

(minutos) tr (segundos) (N/m)

Factor de

Selectividad Resolucion

ACETONITRILO

Platos
tedéricos/ Asimetria
metro

Factor de
Retencion

Tiempo de Anchura

Isoflavona retencion de pico

(minutos) (segundos) (N/m)

Factor de

Selectividad FEsellEL

El método que utiliza acetonitrilo como fase mévil resuelve los 12 picos en
menos de 12 minutos, pero la resoluciéon no es adecuada para todos los picos. Los
picos AGly, MGi y De estan parcialmente solapados, pero se diferencian los tres picos,
lo cual permite su cuantificacion utilizando la altura del pico y no el area del mismo. En
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el caso del método que utiliza metanol como fase mévil no se resuelven tres de las 12
isoflavonas objeto de estudio, por lo que el método no es apropiado para su
cuantificacion.

Sin embargo la variabilidad de los tiempos de retencién utilizando ambos
disolventes como fase movil es inferior al 0,5 %, lo cual indica una alta
reproducibilidad, mayor que la observada para la columna particulada convencional
(CPC). Lo mismo se observa para la anchura de picos, siempre considerando
Unicamente los picos resueltos.

En cuanto a la simetria, se observa cierta simetria que depende de la
isoflavona, sin embargo, la asimetria es inferior a la observada en la columna
particulada convencional.

El calibrado realizado para cada uno de los métodos se muestra en la tabla
63, siendo los coeficientes de regresién para todas las isoflavonas resueltas mayores
de 0,9844.

Tabla 63. Curvas de calibrado obtenidas con la columna monolitica (CM) para cada
isoflavona y con cada método cromatografico desarrollado.

METANOL ACETONITRILO

Isoflavona Ordenada Pendiente R? Isoflavona Ordenada Pendiente R?
-7039 86748 00,9998 56777
-14852 79800 0,9993 -7111 52326 0,9992
-66625 128997 0,9989 -26743 82436 0,9996
-8496 104705 0,9998 -1712 68530 0,9998
-17719 95201 0,9993 -8483 62426 0,9992
-7750 95509 0,9998 -1562 62511 0,9998

No resuelto -7779 57245 0,9992
No resuelto -32065 98841 0,9996
No resuelto -23943 58349 0,9995

-128780 62848 0,9961
-73088 141510 0,9961
-73735 96282 0,9987

-25798 43263 0,9844
-29337 90433 0,9996
-10663 76981 0,9999

Tanto la concentracion como los valores de reproducibilidad para la muestra
de extracto de proteina analizada se muestran en la tabla 64.
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Tabla 64. Datos de reproducibilidad para el tiempo de retencion y la concentracion para los
extractos de proteina de soja analizados con la CM utilizando los dos métodos

desarrollados. RSD: desviacion estandar relativa en %.

METANOL
Tiempo de

ACETONITRILO

Tiempo de  Concentracion
retencion media

Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD*

Concentracién
media

Ha/g RSD*
239,1

retencion
Isoflavona RSD*

Di 0,12

minutos

Gly 8,06 0,37 355 4,96 307 1,19 27,0 0,10
Gi 8,70 0,81 275 2,07 394 1,05 267 0,96
MDi 10,63 2,20 33,2 3,65 466 1,17 30,7 2,59
MGly 11,32 2,13 18,7 4,53 4,74 1,10 12,4 2,78
ADi 12,50 2,18 150 4,71 6,06 1,06 137 2,36
MGi No resuelto 6,74 1,07 224 6,74
AGly No resuelto 708 135 623 7,08
De No resuelto 720 135 438 7,20
Gle 15,94 1,33 164 0,19 838 158 31,5 0,83
AGi 16,89 1,48 175 2,41 10,25 1,02 214 1,06
Ge 18,04 1,14 38,8 2,553 12,16 1,16 22,8 2,551
Total 1129 1108

La media de variabilidad en la concentracion de cada isoflavona resuelta es
menor del 8% para ambos métodos, mayor que la obtenida en los métodos usando
una columna particulada convencional (CPC). Las mayores variabilidades en la
concentracion se observan para las isoflavonas peor resueltas (AGly, MGi y De), lo
cual puede justificar la mayor variabilidad en su cuantificacion.

Ademas, se observa que en la cuantificacion de la isoflavona Gle con el
método que utiliza como fase movil metanol, se obtiene una concentraciéon mayor a la
obtenida con el método que utiliza acetonitrilo como fase mdévil, y también superior a la
obtenida con la columna particulada convencional (CPC). El analisis espectral de este
pico cromatogréafico indica que un compuesto no identificado co-eluye con esta
isoflavona, por lo que la determinacién de la misma con este método no es posible, ya
gue se estaria cometiendo un error sistematico por exceso.

Para el resto de las isoflavonas resueltas, las concentraciones obtenidas con
ambos métodos utilizando la columna monolitica son similares, y también lo son si los
comparamos con los obtenidos utilizando los métodos desarrollados con la columna
particulada convencional. La concentracion total obtenida en el caso del método que
utiliza acetonitrilo como fase mdévil, que es el que resuelve todas las isoflavonas objeto
de estudio, es equivalente a la obtenida con la columna particulada convencional. Los
cromatogramas obtenidos al analizar los extractos de proteina de soja utilizando la
columna monolitica y las diferentes fases méviles, son los que se muestran en la figura

256



Capitulo 2: Desarrollo de métodos cromatogrdficos rdpidos para el andlisis de compuestos fendlicos

87; donde se observa la no resolucion de la totalidad de los picos utilizando metanol
como fase movil (CM/M).
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Figura 87. Cromatogramas de los extractos de proteina de soja obtenidos con la columna
monolitica (CM): CM/M (metanol) y CM/A (acetonitrilo).

Por lo tanto, el método con la columna monolitica usando como fase mavil
metanol para el andlisis de las 12 isoflavonas es poco recomendable, ya que no se
resuelven todos los picos.

En cambio el método que utiliza acetonitrilo como fase movil realiza el andlisis
de las 12 isoflavonas en menos de 13 minutos. EI método utilizado es de 30 minutos y
se han utilizado 20 minutos de re-equilibrado, aunque las columnas monoliticas
pueden equilibrarse en menos de 5 minutos, lo que acortaria el tiempo de analisis de
forma considerable. Ademas como se ha comentado anteriormente, este tipo de
columna, debido a su estructura, genera menor presion de trabajo; por lo tanto, otra
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posibilidad para acortar el tempo de andlisis es aumentar el flujo, ya que el sistema no
esta trabajando a su maxima presion, algo que se tendra en cuenta en la optimizacion
del método cromatografico de andlisis de isoflavonas con una columna monolitica.

Sin embargo, hay que tener en consideraciéon que es de suma importancia
conseguir la separacion de tres de los picos (AGly, MGi y De), ya que un aumento del
flujo, podria producir un solapamiento parcial de estos picos.

4.1.5 Columnade particulas recubiertas (CPR)

Se realiza el traspaso del método desde la columna particulada convencional
(CPC) a la columna de particulas recubiertas (CPR) usando el factor de longitud de la
columna (tabla 58). Como se puede observar en los cromatogramas obtenidos con
esta columna (figura 83), los picos son mas estrechos y mas simétricos que con las
otras columnas estudiadas, aspecto que se ve reflejado en la mejora de los
pardmetros cromatograficos que se muestran en la tabla 65.

Se observa el mismo cambio en el orden de eluciébn que en la columna
particulada convencional y en la columna monolitica; segin se utilice acetonitrilo o
metanol como fase movil se observa un cambio en el orden de elucion de MGi y AGly.

En el caso del método que utiliza metanol como fase movil se consigue una
alta resolucion en la separacién de todas las isoflavonas, en comparacién con el resto
de métodos cromatograficos que utilizan metanol como fase moévil de este estudio. El
tiempo de retencion para la ultima isoflavona (Ge) es de 32,95 minutos. Por otro lado,
utilizando acetonitrilo como fase movil, la separacién de todas las isoflavonas se
consigue en menos de 19 minutos (tiempo de retencion para Ge, 18,29 minutos), con
una resolucién superior a la conseguida con el método que utiliza metanol. De hecho,
la resolucién con el método que utiliza acetonitrilo como fase mévil en la columna de
particulas recubiertas es la més elevada entre todos los métodos desarrollados con
ambos disolventes y las distintas columnas (convencional, CPC, y monolitica, CM).

El tiempo total de andlisis cromatografico para las 12 isoflavonas con total
separacion para una columna de particulas recubiertas es, en este caso, de 42
minutos utilizando acetonitrilo y de 59 minutos utilizando metanol como fase movil.

Los picos cromatograficos obtenidos para cada una de las isoflavonas son
mas estrechos que los observados utilizando la columna particulada convencional
(CPC) y la monolitica (CM). Ademas, se observa que para ambos métodos los picos
son mas simétricos, con valores de asimetria muy préximos a uno para la mayoria de
las isoflavonas estudiadas.
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Tabla 65. Parametros cromatograficos obtenidos con la columna de particulas recubiertas
(CPR) con cada uno de los métodos cromatograficos desarrollados. RSD:
desviacién estandar relativa en %; tr: tiempo de retencion.

METANOL

Tiempo de Anchura Rla_tos . . Factor de Factor de
teéricos/ Asimetria

retencion de pico metro Retenciéon  Selectividad

Resolucién
Isoflavona

(minutos) (segundos) (N/m)

ACETONITRILO

Platos
tedéricos/ Asimetria
metro

Factor de Factor de
Retencion  Selectividad

Tiempo de Anchura

L . Resolucién
retencion de pico

Isoflavona

(minutos) (segundos) (N/m)

El nimero de platos tedricos y la resolucion para esta columna de particulas
recubiertas, o fused-core, son mayores que los obtenidos con la columna particulada
convencional o la columna monolitica. Estas diferencias con la columna particulada
convencional pueden ser debidas a la menor longitud de la columna y a la mayor
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capacidad de separacion debida al menor tamafio de las particulas que componen la
columna fused-core.

En las curvas de calibracion para las isoflavonas estudiadas, realizadas con
seis puntos, se han obtenido coeficientes de regresién (R%) mayores de 0,9830, y se
muestran en la tabla 66.

Tabla 66. Curvas de calibracion obtenidas con la columna de particulas recubiertas (CPR)
para cada isoflavona y con cada método cromatogréfico desarrollado.

METANOL ACETONITRILO

Isoflavona Ordenada Pendiente R? Isoflavona Ordenada Pendiente R?

-5088 85999  0,9999 -2728 57445  0,9997
-14313 78799  0,9992 -9456 52704 0,9991
-37655 123347 0,9994 -32245 84021 0,9994

-6141 103800 0,9999 -3293 69336  0,9997
-17076 94007  0,9992 -11281 62876  0,9991

-5602 94684  0,9999 -3003 63247  0,9997
-45148 147893 0,9994 -10345 57659  0,9991
-15659 86206  0,9992 -38661 100742 0,9994
-28615 87972  0,9994 -23735 59145  0,9995
-41005 65770  0,9858 -20689 42944  0,9830
-41307 135312 0,9994 -35372 92171  0,9994
-7565 116722  0,9996 -13503 76875  0,9999

En la tabla 67 se muestran los valores de reproducibilidad (n=5) y el
cromatograma del extracto de proteina inyectado con ambos métodos, es el que se
muestra en la figura 88.

La variabilidad en el tiempo de retencion es inferior al 0,30 % para ambos
métodos, aunque es ligeramente menor para el método que utiliza metanol como fase
movil. La variabilidad en las concentraciones es inferior al 4 % para ambos métodos y
para todas las isoflavonas. Los valores de reproducibilidad son los menores obtenidos
en todos los métodos estudiados hasta el momento.

Las concentraciones individuales y totales de las isoflavonas son equivalentes
a las obtenidas con las otras dos columnas, para ambos métodos. También se
observé una menor variabilidad en los resultados obtenidos con la columna de
particulas recubiertas que con los otros tipos de fases estacionarias. Por lo tanto, los
dos métodos pueden ser utilizados para el analisis de las isoflavonas.
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Tabla 67. Datos de reproducibilidad para el tiempo de retencién y la concentracion para los
extractos de proteina de soja analizados con la CPR con los dos métodos
estudiados. RSD: desviacion estandar relativa en %.

METANOL ACETONITRILO

Tiempo de Concentracién Tiempo de  Concentracion
retencion media retencion media

Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD* |[soflavona minutos RSD* ug/g RSD*
Di
(€1)%
Gi
MDi

MGly

ADi
MGi
AGly
De
Gle
AGi
Ge
Total

Por otro lado, estos métodos siguen siendo largos, 59 minutos para el
metanol y 42 minutos para el acetonitrilo, mas 20 minutos del re-equilibrado, aunque,
al igual que antes, el re-equilibrado se puede optimizar y asi acortar el analisis, ya que
al ser la columna de menor longitud es necesario menor tiempo. Sin embargo, estos
métodos son el mismo método desarrollado para una columna particulada
convencional, al que se le ha aplicado un factor de cambio debido a la longitud de la
columna; comparando la resoluciébn de los compuestos en ambas columnas se
observa que con la columna de particulas recubiertas, o fused-core, es posible una
reduccién drastica del tiempo de andlisis. Por tanto, observando la mejora obtenida en
practicamente todos los parametros cromatogréficos, es posible modificar el gradiente
para separar en menos tiempo los compuestos. Ademas con este tipo de columnas es
posible reducir el tiempo de andlisis porque es posible un aumento del flujo, con un
riesgo menor de falta de resolucion, ya que este tipo de columnas soportan mayores
presiones que las convencionales y su resolucion es elevada.
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Figura 88. Cromatogramas de los extractos de proteina de soja obtenidos con la columna de
particulas recubiertas (CPR), o fused-core, con los dos métodos estudiados:
CPR/M (metanol) y CPR/A (acetonitrilo).

Por otro lado, la capacidad de poder aplicar exactamente las mismas
condiciones cromatogréficas que se desarrollasen para una columna particulada
convencional es una caracteristica excelente ya que permite transferir un método de
rutina sin la necesidad de cambiar las condiciones, y aun asi reducir el tiempo de
analisis, consiguiendo mayor resolucién y una reproducibilidad similar.

En general, las columnas de particulas recubiertas (CPR), o fused-core,
muestran mejores propiedades cromatograficas que las columnas particuladas
convencionales (CPC) o las columnas monoliticas (CM) para todas las isoflavonas
estudiadas.
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416 Efecto del disolvente de la muestra

Un factor importante y a menudo olvidado en la seleccion de una fase
estacionaria o fase mévil es el disolvente en el que se encuentra la muestra que va a
ser inyectada en el sistema cromatografico. El disolvente de la muestra puede producir
distorsion en los picos, especialmente cuando se inyectan muestras con alta
concentracion de acetonitrilo en una columna cromatogréfica equilibrada con un baja
concentracion de dicho disolvente [57].

Rostagno y col. 2007 [39] estudiaron el efecto del disolvente de la muestra en
la separacion cromatogréfica de las isoflavonas acoplando dos columnas monoliticas,
no encontrando ningun efecto significativo. Sin embargo, el alto flujo utilizado en este
estudio, 5 mL/min, podria haber sido el responsable de no observar el efecto debido al
disolvente de la muestra. Ademas se estudiaron concentraciones relativamente bajas
de disolvente organico en la muestra. Aunque la mayor razén de que no se observara
el efecto es que el método cromatogréafico que se desarrollaba utilizaba metanol como
fase movil.

Por lo tanto en este estudio, se ha considerado interesante evaluar el efecto
de la alta concentracion de disolvente orgénico en la muestra. Para ello se redisolvi
extracto estandarizado de proteina de soja liofilizada (apartado 3.3.1) en distintas
mezclas acuosas de disolventes orgénicos: 50% y 75% etanol (EtOH), 50% y 75%
metanol (MeOH) y 50% y 75% acetonitrilo (AcCN). Cada muestra fue inyectada con
los diferentes métodos en las diferentes fases estacionarias. En la figura 89 se
muestran la seccion de las 4 isoflavonas que eluyen en primer lugar (Di. Gly, Gi y MDi)
de los cromatogramas solapados de las muestras disueltas en los distintos disolventes
acuosos para cada uno de los métodos cromatogréaficos desarrollados.

Como se puede observar, en este caso el disolvente en que se carga la
muestra ejerce importantes efectos en los picos cromatograficos, sobre todo cuando
se utiliza acetonitrilo como fase moévil -CPC/A, CM/A, CPR/A-. Esto ocurre
especialmente cuando las concentraciones de acetonitrilo en la muestra son
superiores al 75 % y afecta sobre todo a las isoflavonas con indice de polaridad mas
alto (las primeras del cromatograma; Di, Gly y Gi). Ademas se observa que el uso de
altas concentraciones de etanol o acetonitrilo en la muestra incrementan la anchura
del pico cromatografico, y en el caso de la columna particulada convencional usando
acetonitrilo como fase movil (CPC/A) afecta también a los tiempos de retencién.

Por otro lado cuando se usa metanol como fase movil, los efectos del
disolvente son menores, independientemente de la fase estacionaria utilizada; afecta
menos a la forma del pico e incluso algunas isoflavonas no se ven afectadas.
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En la columna monolitica es en la que mas afecta el disolvente en el que se
carga la muestra, ya que se observan picos cromatograficos con anchuras mayores, e
incluso desdoblados, usando como disolvente de la muestra etanol y acetonitrilo
acuosos al 75%. En cambio el efecto es menor en la columna particulada convencional
y en la columna de particulas recubiertas. La columna particulada convencional (CPC)
es la que mayor resistencia presenta a los efectos de las altas concentraciones de
acetonitrilo en el disolvente de la muestra, no presentando distorsidon alguna en la
forma de los picos cromatogréaficos.

Estos resultados indican que, si es posible, se debe evitar el uso de elevadas
concentraciones de etanol o acetonitrilo como disolventes de extraccion, para asi
eliminar la necesidad de utilizar pasos adicionales de preparacién de muestra tales
como la evaporacion y redisolucion de la muestra, para evitar la distorsion de los picos
cromatograficos durante el andlisis. Ademas estas etapas adicionales pueden
promover la degradacién de los derivados malonil e incrementar las pérdidas, la
variabilidad y los errores debidos a la manipulacion de las muestras. Por lo tanto, el
uso de metanol acuoso como disolvente para la inyeccion de la muestra, ya sea al
50% o al 75%, es el que menos afecta a los picos cromatogréaficos y puede ser una
buena opcidn para evitar pasos adicionales de post-extraccion en el analisis.

En general, el uso de columnas particuladas y metanol como fase maovil para
el analisis cromatografico evita el no deseable efecto del disolvente de la muestra, de
modo que no es necesario evaporar y redisolver las muestras antes de su analisis
cromatogréfico, lo cual asegura la estabilidad de las isoflavonas objeto de estudio,
siendo mas precisa su cuantificacién.

4.1.7 Metanol vs. acetonitrilo como fases moviles

Una vision general de las separaciones obtenidas con acetonitrilo y metanol
como fases moviles indica un mayor rendimiento cromatogréafico del acetonitrilo como
fase movil, independientemente de la columna utilizada (figura 83).

Con ambos disolventes se obtuvo una separacion similar de las 12
isoflavonas, pero utilizando acetonitrilo como fase mévil se consiguié dicha separacion
en menos tiempo y obteniendo picos mas simétricos. Por ejemplo, el tiempo de
retencién de Ge, isoflavona que eluye en ultimo lugar, es de aproximadamente 32
minutos usando metanol como fase movil (CPR/M); con la columna de particulas
recubiertas (CPR), o fused-core, mientras que usando acetonitrilo como fase mavil fue
de aproximadamente 18,5 minutos (CPR/A). Estas diferencias pueden ser debidas a
gue el metanol como fase mévil genera mayor presion, (figura 84), limitando el flujo a
0,8 mL/min; el acetonitrilo permite utilizar un flujo de 1,2 mL/min, reduciendo de este
modo el tiempo de andlisis.
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Aunqgue el metanol se utiliza cada vez mas como una alternativa al acetonitrilo
por ser mas econémico y mas respetuoso con el medio ambiente, el consumo de
disolvente usando metanol como fase movil resulta muy superior al consumo usando
acetonitrilo, por lo que se debe tener en cuenta a la hora de seleccionar un disolvente
u otro como fase movil.

Una de las diferencias méas importantes observadas entre el uso de
acetonitrilo o metanol fue el cambio en el orden de elucién en algunas isoflavonas,
independientemente de la fase estacionaria utilizada. MGi y AGly cambian su orden de
elucion, dependiendo de la fase mavil utilizada, ya sea acetonitrilo o metanol. Esta
puede ser una herramienta de selectividad atractiva que se puede utilizar para resolver
problemas de separacion cromatografica de estos compuestos en matrices complejas.

Ademas el metanol como fase mdévil mostr6 una mayor resistencia a las
variaciones debidas al disolvente en que se encuentra disuelta la muestra, lo cual
puede ser utilizado para reducir en general el método de determinacion analitica, que
incluye tanto la preparacion de muestras como el analisis.

4.1.8 Conclusiones

En base a los resultados expuestos en este capitulo, la columna particulada
convencional (CPC) proporciona resultados aceptables, pero el tiempo de andlisis es
relativamente largo con ambas fases moviles (metanol o acetonitrilo). Para la
obtencion de un método rapido debemos tener en cuenta la limitacion del flujo, y por lo
tanto del tiempo de andlisis, por las altas presiones que genera. Usando acetonitrilo
como fase movil, existen problemas de deformacién en los picos cromatograficos
cuando se inyecta la muestra disuelta en un medio con altas concentraciones de
disolvente organico.

De todas las fases estacionarias evaluadas, la columna monolitica (CM)
genera las menores presiones de trabajo, lo cual puede ser de gran utilidad para el
desarrollo de un método cromatografico donde se aumente el flujo de fase mévil y en

consecuencia se reduzca el tiempo de andlisis. Pero es la fase estacionaria mas
afectada por la concentracion de disolvente organico en la muestra. Ademas hay que
destacar la imposibilidad de transferir un método cromatografico desarrollado
previamente en una columna particulada a una columna monolitica para el analisis de
isoflavonas, lo cual hace que sea necesario el desarrollo de un método nuevo de
cromatografia, requiriendo un estudio mas complejo y especifico.

La columna de particulas recubiertas, o fused-core (CPR), es la que muestra
el mejor comportamiento cromatografico de todas las columnas evaluadas en este
estudio, para estos analitos, excepto en su resistencia a las variaciones debidas a

altas concentraciones de disolvente organico en la muestra. El uso como fase
estacionaria de una columna de particulas recubiertas da lugar a picos mas estrechos,
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mayor resolucion y menores tiempos de andlisis, lo cual hace que sea la columna mas
apropiada para la optimizacion de un método rapido de analisis de las 12 isoflavonas
objeto de estudio.

En general, e independientemente de la fase estacionaria utilizada, el uso de
acetonitrilo como fase movil muestra un mayor rendimiento cromatogréfico para el
analisis de las isoflavonas y un gran potencial para ser usado en el desarrollo de
métodos cromatograficos mas rapidos, debido en parte a la baja presion de trabajo
gue genera, que permite utilizar flujos mas altos. Sin embargo, el efecto en la forma
del pico cromatografico debido al disolvente de inyeccién de la muestra se incrementa.

Por otro lado, el metanol como fase moévil presenta una atractiva alternativa
para resolver problemas de selectividad, pero también para eliminar la necesidad de
etapas de post-extraccion, puesto que utilizando esta fase movil afecta menos en qué
disolvente se carga la muestra. Teniendo este aspecto en cuenta, se puede evitar la
distorsion de los picos durante el analisis cromatografico, sin afiadir etapas al método
durante la preparacion de la muestra.
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4.2 DESARROLLO DE METODOS CROMATOGRAFICOS RAPIDOS
PARA EL ANALISIS DE ISOFLAVONAS DE SOJA USANDO UNA
COLUMNA MONOLITICA

Para el desarrollo de un método de analisis de las 12 isoflavonas de soja
usando una columna monolitica aplicamos los principios que presentan Kromidas y
col. 2008 [58], debido a que el traspaso de un método cromatogréafico desarrollado en
una columna particulada convencional no ha sido posible (apartado 4.1).

Partimos de las fases méviles usadas en el apartado anterior, que son las
comunmente utilizadas para el andlisis cromatografico de isoflavonas [25], agua con
0,1% de &acido acético y metanol o acetonitrilo con 0,1% de acido acético. La
temperatura de trabajo es 35°C. Como flujo usamos 2,2 mL/min; el maximo flujo que
nos permite trabajar por debajo del limite de presion de la columna con la composiciéon
de fase movil 60:40 (agua:metanol), que era la mezcla de fase movil que mayor
presion ejercia a esa temperatura de trabajo (apartado 4.1.2). Para el desarrollo del
método se utiliza inicialmente la muestra de soja dopada 1, cuya concentracion se
muestra en la tabla 56.

4.2.1 Modo isocratico vs. modo gradiente

Se inicia la optimizacion del método cromatogréfico realizando una serie de
métodos con la elucidén en isocratico que se muestran en la tabla 68 y las figuras 90,
91y 92.

Tabla 68. Métodos cromatograficos isocraticos evaluados para ambos disolventes organicos,

para el desarrollo de un método de andlisis de isoflavonas de soja con una
columna monolitica.

% H,O
0,1% acido acético

(A)

Isocraticos
%A | %B

% MeOH o AcCN 0,1%
acido acético (B)
Método 1
Método 2
Método 3
Método 4
Método 5
Método 6
Método 7
Método 8
Método 9

En la figura 90 podemos observar que se consigue mas separacion de picos
con menores porcentajes de acetonitrilo en la fase movil; por ello, se estudian 4
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mezclas méas (figura 91) con porcentajes de fase orgénica en la fase movil menores
del 20%. Tras este estudio se encuentra que es posible la separacién de todas las
isoflavonas estudiadas sin variar la composicién de la fase movil en todo el andlisis
siendo la composicién de la misma 87,5% acuoso y 12,5% orgéanico; de este modo el
tiempo de andlisis se alarga hasta 14 minutos, y los picos presentan un mayor
ensanchamiento.

La numeracion de cada uno de los picos se corresponde con una isoflavona
concreta que se muestra en la tabla 69.

Tabla 69. Correlacion entre isoflavona y numeracion utilizada durante el estudio.

Isoflavona Numero asignado

Daidzina

Glicitina
Genistina
Malonil daidzina
Malonil glicitina
Acetil daidzina
Acetil glicitina
Malonil genistina
Daidzeina
Gliciteina

Acetil genistina
Genisteina

PR
SR Blox~NouswNR

Esta numeracion se utiliza a lo largo de esta seccion en la mayoria de los
cromatogramas sin embargo, en aquellos en los que hemos considerado que los
numeros entorpecian el grafico, se ha decidido no incluirlos y sélo destacar el nUmero
de picos que se resuelven para simplificar la presentacion de los resultados del estudio
de optimizacion del método cromatografico.
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M 5 picos —67.5/32.5
-
‘ —70/30
5 picos
M 7 picos —72:5127.5
7 picos —75/25
8 picos
—77.5/22.5
9 picos
—380/20
0 1 . : !

Figura 90. Cromatogramas obtenidos con elucién en isocrético utilizando como fases maviles
agua 0,1% acido acético y acetonitrilo 0,1% acido acético.
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050{ 1-2 8 picos
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Minutes

10 picos 85/15
0.304

0.204

AU

0.104

Minutes

T
5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

0.25 3
0.20

0.154

AU

0.107

1M1 42
0.057

12 picos 87,5112,5

I

T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Minutes

T
15.00

0144 |1 3
0.124
0.104
0.084

11 picos 90/10

AU

0.067
0.044

0 oz-J

0.00-

11-12

JL

T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00

Minutes

Figura91. Cromatogramas de los nuevos métodos en isocratico con fases moviles agua
0,1% acido acético y acetonitrilo 0,1% &cido acético. La numeracion de los picos

corresponde a cada una de las isoflavonas detectadas (ver tabla 69).

En la figura 92 se muestran los cromatogramas obtenidos utilizando métodos
en isocratico con la fase mévil compuesta por metanol 0,1% acido acético. Los picos
estan menos definidos que con acetonitrilo, poseen mayor anchura. Al igual que con el
acetonitrilo, se consigue la mayor separacion de picos a mayores porcentajes de agua,
pero el andlisis se alarga demasiado llegando a casi los 40 minutos (para la mezcla

80/20), y no se consigue la separacion total de las 12 isoflavonas objeto de estudio.
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7 picos
60/40
9 picos
—65/35
3
' 10 picos
10 picos
——67:5132:5 —77.5122.5
8-9
| | l 2 4 1
1
‘\ Ll M I 56.7 || 10 2
JL“ JW \JU A
12| ? N
e 11 picos
780 1050 — 20120
12
4 J 4o M ‘ i
4 10
MU MCAMM 2
3 ; VA ! : Vo N
12 8 picos 0 10 20 30 40
1112
——72:5]27:5
7 picos
—75I25
1
A
15

Figura 92. Cromatogramas de los métodos en isocratico con fases moviles agua 0,1% acido
acético y metanol 0,1% &cido acético. La numeracion de los picos corresponde a
cada una de las isoflavonas detectadas (ver tabla 69).

Debido a que los resultados obtenidos con elucién en isocratico no son del
todo satisfactorios, se decide evaluar métodos de elucion en gradiente, es decir,
modificando la composicién de la fase movil con el tiempo durante el analisis de las 12
isoflavonas de soja objeto de estudio. Para ambas fases moviles se estudian los
métodos de elucion en gradiente de 0 a 100% de disolvente organico en 5, 10, 15, 20
y 25 minutos; los cromatogramas obtenidos con estos métodos se muestran en las
figuras 93 y 94.
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3
10 picos
1
—5min
2
1 1,5 3 3,5 4
12 picos 12
—10min
1 4 5
12 picos 3
12
1
——15min
2
2 3 5 6
11 picos
1 7-8 1 12
—20min
4 10
2
5 6/l9
2 3 4 5 6 7
3
11 picos 7-8
1 1 12
—25min
4 10
2
5 6|9
2 3 4 5 6 7 8

Figura 93. Cromatogramas obtenidos con la inyeccion de la muestra utilizando métodos de
elucién en gradiente de 0 a 100% de acetonitrilo 0,1% é&cido acético en 5, 10, 15,
20 y 25 minutos (min). La numeracion de los picos corresponde a cada una de las

isoflavonas detectadas (ver tabla 69).
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Figura 94.

—5min
4
11 picos 11 12
1
—— 10min
4 10
2 9
WL
2 3 3 5 6
10 picos i 7-8-9 11 4
— 15min
4 10
2
UL
2 3 4 5 6 7 8
3
11 picos 11
9 ——20min
4 10
2
56 U
2 4 3 6 8 10
i 11
12 picos 1 12
—25min
2
2 4 6 12

Cromatogramas obtenidos con los métodos de elucién en gradiente de 0 a 100%
de metanol 0,1% acido acético en 5, 10, 15, 20 y 25 minutos (min). Cada pico
corresponde a una o varias isoflavonas detectadas. La numeracién de los picos
corresponde a cada una de las isoflavonas detectadas (ver tabla 69).
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Como era de esperar, en las figuras 93 y 94 se observa que los métodos en
gradiente, utilizando tanto metanol como acetonitrilo, resuelven mejor los 12 picos de
interés que los métodos de elucién en isocratico descritos anteriormente.

En concreto en la figura 93 se muestra que un gradiente de 10 minutos o 15
minutos de acetonitrilo acidificado es capaz de separar cromatograficamente las 12
isoflavonas, en 4 y 5 minutos respectivamente, pero no con una buena resolucion, que
se conseguiria ajustando el método. Lo mismo se observa en la figura 94
correspondiente a los métodos en gradiente estudiados utilizando metanol acidificado
como fase movil; en este caso en 25 minutos se resuelven las 12 isoflavonas en
menos de 11 minutos.

Se estudiaron nuevos métodos de elucién ampliando los gradientes a 30 y 35
minutos (figura 95), pero no se mejoran los resultados.

=4 11 picos

3 Metanol acidificado 30 minutos = 11 picos 3 AGENRIETHR acidificado
7-8 30 minutos

1

3 73 R R a3 03 R R T LCREE T o 2% B B3 e 03 O3 O3 03 E3 @3 % 07

3 Acetonitrilo acidificado
35 minutos

10 picos 3 Metanol acidificado 35 minutos 4 11 picos
1 1112 8

Figura 95. Cromatogramas obtenidos con los métodos en gradiente de 0 a 100% de metanol
0 acetonitrilo 0,1% acido acético en 30 y 35 minutos. Cada pico corresponde a una
o varias isoflavonas detectadas. La numeracion de los picos corresponde a cada
una de las isoflavonas detectadas (ver tabla 69).

Analizados los resultados expuestos se puede concluir que un método de
elucion con un gradiente lineal para ambas fases, es mas efectivo en la separacion
cromatografica de las 12 isoflavonas que los métodos de eluciébn en isocratico
estudiados anteriormente. Esto puede deberse a que los compuestos analizados
poseen una estructura muy similar, al pertenecer a la misma familia, lo cual dificulta su
separacion con la misma composicion de fase mdévil durante todo el andlisis. En los
casos en que si es posible la separacién con una eluciéon en isocratico, el tiempo
necesario es demasiado largo, tiempo que se puede reducir optimizando un método de
elucién en gradiente.
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Por todo ello, se decide continuar con el desarrollo de un método
cromatogréfico rapido para el analisis de las 12 isoflavonas utilizando gradientes de
fase mévil en la elucion.

4.2.2 Acidificacion de la fase moévil

Una vez decidido el uso de gradiente para el analisis de las 12 isoflavonas se
optimiza la composicion de la fase movil para mejorar la separacion. Inicialmente se
varia la cantidad de acido en la fase organica para ver el efecto del mismo en la
separacion con gradientes de 0 a 100% de fase organica en diferentes tiempos.

En la tabla 70 se muestran las composiciones de fase mdvil para los
gradientes evaluados en este apartado.

Tabla 70. Composiciones de fase mavil evaluadas para la elucion con gradientes de 0 a
100% de fase orgéanica en 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 minutos.

GRADIENTES GRADIENTES
ACETONITRILO METANOL
% acido % acido % acido % acido
acético en el acético en el acéticoenel acéticoen el

agua acetonitrilo agua metanol

2 0,1 2 0,1
1 1 1 1
2 2 2 2
0,1 0 2 0

En el apartado 4.2.1 los gradientes que mejores resultados han mostrado
fueron el de 10 y el de 15 minutos para el acetonitrilo y el de 25 minutos para el
metanol por ello, aunque se ha realizado el estudio desde los 5 hasta los 35 minutos
(en intervalos de 5 minutos) para todas las composiciones planteadas, sélo se
mostrardn en este apartado los resultados obtenidos utilizando gradientes de 10, 15,
20y 25 minutos, que son con los que se han obtenido los mejores resultados.

En la figura 96 se muestran los gradientes de 10, 15, 20 y 25 minutos para la
fase mévil de acetonitrilo con diferentes porcentajes de acido y con agua con un 0,1%
de 4cido acético.

Como se puede observar, con ninguno de los gradientes evaluados mejora la
separacion de las 12 isoflavonas al aumentar la concentracién de acido acético en el
acetonitrilo; ocurre todo lo contrario puesto que se consigue menor resolucion en todos
los casos evaluados. Por lo tanto, la adicién de acido al acetonitrilo no facilita la
separacion de las isoflavonas utilizando una columna monolitica como fase
estacionaria.
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En la figura 97 se muestran los cromatogramas obtenidos utilizando los
mismos gradientes, pero siendo la fase movil organica metanol con diferentes
porcentajes de acido; la otra fase movil continda siendo agua con un 0,1% de acido
acetico.

En el caso de los gradientes con metanol el efecto de adicion del acido es
distinto al observado con el acetonitrilo. A mayor porcentaje de acido acético mejor
separacion, aunque la separacion es similar cuando los porcentajes varian entre 1% y
2% de acido acético. En todos los casos el gradiente que va de 0 a 100% de
disolvente organico en 25 minutos es el que permite separar las 12 isoflavonas con
suficiente resolucion.

Por lo tanto la adicion de cantidades mayores de acido en la fase movil
organica da lugar a interacciones que mejoran las separaciones cuando esta fase es
metanol; en cambio, cuando el acetonitrilo es la fase orgénica, la mayor adicién de
acido a la misma empeora la separacion.
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H>O 0,1% acetico - MeOH 0,1% acetico H50 0,1% acetico - MeOH 1% acetico H>0O 0,1% acetico - MeOH 2% acetico

11 picos 10 minutos 12 picos 10 minutos | 12 picos 10 minutos
J10 — 15 minutos | 4 11 picos 15 minutos | 744 picos 18 mingtes
x: - 20 minutos 11 picos 20 minutos | 1 19 picos 20 minutos

12 picos 25 minutos A2 picos 25 minutos 12 picos 25 minutos

bow ) TR o1 T Y PSS TA S Rt A MRS SRS PRI TAST PRET LRF TAESAGPY PR SROY "R AT PEPYARST MRS~ A0 S &= = == 273 ey re73 £ 3 = =
55 Snsia

Figura 97. Cromatogramas obtenidos con los métodos de elucién en gradiente de 0 a 100% de metanol (MeOH) con diferentes porcentajes de acido acético y
agua 0.1% &cido acético en 10, 15, 20 y 25 minutos. Cada pico es una o varias isoflavonas detectada. El nimero de picos son una o varias o
isoflavonas detectadas.
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Una vez estudiado el porcentaje de acido en la fase organica, se varia la
concentracion de acido en la fase acuosa; los resultados obtenidos con estas
variaciones se muestran en las figuras 98 y 99.

En la figura 98 se muestran los cromatogramas obtenidos al variar el
porcentaje de acido acético en la fase acuosa y utilizando como fase organica
acetonitrilo 0,1% acido acético. Al aumentar el acido en la fase acuosa empeora la
separacion de las isoflavonas analizadas, sobre todo las que eluyen en el medio del
cromatograma. Por lo tanto, porcentajes de acido mayores de 0,1% no mejoran la
separacion cuando la fase movil organica estd compuesta por acetonitrilo.

En el caso de la fase movil de metanol (figura 99) al aumentar el porcentaje
de acido acético en la fase acuosa mejora la separacion de las 12 isoflavonas
estudiadas. En concreto el gradiente con fase movil compuesta por agua 2% acido
acético y metanol 0,1% acido acético, utilizando un gradiente de 25 minutos, mejora la
separacion de todas las isoflavonas, siendo esta separacion mejor que la obtenida
cuando solo se adicionaba mas acido acético al metanol (figura 97).

Por lo tanto utilizando acetonitrilo como fase orgénica la adicion de un
porcentaje mayor de &cido, ya sea en la fase acuosa o en la fase organica, no mejora
la separacion de las isoflavonas. En cambio para el caso del metanol, la adicién de un
mayor porcentaje de 4cido, tanto en la fase acuosa como en la organica, mejora la
separacion de las isoflavonas y en concreto, la mejor separaciéon se obtiene al
adicionar un 2% de 4cido acético a la fase acuosa.

Otros gradientes que se evaluaron fueron con 1 0 2% de &cido acético en
ambos disolventes de la fase mévil, es decir, tanto en la fase organica, como en la
acuosa. Los resultados no mostraron ninguna mejora con respecto a los evaluados
anteriormente, por lo que se descartaron esas compaosiciones.
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H5O 0,1% acetico - AcCN 0,1% acetico H;O 1% acetico - AcCN 0,1% acetico H>0 2% acetico - AcCN 0,1% acetico
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porcentajes de acido acético en 10, 15, 20 y 25 minutos. Cada pico es una o varias isoflavonas detectada. El nimero de picos son una o varias
isoflavonas detectadas.
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Resultados y discusion

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento en el caso del
método cromatografico utilizando acetonitrilo como fase mévil se ha comprobado que
la adicibn de mayores porcentajes de acido acético, tanto al agua como al acetonitrilo,
no mejora la separacion cromatografica, por ello se evalia la separacidn
cromatogréafica para un gradiente de 0 a 100% de acetonitrilo sin adicién de acido y
agua con 0,1% acido acético, ya que segun los estudios de Murphy y col. 2002 [59] la
acidificacion de la fase movil acuosa protona las formas malonil y favorecen su
separacion haciéndolas mas solubles en la fase movil y menos en la estacionaria. Los
resultados obtenidos con este gradiente se muestran en la figura 100.

H,0 0,1% acético - AcCN 0,1% acetico H,0 0,1% acético - AcCN 0% aceético

3 10 minutos
12

3 10 minutos

{12 picos 12 picos

1

1

12 picos | 12 MIOHOS |4 2 pies
g

11 picos 20 minutos

12

w

25 minutos 11 picos 25 minutos
12, . L 12
11

Figura 100. Cromatogramas obtenidos utilizando los métodos en gradiente de 0 a 100% de
acetonitrilo (AcCN) con 0% acido acético y agua con 0,1% &acido acético en 10, 15,
20 y 25 minutos, comparados con los de acetonitrilo con 0,1% &acido acético y
agua 0,1% acido acético. La numeracion de los picos corresponde a cada una de
las isoflavonas detectadas (ver tabla 69).
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Como se puede observar en esta figura la separacion mejora
considerablemente entre 10, 15 y 20 minutos, consiguiendo la separacion de las 12
isoflavonas objeto de estudio. De todos los gradientes evaluados éste, en el que sélo
se acidifica el agua y el acetonitrilo no, es el que mejores resultados muestra.

En cambio para los gradientes estudiados utilizando metanol como fase maévil
organica, la adicion de acido tanto en la fase acuosa como en la organica mejora la
separacion. Se observa en la figura 99 que al adicionar un 2% de &cido acético en la
fase acuosa se consigue la separacion de las 12 isoflavonas en gradientes de menor
tiempo que al adicionar el mismo porcentaje en la fase organica, que también mejora
la separaciobn pero en tiempos mayores. Por ello se evalla la separacion
cromatografica con gradientes de 0 a 100% de metanol 0% acido acético y agua 2%
acido acético (figura 101).

H,O 2% acetico - MeOH 0,1% acético H,0 2% acetico - MeOH 0% acetico

3 10 minutos 10 minutos

12 picos 12 picos i

1

1

11 picos ;

1

w

11 picos

1 ; 1 12

Figura 101. Cromatogramas obtenidos con los métodos en gradiente de 0 a 100% de metanol
(MeOH) con 0% &acido acético y agua con 2% acido acético en 10, 15, 20 y 25
minutos, comparados con los de metanol con 0,1% acido acético y agua 2% acido
acético. La numeracion de los picos corresponde a cada una de las isoflavonas
detectadas (ver tabla 69).
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Como se puede comprobar la separacién con el nuevo gradiente, donde no
se adiciona &cido al metanol es aceptable, pero comparandolo con la separacion
conseguida cuando se adiciona acido al metanol es peor; para mejorar la separacion
cromatogréfica de las isoflavonas utilizando metanol en la fase movil es necesaria su
ligera acidificacion.

Por lo tanto, una vez evaluados todos los gradientes podemos fijar dos
gradientes para la separacion de las 12 isoflavonas (tabla 71), aunque es
recomendable evaluar bien los tiempos de gradiente ya que varios tiempos dan
buenos resultados en ambos casos.

Tabla 71. Gradientes que proporcionan los mejores resultados para el analisis

cromatografico de las 12 isoflavonas de soja después de la optimizacion de la
cantidad de &cido en los disolventes de la fase mavil.

GRADIENTE ACETONITRILO GRADIENTE METANOL

AcCN MeOH
Temperatura 35°C Temperatura 35°C
Flujo 2,2 mL/min Flujo 2,2 mL/min
Fases A: H,0 0,1% acido acético Fases A: H,O 2% acido acético
moviles B: AcCN moviles B: MeOH 0,1% acido acético
minutos minutos
Gradiente Gradiente

4.2.3 Latemperatura, el flujo de trabajo y el tiempo de gradiente

Una vez optimizada la composicion de los disolventes de la fase moévil se
trabaja en la optimizacion de la temperatura, el flujo de trabajo y el tiempo de gradiente
para obtener un método mas rapido que permita la separacion de las isoflavonas.

Metanol y acetonitrilo se comportan de manera distinta con respecto a la
presion de trabajo, que es la que limita la optimizacion (apartado 4.1.2), por lo que se
va a abordar de manera diferente la optimizacion para cada uno de los disolventes.

En esta bateria de experimentos la muestra dopada utilizada es diferente, se
trata de la muestra de soja dopada 2 (tabla 56), en la que varia ligeramente el perfil de
isoflavonas, en concreto las isoflavonas malonil daidzina y malonil glicitina se
encuentran en concentracion mas baja.

4.2.3.1 Metanol

Debido a que con el metanol se trabaja en condiciones muy préximas al limite
de presion, se intenta ajustar el gradiente sélo modificando el tiempo del mismo. Se
realizan los gradientes cercanos al tiempo fijado en la tabla 71, 17,5 minutos y 22,5
minutos (figura 102), consiguiendo una mejora en la separacion con el gradiente de
22,5 minutos para la mayoria de los compuestos, aunque los picos acetil daidzina y
acetil glicitina empeoran su resolucion.
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H,0 2% aceético - MeOH 0,1% acético

111 picos  ° 17,5 minutos
; 1
3 . 7-8 1112
121picos 20 minutos 2 RERY

11

Figura 102. Cromatogramas obtenidos con los métodos en gradiente de 0 a 100% de metanol
0,1% acido acético y agua 2% acido acético en 17,5, 20 y 22,5 minutos. La
numeracion de los picos corresponde a cada una de las isoflavonas detectadas
(ver tabla 69).

A la vista de los resultados se intenta mejorar la separacion por medio de la
variacion de la temperatura. Al aumentar la temperatura la presion de trabajo
disminuye, pero al disminuir la temperatura la presibn aumenta, algo que hay que
tener en cuenta si se va a evaluar la temperatura porque con el flujo que trabajamos,
la presion esta muy cerca del limite de presion de trabajo que soporta la columna. En
este caso vamos a evaluar temperaturas menores de 35°C y para evitar problemas de
exceso de presién se trabaja a 2,1 mL/min. En la figura 103 se muestran los
cromatogramas obtenidos con las siguientes temperaturas: 35°C, 30°C y 25°C.

La disminucién de la temperatura empeora la separacion de los picos, en
cambio trabajar a 30°C mejora la separacion de algunos picos y otros la empeora. Se
observa que no varia mucho la separacion al cambiar de flujo por lo que se evalla la
separacion a 30°C a un flujo de 2,2 mL/min (figura 104).
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H,0 2% acetico - MeOH 0,1% acetico 35°C H,0 2% acetico - MeOH 0,1% acetico 30°C H,0 2% acético - MeOH 0,1% acético 25°C

Resultados y discusion

: picos 17,5 minutos 11 picos 17,5 minutos | | 10 picos 17,5 minutos
“_.;N picos 20 minutos 12 picos 20 minutos| 1 10 picos 20 minutos
MWS picos 22,5 minutos | -| 12 picos 22,5 minutos| .| 11 picos 22,5 minutos

Figura 103. QoBmﬁonBmm ocﬁm:_gom con los Bmﬁoaom en @qma_m:ﬁm am o a Hoo§ de Bmﬁmso_ 0, Hg mo_ao acético y agua 2% mo_go acéticoen 17,5,20y 22,5
minutos con un flujo de 2,1mL/min y distintas temperaturas: 35°C, 30°C y 25°C. Cada pico es una o varias isoflavonas detectada. El nimero de
picos son una o varias isoflavonas detectadas.
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H,O 2% acético - MeOH 0,1% acético 35°C H,0 2% acetico - MeOH 0,1% acetico 30°C

111 picos |* 17,5 minutos | {11 picos | 17,5 minutos

1 1

12 picos 20 minutos | .12 picos |3 20 minutos

1
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Figura 104. Cromatogramas obtenidos con los métodos en gradiente de 0 a 100% de metanol
0,1% &cido acético y agua 2% acido acético en 17,5, 20 y 22,5 minutos a 35°C y
30°C con flujo 2,2 mL/min. El nimero de picos son una o varias isoflavonas
detectadas. La numeracion de los picos corresponde a cada una de las
isoflavonas detectadas (ver tabla 69).

Como se puede observar la mejor separacién se obtiene trabajando a 2,2
mL/min, a 30°C y con un tiempo de gradiente de 22,5 minutos, por lo tanto este va a
ser el gradiente elegido para la separacion de las 12 isoflavonas usando metanol como
fase movil. El tiempo total del gradiente es de 22,5 minutos pero la Ultima isoflavona
eluye a menos de 10 minutos, por lo que para acortar el método de andlisis se acorta
el método reduciendo el gradiente de 0 a 50% de fase organica en 11,25 minutos y
afiadiendo dos minutos de limpieza con 100% de fase organica. El paso del 50% al
100% se realiza en 2 minutos, ya que el cambio aumenta la presion y para evitar el
posible deterioro de la columna al realizar variaciones bruscas de concentracion, se
determind no realizar el cambio en un tiempo muy reducido.

4.2.3.2 Acetonitrilo

En el caso del método que utiliza acetonitrilo como fase mévil no tenemos el
problema del aumento de presién al disminuir la temperatura, por lo que se evallan los
gradientes en 10, 15 y 20 minutos a 30°C y 25°C a un flujo 2,2 mL/min (figura 105).
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INO 0,1% acético - AcCN 0% aceético 35°C H,0 0,1% acético - AcCN 0% acético 30°C H,0 0,1% acético - AcCN 0% acético 25°C

12 picos 10 minutos 12 picos 10 minutos 12 picos 10 minutos

NN

12 picos 15 minutos 12 picos 15 minutos | 112 picos 15 minutos

&

12 picos 20 minutos |+ 12 picos 20 minutos 12 picos 20 minutos

U L UL L

Figura 105. QoBmﬁonBmm o_ﬁm:_aom con _om métodos en @ﬂmg_m:ﬁm deOa Hoog de mom.ﬁo:_:__o A>ooz y agua o Hg mo_ao mom:oo en Ho Hm y mo minutos

con un flujo de 2,2mL/min y distintas temperaturas: 35°C, 30°C y 25°C. Cada pico es una o varias isoflavonas detectada. El nUmero de picos son
una o varias isoflavonas detectadas.

290



Capitulo 2: Desarrollo de métodos cromatogrdficos rdpidos para el andlisis de compuestos fendlicos

Con 15 y 20 minutos de gradiente la reduccion de la temperatura a 25°C
aumenta considerablemente la separacién de las isoflavonas, por lo que esa es la
temperatura a utilizar en el andlisis para el andlisis cromatografico usando acetonitrilo
como fase movil.

Una vez seleccionada la temperatura se ajusta el gradiente en torno a los
tiempos que mejores resultados mostraban. En la figura 106 se muestran los
cromatogramas obtenidos a una temperatura de 25°C a 15, 17,5, 20 y 22,5 minutos de
gradiente.

112 picos 15 minutos | 112 picos 17.5 minutos
: 3 <% 3
1 & 1
12 12
11
2 ; 10 2 " 10 11
61 8 9 g9
i ; i3
112 picos 20 minutos | 112 picos 22,5 minutos
3 : 3
1 2 1
12 Ya 12
11 o 11
2 ; 10 ¥ . , 10

Figura 106. Cromatogramas obtenidos con los métodos en gradiente de 0 a 100% de
acetonitrilo y agua 0,1% &cido acético en 15, 17,5, 20 y 22,5 minutos a 25°C con
flujo 2,2 mL/min. EI nimero de picos son una o varias isoflavonas detectadas. La
numeracion de los picos corresponde a cada una de las isoflavonas detectadas
(ver tabla 20).

La mejor separacidén para todas las isoflavonas se obtiene para el gradiente
de 22,5 minutos. Cuando la fase movil esta compuesta por acetonitrilo la dltima
isoflavona eluye antes de los 7 minutos por lo tanto, podemos acortar el gradiente y
realizar un gradiente de 0 a 50% de fase orgénica en 11,25 minutos.

Una vez seleccionada la temperatura y el gradiente, y debido a que se trabaja
con acetonitrilo, que genera menor presion de trabajo, se puede aumentar el flujo y asi
obtener un andlisis mas rapido. Por ello se estudid a qué flujo se obtenia la maxima
presion posible de trabajo sin riesgo para la columna, segun las especificaciones de la
misma. Ese flujo fue de 2,9 mL/min; por lo tanto se aplicé el factor de cambio de flujo
al gradiente optimizado, es decir, se multiplicé al tiempo por el flujo antiguo (2,2) y se
dividié por el nuevo flujo (2,9) siendo el nuevo tiempo final de gradiente 8,52 minutos.
Inyectando la muestra con este método cromatografico se obtiene el cromatograma
gue se muestra en la figura 107, donde se consigue la separacion total de las 12
isoflavonas de estudio en menos de 6 minutos.
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Figura 107. Cromatograma de las 12 isoflavonas con el método cromatografico usando agua
0,1% &cido acético y acetonitrilo a 25°C y un flujo de 2,9 mL/min.

Minutes

Por lo tanto, el nuevo método consiste en 8,52 minutos de gradiente de 0 a
50% de acetonitrilo seguido de un cambio brusco al 100% de acetonitrilo y 2 minutos
de lavado de columna con esa composicion. Al contrario que con el metanol, en el
caso del acetonitrilo la variacion de presion con la composicion de la fase movil en
mezclas acuosas es menor, tal y como se ha comprobado en el apartado 4.1.2, y por
ello no se producen esos deterioros de la columna.

4.2.4 Tiempo de re-equilibrado

El andlisis cromatografico incluye tanto el tiempo de separacién, como la
limpieza de la columna y el tiempo de re-equilibrado, que es el tiempo necesario para
gue la columna quede en las condiciones iniciales necesarias para realizar una nueva
inyeccion. En este estudio el tiempo de separacidn para ambos disolventes es de
11,25 minutos y 8,52 minutos, respectivamente, y se han utilizado 2 minutos con un
100% de la fase organica como tiempo de lavado; como tiempo de re-equilibrado se
han utilizado 20 minutos. Por lo tanto el tiempo total de analisis es superior a 30
minutos, pero ese tiempo se puede reducir con la optimizacion del tiempo de re-
equilibrado ya que segun las especificaciones del fabricante y los estudios anteriores
con columnas monoliticas [31, 32, 38, 39, 41] el tiempo utilizado es excesivo.

Para la optimizacién del tiempo de re-equilibrado se estudian tiempos de re-
equilibrado menores, siendo estos tiempos de 1, 2, 3, 4 y 5 minutos (n=3); los valores
de variabilidad obtenidos se muestran en la tabla 72.

Segun los resultados obtenidos para el método donde se usa acetonitrilo
como fase mavil, el tiempo de re-equilibrado que menores porcentajes de variabilidad
produce tanto para el area de pico, como para el tiempo de retencién de todas las
isoflavonas estudiadas, es 4 minutos. En cambio para el método que utiliza metanol
como fase movil el tiempo de re-equilibrado que menor variabilidad proporciona es de
1 minuto. El fabricante del sistema cromatogréafico (Waters) establece que el rango de
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precision normal de distribucién de disolvente (incluyendo mezcla de disolventes vy
flujo) esta entre 0,5y 1% (desviacion estandar relativa). Este valor depende del flujo y
del volumen de la bomba sistélica (establecido en 100 yL en este caso), pero la
variabilidad observada para los dos métodos esta dentro del rango de variabilidad del
sistema cromatografico.

Tabla 72. Desviaciones estandar relativas (RSD) (n=3) en porcentaje de areas y tiempos de
retencion para las 12 isoflavonas estudiadas con varios tiempos de re-equilibrado
(1, 2, 3, 4 y 5 minutos (min)) con los distintos métodos optimizados.

ACETONITRILO
fIEmpe de 5 min 4 min 3 min 2 min 1 min
equilibrado
tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
de de area de de de
retencion retencion retencion retencion retencion

isoflavona RSD RSD RSD ‘ RSD RSD RSD
Di

METANOL

tiempo de

equilibrado 3 min 2 min 1 min

5 min 4 min

tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
de de area de de de
retencion retencion retencion retencion retencion

isoflavona RSD RSD RSD ‘ RSD RSD RSD

Que el tiempo de re-equilibrado para el método que usa acetonitrilo sea
mayor que el que usa metanol concuerda con el mayor flujo que se usa para el método
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de acetonitrilo y que necesita un tiempo mayor para que se estabilicen las condiciones
iniciales del analisis.

De esta manera el método cromatografico para la separacion de las 12
isoflavonas que utiliza acetonitrilo como fase movil dura 15,01 minutos en total,
mientras que el método que utiliza metanol son 16,01 minutos, tal y como se puede
comprobar en el siguiente apartado.

4.2.5 Método optimizado y reproducibilidad

En la tabla 73 se muestran los métodos con gradientes lineales optimizados
en este capitulo; en ellos estan incluidos los tiempos de gradiente necesarios para la
separacion, el tiempo de lavado y el de re-equilibrado. Los cromatogramas obtenidos
con estos métodos al analizar una muestra de soja dopada son los que se muestran
en la figura 108.

Tabla 73. Métodos cromatograficos optimizados para el andlisis cromatogréafico de las 12
isoflavonas con una columna monolitica.

GRADIENTE ACETONITRILO GRADIENTE METANOL

AcCN MeOH
Temp;ratur 300C
Flujo 2,9 mL/min Flujo 2,2 mL/min
Fases A: H,0 0,1% acido acético Fases A: H,0O 2% acido acético
moviles B: AcCN moviles B: MeOH 0,1% acido acético
minutos minutos

Temperatura 25°C

Gradiente Gradiente
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Figura 108. Cromatogramas obtenidos al analizar la muestra de soja dopada con los métodos

cromatograficos optimizados para la columna monolitica.

Usando la mezcla patrén de 12 isoflavonas (apartado 3.4.1) se han calculado
los pardmetros cromatograficos obtenidos con cada uno de los métodos (tabla 74).
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Tabla 74.

Parametros cromatograficos obtenidos con la columna monolitica con cada uno de

los métodos cromatogréaficos desarrollados en este apartado. RSD: desviacion

estandar relativa en %; tr: tiempo de retencién.

ACETONITRILO

Platos
tedricos/
metro

Factor de
Retencion

Anchura
de pico

Tiempo de
retencién

RSD Asimetria

Isoflavona
(N/m)

(minutos) tr (segundos)

Factor de

Selectividad Resolucion

METANOL

Platos
tedricos/
metro

Factor de
Retencion

Anchura
de pico

Tiempo de

) Asimetria
retencion

Isoflavona
(N/m) K’

(minutos) (segundos)

Factor de

Selectividad RS M50

Con el método desarrollado con acetonitrilo como fase moavil la ultima
isoflavona eluye en menos de 5 minutos. La variacion en el tiempo de retencién es
menor del 1% y la resolucion entre los picos es mayor de 1,5 para la mayoria; la peor
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resolucion es para la acetil glicitina que sale junto a la malonil genistina sin embargo,
ambos compuestos son perfectamente cuantificables.

En cambio para el método que utiliza metanol como fase movil la Ultima
isoflavona en eluir lo hace a los 9,10 minutos, el doble de tiempo que en el método con
acetonitrilo. Se comprueba que usando metanol como fase movil los picos son mas
anchos y la resolucion para las isoflavonas que eluyen en el medio, como la acetil
glicitina y la malonil genistina, es menor; en concreto se observan resoluciones
menores de 1,5 para la acetil daidzina con la acetil glicitina y para la malonil genistina
con la daidzeina. El resto de parametros son similares en ambos métodos.

Algo a tener en cuenta comparandolo con los pardmetros cromatograficos
obtenidos en el apartado 4.1.4, tabla 62, donde se traspasaban dos métodos de una
columna particulada convencional a una columna monolitica, es que en estos métodos
desarrollados se consigue la separacion de las 12 isoflavonas objeto de estudio
obteniendo buenos valores de los parametros cromatograficos; en concreto, el numero
de platos teéricos/metro es mucho mayor en estos nuevos métodos y los picos
obtenidos son mas simétricos.

El calibrado realizado para ambos métodos se muestra en la tabla 75, siendo
los coeficientes de regresion (R? para todas las isoflavonas resueltas mayores de
0,9723.

Tabla 75. Curvas de calibrado obtenidas con la columna monolitica (CM) para cada
isoflavona con cada uno de los métodos cromatogréficos desarrollados.

METANOL ACETONITRILO

Isoflavona Ordenada Pendiente R? Isoflavona Ordenada Pendiente R?

-3711 31177  0,9998 D] -6509 23824  0,9996
-10006 28745  0,9988 -12022 22019 0,9988

€1}
29426 44196 0,9976- 20126 33877 0,9982
MDi -2736 8930  0,9789 -1270 6834  0,9782
6312 9053  0,9856 8612 6617  0,9983
ADI -1312 92229  0,9999 19433 16053  0,9892

€1}

Gi

MDi

ADi
35282 52991 0,9976 24132 40618  0,9982
MGi 6797 11708  0,9968 | el 3118 9072  0,9975

De

Gle

Gi

Ge

De -36684 31517 0,9985 -15592 24278 0,9995
Gle
AGi A

Ge

-31488 27016 0,9732 -46303 21409 0,9723
-1968 16292 1,0000 4167 12407 0,9997
-84321 41125 0,9930 -10516 31746 0,9997

La concentracion y los valores de reproducibilidad en los tiempos de retenciéon
obtenidos en el andlisis de la muestra de extracto de proteina, se muestran en la tabla
76.
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Tabla 76.  Datos de reproducibilidad para el tiempo de retencién y concentracion de cada uno
de los compuestos en la muestra de extracto de proteina de soja analizados con
los dos métodos desarrollados con la columna monolitica. RSD: desviacion
estandar relativa en %.

METANOL ACETONITRILO

Tiempo de  Concentracion Tiempo de  Concentracion
retencién media retencién media

Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD Isoflavona minutos RSD* ug/g RSD

Para ambos métodos las variabilidades en los tiempos de retenciéon son
menores del 0,5%, siendo mayores las del método de acetonitrilo que las del método
con metanol. Esta diferencia puede ser debida al mayor flujo que puede hacer mas
variable el tiempo de retencion de los compuestos al ser menor su tiempo de equilibrio
entre las fases. Pero a pesar de ello son variabilidades muy pequefias.

En cambio las variabilidades en la concentracion son mayores del 10% para
ambos métodos, siendo mayor para el método de acetonitrilo. Estas variabilidades son
debidas tanto al método de extraccion como al método de analisis. Se observan
diferencias entre algunos compuestos segun el método de analisis utilizado, como por
ejemplo entre las concentraciones de la malonil genistina y la daidzeina. Estas
diferencias pueden ser debidas a la baja resolucién observada en el método utilizando
metanol como fase movil (tabla 74) que puede dar lugar a errores en la cuantificacién
de los mismos.

4.2.6 Conclusiones

En este capitulo se han desarrollado dos métodos cromatograficos rapidos y
reproducibles con una columna monolitica para el andlisis de las 12 isoflavonas de
soja. Para ello se han optimizado los métodos atendiendo a cada uno de los
pardmetros cromatograficos por separado: modo de elucion isocréatico o en gradiente,
composicion de la fase movil, temperatura, flujo y tiempo de re-equilibrado.
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Mediante el método desarrollado usando como fase moévil metanol, se
consigue la separacion de las 12 isoflavonas en 9,10 minutos y un tiempo total de
analisis, incluyendo limpieza de columna y tiempo de re-equilibrado, de 16,01 minutos.
El método muestra buenas caracteristicas cromatograficas para casi todas las
isoflavonas estudiadas en términos de sus pardmetros cromatograficos como
resolucion, asimetria, reproducibilidad...

El método desarrollado usando como fase moévil acetonitrilo muestra mejores
condiciones de separacion puesto que se consigue la separacién de las 12 isoflavonas
en menos de 5 minutos y con un tiempo total de analisis de 15,01 minutos.

Ambos métodos permiten el analisis de las 12 isoflavonas de soja en tiempos
cortos que permiten agilizar los trabajos en el laboratorio y aumentar el nimero de
muestras que se pueden analizar al dia sin perder eficacia ni reproducibilidad en los
mismos.
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4.3 DESARROLLO DE UN METODO DE ANALISIS RAPIDO DE
ISOFLAVONAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA
USANDO UNA COLUMNA DE PARTICULAS RECUBIERTAS, O
FUSED-CORE

Como se ha comprobado en el apartado 4.1 la columna de particulas
recubiertas, o fused-core, es, de las columnas evaluadas, la que mejor
comportamiento cromatografico mostraba, dando lugar a los picos mas estrechos, la
mayor resolucion y los tiempos de analisis mas cortos.

Por tanto, se va a optimizar el método cromatografico de andlisis de las 12
principales isoflavonas de soja partiendo del obtenido en el apartado 4.1 y utilizando
una estrategia de optimizacibn paso a paso, para cada una de las condiciones
cromatogréficas.

4.3.1 Condiciones iniciales

Una vez conseguidas unas condiciones cromatograficas que permiten la
separacion de todas las isoflavonas en la columna de particulas recubiertas (apartado
4.1 de este capitulo: tabla 58 y figura 83), se usa la estrategia de aumentar tanto la
temperatura como el flujo para reducir el tiempo de analisis.

Para ello se van a estudiar distintas temperaturas de trabajo (25-50°C),
distintos flujos (1,2-2,7 mL/min) y distintos tiempos de re-equilibrado (1-5 minutos)
utilizando para ello la mezcla de patrones de las 12 isoflavonas objeto de estudio
(tabla 55).

El método inicial con el que se comienza la optimizacion se muestra en la
tabla 77, y el cromatograma de las 12 isoflavonas obtenido con dicho método inicial en
la figura 109. Se conseguia la separacion de las 12 isoflavonas de soja en 18,49
minutos aproximadamente, con un tiempo de equilibrado que se puede reducir de 20 a
5 minutos (segun fabricante de la columna), siendo el tiempo total del andlisis, con
limpieza de columna y re-equilibrado incluido de 35 minutos. Los parametros
cromatogréaficos que se obtienen con este método se muestran en la tabla 59 del
apartado 4.1 de este capitulo.
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Tabla 77. Condiciones cromatograficas del método inicial para el analisis de 12 isoflavonas
de soja utilizando una columna de particulas recubiertas, fused-core, y acetonitrilo
como fase movil.

COLUMNA DE PARTICULAS RECUBIERTAS, FUSED-CORE

Kinetex ™ C18, 2,6 pm, 100x4,6 mm
Flujo 1,2 mL/min
Temperatura 25 °C

o Fase A Agua 1% &acido acético
Fases moviles —
Fase B Acetonitrilo
Tiempo (min) % B
0,00 8
2,33 15
8,00 17
Gradiente 15,33 24
20,00 50
23,00 100
28,00 100
30,00 8
MG
0.1004
0094 Ge
008l D‘ De
0070 Gi
Gly AGI
0060 Gle
2005 MDI ADi Aoy
MGly
004>
00204

0000~~~

N 1 11 . bt |

000 2m am 600 300 1000 1200 14m 1600 190 2000 nm 21400 wm
Meutes

Figura 109. Cromatograma de la mezcla de patrones de las 12 isoflavonas de soja estudiadas
con el método cromatografico inicial usando una columna de particulas
recubiertas, fused-core, y acetonitrilo como fase movil.

4.3.2 Temperaturade lacolumna

El uso de altas temperaturas es una forma util de reducir el tiempo de analisis
debido a que la viscosidad de la fase movil se reduce significativamente, lo cual
reduce la presion a través de la columna permitiendo elevadas velocidades lineales de
la fase movil [60]. La difusibn es directamente proporcional a la temperatura e
inversamente proporcional a la viscosidad. La baja viscosidad y la alta difusividad de la
fase movil a altas temperaturas producen menos resistencia a la transferencia de
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masas, lo cual hace que aumente la eficacia de la columna y ademas que se puedan
utilizar flujos lineales altos sin afectar la eficacia [29]. Por lo tanto, al incrementar la
temperatura de la columna se consigue una mejor resolucion debido al aumento del
coeficiente de difusion de la fase movil y a la baja resistencia a la transferencia de
masas. Sin embargo, también es importante no exceder la temperatura maxima de
operacion de la columna utilizada (60°C en este caso concreto), ya que esto podria
reducir la vida de la misma. Por lo tanto, 50°C fue seleccionado como la maxima
temperatura de trabajo posible.

Basado en estos principios y limitaciones, la temperatura de la columna es
gradualmente incrementada desde 25°C a 50°C, en intervalos de 5°C (figura 110).
Incrementando la temperatura hasta 30, 35, 40, 45 y 50°C desde 25°C se observa una
reduccion del tiempo de retencion medio de 8,08, 13,23, 18,12, 21,87 y 26,77%,
respectivamente, de todos los analitos respecto de las condiciones iniciales. El tiempo
de retencion del ultimo pico eluido (Ge) utilizando estas temperaturas fue de 17,93,
16,50, 15,64 y 14,66 minutos, respectivamente. En este contexto, la menor reduccion
del tiempo de retencién causado por el incremento de la temperatura se observa para
la isoflavona Ge, mientras que la mayor reduccion de tiempo es la de la isoflavona
MDi. Esto se puede explicar no sélo por el efecto de la temperatura en la viscosidad de
la fase movil, sino también por la solubilidad de cada isoflavona en la fase movil y el
efecto acoplado de la reduccion de tiempo y concentracion relativa del disolvente
organico de la fase mavil en el gradiente.

Ademas, el incremento de la temperatura de la columna muestra otros efectos
particularmente interesantes. El incremento de la temperatura afecta al tiempo de
retencién de algunas de las isoflavonas mas que a otras, hasta el punto de que a 35°C
algunos picos se solapan, y por encima de esta temperatura cambian el orden de
elucién que se observaba a otras temperaturas mas bajas. Como se ilustra en la figura
112, de 25 a 30°C, MGi eluye después de AGly, entre 35 y 40°C estos picos estan
solapados, y por encima de 40°C MGi eluye antes que AGly. Durante el incremento de
temperatura, se observa que la reduccion media del tiempo de retencién para MGi es
un 23,6% mayor que la reduccion de AGly. Este efecto puede atribuirse también al
incremento de la solubilidad de MGi en la fase movil en comparacion con la de AGly.
Estas observaciones pueden tener aspectos practicos para el andlisis de las
isoflavonas. Anteriormente ya se comenté que la separacion de ADi, AGly y MGi
pueden ser probleméticas [39], y para resolver problemas de selectividad, en concreto
la separacion de estas isoflavonas, incrementar la temperatura de la columna puede
ser una alternativa atractiva. También se observa que dependiendo de las condiciones
cromatogréficas, el orden de elucion puede cambiar y por lo tanto se debe tener
cuidado cuando sélo se utiliza la informacion bibliogréfica en la identificacion de picos.
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Figura 110. Cromatogramas obtenidos al inyectar la mezcla de patrones de las 12 isoflavonas
de soja a distintas temperaturas con el método a optimizar con una columna de
particulas recubiertas, fused-core.
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Figura 110 (cont.). Cromatogramas obtenidos al inyectar la mezcla de patrones de las 12
isoflavonas de soja a distintas temperaturas con el método a optimizar con una
columna de particulas recubiertas, fused-core.
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25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
MGi . 2
MGi AGly+MGi MGi MGi
MGi
De De De
De De De
AGly AGly AGly
: ADi ADi
ADi ’ ADi ADi \ ADi AGly AGly
100 1200 1300 1400 1000 1100 1200 1300 1000 1100 1200 900 1000 1100 900 1000 1100 800 900 1000
Minutos

Figura 111. Efecto del incremento de la temperatura en el orden de elucién cromatogréfico de
algunas de las isoflavonas objeto de estudio con el método a optimizar con una
columna de particulas recubiertas, fused-core.

Respecto a la anchura y altura de pico (figura 110) se observé una respuesta
variable dependiendo de la isoflavona y la temperatura, sin mostrar una tendencia
clara. En general al aumentar la temperatura se reduce la anchura de pico y aumenta
la altura de las isoflavonas mas polares, mientras que se observa un efecto menor
para las menos polares, especialmente a temperaturas mas elevadas. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que el gradiente utilizado se mantuvo constante, por lo tanto
el aumento en la velocidad de transferencia de masa y la reduccién del tiempo de
retencién y anchura de pico (e indirectamente el aumento de la altura de pico) debido
al aumento de la temperatura, puede ser disminuido por la baja concentracion del
disolvente organico en el momento en que los analitos son liberados por la fase
estacionaria. Esto ultimo produce un incremento del coeficiente de difusion y una alta
resistencia a la transferencia de masa debido a la alta polaridad relativa de la fase
movil. La alta difusion del analito y la resistencia a la transferencia de masa se traduce
en picos mas anchos y menos altos. Esto es especialmente importante para las
isoflavonas menos polares, observandose claramente en el pico de Ge. En este caso,
la anchura de pico de Ge aumenta y la altura disminuye méas a medida que se
aumenta la temperatura y se reduce su tiempo de retencion. Este efecto negativo
sobre los ultimos picos eluidos, puede ser resuelto ajustando el gradiente
proporcionalmente a la reduccién del tiempo de retencién causado por el incremento
de la temperatura.

Otro efecto observado al incrementar la temperatura fue la reduccién en la
separacion de picos, es decir, la separacién en minutos entre picos. Al incrementar la
temperatura de 25°C a 30, 35, 40, 45 y 50°C se da una reduccién de la separacion de
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picos de 6,52, 6,67, 8,98, 20,91 y 22,88%, respectivamente. Estos rangos se refieren
sélo a los picos separados en las temperaturas entre 30 y 50°C. Esto era esperable,
ya que como se reduce el tiempo de analisis, la separacion entre picos debe ser
menor. Sin embargo, el efecto de la temperatura en la separacion es variable y
depende de cada compuesto. En general, la separacion de las isoflavonas menos
polares, De, Gle, AGi y Ge, aument6 con el incremento de la temperatura, mientras
gue hubo una reduccién de la separacion de las isoflavonas que eluian cercanas. Esta
tendencia puede ser explicada, al menos en parte, por mantener el mismo gradiente
con las diferentes temperaturas. Como la retencion de los compuestos se reduce por
el incremento de la temperatura, hay una menor concentracion de disolvente organico
en la fase mévil cuando cada pico eluye de la fase estacionaria. Cuanto menos polar
es la isoflavona, mayor es la influencia de la composicion de la fase movil sobre su
retencion, y por lo tanto, la separacion entre picos aumenta. Sin embargo, dado que el
efecto de la reduccion de la separacién por el aumento de la temperatura para las
isoflavonas mas polares es mas pronunciado que sobre la separacién de las menos
polares, la separacion media entre picos se reduce, y se refleja en los valores de
reduccion medios mas altos.
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280000+ [ o= 25°C
2600.00- M 30°C
. S— 3500 i
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40°C
" 2000 00 4550
reongo 50°C
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T T T T T T T T T T T
200 4.00 6.00 8.00 1000 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 2400 26.00 23.00 30.00
Minutes

Figura 112. Representacion gréfica de la presion del sistema durante el método cromatografico
utilizando distintas temperaturas de trabajo.

Por otro lado, se observa una correlacion directa entre el incremento de
temperatura y la presion de la columna (figura 112). El incremento de la temperatura
de 25 a 30, 35, 40, 45 y 50°C da lugar a una reduccion de la presion de la columna en
8,47, 16,95, 24,58, 30,51 y 35,59%, respectivamente. Estas reducciones no son
lineales siendo mayores a menores temperaturas, entre 25 y 30°C y entre 30 y 35°C.
Sin embargo, se puede considerar que cada grado de temperatura incrementado
puede dar lugar a una reduccion de la presion de un 1,42%. La importancia de la
reducciéon de la presion debida a la temperatura se encuentra en que permite usar
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mayores velocidades lineales de la fase mévil, lo cual se puede utilizar para reducir el
tiempo de analisis.

Por lo tanto, teniendo en cuenta esta reduccion del tiempo de retencion, de la
anchura de pico y la presion, manteniendo una excelente separacion de todas las
isoflavonas y la simetria de pico, se puede considerar que altas temperaturas (como

por ejemplo 50°C) son las mas apropiadas para el desarrollo de métodos rapidos de
analisis usando una columna de particulas recubiertas, fused-core.

433 Flujo

Una vez elegidos 50°C como temperatura de trabajo, se estudio llevar a cabo
un aumento del flujo para obtener tiempos de analisis mas cortos. Para ello, el flujo fue
incrementandose paso a paso desde 1,2 a 2,7 mL/min. El maximo flujo fue
determinado por los limites de presién del sistema cromatografico (5000 psi).

Como el flujo fue incrementado, se aplicdé una reduccion proporcional del

gradiente para mantener la separacion de todos los picos. Por ejemplo, si el flujo se
duplicd, el tiempo del gradiente fue reducido a la mitad manteniendo el mismo
porcentaje de disolventes de la fase movil. Los incrementos del flujo y, como

consecuencia, el incremento de la presion se representan graficamente en la figura
113.
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Figura 113. Representacion gréfica de la presion del sistema durante el método cromatografico
utilizando distintos flujos de trabajo.

El perfil de presion representado incluye el ajuste de gradiente y el tiempo
requerido para limpiar la columna (1 minuto). Un ajuste proporcional del gradiente al
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incrementar el flujo mantiene la separacion entre los compuestos, sin embargo la
separacion entre picos fue menor, debido al menor tiempo de analisis.

I
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Figura 114. Cromatogramas obtenidos al analizar las 12 isoflavonas a 50°C utilizando como
flujo 1,2 mL/min y 2,7 mL/min con una columna de particulas recubiertas, fused-

core.

Comparando con el cromatograma obtenido inyectando la muestra con las
condiciones iniciales (50 °C, 1,2 mL/min), figura 114, la media del tiempo de retencion,
anchura de pico y separacién de picos se redujeron en 51,76, 38,38 y 52,24%,
respectivamente utilizando un flujo mas alto (2,7 mL/min). El tiempo de retencién de la
tltima isoflavona (Ge) fue de 6,15 minutos, unas 2,38 veces menos que en las
condiciones iniciales, lo cual es proporcional al incremento en 2,25 veces el flujo (de
1,2 a 2,7 mL/min).

Como el ultimo pico que eluye (Ge) esta alejado del pico anterior (AGi), la
parte final del gradiente se ajusta para reducir el tiempo de andlisis. Este proceso se
realiza con una etapa de incremento del porcentaje del disolvente B en el tiempo de
retencién del pico previo. Sin embargo, si se aumenta demasiado el porcentaje se
produce una elevacion de la linea base y por ello se opta por una opcién intermedia,
donde el tiempo de andlisis se reduce sin afectar gravemente a la linea base.

Por lo tanto, el gradiente optimizado fue el que se muestra en la tabla 78:
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Tabla 78. Gradiente optimizado para el analisis de 12 isoflavonas de soja utilizando una
columna de particulas recubiertas, fused-core, y acetonitrilo como fase movil.

COLUMNA DE PARTICULAS RECUBIERTAS, FUSED-CORE
Kinetex ™ C18, 2,6 um, 100x4,6 mm

. Fase A Agua 1% acido acético
Fases méviles —
Fase B Acetonitrilo

Tiempo (min) % B

0,00 8

1,04 15

3,56 17

Gradiente 4,56 24
5,50 50
6,50 100
7,50 100

8,50 8

El gradiente incluye un minuto con 100% de fase moévil B para la limpieza de
la columna (6,50-7,50 minutos) y 1 min para volver a las condiciones iniciales (7,50-
8,50 minutos). El cromatograma obtenido con este nuevo gradiente se muestra en la
figura 115.

:: AGI Ge
- Gle
= Di a5 Gi - Gly 8,5 minutos
- - D
= MDL b ©
- MGly
= U LR
™ . 1™ e zm zw v P ™ e A «w 2 «w 79 758 = @

Figura 115. Cromatograma obtenido al inyectar la mezcla de los patrones de las 12 isoflavonas
con el nuevo gradiente optimizado a 2,7 mL/min y 50°C con una columna de
particulas recubiertas, fused-core.

4.3.4 Tiempo de re-equilibrado

El tiempo total de analisis es la cantidad de tiempo que transcurre desde que
se inyecta una muestra hasta que se inyecta la siguiente, e incluye el tiempo de
analisis, el tiempo de limpieza de columna y el tiempo de re-equilibrado. El tiempo de
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re-equilibrado es necesario en los andlisis mediante HPLC utilizando un método en
gradiente para asegurar que la columna vuelve a las condiciones iniciales de forma
estable, ya que la diferencia entre la composicion organica de la fase movil inicial y
final es significativa.

La importancia del tiempo de equilibrado es aun mayor, ya que el no optimizar
el tiempo de re-equilibrado puede suponer una extension innecesaria del tiempo de
analisis, con el incremento del coste y la reduccion del nimero de muestras analizadas
por dia. Normalmente, el tiempo de equilibrado recomendado por los fabricantes
depende del volumen de columna y del flujo. Una recomendacion estandar es
aproximadamente 10 veces el volumen de columna, aunque depende de la aplicacién
y mas importante, de la fase movil y el gradiente usado.

Todos los experimentos anteriores fueron realizados usando 5 minutos de
equilibrado entre inyecciones, que es el equivalente al 40 % del total de la duracion del
método (incluyendo tiempos de elucion, limpieza y re-equilibrado) y el equivalente a
14,8 volumenes de columna. Por lo tanto, este tiempo es importante puesto que se ha
de tener en cuenta a la hora de considerar la duracion total del método; se va a
estudiar qué ocurre con menores tiempos de re-equilibrado (1-4 minutos). El tiempo de
equilibrado fue incluido como tiempo adicional después de que la fase movil volviera a
las condiciones iniciales; este tiempo se fijo6 en 8,50 min, después de los cuales se
inyectd de nuevo la muestra (mezcla patrén) en la columna. Los resultados de las
variabilidades obtenidas con cada uno de los tiempos de re-equilibrado estudiados se
muestran en la tabla 79.

Tabla 79. Desviaciones estandar relativas (RSD) (n=3) en porcentaje de areas y tiempos de
retencion para las 12 isoflavonas estudiadas con varios tiempos de re-equilibrado,

1, 2, 3, 4 y 5 minutos (min) con el método optimizado para una columna de
particulas recubiertas, fused-core.

ESTUDIO DEL TIEMPO DE RE-EQUILIBRADO

tiempo 5 min 4 min 3 min 2 min 1 min
tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
de area de area de area de area de area
retencion retenciéon retencion retencion retencion

isoflavona  RSD RSD RSD RSD RSD RSD| RSD RSD RSD RSD
Di 0,21 0,08, 0,30 0,05 0,23 0,16| 0,34 0,37 0,38 0,15
Gly 0,23 0,06| 0,34 0,18, 0,19 0,21} 0,36 0,30 0,27 0,19
Gi 0,27 0,09| 0,27 0,18 0,14 0,42, 0,40 0,38 0,27 0,11
MDi 0,25 0,22 0,25 0,23/ 0,21 0,20, 041 0,25 0,30 0,53
MGly 0,24 0,21| 0,19 0,22 0,20 0,25, 0,39 0,21| 0,28 0,81
ADi 0,10 0,02 0,20 0,09, 0,30 0,22| 0,30 0,24 0,24 0,71
MGi 0,02 0,22| 0,22 0,28/ 0,28 0,19, 0,29 0,29| 0,22 0,62
001 008 021 005/ 024 0,13 029 018 0,21 042
De 0,02 0,8 0,15 0,03 0,17 0,14, 0,23 0,23| 0,24 0,29
Gle 0,04 0,26| 0,06 0,16/ 0,07 0,23, 0,24 0,05 0,11 051
AGi 0,06 0,13| 0,08 0,06/ 0,0r 0,14, 0,211 0,22| 0,22 0,62

006 0,6 009 0,10, 0,06 0,08, 0,0 0,23] 0,11 0,22

Ge
0,13 0,13 0,20 0,14] 018 0,19] 0,28 0,23| 022 0,43
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Usar 5 minutos para re-equilibrar la columna entre inyecciones proporciona
una media (intra e interdia) de variabilidad de &rea y tiempo de retencion menor de
0,27% y 0,22%, respectivamente. Reduciendo el tiempo de re-equilibrado a 4, 3,2y 1
minutos se obtiene una variabilidad de area media menor de 0,28, 0,43, 0,38 y 0,81%,
y una variabilidad de tiempo de retenciéon medio inferior a 0,34, 0,30, 0,41 y 0,38%,
respectivamente.

Por otro lado, no se observa una tendencia clara entre cada isoflavona
individual de mayor o menor variabilidad. Con 5 minutos, por ejemplo, la mayor
variabilidad en el tiempo de retencion se observé para Gi y la menor para AGly,
mientras que usando 4 minutos fueron para Gly y Ge, respectivamente; usando 3 min
la mayor variabilidad observada fue para ADi y la menor para Ge, mientras que con 2
min la mayor fue para MDi y la menor para Ge y con 1 min fueron para Diy Gle. Estos
resultados indican que la variabilidad puede atribuirse a la capacidad del sistema
cromatogréafico para proporcionar una mezcla de disolventes reproducible a flujos
relativamente altos (2,7 mL/min) mas que a la variabilidad intrinseca a la fase
estacionaria propiamente.

El fabricante del sistema cromatografico (Waters) establece que el rango de
precision normal de distribucion de disolvente (incluyendo mezcla de disolventes y
flujo) esta entre 0,5 y 1% (desviacion estandar relativa). Por supuesto este valor
depende del flujo y del volumen de la bomba sistdlica (establecido en 100 uL en este
caso), pero la variabilidad observada estd razonablemente dentro del rango de
variabilidad del sistema cromatogréfico.

Aungque usando tiempos muy cortos de re-equilibrado la variabilidad se
encuentra dentro del rango normal, una reproducibilidad ligeramente mayor se observa
para algunas isoflavonas usando tiempos de re-equilibrado mayores de 2 minutos. Por
lo tanto, 3 minutos se puede considerar como el tiempo mas apropiado para conseguir
la mayor reproducibilidad posible sin extender demasiado el tiempo de analisis. Este
tiempo de equilibrado es equivalente a 8,90 veces el volumen de la columna, un poco
menor que lo recomendado. Sin embargo, dependiendo de la aplicaciéon y los
requisitos de reproducibilidad del andlisis que nos ocupa, es posible incrementar el
numero de muestras que pueden ser analizadas usando tiempos de re-equilibrado
entre 1 y 3 minutos consiguiendo resultados de buena calidad.

4.3.5 Método optimizado

En la figura 116 se muestra un cromatograma representativo de las 12
isoflavonas de soja utilizando para la inyeccion de la disolucion patron el método
optimizado donde se incluye el tiempo de analisis, el lavado y el tiempo de re-
equilibrado (11,50 minutos en total).
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Figura 116. Cromatograma de la mezcla de los patrones de las 12 isoflavonas de soja
analizadas con el método optimizado con una columna de particulas recubiertas,

Tabla 80.

fused-core.

En la tabla 80 se muestran las condiciones cromatograficas finales, con el
tiempo de equilibrado incorporado, y en la tabla 81 los pardmetros cromatograficos
obtenidos al inyectar la muestra patrén en dichas condiciones.

Condiciones cromatograficas optimizadas para el analisis de las 12 isoflavonas de
soja con una columna de particulas recubiertas, fused-core.

Flujo

Temperatura

Fases moviles

Gradiente

2,7 mL/min
50°C
Fase A Agua 1% acido acético
Fase B Acetonitrilo
Tiempo (min) % B
0,00 8
1,04 15
3,56 17
4,56 19,2
5,50 50
6,50 100
7,50 100
8,50 8
11,50 8
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Tabla 81. Parametros cromatogréaficos obtenidos al inyectar la muestra patrén con el método
optimizado para el andlisis de las 12 isoflavonas de soja con una columna de
particulas recubiertas. RSD: desviacién estandar relativa en porcentaje; tr: tiempo
de retencion; LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion.

Tiempo Platos

de RSD tedricos Asimetria Factor de Factor de

retencion| selectividad

Resolucién LOD LOQ

Isof.

retencion tr /metro A Rs (ug/L)  (ug/L)

(minutes) (N/m)
D] 1,75 0,33 101 1,08 4,14 23,1 77,1
(€1} 1,89 0,34 110 1,04 4,56 1,10 3,82 22,6 75,3
Gi 253 0,28 96,4 1,01 6,46 1,42 14,0 25,0 833
MDi 285 0,26 102 1,04 7,40 1,15 5,65 12,6 42,1
Veljs 3,07 0,23 103 0,98 8,04 1,09 3,51 31,8 106
ADi 4,07 0,19 110 0,96 11,0 1,37 14,0 239 797
MGi 436 0,18 107 0,96 11,9 1,08 3,37 25,3 84,2
AGly 452 0,16 147 0,94 12,4 1,04 1,98 595 19,8
De 478 0,12 117 0,94 13,1 1,06 2,95 11,9 39,7
Gle 539 0,06 590 0,95 14,9 1,13 8,52 17,3 57,6
AGi 552 0,07 1951 1,06 15,3 1,03 3,65 3,34 11,1
Ge 576 0,07 2082 1,04 16,0 1,05 9,22 60,3 201

El tiempo de retencion de las isoflavonas de soja oscila entre 1,75 min (Di) y
5,76 min (Ge), reduciendo diez veces el tiempo de analisis comparado con los
métodos convencionales. De manera ilustrativa, el tempo de retencién al que aparece
la Ge en un método reciente propuesto por la AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) es aproximadamente de 51 minutos [32]. Por otro lado, cuando
comparamos las caracteristicas cromatograficas del método desarrollado con el
método mas rapido descrito hasta ahora [16, 29] que se obtiene usando una columna
monolitica, la reduccion del tiempo de analisis fue de 2 veces. Ademas, el tiempo total
de analisis (de muestra a muestra), incluyendo la limpieza, el retorno a las condiciones
iniciales y el tiempo de re-equilibrado, es de tan sélo 11,5 min, con una baja
variabilidad en el tiempo de retenciéon y en el area (0,33 y 0,69%, respectivamente),
picos estrechos (anchura media de pico de 7,48 segundos) y simétricos (media de
asimetria de 1). La anchura de pico oscila entre 5,07 (AGi) y 10,9 segundos (AGly),
con una variabilidad inferior al 3,90%. También se observa que las primeras y Ultimas
isoflavonas eluidas (Di, Gly, AGi, Ge) dan lugar a picos mas estrechos y simétricos
gue las isoflavonas que eluyen en el medio del cromatograma (ADi, AGly, MGi y De),
lo cual, al menos en parte, puede explicar la dificultad de su separacion.

En general, el método desarrollado presenta buenas caracteristicas
cromatograficas, dando lugar a un nimero de platos elevado, y buenos factores de
retencion, selectividad y resolucion. Los valores medios para estos parametros
cromatogréaficos son 468 platos, 10,4 como factor de retencién, 1,14 es el valor de
selectividad a y 6,42 la resolucién obtenida.
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Por ultimo, la respuesta fue lineal entre 0,05 y 50 mg/L (curva de calibracion
de siete puntos) para todas las isoflavonas y con coeficientes de regresion (R?
mayores de 0,9955 (tabla 82). También se obtuvieron limites de deteccién y
cuantificacion muy bajos, en el rango de 3,34 (AGi) a 239 (ADi) y de 11,1 (AGi) a
797(ADi) pg/L, respectivamente.

Tabla 82. Curvas de calibracion para las 12 isoflavonas de soja objeto de estudio obtenidas
con el método cromatografico optimizado para una columna de particulas
recubiertas, fused-core.

Isoflavona Ordenada Pendiente ‘ R?
-7702 13836 0,9955
-7310 12174 0,9901
-2297 18542 0,9996
-9296 16700 0,9955
-8720 14524  0,9901
-8479 15234 0,9955
-7997 13318 0,9901
-2754 22231 0,9996

-433 16324 0,9993
-3571 12805 0,9993
-2520 20340 0,9996

-13928 31713 0,9976

4.3.6 Aplicacion del método optimizado a muestras reales

La optimizacion del método fue realizada usando una mezcla estandar de las
12 isoflavonas, por lo que es de importancia critica aplicar este método optimizado con
distintas muestras reales. La importancia de esta aplicacion reside en que las
muestras reales son matrices complejas y los métodos de extraccién normalmente no
son selectivos y otros compuestos pueden co-eluir o interferir en la separaciéon de las
isoflavonas con el método optimizado.

Por lo tanto, los extractos de dos sojas (S1 y S2) y dos muestras de proteina
de soja texturizada (PTS1 y PTS2) fueron analizadas con el método desarrollado. Los
cromatogramas de estas muestras se ilustran en la figura 117 (A-D), respectivamente
y las concentraciones de cada isoflavona en estas muestras se recogen en la tabla 83.
El tiempo de retencién y el espectro UV de cada isoflavona coincide con el obtenido en
la inyeccion de sus respectivos patrones y el andlisis de la pureza de pico indica que
otros compuestos no co-eluyen con los picos de las isoflavonas.
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Tabla 83. Concentracion de las isoflavonas analizadas en las muestras con el método
optimizado (n=2) para una columna de particulas recubiertas, fused-core. Los
resultados de concentracion estdn dados en pg/g. RSD: desviacion estandar
relativa en porcentaje; n.d.: isoflavona no detectada (< LOD) S1: muestra de soja
1; S2: muestra de soja 2; PTS1: muestra de proteina texturizada de soja 1; PTS2:
muestra de proteina texturizada de soja 2.

Isoflavones

Di

La concentracion total de las isoflavonas varia entre 1941,53 (S1) y 2460,84
mg/Kg (PTS2).

La variabilidad en las concentraciones para todas las muestras (sojas y
proteinas) es inferior al 5 %. Las mayores variabilidades se observan para las
muestras de proteina texturizadas de soja en conjunto, aunque las mayores
variabilidades son para las isoflavonas que eluyen en dltimo lugar en la muestra de
soja 2 (S2), AGiy Ge.

Como se puede observar, los derivados maloniles y glucésidos son los
predominantes, e incluso en alguna de las muestras son los Unicos derivados (S1).
Los derivados de la genisteina son los predominantes en todas las muestras.

En el caso de las proteina texturizada de soja (PTS1 y PTS2) los derivados
acetil de las isoflavonas se encuentran en una concentracion elevada, lo cual indica
gue ambas muestras de proteina fueron sometidas a tratamientos secos de alta
temperatura en su procesado [16].
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Figura 117. Cromatogramas obtenidos en el analisis de las isoflavonas en las muestras con el
método optimizado para una columna de particulas recubiertas, fused-core. A:
muestra de soja 1; B: muestra de soja 2.
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Figura 117 (cont.). Cromatogramas obtenidos en el andlisis de las isoflavonas en las muestras
con el método optimizado para una columna de particulas recubiertas, fused-core.
C: muestra de proteina texturizada de soja 1; D: muestra de proteina texturizada
de soja 2.
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4.3.7 Distribucion de concentracion y perfil de isoflavonas en alimentos
derivados de soja

En el mercado existen diversos alimentos de soja y derivados de soja que
contienen isoflavonas; se puede encontrar desde soja, proteina texturizada de soja,
soja frita y soja en conserva, hasta bebidas de soja, leche con isoflavonas afiadidas,
zumos de soja, tofu y derivados, productos de reposteria... Cada muestra posee un
perfil y concentracion distinta de las isoflavonas, existe una gran variabilidad. El
conocimiento de las isoflavonas presentes en cada muestra ha cobrado gran interés
en los consumidores y profesionales de la salud por la posible relacién entre las
isoflavonas y sus efectos beneficiosos sobre la salud.

Por ello se han analizado, utilizando el método cromatogréafico optimizado con
una columna de particulas recubiertas (fused-core), un amplio nimero de muestras
caracteristicas de lo que se puede encontrar en los supermercados espafioles. Las
muestras analizadas se recogen en la tabla 84 y los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 85.

Tanto el tiempo de retencién, como el espectro de UV de las isoflavonas
separadas coincidieron con sus respectivos patrones. Asi mismo, el andlisis de la
pureza de pico indic6 que no co-eluian los picos de las isoflavonas con otros
compuestos.

4.3.7.1 Soja (S)

La concentracion total de las isoflavonas encontradas en soja oscila desde
386 mg/Kg (S4) hasta 3563 mg/Kg (S3) (tabla 85). En todas las muestras se observa
que los derivados de genistina son los predominantes, seguido de los de daidzina y
glicitina.

Los perfiles entre las muestras de soja, S1 y S2, son similares, siendo los
derivados de genistina y daidzina los compuestos predominantes. En la soja S2 se
detectaron agluconas en cantidades relativamente pequefias, mientras que en la soja
S1 no se detectaron. Esto puede deberse a la interconversion de las distintas formas
de las isoflavonas a agluconas por las condiciones de transporte o almacenamiento, o
también, puede ser debido a la variabilidad natural que supone la variedad de soja
[61].
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Tabla 84. Alimentos derivados de soja empleadas en el estudio y sus caracteristicas segin su etiquetado.

Muestras Tipo
S1 Soja

S2
S3 Soja Frita
S4 Soja (en conserva)

Descripcion
Soja de Ecuador
Soja Amarilla
Soja, sal y aceite
Soja (ho transgénica), aguay sal.

Soja Texturizada Fina
Hijas del Sol. Proteina de Soja Texturizada.

Proteina texturizada fina. Proteina de soja.

Proteina de soja texturizada. Contiene un derivado de soja.

45 % Semillas de soja
12% Extracto soja
25% Extracto soja

Bebida de Soja Calcio

Bebida de Soja_ ALPRO SOJA

Bebida de Soja_ ALPRO SOJA_Chocolate
Bebida de Soja_ ALPRO SOJA_Vainilla
Bebida de Soja Calcioy Vit D

Bebida de Soja Ecologica

Bebida de Soja Ecoldgica_Chocolate
Bebida de Soja Ecologica_Cereales
Bebida de Soja Ecoldgica_Canelay limoén
Bebida de Soja Nature

Bebida de Soja_Calcio

Bebida de Soja_Manzanay lima

Bebida de Soja_Chocolate

Bebida de Soja Croissance

Bebida de Soja_VIVE SOY

Bebida de Soja_VIVE SOY_Chocolate
Bebida de Soja_VIVE SOY_Vainilla
Bebida de Soja_Calcio

Bebida de Soja_Calcio

Bebida de Soja_Avellanas

Leche con Calcio e Isoflavonas_desnatada
Leche con Calcio e Isoflavonas semideshatada

13% Semillas de soja

6% Semillas de soja descascarillada
6,4% Semillas de soja descascarillada
6,3% Semillas de soja descascarillada
12% Soja descascarillada

13,6% Soja descascarillada

14% Soja descascarillada

14% Soja descascarillada

12% Soja descascarillada

6.8% granos de soja

6.8% Habas de soja

6% Habas de soja

7.2% Habas de soja

5% Habas de soja

13% Habas de soja

11% Habas de soja

11% Habas de soja

12% Habas de soja descascarillada
12.8% Habas de soja descascarillada
12.4% Habas de soja descascarillada

0.025% Extracto Soja=0.01%isoflavonas=10mg por 100mL de leche
0.025% Extracto Soja=0.01%isoflavonas=10mg por 100mL de leche
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Tabla 85.

Muestras

S1
S2
S3
S4

Concentracion de las isoflavonas en las muestras analizadas con el método optimizado con una columna de particulas recubiertas (fused-core).
n.d.: no detectado; LOOQ: limite de cuantificacion.

Isoflavonas

Di Gly Gi MDi MGly ADi | [e]] AGly De Gle AGi Ge TOTAL
mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg %RSD mg/Kg
458 071 991 305 484 075 341 014 831 008 nd nd 476 040 nd. nd. nd nd nd nd nd nd nd nd 1942
405 009 710 087 484 002 408 019 761 039 nd. nd 538 007 nd nd 201 120 nd nd 135 435 294 414 2044
629 540 137 129 712 925 180 465 898 052 497 629 474 733 467 095 117 537 386 114 56572 741 706 499 3563
112 634 248 385 191 723 n.d. n.d. n.d. 125 549 n.d. 237 996 904 121 072 014 128 440 386
404 288 177 241 492 374 211 250 106 304 136 1,18 329 392 724 076 966 317 356 274 174 353 656 242 2299
501 103 875 089 540 185 137 101 648 152 349 082 163 140 614 288 722 360 nd nd 452 122 326 089 2461
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
972 358 925 327 121 380 121 210 n.d. 470 064 326 312 n.d. 6,48 284 n.d. 401 480 522 125 293
431 2,71 n.d. 584 394 565 105 366 371 nd 16,0 3,17 n.d. 187 4,18 n.d. 105 325 345 010 133
62,1 472 n.d. 783 498 598 116 358 0,86 <LOQ 127 261 n.d. 198 2,02 n.d. 165 300 345 204 170
76,3 4,03 n.d. 932 298 475 010 n.d. n.d. 10,1 0,36 n.d. 269 478 n.d. 073 044 405 098 192
804 112 102 087 965 052 479 210 n.d. n.d. 98 204 n.d. 219 058 167 080 075 427 344 042 210
102 202 104 464 105 229 153 249 375 061 428 083 363 042 n.d. 110 460 149 045 234 274 251 191 284
647 483 898 436 730 692 596 035 323 3488 n.d. 141 447 n.d. 244 436 157 293 135 429 352 434 179
790 228 146 187 738 185 479 088 338 090 393 233 126 082 n.d. 236 252 165 026 198 094 306 001 201
899 237 116 147 929 187 122 150 351 268 n.d. 270 144 n.d. 404 368 150 017 154 049 419 063 248
197 1,66 n.d. 241 169 911 209 n.d. 408 09 279 030 n.d. 095 104 178 387 271 016 261 111 930
944 404 120 430 110 244 n.d. n.d. n.d. 428 358 n.d. 819 225 185 489 n.d. 6,01 216 237
722 294 100 213 807 182 440 051 324 047 <LOQ 102 1,82 n.d. 214 290 n.d. 191 262 343 024 188
107 015 128 101 121 030 437 046 401 038 n.d. 105 0,38 n.d. 449 332 n.d. 107 194 550 118 271
238 333 343 042 417 331 359 073 359 0,62 n.d. 6,77 1,35 n.d. 190 211 n.d. 107 117 405 139 899
251 420 705 141 280 321 588 049 428 156 <LOQ 158 242 n.d. 135 416 195 001 211 222 276 191 943
851 373 134 090 922 351 167 203 515 124 493 140 410 161 n.d. 1,71 021 208 039 465 09 313 029 270
730 456 125 497 767 472 166 303 537 254 480 421 367 284 n.d. 165 535 186 469 409 293 290 392 236
639 214 781 098 781 266 736 037 n.d. <LOQ 241 052 n.d. 245 074 235 185 312 040 359 104 193
128 451 109 410 131 366 474 451 n.d. n.d. 949 279 n.d. 245 288 188 298 121 270 356 225 294
936 282 736 412 126 362 488 191 n.d. n.d. 13,1 0,64 n.d. 122 239 181 020 110 178 283 141 252
536 232 319 212 132 234 2838 274 383 400 <LOQ n.d. n.d. 166 306 182 463 nd. n.d. 109
536 321 315 332 132 405 n.d. 9 0.1 <L0Q n.d. 085 321 140 087 179 385 074 331 n.d. 107

322



Capitulo 2: Desarrollo de métodos cromatogrdficos rdpidos para el andlisis de compuestos fendlicos

9/l 910 09€¢ L0 L€ TLE T6L 6EL €9T pu 0g'l ety pu W0 8y 9vL 86l 19€ 68y 9Lt ¥99 9TE 09 10)
8yl pu 19¢ LGl Lg% €0G T8 L9%8 pu v9c 89¢ <TL8 L8l €01 Lyl 00¢ 02k 8T9 GBY V¥9T 6¢y 06€ 8TY 9L
0EL 6CS /8Y O0L8 €€T [6T TTL ¥8Y VLT pu %6 TGy 001> €69 68G 8L 8%l LL€ 90G V€T 86Y 8¥E L6L Gl

0€C pu Z6'L 009 LGt 950 /T8 60l pu pu 89'c  1L'8 pu pu br'L 9Ll 68T L6 LG 0'6L AN
8'GL pu 90} 8T pu 71'L G0'L pu pu 007> pu pu €27 1'6c €1 G8% €61 077 [
86L 90G 0L'E 186 TE0 LMt 696 pu 69'c  9.'8 pu 990 T6'€ GL0 €19 GE'8 e£¥e €80 90¢ 8SL 681 G0 6GI Pl
S7b YT ¥0C 818 srl pu GE0 Gy pu 79 L 60T 9T PuU GO0 Gb ¥T9 T¥S 961 GTL L€0 €£'9e PR
LT TV STY 68% GOl pu 9’} 08’} pu 99} €Y8 pu LV'T 99 98T 99t 621 G119 ¥60 226 181 6L BN
8l ¥9¢ [Ty TGS 6L0 pu e1'G €7e €Ll 1'9g pu 001>  ¥Z€ [8G 19 GG 920 V€L L'y Gr8 €€l 609 B
291 G380 80t 8SY 65¥ 9€Y 0T ¥S0 T pu 9Ty LI e 6% pu 9 Tyl €Lty pu Zi'e 097 DN
€2 050 €6¢ pu pu 0£S €07 pu 050 068 Pu pu G0 06E €90 014G 01 TLL 900 Gz A
ger 6.0 orY pu Pu pu pu 9y 90l pu pl'0 Gt I¥'e €8 689 TOL G690 [6€ 08t Tl AN
L8 pL'e 18 pu pu 7' 85T pu o ¢ pu pu 95'0 198 L0 t'9C pu L0 1’6l [N
pOL  G0'L T90 TES L 989 TG0 GG GL'G €6 G0 6€L ¥IT 6v8 €€l 8¥'S G0 069 6% v¥l T9L 6GS 6ML 06T 017 PR
60C pu 6L LT 999 Lol PUTVL 06 pu GG Tlt 18T 0¢l pu 8L TGG OvS 8L TGl THS PR
961 pu 8L ¥l pu 789 Lg% pu 0ze 10z 8eL €9l pu pu 068 LGy 0S¥ € TG9 ¥'ee B
eel pu o'y Lel pu pu pu 269 29l pu pu 66G 6€l 870 €8¢ pu G1'0 80G et
691 pu S0 ¥l pu pu pu OF'h 8€h TV0 VL 2T 9T [ZT Vel €28 GLE 49 €L €10 L Rt
0Ll pu 6v'6 €6l pu 8G'G 0M'E €L /8T 80Y 9T IvE T pu 68T 9t 110 Lty pu Lo 8zy PEY
65C pu X A pu €6'c G6'C 8TC 6T ¥8T S8k 006 0'1E pu oY LV 81T G0L 66% €91 6EY L't Y
66l  ¥LY TIT pu pu 180 6l'€ pu 8¢ 89L 9% 86T pu pu 6/G 996 9/t 9%l 9% T19 PN
L'l9 680 ST #8T 671 pu pu pu ' Ly 00T pu IZ) 208 96C 9LL 860 6L'G 897 06l PNV
819 pu 86c 1T pu u pu €9e Lob  DOT> pu 8l 0S¢ 99¢ G0Z 08T 9Lt 86T 00T P
L0L €50 06T LM GZL 160 8%l TP 290 pu &' 0T  DO1> 760 69t 10T €09 9% 06l 6€1 TV'G 95t 16l [YA
BB asy% By/bw asy% Bybw asy% By/bw asy% By/bw asy% By/bw asy% Bybu asy% By/bw asy% By/bw asyv By/bw asyv Bywbw asy% Bywbw asyd Bybuw S5 e
VL0l 89 19Y 89 aQ Aoy 19N 1ay Ao fa]' ) fio Ia
SBUOAB[JOS|

"ugIoedINUEND ap alWi| :007 :0pe1d8]8p OU :"pruU (310D
-pasny) seuaignaal sejnojued ap BUWN|OD BUN U0D opeziwindo OpolsW |8 UOD Sepezieue Seisanul Se| U SBUOAR|IOSI Se| ap uoloenuaduo) ‘(uod) G8 ejgel

323



Resultados y discusion

En el caso de la muestra de soja frita (S3), la concentracion total de
isoflavonas es superior a la soja (S1 y S2). Esto se puede explicar parcialmente por la
pérdida de humedad que sufre durante el procesado; nos puede indicar que se realiza
un tratamiento de calor seco. Ademas se observan altos niveles en las
concentraciones de los derivados acetil, lo que también puede ser debido al
tratamiento térmico seco que es posible que provoque la interconversion de formas
malonil a acetil.

La muestra S4, soja en conserva, es la muestra con menor concentracion
total de isoflavonas. Se detectan concentraciones de malonil inferiores que en las
anteriores muestras, y concentraciones superiores de glucosidos y agluconas. Este
hecho puede indicar que se produce una interconversion de las formas malonil a
glucosidos y agluconas durante el proceso de obtencién de la conserva, ya que se
realiza un tratamiento térmico himedo. Es previsible que si se hubiera realizado el
analisis del agua de la conserva se hubieran detectado isoflavonas, ya que se puede
producir un proceso de extraccion; lo que podria explicar que se observen las menores
concentraciones debido a la presencia de isoflavonass en el agua de la conserva.

4.3.7.2 Proteina Texturizada de Soja (PTS)

La proteina texturizada de soja es un concentrado de proteina, que se obtiene
a partir de soja descascarillada y desgrasada por extraccion con agua, agua con alcali
diluido (pH entre 7 y 9) o soluciones acuosas de cloruro sodico (0,5-2 M), sometido a
un tratamiento minimo de calor. Posteriormente el producto obtenido se somete a una
extraccion acuosa o alcohdlica para eliminar los carbohidratos solubles y obtener un
producto con alrededor de un 70 % de proteina. El término "texturizacion" significa la
obtencion de una estructura fisica en un producto, de modo que al ser ingerido
produzca la sensacion de estar comiendo carne. El concepto de la textura de carne es
complejo y compromete factores tanto visuales como de masticabilidad, elasticidady
jugosidad. Los principales aspectos fisicos de la carne que crea esta textura compleja
son las fibras musculares y el tejido conectivo [46]; para obtener esta textura en la
proteina de soja, se convierte en un producto hidratable, laminado y masticable, sin
poseer fibras. Para ello pueden utilizarse dos procesos diferentes: la extrusion
termoplastica y la texturizaciéon por vapor [62].

Con el método propuesto se analizaron dos tipos distintos de proteina
texturizada de Soja, PTS1 y PTS2 (tabla 84); las concentraciones de cada isoflavona
en cada una de las muestras se recogen en la tabla 85.

La concentracion total de isoflavonas es similar para cada una de las
muestras, 2299 mg/Kg (PTS1) y 2461 mg/Kg (PTS2), y superior a la concentracion
observada en las muestras de soja. Las elevadas concentraciones
observadasindicarian que en ambos casos los concentrados de proteina se obtuvieron
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por extraccién acuosa y no por extraccion hidroalcohélica, ya que no se observan las
pérdidas de isoflavonas que se podrian esperar con la extraccion alcohdlica. Los
derivados glucésidos son los mas abundantes, seguidos de los derivados acetil. Los
niveles de derivados acetil indican que posiblemente las dos muestras fueron
sometidas a un tratamiento térmico seco durante el procesado, provocando la posible
transformacién de los derivados malonil a acetil [6]. Que en la muestra PTS1 la
concentracion sea menor que en la muestra PTS2, puede deberse a que el procesado
de la primera sea menos enérgico que el de la segunda, o simplemente a la
variabilidad natural de la variedad de soja.

4.3.7.3 Salsa de Soja (SS)

Este alimento se produce por fermentacién de granos de soja, trigo tostado,
agua y sal [48]. Los resultados obtenidos para las tres muestras de salsa de soja
analizadas, SS1, SS2 y SS3 (tabla 84), nos muestran que no se ha detectado ninguna
de las isoflavonas estudiadas (tabla 85). Por lo tanto, es posible que el tratamiento de
fermentacion provoque la degradacion de isoflavonas, hasta tal punto, que con el
método de andlisis utilizado no seamos capaces de detectar ninguna de las
isoflavonas objeto de estudio.

4.3.7.4 Bebidas de Sojay leche con isoflavonas afiadidas (L)

Se analizaron 21 bebidas de soja (L1-L20) y dos leches de origen animal con
isoflavonas afiadidas (L21 y L22) (tabla 84).

La bebida de soja es un alimento liquido producido por agitacion de semillas
de soja en agua durante 12 horas a temperatura ambiente, finalmente se separa la
fase liquida y la soja se muele. Esta soja molida forma una papilla que primero se
cuece a 100 °C, luego se enfria a temperatura ambiente y seguidamente se filtra
separando el solido del liquido, el cual es la leche de soja [48]. En la tabla 85,
podemos obervar los resultados de concentracion obtenidos.

Las dos muestras de leche de origen animal a las que se ha afadido un
extracto de soja que contiene isoflavonas, presentaron las concentraciones de
isoflavonas que se muestran

La concentracion total de isoflavonas en las bebidas de soja (L1 - L20) oscila
entre 89,9 mg/L (L14) a 294 mg/L (L19). Se da una posible correlacion entre la
concentracion total de isoflavonas y el porcentaje de soja utilizado para su obtencién,
ya que las muestras que poseen concentraciones superiores son las que, en su
elaboracion, se ha utilizado mayor porcentaje de soja en el procesado, y lo contrario
con las muestras en las que se han utilizado porcentajes inferiores. Si observamos las
muestas L6 a L9 existe una variabilidad relativa en la concentracion total de
isoflavonas, aun siendo de la misma marca comercial y teniendo porcentajes similares
de semilla de soja en su composicion; es posible que esta variabiliadad esté
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relacionada con los distintos tipos de soja utilizada, con pérdidas durante el
almacenamiento o con diferencias en el procesado. Las isoflavonas predominantes,
independientemente de la muestra, son los glucésidos seguido de los derivados
malonil, lo que nos puede indicar que la temperatura utilizada en el procesado no es
tan intensa como para provocar la interconversion de los derivados malonil a las
formas acetil o glucésido.

En el caso de las muestras de leche a las que se afiaden isoflavonas, poseen
valores inferiores de concentracion total de isoflavonas comparado con las bebidas de
soja. Si observamos el perfil de isoflavonas de las muestras de leche, prevalecen los
glucosidos, siendo bajas las concentraciones de las otras isoflavonas detectadas, por
lo que podemos pensar que el extracto que se adiciona a la leche esta compuesto
sobre todo por glucésidos. El fabricante indica en su informacién que contiene 10
mg/100mL de isoflavonas, lo cual concuerda con los valores obtenidos, 109 (L21) y
107 mg/L (L22).

4.3.7.5 Zumos de Soja (2)

Los zumos de soja son zumos de frutas a las que se afiade bebida de soja.
Su porcentaje de semillas de soja en los ingredientes es inferior al porcentaje de las
bebidas de soja. Las muestras analizadas de zumo de soja se ilustran en la tabla 84, y
los resultados obtenidos se muestran en la tabla 85.

La concentracion total de isoflavonas en las tres muestras es similar y menor
gue la encontrada en las bebidas de soja. Las concentraciones determinadas estan
entre 61,8 mg/L (Z2) y 70,7 mg/L (Z1). Al igual que en las bebidas de soja, las
isoflavonas predominantes son los derivados malonil y los glucésidos, pero siendo
menor la diferencia entre las concentraciones que se observaba antes, por lo que se
prevé que el grado de interconversion entre las formas de las isoflavonas es inferior al
observado con las bebidas de soja. En el caso de las muestras Z2 y Z3 el perfil de
isoflavonas es muy similar, en cambio la muestra Z1 tiene mayor diversidad de las
formas quimicas derivados de las isoflavonas, aunque las isoflavonas que no se
detectan en las otras muestras estan en cantidades relativamente bajas.

4.3.7.6 Yogures de Soja (Y)

En este grupo se incluyeron los yogures hechos con bebida de soja (Y1-Y4 y
Y6) y aquellos yogures con extracto de soja (Y5) (tabla 84). Los resultados obtenidos
se muestran en la tabla 85.

Las concentraciones totales de isoflavonas oscilan entre 45,3 mg/L (Y2) y 277
mg/L (Y6). Las concentraciones y perfiles de isoflavonas son muy variables segin la
muestra, hecho que viene determinado, probablemente, por el procesado de cada uno
de los productos y por la materia prima de partida. Las isoflavonas predominantes en
concentracion son glucésidos y maloniles, siendo en algunos casos el mayoritario la
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isoflavona MGi. Esto indica posiblemente que los productos no fueron sometidos a un
proceso térmico agresivo, lo que se refleja en la alta concentracién de derivados
malonil y en que los derivados acetil sélo se detecten en algunas muestras.

4.3.7.7 Reposteriay panaderia de soja (R)

Este grupo esta compuesto por productos de reposteria elaborados con soja,
como son las galletas (R1-R6), que son galletas a las que se afiade soja como semilla,
y productos de panaderia dietética elaborados con soja, como son las tortitas de arroz
(R7) (a las que también se afiade soja como semilla) y el pan tostado tipo biscote (R8)
(tabla 84). Los resultados se muestran en la tabla 85.

En las muestras de galletas (R1-R6) los valores de concentracion de
isoflavonas encontrados oscilan entre 133 mg/Kg (R5) y 259 mg/Kg (R2). La muestra
R2 es la que mayor porcentaje de copos de soja tiene en sus ingredientes y también
en la que se encontraron niveles méas altos de isoflavonas. En el caso de la muestra
R5 el ingrediente afiadido es soja caramelizada, y la cantidad de soja afiadida es
menor en comparacion con el resto de las galletas, lo que puede explicar las menores
concentraciones de isoflavonas encontradas. En este grupo de muestras no se
encuentran grandes diferencias en el perfil, aunque si se encuentra variabilidad en la
concentracion. Las formas de isoflavonas predominantes son los glucésidos seguidos
de los derivados acetil, por lo que es posible que en el procesado las muestras fueran
sometidas a un tratamiento térmico seco que pudiera provocar la interconversion de
las formas malonil en acetil.

En el caso de las tortitas de arroz (R7), el perfil de isoflavonas es muy similar
y la concentracion total de las mismas esta dentro del rango de las galletas. En el pan
tostado (R8) la concentracibn encontrada es mucho menor, por lo que se puede
pensar que en el procesado se han degradado las isoflavonas, ya que si tenemos en
cuenta la composicion dada por el fabricante, el producto tiene un 20% de soja y, de
este blogue de muestras, es la que menos concentracion total de isoflavonas presenta.
El perfil encontrado en el pan es distinto; hay mayor diversidad de formas quimicas
derivadas de las isoflavonas, siendo predominantes los derivados malonil.

4.3.7.8 Tofu y derivados (T)

El tofu (T5) se produce por coagulacién de la bebida de soja, seguido de un
compactamiento por presion de la cuajada resultante. La coagulacion consiste en la
precipitacion de proteina por desnaturalizacién de la misma eliminado la repulsion de
sus cargas eléctricas mediante reduccion del pH (disoluciones débilmente &cidas)
provocando su agregacion por interacciones hidrofébicas [63]. Una vez conseguido el
tofu, una forma de conservarlo es por medio de la pasteurizacion.

Otras muestras incluidas en este grupo son una hamburguesa vegetal con
soja (T1), que es un preparado vegetal con tofu fresco y salsa de soja, tres patés
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variados con soja (T2, T3, T4), en los que se utiliza para su preparacion tofu y salsa de
soja, y también un queso curado de soja (T6), realizado con leche de soja (tabla 84).

Las concentraciones obtenidas para estas muestas se muestran en la tabla
85.

En este grupo de muestras se encuentran concentraciones totales de
isoflavonas que van desde 75,8 mg/Kg (T3) hasta 1418 mg/Kg (T6). La gran diversidad
de tipos de muestras se refleja en la gran variabilidad observada en la concentracién
de las isoflavonas. La muestra de tofu (T5) tiene un perfil en el que predominan los
derivados malonil y las agluconas.

En el caso de las muestras T1 a T4 encontramos que las isoflavonas
predominantes son los glucésidos, seguidos de los derivados acetil y malonil, aunque
también se observan agluconas. Comparandolo con la materia prima utilizada para la
elaboracion de estas muestras, que nos indica el fabricante que es el tofu (T5), es
posible que en algun punto del procesado se utilice un tratamiento térmico seco, capaz
de provocar la interconversién de los derivado malonil en glucésidos, e incluso la
degradacion de las agluconas. En la muestra T4 hay un perfil similar pero en
concentracion superior, segun el fabricante se realiza con la misma cantidad de
materia prima (tofu) que las muestras T2 y T3; esta diferencia puede ser debida a
diferencias en el procesado del producto. La variabilidad observaba se puede asociar
a la variedad de la materia prima, la intensidad del procesado y el almacenamiento y
conservacion de las muestras.

La muestra T6 tiene una alta concentracion total de isoflavonas y un perfil
muy similar a las bebidas de soja, lo cual puede estar relacionado con que su
ingrediente principal sea bebida de soja. Las isoflavonas predominantes son los
glucosidos y luego los derivados malonil y acetil. La concentracion de la isoflavona
MGi es relativamente superior a la observada en las bebidas de soja, lo que podria
indicar que el tratamiento para obtener la muestra, el almacenamiento y conservacion
de la misma, provoca menores interconversiones entre las distintas formas de las
isoflavonas, o simplemente que sea por la propia variabilidad de la materia prima.

4.3.7.9 Otros alimentos derivados (O)

En este grupo de muestras se incluyeron aquellas muestras que no se
pueden incluir en otros grupos porque no coinciden ni en procesado ni en materia
prima con los demas. La muestra que incluye este grupo es un preparado de soja tipo
nata (O1), realizado a partir de jugo de soja. Las concentraciones encontradas para
esta muestra de las isoflavonas son las de la tabla 85. La concentracion total y el perfil
son similares a las bebidas de soja, siendo predominantes los glucésidos y los
derivados malonil.
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4.3.8 Conclusiones

En este estudio, se ha aplicado una estrategia de cambio de condiciones
cromatogréficas (temperatura, flujo, gradiente y tiempo de re-equilibrado) una a una
para la optimizacion de un método de andlisis rapido y reproducible para la
determinacion de las 12 principales isoflavonas presentes en soja.

La separacion de todos los compuestos se consiguié en 5,8 minutos y en un
tiempo total de andlisis, incluyendo limpieza de la columna y tiempo de re-equilibrado,
menor de 12 minutos (11,50 minutos).

El método optimizado muestra unas excelentes caracteristicas
cromatogréaficas en términos de resolucién, simetria de picos, reproducibilidad,
cuantificacion y limites de deteccion, que ha permitido su aplicacion con éxito al
analisis de un gran niumero de muestras reales.

La combinacion de las nuevas tecnologias en columnas y la optimizacion de
las condiciones cromatograficas permiten incrementar considerablemente el nimero
de muestras que se pueden procesar al dia en un equipo convencional de HPLC, si lo
comparamos con los métodos mas tradicionales.

El andlisis de muestras confirma que el contenido total y perfil de isoflavonas
en soja y alimentos derivados de la soja es bastante variable, siendo el rango de la
concentracion total de isoflavonas, en las muestras analizadas en este estudio, entre
45,3 mg/Kg y 3562 mg/Kg. Entre los posibles factores que pueden influenciar la
concentracion y perfil de las isoflavonas en las muestras estan la variedad de soja
utilizada, su época y lugar de cultivo, la cantidad de materia prima, las condiciones del
procesado del alimento y del almacenamiento de las muestras.

Basandonos en los datos obtenidos durante este estudio se puede concluir
que las columnas de particulas recubiertas, fused-core, poseen un gran potencial para
la obtencién de métodos de andlisis mas rapidos y sensibles para la determinacion de
isoflavonas, y también para otro tipo de compuestos naturales.
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4.4 DESARROLLO DE UN METODO DE ANALISIS RAPIDO Y
SIMULTANEO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y CAFEINA EN
MUESTRAS DE TE, MATE, CAFE SOLUBLE, REFRESCOS Y
BEBIDAS ENERGETICAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICACIA USANDO UNA COLUMNA DE PARTICULAS
RECUBIERTAS, FUSED-CORE

Una vez comprobado que se puede conseguir un método rapido de analisis
para determinar las doce isoflavonas principales presentes en la soja, se decide utilizar
la columna fused-core para la optimizacion de un método de analisis de 20
compuestos fendlicos, simultaneamente, en diferentes productos de uso cotidiano
como son el té y el café.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es la obtencién de un método de
andlisis rapido y simultaneo para la determinacion de &cidos fendlicos, flavanoles,
flavonas, flavonoles y cafeina en un amplio rango de alimentos y bebidas utilizando
una columna de particulas recubiertas, fused-core, y un equipo convencional de
HPLC.

4.4.1 Desarrollo del método cromatografico

Utilizando una mezcla de patrones de todos los compuestos a analizar (tabla
86) se evaluan varias condiciones cromatograficas para la optimizacion del método.

Tabla 86. Compuestos analizados con el nuevo método cromatogréafico usando una columna
de particulas recubiertas, fused-core. NUum.pico: nimero del pico cromatografico;
Abrev.: abreviatura del compuesto.

Compuesto Familia Compuesto . Familia

Acido (-)-galocatequina
fendlico galato GCG Iflavanoles
Acido

fendlico

Acido galico GalAc

(-)-galocatequina GC Flavanoles Acido p-cumérico CouAc

Acido Acido (-)-epicatequina

protocatéquico e fendlico galato =L FlaEeles
(-)-epigalocatequina EGC Flavanoles g‘;ﬁ?;?gf'o' MyR Flavonol
(-)-catequina CAT Flavanoles Sjl:iﬁrg;gga-&o- QueR  Flavonol

Acido
fendlico

Quercetina-3-0O-

Acido clorogénico ChlAc -
glucopirandsido

QueG  Flavonol

. . Luteolina-7-O-
Cafeina CAF /fxlcalmde glucésido LutG Flavona
Acido cafeico Cafac  Acido Kaempferol-3-O- KpfR Flavonol
fendlico rutindsido
(-)-epicatequina EC Flavanoles LRI HO KpfG Flavonol
glucésido
- igenina-7-O-
epigalocatequina EGCG Flavanoles Aplg?n_lna 70 ApiG Flavona
glucésido

galato
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Los parametros que se evaluaron fueron: diferentes disolventes para la fase
movil (agua y acetonitrilo o metanol), distintas cantidades de &cido (0-2% de &acido
fosforico), temperaturas (25-55°C), flujos (1-2,2 mL/min), gradientes de la fase movil y
tiempo de re-equilibrado (1-5 minutos).

El primer paso para la optimizacion es la evaluacion de varios gradientes
lineales utilizando diferentes disolventes como fase movil organica, acetonitrilo o
metanol, con diferentes cantidades de acido, utilizando un flujo bajo de 1 mL/min y a
temperatura ambiente (25°C). La fase movil acuosa contiene la misma cantidad de
acido que la organica. Se comprueba con estos gradientes que ninguno de los dos
disolventes es capaz de conseguir la separacion.

Los compuestos que muestran mayor dificultad para su separacién son
ChIAc/CAF/CafAc y QueG/LutG. Segun los resultados obtenidos, bajas cantidades de
acido en ambos disolventes muestran una mejor separacién en general para la
separacion critica de estos compuestos.

El uso de metanol como fase movil da lugar a picos mas anchos y mayor
asimetria, ademas de una presiéon 40% mayor que con el acetonitrilo. Estos datos
concuerdan con los observados en el apartado 4.1 de este capitulo. Que el metanol
genere mayor presion de trabajo es un aspecto muy importante ya que debido a esa
mayor presion se limita la posibilidad de aumentar el flujo para reducir el tiempo de
analisis.

Por lo tanto, se selecciona acetonitrilo con 0,1% de &cido fosférico para
continuar con la optimizacion del método cromatografico debido a que ha mostrado
mayor capacidad para la separacion de los picos criticos, mejor forma de pico y menor
presion de trabajo.

Se continda la optimizacién siguiendo las tendencias observadas hasta ahora
con los experimentos de gradientes lineales y se modifica la composicion de la fase
movil con el fin de mejorar la separacion de los compuestos.

Ademas con el mismo gradiente se evalla el aumento de temperatura de la
columna, de 25°C a 35°C, 45°C y 55°C, para conseguir mayor separacién, ya que
afecta a la liberacion de los analitos de la fase estacionaria y a su solubilidad en la
fase movil, por lo tanto se reduce también el tiempo de analisis. Utilizando el mismo
flujo y aumentando la temperatura se obtienen picos mas estrechos y mas simétricos,
ademas el tiempo de retencion se redujo para todos los compuestos. El aumento de
temperatura también afecta a la viscosidad de la fase mévil disminuyendo la presion a
través de la columna y permitiendo mayores flujos de trabajo [60]. Incrementando la
temperatura de 25°C a 55°C se reduce la presion en un 40% permitiendo el uso de
mayores flujos en el analisis.
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Por lo tanto aumentando la temperatura a 55°C evaluamos el aumento de
flujo de 1,0 mL/min a 2,5 mL/min (proximo al limite de presion del sistema) en
intervalos de 0,25 mL/min. Para cada incremento de flujo se ajust6 el gradiente
proporcionalmente para mantener la separaciéon. Como era de esperar, los tiempos de
retencién se reducen al aumentar el flujo, ademas como se aumenta el flujo, la
transferencia de masas es mas rapida y se obtienen picos mas estrechos. Sin
embargo, los flujos mayores de 2,2 mL/min afectaron a la retenciéon de algunos
compuestos en mayor medida que otros. La cafeina, por ejemplo, fue menos retenida
por la fase estacionaria que ChlAc y CafAc al incrementar el flujo, y como
consecuencia dio lugar a un solapamiento parcial entre la cafeina y estos compuestos
al aumentar el flujo a mas de 2,2 mL/min.

Como consecuencia de todas las condiciones evaluadas, usando 2,2 mL/min
como flujo, 55°C como temperatura y realizando ajustes del gradiente se consigue la
separacion de todos los compuestos analizados en menos de 5 minutos (figura 118),
utilizando las condiciones que se muestran en la tabla 87.

Tabla 87. Condiciones cromatograficas optimizadas para el analisis de los 20 compuestos
con una columna de particulas recubiertas, fused-core.

2,2 mLimin

Temperatura 55°C
Fases méviles Fase A Agua 0,1% acido fosforico
Fase B Acetonitrilo 0,1% acido fosférico
Tiempo (min) % B
0,00 5
0,50 10
2,00 12,5
Gradiente 3,00 15
4,00 80
5,00 100
6,00 100
7,00 5

En la dltima parte de la optimizacion se estudié el tiempo de re-equilibrado
entre andlisis. Esto es un aspecto importante para la obtencion de separaciones
rapidas ya que este tiempo, unido al necesario para volver a las condiciones iniciales,
puede ser el responsable de mas del 50% de la duracién general del método. Por ello
se evalla la variabilidad en los tiempos de retencion y areas al utilizar como tiempo de
equilibrado menos de 5 minutos, que fue el tiempo utilizado durante la optimizacion.
Utilizando tiempos de re-equilibrado de 3 min se obtienen variabilidades en tiempo de
retencion y area menores del 2%, por lo que se utiliza como tiempo de re-equilibrado 3
min, siendo el tiempo total de analisis para el método optimizado de 10 min.

333



Resultados y discusion

0124
010+
0.08 +
2 0.66 4
0.04 4

0.02+

0.00+

14 260 nm

18
17 20

0.60 8.50

T T
2.58 3.00

Minutes

5.00

0.03
0.06
0.04 4

0.02+

ODU-—————J¥#J

270 nm

T
0.00 .50

T T
2.58 3.00

Minutes

2.00

0.14
0.12
0.10 5
0.83
0.06
0.04
0.82

0.00

0.00

T
2.58
Minutes

3.00 5.00

S00. 00 —

D00 .00 —

SO0.00 —

DO0. 00 —

SO0 00—

O 00 >

Fluorescencia

o oo

3. .00
Minutes

Figura 118. Cromatogramas de la mezcla de patrones obtenidos con el método optimizado a
las distintas longitudes de onda de deteccidon. La identificacion de picos se
muestra en las tablas 86 y 89.
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4.4.2 Caracteristicas del método

La identificacion de los compuestos se realiza por comparacion de los
tiempos de retencién y los espectros UV obtenidos con los de los patrones
correspondientes. Para todos los compuestos la respuesta fue lineal entre 0,1 y 100
mg/L con coeficientes de regresion (R?) mayores de 0,9986 (tabla 88). La
cuantificacion se realiza para una longitud de onda determinada que se muestra en la
tabla 89.

Tabla 88. Curvas de calibracién para cada uno de los 20 compuestos de estudio obtenida
con el método cromatografico optimizado para una columna de particulas
recubiertas, fused-core, usando deteccion UV y fluorescencia.

Compuesto Abrev. Ordenada Pendiente R?
Acido galico GalAc -9194 12300 0,9993
(-)-galocatequina GC 1,23 3782 0,9991
Acido protocatéquico PrtAc 10,7 17438 1,0000
(-)-epigalocatequina EGC -935 1844 0,9994
(-)-catequina CAT -964 3786 0,9996
Acido clorogénico ChlAc -2201 13406 0,9999
Cafeina Caf -6586 11711 0,9995
Acido cafeico CafAc 83,4 25476 0,9999
(-)-epicatequina EC -291 3065 0,9999
(-)- epigalocatequina galato EGCG -942 14389 1,0000
(-)-galocatequina galato GCG -2209 8025 0,9999
Acido p-cumaérico CouAc -6607 26678 0,9996
(-)-epicatequina galato ECG -3991 7230 0,9974
Miricetina-3-O-ramndsido MyrR -1095 10520 0,9998
Quercetina-3-O-rutinésido QueR 1959 6892 0,9991
Quercetina-3-O-glucopiranésido QueG 3223 10650 0,9995
Luteolina-7-O-glucésido LutG 1210 9421 0,9992
Kaempferol-3-O-rutinésido KpfR -335 10844 0,9998
Kaempferol-3-O-glucésido KpfG -6921 8322 0,9994
Apigenina-7-O-glucésido ApiG -5040 10260 0,9995
(-)-catequina CAT (fluor) 53801 9000000  1,0000
(-)-epicatequina EC (fluor) 2000000 6000000  0,9989

En general, las propiedades del método optimizado respecto al tiempo de
retencion, la anchura de pico, el factor de capacidad (k’), el factor de separacion (a), la
resolucion (Rs) y la simetria de pico (A) son excelentes (tabla 88). Se consigue una
buena separaciéon de todos los compuestos con picos muy estrechos y simétricos.

El tiempo de retenciéon para todos los compuestos se encuentra entre 0,68
min (GalAc) y 4,80 min (ApiG) y la simetria de picos entre 0,84 (QueG) y 1,53 (GalAc).
Una baja variabilidad en los tiempos de retencion, menor de 0.26%, se observa para
todos los compuestos analizados. Algo a tener en cuenta es que la variabilidad en los
tiempos de retencién para los compuestos detectados mediante fluorescencia, CAT y
EC, es mayor que la variabilidad de sus tiempos detectados por UV. Esto puede ser
causado por la difusion que se produce entre la celda del detector de fila de diodos y la
conexion en linea existente entre los dos detectores (DAD y fluorescencia).
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Tabla 89. Pardmetros cromatogréficos para el método optimizado de andlisis de 20 compuestos usando una columna de particulas recubiertas

Ndm. Pico: nimero del pico cromatografico; RSD: desviacidon estandar relativa en porcentaje; tr: tiempo de retencion.

Compuesto

Acido Galico
(-) Galocatequina
Acido protocatéquico
(-) Epigallocatequina
(-) Catequina
Acido clorogénico
Cafeina
Acido cafeico
(-) Epicatequina
(-) Epigalocatequina galato
(-) Galocatequina galato
Acido p-cumarico
(-) Epicatequina galato
Miricetina-3-O-ramnosido
Quercetina-3-O-rutinésido
Quercetina-3-0O-glucopiranosido
Luteolina-7-O-glucosido
Kaempferol-3-O-rutinosido
Kaempferol-3-O-glucosido
Apigenina-7-0-glucosido
(-) Catequina
(-) Epicatequina

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

, fused-core.
Deteccion tr RSD RSD LOD LOQ
" 2 K' A Rs a

nm minutos  fr Area (ug/l) (uglL)
270 0,68 g11 050 055 153 - - 102 339
270 0,99 008 043 132 124 669 017 211 704
260 1.1 0,07 024 156 112 207 118 7867 256

270 1,39 012 058 224 100 732 144 109 3645
270 1,56 013 033 215 WOl 324 1,23 115 38,3
320 1,72 014 027 298 094 138 108 133 44 4
270 1,79 g4z 013 315 095 L7 108 422 14,1
320 1,86 009 016 333 091 181 106 529 17,6
270 2,04 g1 025 3I® 401 331 198 497 166
270 2,16 010 011 403 093 068 103 229 76,2
270 252 012 060 491 090 733 122 869 29,0
320 2,73 008 022 536 085 336 108 190 6,32
270 3,51 goe 057 r23 086 131 135 136 453
260 3,74 006 018 765 089 291 106 6,09 20,3
260 3,87 007 034 798 086 232 104 122 40,7
260 4,02 007 047 841 084 327 105 142 47 4
260 411 Qo8 085 @860 083 150 102 237 78,9
260 453 0,07 037 95 091 849 111 27,5 91.5
260 4,66 006 048 986 087 282 1,03 174 978
260 4,80 007 042 102 09 323 103 504 168
Fluorescencia 1,62 026 039 276 1,05 - - 050 166
Fluorescencia 2,12 023 047 392 100 225 142 0,46 1,54
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Independientemente de la forma de deteccion, la variabilidad en las areas
para todos los compuestos es menor del 0,60%. Los limites de deteccion estan entre
0,46 y 211 pg/L para todos, mientras que los limites de cuantificacion se encuentran
entre 1,54 y 704 ug/L. Los menores limites de deteccién se obtienen para la CAT (0,50
y 1,66 pg/L) y para la EC (0,46 y 1,54 ug/L) que son los dos compuestos que se
detectan mediante fluorescencia. Por otro lado, los mayores limites de deteccion y
cuantificacion observados son para otro flavanol, la GC (211 y 704 pg/L).

Una de las caracteristicas mas relevantes obtenidas en el desarrollo de este
método es su corto tiempo de andlisis, 10 min entre inyecciones, teniendo en cuenta
gue se ha utilizado un equipo de HPLC convencional. Cuando lo comparamos con
métodos convencionales recientemente publicados para la determinacién de diferentes
tipos de compuestos, la reduccién de tiempo es notable. En el método desarrollado por
Sultana y col. 2008 [64], por ejemplo, se necesitaron unos 40 min para separar 8
flavanoles y 5 procianidinas oligoméricas en tés usando HPLC-MS, el tiempo total
incluyendo la limpieza de columna y la vuelta a las condiciones iniciales, sin tener en
cuenta el tiempo de re-equilibrado, fue de 55 min. Cabrera y col 2003 [65]
desarrollaron un método para el analisis de EGCG, EGC, ECG, EC, GalAc y CAF, que
lograba su separacion en 25 min. Yang y col 2007 [66] publicaron la separacion
simultanea de 3 alcaloides y 7 flavanoles en hojas de té en aproximadamente 20 min.
Otro método propuesto fue el de He y col. 2010 [67] separan CAF y 5 flavanoles en
aproximadamente 15 min, aunque la separacién no fue completa (EGC y CAT no
fueron resueltos).

Existen publicaciones de métodos mas rapidos utilizando un sistema
convencional de HPLC, como es el método desarrollado por Hu y col. 2009 [68] donde
se consiguid la separacion de 10 flavanoles, 3 alcaloides y GalAc en tés en
aproximadamente 11 minutos. Los autores afirman una reduccion de 2,5 a 7 veces en
el tiempo de andlisis, respecto al obtenido con los actuales métodos de andlisis (40-
105 minutos). Sin embargo, hay algunos compuestos que pueden ser analizados con
el método que se presenta en este capitulo, consiguiendo menores tiempos de
retencion (3-4 veces menos) que con el de Hu y col. 2009. Por ejemplo, para ambos
métodos el primer compuesto en eluir es el GalAc seguido por EGC y CAT. Los
tiempos de retencion para estos compuestos con el método propuesto por Hu y col.
fueron 3,0; 3,3; 5,1 y 5,4 minutos, respectivamente, mientras que los tiempos de
retenciéon obtenidos con el método desarrollado en este capitulo son 0,68, 0,99. 1,39 y
1,56 minutos, respectivamente. Esto supone tiempos de retenciéon entre 3,3 y 4,4
veces mas cortos en el método propuesto.

Pero existen otras alternativas para obtener separaciones rapidas en
sistemas de HPLC convencionales. Una de estas alternativas es el uso de columnas
monoliticas, que ya han sido descritas a lo largo de este capitulo; se ha comentado
gue debido a su disefio estas columnas son capaces de reducir los tiempos de analisis
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a través de bajas presiones de trabajo, permitiendo flujos altos y mayores
transferencias de masa [32]. Existen publicaciones que utilizan estas columnas para el
analisis de cafeina y otros alcaloides en alimentos, como es el trabajo de Tzanavaras y
Themelis 2007 [37] donde se determinan CAF, teobromina y teofilina en té, café,
cacao, chocolate, bebidas de cola y café soluble. Se consigue la separacion de los tres
compuestos en 3,20 minutos, siendo 3,20 min el tiempo de retencion de la CAF. Si
comparamos con el tiempo de retencién obtenido para CAF con el método descrito en
este capitulo, 1,80 min, vemos que con este método se consigue una reduccion del
tiempo de retencién a casi la mitad. Ademas los picos obtenidos con la columna de
particulas recubiertas son mas simétricos y estrechos que los obtenidos con la
columna monolitica (como se comprob6 en el apartado 4.1 de este capitulo); estas
diferencias también pueden ser debidas a que Tzanavaras y Themelis 2007 [37],
aunque utilizaron una columna monolitica mas corta, 50 mm, y como fase movil
acetonitrilo, la baja temperatura (25°C) y el bajo flujo (0,5 mL/min) pueden explicar
esas diferencias con el método desarrollado con una columna de particulas
recubiertas, fused-core.

Sin duda, la reduccién del tiempo de analisis usando el método desarrollado
en este capitulo es importante, lo que indica un gran potencial de estas columnas de
particulas recubiertas, fused-core, para proporcionar separaciones rapidas en
comparacion con las columnas particuladas convencionales o las monoliticas. De
hecho, este rendimiento sélo es alcanzable por la separaciones con UHPLC (ultra-high
performance liquid chromatography), como el estudio de Novakova y col. 2010 [69]
donde se desarrolla un método de determinacién de 29 compuestos fendlicos y
cafeina (12 de los cuales se detectan en el método desarrollado en este apartado) en
té y extractos en menos de 19 min usando una columna de 100 mm, de tamafio de
particula de 1,7 um, a 25°C y con un gradiente de agua y metanol acidificados (0,1%
de &cido férmico) con un flujo variable entre 0,42 a 0,45 mL/min. La diferencia mas
evidente entre éste y el método propuesto, ademas del nimero de compuestos
analizados, es el flujo de trabajo. La columna de particulas recubiertas, debido a su
tamafio de particula, 2,7 um, a la temperatura de trabajo, 55°C, y el uso de acetonitrilo
como fase movil en lugar de metanol, permite trabajar a 2,2 mL/min. La mayoria de los
acidos fendlicos y los flavanoles analizados en ambos estudios son similares, pero hay
diferencias en los flavonoides analizados. En el método desarrollado en este capitulo
se detectan mas derivados glucésidos de los flavonoides que en el método
desarrollado por Novakova y col. 2010 [69] donde se detectan solamente las
agluconas de los flavonoides.

Se puede concluir que, en general, el método desarrollado con la columna de
particulas recubiertas, fused-core, con un sistema convencional de HPLC posee un
rendimiento cromatografico similar, e incluso superior, al obtenido con los sistemas
UHPLC. Sin embargo, es importante resaltar el potencial de los sistemas UHPLC para
la obtencion de método mas rapidos si se utilizan las condiciones Optimas.

338



Capitulo 2: Desarrollo de métodos cromatogrdficos rdpidos para el andlisis de compuestos fendlicos

4.4.3 Aplicacion del método optimizado a muestras reales

Utilizando el método cromatografico optimizado se analizaron 8 muestras
diferentes de té (negro, blanco y verde), café, mate, refresco y bebida energética.

El método de extraccion utilizado se describe en el apartado 3.3.2 de este
capitulo; se llevaron a cabo tres extracciones secuenciales utilizando ultrasonidos y
diferentes disolventes de metanol acusoso, enrasando al final a un volumen conocido
para determinar su concentracion. Las muestras liquidas se desgasificaron y se
analizaron directamente.

La concentracion de los compuestos detectados en cada una de las muestras
se recoge en la tabla 90. Todas las muestras se analizaron por duplicado y en todas,
la variabilidad en su concentracion fue menor del 5%.

Tabla90. Concentracion en mg/L y mg/g de los compuestos analizados en las muestras
objeto de estudio con el método cromatografico optimizado con una columna de
particulas recubiertas, fused-core. Comp.: compuesto; NUm. Pico: nimero del pico
cromatografico; n.d.: compuesto no detectado, menor del limite de deteccion;
<LOQ: compuesto detectado pero con una concentracion menor del limite de
cuantificacion.

Té Té Té Bebida Bebida oms U UEHER

Verde Blanco  Negro Refrescante energética soluble z
guarana

mgl/g mag/g mg/L mg/L mag/g mg/ L

1 n.d. 2,14
2 29,3 11,1 0,73 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,11
3 n.d. n.d. 0,38 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ
4 66,4 44,6 1,60 n.d. n.d. n.d. n.d. 14,8
5 31,4 28,3 1,26 n.d. n.d. n.d. n.d. 14,4
6 6,95 2,43 1,21 134 n.d. n.d. 60,5 n.d.
7 130 140 89,1 39,9 108,4 313,8 69,6 122
8 n.d. n.d. n.d. 1,79 n.d. n.d. 4,55 n.d.
9 12,2 9,61 4,18 n.d. n.d. n.d. n.d. 27,9
30,6 29,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 13,4
n.d. n.d. 0,41 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,36
n.d. n.d. <LOQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
14,8 22,0 0,55 n.d. n.d. n.d. n.d. 12,8
2,52 1,85 1,70 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,04
17,6 12,4 8,56 38,7 n.d. n.d. n.d. 4,74
5,50 2,42 1,92 3,18 n.d. n.d. n.d. 1,57
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4,44 1,52 1,66 4,19 n.d. n.d. n.d. 1,05
3,78 2,15 1,88 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,39
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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El uso de distintas longitudes de onda y de distintos detectores para la
identificacion y cuantificacion de los compuestos fue necesario cuando se aplico el
método a las muestras reales. Uno de los mayores problemas encontrados fue la gran
diferencia en la concentracion de ciertos compuestos en funcién de la muestra. La
elevada concentracion de la cafeina requirio dilucion de algunas de las muestras para
disminuir la respuesta en el detector y evitar la saturacion de la sefal. Pero hay que
tener en cuenta que los acidos fendlicos, catequinas y flavonoides se encuentran en
baja concentracion, comparado con la cafeina, y la dilucién dificultaba su deteccion.
Por ello se utilizaron distintos detectores (DAD y fluorescencia) y distintas longitudes
de onda (260, 270 y 320 nm) para poder detectar selectivamente y cuantificar los
compuestos que se encontraban en concentraciones menores.

Por ejemplo, el compuesto cafeina (7) eluye junto al ChlAc (6) y CafAc (8)
pero estos dos compuestos absorben en el espectro UV a 323-326 nm, mientras que
la cafeina no absorbe a esas longitudes de onda, por lo tanto es posible la
cuantificacion de esos dos compuestos sin la interferencia de la cafeina. Por otro lado,
se utilizé la fluorescencia que presentan los compuesto CAT y EC, lo que permite su
deteccion y cuantificacion selectiva frente a otros compuestos no fluorescentes.
Ademas la gran sensibilidad de la deteccion por fluorescencia permite reducir los
limites de deteccion y cuantificacion de los compuestos detectados de este modo, en
concreto CAT y EC presentan los menores limites de deteccion y cuantificacion.

Entre los compuestos analizados, la cafeina (CAF) fue el compuesto que se
encuentra en mayor concentracion, mientras que la concentracion del resto de
compuestos no llega ni a la concentracibn mas baja encontrada para la cafeina. Entre
los acidos fendlicos, el ChlAc fue el que se detecté en mayor concentracion, siendo su
valor maximo para el mate (134 mg/g); el compuesto encontrado en mayor
concentracion en el té blanco y el té negro fue el GalAc encontrado en
concentraciones de 5,58 mg/g y 8,15 mg/g, respectivamente. La EGC fue el
compuesto encontrado en mayor concentracion entre el resto de flavanoles para el té
verde (66,4 mg/g) y el té blanco (44,6 mg/g), mientras que para el té negro el
compuesto que presentdé mayor concentracion fue la EC (4,18 mg/g). QueR fue el
flavonoide encontrado en mayor concentracion dentro de los de su familia en todas las
muestras en las que se detecto, siendo su valor maximo de 38,7 mg/g para la muestra
de mate.

El cromatograma del extracto de té verde se muestra en la figura 119, a
excepcion de la cafeina (CAF), los flavanoles fueron los compuestos encontrados en
mayor concentracion, seguido de los flavonoles y los acidos fenélicos. Los compuestos
PrtAc, CafAc, GCG, CouAc, LutG y ApiG fueron no detectados en esta muestra.
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Figura 119. Cromatogramas de la muestra de té verde obtenido con el método optimizado para
una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la identificacién de picos
ver tablas 86 y 89.
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Sin embargo el analisis cromatografico de la muestra de té verde también
indicé la presencia de dos compuestos con area significativa no identificados (figura
119, 270 nm), que eluyen cerca del &cido galico, la galocatequina galato y el acido
protocatéquico. Los espectros UV de estos dos compuestos, con tiempos de retencién
de 0,73 min y 1,06 min, son similares a los espectros del &cido cumarico y de la
cafeina, respectivamente, por lo que podriamos decir que son derivados de un acido
fendlico y de un alcaloide. También se observan en la figura 119 a 260 nm y 320 nm
otros dos compuestos no identificados, con tiempos de retencion de 2,41 min y 3,12
min. El espectro UV del compuesto que eluye a 3,12 min concuerda con el espectro de
la quercetina y podria ser un derivado de este flavonoide. El otro compuesto no
identificado (2,41 min) muestra en su espectro UV tres picos de absorcién claros a
216, 271y 329 nm, pero no concuerdan con ninguno de los compuestos analizados.

El andlisis de la muestra del comprimido de té verde y guarana (figura 120)
mostro un perfil fitoquimico similar al encontrado en la muestra de té verde aunque en
concentraciones méas bajas. En el caso del flavanol galocatequina la disminucion es

notable, de los 29,3 mg/g encontrados en el té verde, pasamos a los 1,11 mg/g
encontrados en esta muestra. Sin embargo, en el caso de la epicatequina ocurre lo
contrario; en el comprimido su concentracion es dos veces mayor que la encontrada
en el té verde. Aunque la concentracion de la epicatequina sea mayor en el
comprimido la suma de las concentraciones de todas los flavanoles es inferior en el
comprimido de té verde y guarana que en el té verde. Por otra parte algunos
compuestos como el acido protocatéquico y la galocatequina galato, que en el té verde
no se detectaban, si que aparecen en la muestra de comprimido de té verde y
guarana, por lo que podrian ser compuestos que provienen del guarand; ademas en la
muestra de comprimido no se detectan esos compuestos no identificados que se
observaban anteriormente.

La muestra de té blanco (figura 121) también muestra un perfil fitoquimico
similar al de la muestra de té verde, aunque con una relativa disminucion de la
concentracion de los compuestos estudiados. La cafeina, al igual que la epicatequina
galato, se encuentra en mayor concentracion que en el té verde. Se observan también
los dos compuestos no identificados a 270 nm y a tiempos de retencion de 0,73 min y
1,06 min que se observaban en el andlisis del té verde, aunque las concentraciones
son diferentes. Ademas en esta muestra de té blanco se detectan otros dos
compuestos no identificados a 260 nm con tiempos de retencion de 3,63 min y 4,28
min. Estos dos compuestos poseen un espectro UV similar a los encontrados para la
guercetina y kaempferol, respectivamente, por lo que podrian ser derivados de estos
flavonoles.
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Figura 120. Cromatogramas de la muestra de comprimido de té verde y guarana obtenido con
el método optimizado para una columna de particulas recubiertas, fused-core.
Para la identificacion de picos ver tablas 86 y 89.
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Figura 121. Cromatogramas de la muestra de té blanco obtenido con el método optimizado
para una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la identificacion de
picos ver tablas 86 y 89.
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Al contrario que en las muestras analizadas hasta este punto, la muestra de
té negro (figura 122) no posee un perfil fitoquimico similar al del té verde. En el caso
del té negro los flavonoides son los compuestos con la concentracion mas alta,
seguido por los 4cidos fendlicos y los flavanoles. En la muestra de té negro el acido
protocatéquico fue detectado. La concentracion total de los compuestos detectados y
cuantificados en la muestra de té negro es tres veces menor que la encontrada en el té
verde. Como en las otras muestras, entre los flavonoides detectados, quercetina-3-O-
glucésido es el de mayor concentracion (8,56 mg/g). En cambio para los acidos
fendlicos el mas abundante fue el &cido galico en vez del &cido clorogénico que es el
mayoritario en el té verde; y para los flavanoles el mas abundante fue la epicatequina
en vez de la epigalocatequina del té verde. En esta muestra de té negro también se
detectan compuestos no identificados que se encontraban en el té verde, los de
tiempos de retencién de 0,73 min, 1,06 min, 2,41 min y 3,12 min.

La muestra de mate (figura 123) no posee un perfil cromatogréafico similar a lo
analizado hasta ahora. Se observa una concentracion considerablemente menor de
cafeina (39,9 mg/g) y una concentracibn mayor de acido clorogénico (134 mg/g) y
guercetina (38,7 mg/g) en comparacion con las concentraciones observadas en las
muestras de té. El 4cido cafeico solo fue detectado en la muestra de mate. Otra
diferencia es que mientras que en las muestras de té los compuestos no identificados
eran posibles derivados del acido cuméarico y de la quercetina, en el caso de la
muestra de mate la mayoria de los compuestos no identificados son posibles
derivados del acido clorogénico. Como se puede observar en la figura 123 a 320 nm
alguno de estos compuestos no identificados se encuentran en concentraciones
elevadas. A 270 nm se detecta el mismo compuesto no identificado a 1,06 min que se
encontraba en las muestras de té y que podria ser derivado de un alcaloide por su
espectro similar a la cafeina.

En la figura 124 se muestra el cromatograma obtenido de la muestra de café
soluble. Se detectan varios compuestos no identificables a 320 nm, pero en este caso
todos ellos poseen un espectro similar al obtenido para el acido clorogénico, por lo que
se puede pensar que son derivados del mismo. La cafeina, el 4cido clorogénico vy el
acido cafeico fueron los Unicos compuestos detectados en esta muestra, no
detectandose ni flavanoles, ni flavonoles, ni flavonas en la misma. La concentracion de
cafeina fue mayor que la encontrada en la muestra de mate, pero inferior a la
encontrada en las muestras de té. En cambio, la concentracién de acido clorogénico
encontrada fue considerablemente mayor que en la muestra de té, pero menor que en
la muestra de mate. En el caso del &cido cafeico la concentracion encontrada en el
café fue mayor que la encontrada en el mate. De los compuestos no identificados en la
muestra de café soluble se puede pensar que los que eluyen a 1,25, 1,53, 4,40 y 4,59
min son los mismos presentes en la muestra de mate, ya que poseen tiempos de
retencién y espectros UV similares.
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Figura 122. Cromatogramas de la muestra de té negro obtenido con el método optimizado
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Figura 123. Cromatogramas de la muestra de mate obtenido con el método optimizado para
una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la identificacion de picos
ver tablas 86 y 89.
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Figura 124. Cromatogramas de la muestra de café soluble obtenido con el método optimizado

para una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la identificacion de
picos ver tablas 86 y 89.
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De todas las muestras analizadas, la muestra de refresco (figura 125) es la
Unica donde s6lo se identifica un Unico compuesto, la cafeina con una concentracion
de 108 mg/L, mucho mayor que la detectada en la muestra de mate y de café soluble,
pero menor que la encontrada en los tés. Los compuestos de mayor area son
compuestos no identificados (270 nm y 320 nm), a tiempos de retencién de 0,72, 0,94,
1,09 y 1,58 min; en este caso estos compuestos no presentan un espectro UV que
coincida con alguno de los compuestos identificados en este método.

El mas simple de todos los perfiles obtenidos en este estudio lo proporciona el
analisis cromatografico de la muestra de bebida energética (figura 126). Los Unicos
compuestos detectados por tiempo de retencién y espectro son el 4cido galico y la
cafeina (picos 1 y 7 respectivamente). La concentracién de cafeina detectada en esta
muestra era totalmente referible a la cantidad que marca la etiqueta del fabricante
(0,03%). En cambio, la concentracion de acido gélico (2,14 mg/L) fue menor que la
encontrada en el té verde y los comprimidos de té y guarana.

En esta muestra también se detectan compuestos no identificables. Uno de
estos compuestos, el que eluye a 1,25 minutos (270 nm), revel6 un espectro UV muy
similar al del acido siringico, y podria ser un derivado del mismo. También otros dos
compuestos no identificados que eluyen a 2,56 minutos y 4,22 minutos a 320 nm
poseen espectros UV similares al acido p-cumérico indicando que pueden ser
derivados del mismo. Otros compuestos no identificados no presentan espectros UV
similares a los analizados.

Alguno de los compuestos no identificados como los que eluyen a 1,54 min y
2,56 min eluyen cerca de la catequina y la galocatequina galato. Sin embargo, aunque
ninguno de estos dos compuestos se solapa con los compuestos analizados, se debe
prestar especial atencion cuando se analicen muestras donde aparezcan estos picos,
a pesar de que utilizando la fluorescencia, la identificacion y la cuantificacién de la
catequina es relativamente sencilla aun en presencia de estos compuestos no
identificados que pueden interferir, puesto que dichos compuestos interferentes no
presentan fluorescencia en las condiciones en las que se trabaja. Esto también puede
ser valido para la galocatequina galato, ya que en otras condiciones del detector
puede ser detectada [70]. Uno de estos compuestos no identificados, en concreto el
gue eluye a 0,95 min, coincide en tiempo de retencidén y espectro UV con el compuesto
no identificado en la muestra de refresco.
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Figura 125. Cromatogramas de la muestra de refresco obtenido con el método optimizado para
una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la identificacion de picos
ver tablas 86 y 89.
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Figura 126. Cromatogramas de la muestra de bebida energética obtenido con el método
optimizado para una columna de particulas recubiertas, fused-core. Para la
identificacion de picos ver tablas 86 y 89.
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La visidn general de la distribucién de los compuestos analizados e incluso de
los no identificados presentes en las muestras analizadas esta de acuerdo con lo que
se observa en la bibliografia para cada tipo de muestra.

Por ejemplo, el té negro es sometido a un proceso de fermentacion durante
su procesado que reduce los niveles de flavanoles, en comparacion con los
detectados en el té verde [26, 71]. Este aspecto queda reflejado en los resultados
obtenidos en este estudio, siendo la concentracion de los flavanoles en el té verde
mayor que la encontrada en el té negro.

Otro dato contrastable son los compuestos mayoritarios no identificados
encontrados en la muestra de café soluble, que mostraban espectros similares a los
del &cido clorogénico, lo cual nos indicaba que podrian ser posibles derivados del
acido clorogénico, lo cual estda documentado en diversos trabajos de investigacion [10,
13].

4.4.4 Patrones de distribucion de polifenoles y alcaloides en cafés
solubles, refrescos, bebidas energéticas y tés.

El método cromatogréfico optimizado en este apartado se ha utilizado para la
determinacién de diferentes perfiles de fitoquimicos en diversos tipos de bebidas:
cafés solubles, refrescos, bebidas energéticas y diferentes tipos de tés que se
comercializan en el mercado espafiol (tabla 91). Los resultados obtenidos se han
utlizado para realizar estudios de componentes principales para identificar patrones de
distribucién de los fitoquimicos que nos permitan diferenciar correctamente entre las
muestras analizadas.

Entre las muestras seleccionadas para el analisis se han seleccionado
diferentes muestras de café soluble (C) de diferentes procedencias, incluso muestras
descafeinadas, refrescos (SD) y bebidas energéticas (EN), e incluso una gran variedad
de tipos de té segun su grado de fermentacion.

El té se puede clasificar en funcion de su grado de fermentacion durante su
procesado. Las hojas de Camllia sinensis una vez recolectadas se secan con calor
para evitar la fermentacion producida por la actividad de las enzimas propias del té;
este tipo de té se clasifica como té no fermentado que a su vez incluye el té verde (GT)
y el té blanco (WT). La principal diferencia entre ambos es que en el caso del té blanco
se recolectan brotes y hojas jovenes de té poco antes de que los brotes se hayan
desarrollado completamente, en cambio en el té verde la recoleccién se realiza mas
tarde.
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Tabla 91 (cont). Muestras analizadas, cédigos de identificacién utilizados e informacién proporcionada por el fabricante.

Bebida energ etica

Muestra Marca Descripciondel fabricante
Te rojo 8 -
Té rojo 2 -
Té rojo y limon 1 Pu-erh; Te verde; 10 % aroma de limon.
Té rojo 4 53.8 % Te negro; 35.3 % rooibos; 6.4 % hibisco; 4.3 % aroma.
Té rojo T -
Té rojo antioxidante 5 84 % t&; 14 % anis; aroma de ciruela.
Te& rojo S] Pu-erh
Cafe 14 Cafe.
Cafeé 14 Cafée.
Cafe 14 Cafe; mezcla verde.
Cafe 14 Cafée; expreso; arabica.
Cafe 14 Café; Ameérica latina.
Cafe 14 Cafe; Colombia.
Cafe 15 Café; Colombia.
Cafe 15 Cafée; natural.
Cafe 15 Cafe: expreso.
Cafe 16 Cafe
Cafe 17 Cafe
Cafée 18 Cafe: crema.
Cafe 14 Café descafeinado.
Cafe 15 Cafe descafeinado.
Cafe 19 Cafe descafeinado.
Cafe 16 Cafe descafeinado.
Cafe 17 Cafe descafeinado.
Refresco 20 Refresco; cola; descafeinado.
Refresco 20 Refresco; cola; light, descafeinado.
Refresco 20 Refresco; cola; sin azucar.
Refresco 20 Refresco; cola.
Refresco 20 Refresco; cola: light.
Refresco 21 Refresco; cola; limon.
Refresco 21 Refresco; cola.
Refresco 21 Refresco; cola; light.
Refresco 24 Refresco; cola; lima; light.
Refresco 21 Refresco; cola; sin azucar.
Refresco 22 Refresco; cola.
Bebida energetica 20 Bebida energetica; con fruta.
Bebida energetica 20 Bebida energetica.
Bebida energetica 23 Bebida energética.
Bebida energetica 24 Bebida energeética.
Bebida energetica 24 Bebida energéetica; sin azucar.
Bebida energetica 25 Bebida energética.
26 Bebida m:mﬂm®ﬁ_0m.
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Si se permite la fermentacion de las hojas de té antes de su secado por
tratamiento de calor se produce un té oscuro conocido como té negro (BT). Si el
periodo de fermentacién es mas largo, como es el caso del té pu-erh y té rojo (RT),
este proceso no sélo estd llevado a cabo por la enzimas propias del té, sino que otros
microorganismos actuian en el proceso. Cuando la fermentacion se produce de manera
parcial se habla de té oolong. El proceso de fermentacion puede provocar cambios en
la composicion de los fitoquimicos del té. Se conoce que durante la fermentacion los
flavanoles se oxidan, disminuyendo su concentracion en tés fermentados en
comparacion con los tés no fermentados [72, 73].

La extraccion de las muestras analizadas se realiza con ultrasonidos como se
describe en el apartado 3.3.2.

4.4.4.1 Patrones de distribucion de compuestos fitoquimicos en bebidas

La concentracion de los acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles, flavonas y
alcaloides detectados en las muestras analizadas se muestran en las tablas 92, 93 y
94.

Los tés presentan la mezcla de compuestos mas compleja en términos de
todas las familias detectadas, por ello su composicion se discutira en las proximas
secciones.

El café contiene cafeina, acido cafeico y &cido clorogénico. En la mayoria de
las muestras de café analizadas la cafeina es el compuesto mayoritario, con
concentraciones entre 23,9 mg/g (C12) y 56,3 mg/g (C1), correspondiéndose con lo
encontrado en la bibliografia [74, 75]. En los cafés descafeinados la concentracion de
cafeina varia entre 0,90 mg/g (C17) y 2,26 mg/g (C13). Unicamente en un café soluble
el acido clorogénico es el compuesto mayoritario (42,7 mg/g, C9); en esta muestra la
informacion que proporciona el fabricante es que se trata de un producto de café con
mezcla de café tostado y café verde, lo cual concuerda con el perfil de acidos
organicos detectados. En general, el &cido clorogénico en los cafés presenta
concentraciones entre 3,70 mg/g (C14) y 42,7 mg/g (C9). El acido cafeico es el
compuesto minoritario en todas las muestras de café analizadas (0,21 (C14)-2,42 (C3)

mg/qg).

La cafeina es el Unico compuesto detectado en las muestras de refrescos,
con concentraciones que varian entre 30,7 mg/L (SD6) y 123 mg/L (SD1) para los
resfrescos no descafeinados, y entre 0,09 (SD11) y 0,18 (SD10) mg/L para los
resfrescos descafeinados. Las mayores concentraciones de cafeina se han
encontrado en las muestras light de refrescos.

Las bebidas energéticas son, de las muestras analizadas en este estudio, las
gue mayores concentraciones de cafeina presentan (69,0-349 mg/L).
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Tabla 92. Concentracién de los compuestos analizados en café (C), refrescos (SD) y
bebidas energéticas (EN).

Compuesto (mg/g Compuesto (mg/L

Muestras Muestras

Caf ChlAc CafAc Caf

C1 56,3 14,8 1,06 SD1 123
RSD (%) 059 0,16 0,07 RSD (%) 0,39
C2 50,9 16,9 1,30 SD2 92,3
RSD (%) 0,12 0,24 0,09 RSD (%) 0,60
C3 48,8 19,8 2,42 SD3 98,4
RSD (%) 0,43 0,01 0,21 RSD (%) 0,84
(07} 475 20,9 1,08 SD4 30,8
RSD (%) 0,04 0,03 0,11 RSD (%) 0,91
C5 42,4 971 1,15 SD5 107
RSD (%) 0,18 0,07 0,16 RSD (%) 0,53
C6 40,9 13,6 1,29 SD6 30,7
RSD (%) 0,82 0,18 0,11 RSD (%) 0,35
C7 357 19,3 1,18 SD7 111
RSD (%) 0,76 0,22 0,05 RSD (%) 0,54
C8 354 12,1 0,91 SD8 122
RSD (%) 0,17 0,20 0,03 RSD (%) 0,97
C9 326 42,7 0,89 SD9 108
RSD (%) 0,12 0,39 0,01 RSD (%) 0,83
c1o0 28,4 16,2 0,57 SD10 0,18
RSD (%) 0,06 0,20 0,17 RSD (%) 1,32
Cl1 27,3 9,16 0,38 SD11 0,09
RSD (%) 0,07 0,20 0,22 RSD (%) 4,46
C12 239 280 0,67 EN1 313
RSD (%) 0,05 0,24 0,10 RSD (%) 2,36
C13 226 125 1,30 EN2 323
RSD (%) 0,15 0,20 0,06 RSD (%) 1,55
Cci14 1,74 3,70 0,21 EN3 339
RSD (%) 0,24 0,07 0,39 RSD (%) 1,24
Ci15 1,717 110 0,82 EN4 227
RSD (%) 0,07 0,23 0,19 RSD (%) 2,71
Cil6 1,75 18,21 1,46 EN5 69,0
RSD (%) 0,42 0,19 0,15 RSD (%) 0,36
C17 0,90 186 0,94 ENG 349
RSD (%) 0,07 0,21 0,06 RSD (%) 0,45
EN7 330

RSD (%) 1,18
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Tabla 94. Concentracion de los compuestos analizados en tés fermentados
Compuesto (mg/qg)
Caf GC EGC CAT EC EGCG GCG ECG MyrR QueR QueG LutG KpfR KpfG GalAc PrtAc ChiAc CafAc CouAc

Muestras

BT1 0,29 0,59 0,50 0,39 0,45 n.d. 0.89 0,95 1,77 0,68 n.d. 0,50 0,32 1,42 0,06 0,31 n.d. Tr
RSD (%) 3.04 3.34 3.58 2,12 3.14 n.d. 3.33 3.21 1,27 3.21 n.d. 3,23 3.16 1,17 3.20 3.47 n.d. n.d.
BT2 0.34 0.60 0,37 1,02 0,47 n.d. 1,28 0,18 2,55 1,43 n.d. 0,75 0.87 1,34 n.d. 0.80 n.d. n.d.
RSD (%) : : 3.35 3.32 3,05 2,05 3,61 n.d. 2,29 3,20 1,15 2,28 n.d. 3,02 3.64 1,23 n.d. 3,21 n.cl. n.cl.
BT3 0,42 0.84 0,35 1,20 1,48 n.d. 2,00 0,23 3.13 0,56 n.d. 0,63 0.48 1,82 0,04 0,52 n.d. Tr
RSD (%) 3 s 3,07 3,22 3,12 1,25 1,86 n.d. 1,23 3.14 1,64 3,05 n.d. 2,36 3,21 1,26 3.18 3,07 n.d. n.d.
BT4 0,04 0,16 0.04 0,15 0,04 n.d. n.d. 0,03 1,04 0,08 0,08 0.28 0,14 1,90 0,07 0,05 n.d. Tr
RSD (%) 5 3,02 3,72 3.12 3,03 2,81 n.d. n.d. 3.54 1,07 3,45 3,19 3,78 4,25 1,07 3,17 3,25 n.d. n.d.
BTS 0.46 1,50 0,65 1,63 0,58 n.d. 1,05 0,26 3,18 1,21 n.d. 0,72 0,65 2,12 n.d. 0.81 n.d. n.d.
RSD (%) 2,09 3.13 1,97 2,06 2,03 2,46 n.d. 2,38 3.75 1.36 2,25 n.c. 4,30 4,56 1,15 n.d. 2,42 n.d. n.d.
BT6 17,7 0,43 0,13 0,22 0,25 0,90 n.d. 0,03 n.d. 0,13 17T 0,44 n.d. 0,33 0.21 1,60 0,08 0.21 n.d. Tr
RSD (%) JHsZ] 3.19 3.17 3.13 3.14 2,08 n.d. 4,34 n.d. 3.09 1.32 3.57 n.cl. 3,59 3.13 1,16 4,13 3.12 n.d. n.d.
BT7 18,3 0.37 0.13 0,53 0,76 0,39 n.d. n.d. n.d. 0,11 1,39 0.20 n.c. 0,22 0,54 1.81 0.10 0.16 n.d. Tr
RSD (%) =< 3,54 3.52 3.78 3.84 2,31 n.d. n.d. n.d. 3,18 1,14 3,40 n.c. 3,43 3.25 1,10 4,80 3,60 n.cl. n.cl.
BT8 32,3 1,45 1.33 2,05 0,71 2,68 3.74 n.d. 2,98 0,12 2,12 0,54 n.d. 0,52 0,43 2,74 n.d. 0,69 n.d. n.d.
RSD (%) 4l 2,05 2,40 2,86 3,32 3.19 1,11 n.d. 1,17 3.14 1,21 2,40 n.d. 3,28 3.76 1,15 n.d. 2,13 n.d. n.d.
BTS 27,7 1,28 0.28 n.d. 0,85 1,37 0,58 n.d. 1,96 0,25 2,61 6,31 n.d. 0.65 0.64 1,87 n.d. 0.74 n.d. Tr
SESIRE N 1,25 2,09 3,31 n.d. 2,19 2,08 3,22 n.d. 1,19 3,46 1,17 1,16 n.d. 3,66 4,78 2,13 n.d. 2,29 n.d. n.d.
BT10 322 0.86 0,15 0,63 0,46 1,40 0,15 n.d. n.d. 0,32 1,70 0,75 n.d. 0.66 0,39 2,98 0,17 0.43 n.d. Tr
RESBRCIN 1,37 3,22 3,31 3,19 3,32 3,56 3.54 n.d. n.d. 2,95 2.83 3,08 n.d. 3,37 3,11 1,06 4,68 3,66 n.d. n.d.
BT11 27.4 1,80 0,85 1,22 0,97 2,79 2,91 n.d. 2,88 0.16 1,92 0,52 n.d. 0,43 0.25 3,01 n.d. 0,95 n.d. Tr
RSD (%) sl 2,35 3.11 2,56 2,03 2,23 2,95 n.d. 1,22 2.21 2,09 3.59 n.d. 3,02 4,22 1,10 n.d. 2,18 n.d. n.d.
BT12 27,0 1,15 0.36 0,43 0,46 0.69 0.70 n.d. 1,87 0.23 2,68 1,22 n.d. 0,70 0.62 1,88 0.02 0,49 n.d. n.d.
RSD (%) R 3,16 3,22 3.47 3.54 3,08 3,04 n.d. 2,12 3,82 1,13 2,17 n.d. 3.14 4,38 2,15 4,72 3.14 n.dl. n.d.
BT13 22,1 0.68 0,19 0,71 0,19 0,58 0,70 n.d. 1,39 0,21 2,10 0,68 n.d. 0,48 0,32 1,59 0,05 0,20 n.d. n.d.
SESIPRE M 1,10 3.28 3,24 3.19 3,13 4,04 3.36 n.d. 2,11 3,70 1,19 3.15 n.d. 3,54 3,98 2,19 4,57 4,20 n.d. n.d.
BT14 15,7 0,61 0,04 0,20 0,23 0,41 n.d. n.d. n.d. 0.16 1,26 0,30 0,02 0,34 0,13 1,15 0,06 0,70 n.d. Tr
RSD (%) NP 3,08 3,17 4,12 3.18 3,09 n.d. n.d. n.d. 0.24 2,35 3,03 0,31 3,53 4,36 2,28 4,17 3,08 n.d. n.d.
BT15 20,3 0,34 0.10 n.d. 0,33 1,06 0,22 n.d. 0,71 0,16 1,88 0.45 n.d. 0,26 0,20 1,75 0.08 0.18 n.d. Tr
RSD (%) 23 3,38 3,58 n.d. 3,13 2,05 0,60 n.d. 3,71 0,22 2,28 3,13 n.d. 3,61 3,29 2,18 4,13 4,51 n.d. n.d.
BT16 17.9 0,42 0,15 1,69 0,32 1,06 0,26 n.d. 0,70 0.16 1,94 1,02 n.d. 0.32 0.28 1,70 0,08 0,18 n.d. Tr
RSD (%) Bl 3.28 3.03 2,32 3,44 2,13 0,45 n.d. 3,62 0,20 2,20 2.41 n.cl. 3,11 3.90 2,16 4,10 4.61 n.d. n.d.
BT17 21,0 0,46 0.14 0,53 0.27 1,06 0.13 n.d. 0,35 0,18 1,80 0,44 n.d. 0.27 0.18 1,92 0.09 0.14 n.d. Tr
RSD (%) sl 3,37 3.45 3.19 3,06 2,16 0,40 n.d. 3.51 0,14 2.44 3,54 n.d. 3,94 3.07 2,15 4,22 4,15 n.cl. n.cl.
BT18 19,4 0,44 0.14 0,95 0,27 0,91 0,26 n.d. 0,69 0,15 1,72 0.54 n.d. 0.28 0.20 1,36 0,07 n.d. n.d. Tr
SESIDRE M 1,24 3,30 3.09 2,21 3,07 3.43 0,49 n.d. 3,79 0,18 3,11 3,60 n.d. 3,17 3,20 2,19 4,32 n.d. n.d. n.d.
BT19 16,5 0,36 0,12 0,28 0,31 1,09 0.20 n.d. 0,53 0.16 1,73 0,48 n.d. 0,26 0,20 1,52 0,07 0,17 n.d. Tr
SESIBRE M 1,13 3.35 3,26 3.48 3.16 2,25 0,35 n.d. 3.42 0,06 2,17 2,54 n.cl. 3,12 3.15 2,07 4,29 4,35 n.d. n.d.
BT20 20,8 0,98 0.20 0.53 0,37 0,55 0,27 n.d. n.d. 0.21 2,09 0,85 n.d. 0,56 0.48 1,51 0.04 0.51 n.d. Tr
RSD (%) =il 2,26 3.14 3.21 3,14 3,11 0,52 n.d. n.d. 1,69 1.34 2,29 n.d. 3,59 3,51 2,20 4,52 3,31 n.d. n.d.
BT21 0,50 0.21 n.d. n.d. 0,07 0.11 n.d. n.d. n.d. 0.16 1,73 0,35 n.d. 0,25 0,03 1,55 0,03 0,69 Tr n.d.
RESIBNGIN 3,52 3,11 n.cl. n.cl. 4,17 4,02 n.d. n.d. n.d. 4,20 2,32 3,07 n.cl. 3,11 4,26 2,24 3.77 3.26 n.cl. n.cl.

LOD: limite de deteccién; LOQ: limite de cuantificacion; RSD (%): % desviacion estandar relativa; n.d.: no detectado (< limite de deteccion);
Tr: trazas (< limite de cuantificacion).
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Para detectar un patron general de distribuciéon de todas las bebidas se
realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con las concentraciones
obtenidas de cafeina, &cido cafeico y acido clorogénico (figura 127). Los datos
prsentados en este primer grafico de PCA se han transformado para mostrar el
contenido de estos compuestos en mg/L presentes en las latas de refrescos y bebidas
energéticas y en una taza de café o té. En el caso de café soluble y té se ha
considerado que 2,5 g de producto se ha disuelto o extraido, respectivamente, en 200
mL de agua (con una recuperacion del 75 % para cada extraccion).
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Figura 127. Resultados del analisis de componentes principales de ChlAc, CafAc y Caf frente a
las muestras analizadas.

Se observa una clara seperacion entre los cafés descafeinados -5 muestras-
y los cafés no descafeinados -12 muestras-. El resto de muestras (refrescos, bebidas
energéticas y tés) estan juntas en un gran grupo caracterizado por la ausencia de
acido clorogénico y acido cafeico; dentro de este grupo hay otro menor que incluye
todas las bebidas energéticas (excepto EN1), caracterizadas por tener mayores
concentraciones de cafeina que los refrescos y los tés, pero no tan grandes como las
gue presentan los cafés no descafeinados. Todos los refrescos y la bebida energénica
EN1 aparecen juntas entre los valores de PC2 -1y 0. En la figura se han localizado las
cargas para cada variable estudiada (Caf, ChlAc y CafAc).

Como hemos comentado al principio de este aparatado, debido a la
complejidad de la composicion de los tés se ha realizado un andlisis estadistico por
separado con estas muestras.
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4.4.4.2 Patrones de distribucion en tés no fermentados

En la figura 128 se muestran la concentracion total de cada familia de

compuestos determinados en las muestras de tés, tanto fermentados como no
fermentados.
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Figura 128. Distribucién de las familias de compuestos en muestras de té fermentado y no
fermentado.

La clasificacion de tés fermentados incluyen los tés verdes (GT) y tés blancos
(WT) analizados. El cédigo de identificacion de cada muestra y su informacion
proporcionada por el fabricante se encuentran en la tabla 91 y la concentracién de
cada una de los compuestos determinados en este estudio en la tabla 93.

Como se puede observar en la figura 128, para la mayoria de los tés no
fermentados los flavanoles son los compuestos mayoritarios, seguidos de los
alcaloides. Los acidos fendlicos son la familia de compuestos presentes en menor
concentracion para todas las muestras analizadas. Los flavanoles estan en mayor
conentracion en el té verde, con una gran variabilidad en las concentraciones que se
encuentran entre 10,7 mg/g (GT3) y 53,4 mg/g (GT11).
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En los tés blancos se aprecia un perfil similar, siendo los flavanoles los
compuestos mayoritarios (entre 11,7 mg/g (WT3) y 31,2 mg/g (WT2)). Sin embargo se
observan diferentes concentraciones de fitoquimicos en las muestras WT3 y WT4,
donde los flavanoles estan en menor concentracién que los alcaloides. En general, se
observan menores concentraciones de flavanoles en los tés blancos que en los
verdes, pero debido a la gran varibilidad observada en el grupo de los tés verdes, la
concentracion de estos compuestos en los tes blancos estan dentro del amplio rango
encontrado en este tipo de tés no fermentados. Hay que tener en cuenta el reducido
ndamero de muestra de té blanco utilizadas en el estudio, por lo que la informacion
obtenida del analisis de las muestras sélo se puede usar para la comparacion entre tés
fermentados y no fermentados. La Unica muestra de las analizas hecha
exclusivamente de té blanco (segun la informacion proporcionada por el fabricante) es
la WT1, mientras que otras son mezclas de tés blancos, verdes y rojos (WT2 y WT4),
o té blanco con for de naranjo (WT3). Un muestreo mayor podria proporcionarnos
datos para diferenciar entre los diferentes tipos de tés no fermentados.

Se observan mayores concentraciones para flavanoles en las muestras de té
verde sin aditivos 0 mezclas. Una posible explicacién de estas mayores cantidades
observadas frente al resto de tés verdes es que este tipo de compuestos se
encuentran en menores concentraciones en los aditivos utilizados y por lo tanto en los
tés verdes que no son “puros” disminuye su concentracion.

Desde otro punto de vista, se puede obtener mas informacién a partir de la
concentracion individual de cada compuesto concreto en las muestras (tabla 93). El
principal flavanol en la mayoria de las muestras es el EGC con valores que varian
entre 5,42 mg/g (GT7) y 15,70 mg/g (GT4) para los tés verdes y entre 5,78 mg/g
(WT1) v 24,9 mg/g (WT2) en los tés blancos. La mayor concentracion para los
flavanoles individualizados se detecta en la muestra WT2, que se trata de una mezcla
de tés (blanco, verde y rojo). EGCG es el segundo flavanol en concentracion
detectado en estas muestras, aunque en algunas muestras (GT11l y GT12) es el
principal flavanol detectado, presentando mayores concentraciones que para EGC.
Con respecto al resto de flavanoles no es posible establecer una tendencia clara en
sus concentraciones debido a la gran variabilidad presente en las muestras
analizadas.

Las concentraciones de flavanoles encontradas en las muestras analizadas
concuerdan con los valores bibliograficos de otros estudios. En un estudio donde se
analizaron los flavanoles de 7 tés no fermentados consumidos en Reino Unido usando
agua como disolvente de extraccion [76] el flavanol encontrado en mayor
concentracion fue EGC con concentraciones entre 16,2 y 32,0 mg/g. Concentraciones
similares fueron encontradas en estudios realizados por otros investigadores; el
analisis de flavanoles en 7 tés verdes [64] muestran grandes concentraciones de
EGCG (20,3-40,6 mg/g) y EGC (19,0-34,6 mg/g). Usando como disolvente de
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extraccidn acetonitrilo acuoso (60%) [77] en 13 tés no fermentados comerciales se
detectaron menores concentraciones de flavanoles; en todos los tés analizados la
EGCG fue el principal compuesto encontrado presentando concentraciones entre 4,9 y
10,2 mg/g. En el estudio de 14 diferentes muestras de té [78] el principal flavanol
detectado fue también EGC con concentraciones variables entre 8,0 y 83,3 mg/g
dependiendo del tipo de té y su zona de cultivo. Aunque en este estudio se detectan
mayores concentraciones de EGC en algunas muestras, el limite inferior es
aproximadamente igual y apoya las observaciones realizadas en este estudio.

En conjunto las diferencias observadas entre los niveles encontrados en la
bibliografia y los obtenidos en este estudio pueden ser atribuidas a la variedad del té,
la zona de cultivo, las condiciones del procesado y la metodologia analitica utilizada
para la determinacion de los fitoquimicos presentes. Un ejemplo de esto ultimo es el
encontrado en el trabajo de Sultana et al. (2008) [64], donde se observan diferencias
en la concentracién en el extracto final dependiendo de las condiciones de extraccion.
Los compuestos poseen diferentes polaridades y estan sujetos a diferentes
interacciones con la matriz de la muestra, un disolvente puede ser efectivo para la
extraccion de una clase de compuestos y no efectivo para el resto. Esto se puede
observar para el caso de los &cidos fendlicos con una alta polaridad frente a los
flavonoides relativamente apolares. En todas las referencias bibliograficas
mencionadas en los parrafos anteriores se utilizaron diferentes disolventes para la
extraccion de los analitos de interés, dando lugar a un amplio rango de valores de
concentracion. En concreto, en este estudio se utilizaron 3 extracciones secuenciales
disminuyendo en cada una la polaridad del disolvente utilizado para asegurar la
recuperacion cuantitativa de los compuestos de interés.

Los alcaloides son los segundos compuestos en concentracion presentes en
los tés no fermentados. Su concentracion total varia entre 11,8 mg/g (GT5) y 29,6
mg/g (GT12). El valor tan bajo de concentraciébn encontrada en alcaloides de la
muestra GT5 fue algo esperado debido a su baja cantidad de té verde (<61%) en su
composicion, segun la informacién del fabricante. En este caso los tés blancos
presentan valores de alcaloides similares a los observados para los tés verdes.

La cafeina ha sido el alcaloide principal en todas las muestras, variando entre
11,6 mg/g (GT5) y 28,4 mg/g (GT12). Estos niveles concuerdan con los observados en
bibliografia [76-78].

Otros alcaloide que se ha detectado en las muestras analizada es la
teobromina, que se ha encontrado en menores concentraciones que la cafeina. En el
té verde su rango de concentracién se encuentra entre 0,16 (GT5) y 2,37 mg/g (GT4);
en los tés blancos es menor su concentracion (0,30 (WT3) — 0,76 mg/g (WT4)). En la
bibliografia hay pocos trabajos donde se analizara la teobromina [68, 77, 79]; las
concentraciones encontradas en ellos varian entre 0,002 y 0,84 mg/g. En general, en
este estudio se detectaron mayores concentraciones de teobromina que los
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encontrados en la bibliografia. Una posible explicacion de esto son los diferentes
métodos de preparacion de las muestras como se ha comentado anteriormente; la
utlilizacion de las tres extracciones secuenciales permite obtener mayor eficacia en la
extraccidn y mejorar las recuperaciones si se compara con una Unica extraccion [80].

Flavonoles y flavonas también se han detectado en concentraciones
relativamente altas en tés no fermentados, entre 2,28 mg/g (WT1) y 6,51 mg/g (GT1),
y en general son mayores en los tés verdes “puros” que en las mezclas de tés. El
principal flavonol presente en las muestras es QueR (1,15 (GT3) — 3,58 mg/g (GT1)).
Ademas los derivados de quercetina se encuentran en mayores concentraciones que
los derivados de kaempferol y miricetina. En la bibliografia se encuentran pocas
referencias de flavonoles en té [81, 82], donde los derivados de quercetina presentan
concentraciones entre 1,40 y 2,30 mg/g, los de kaempferol entre 0,91 y 1,50 mg/g, y
los de miricetina entre 0,52 y 1,20 mg/g; lo cual respalda los resultados obtenidos en
este estudio.

Entre todos los compuestos analizados los acidos fendlicos son los que
presentan menores concentraciones en todas las muestras de té verde analizadas. Su
concentracion varia entre 0,25 mg/g (GT5) y 8,19 mg/g (GT4). Coincide que la muestra
con menor concentracion de &cidos fendlicos es también la muestra con menor
proporcion de té verde (75%), y que la mayor concentracion de estos compuestos
aparece en la muestra con mayor proporcion de té verde (98,2% té verde y 0,4% flor
de naranjo). Ademas de la mayor proporcion de té verde es posible asumir que el
aditivo utilizado aumenta la concentracién de acidos fendlicos ya que estd demostrado
gue estos compuestos estan presentes en varias especies citricas. Comparando esta
muestra con el resto de muestras su concentracién en &cidos fendlicos es mucho
mayor que en otras. En los tés blancos se observan niveles similares de é&cidos
fendlicos que los encontrados en los tés verdes, siendo menores en las mezclas de
tés.

Entre los acidos fendlicos analizados, el GalAc es el principal acido detectado
en las muestras analizadas (0,14 (GT5) — 5,65 mg/g (GT4), seguido por ChlAc (0,00
(GT9 - 2,54 mg/g (GT4)), mientras que el resto de acidos analizados se encuentran en
concentraciones menores de 0,3 mg/g. En la bibliografia sélo se han determinado
GalAc y ChlAc [26, 77, 83]. Las concentraciones observadas de GalAc varian entre
0,02 mg/g y 3,62 mg/g mientras que para el ChlAc se observan valores entre 0,01
mg/g y 0,03 mg/g. Estas concentraciones comparadas con las observadas en este
estudio son menores; como se ha comentado a lo largo de este apartado, esta
diferencia esta asociada no solo a las caracteristicas de las muestras, sino también a
la preparacion de las muestras.
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4.4.4.3 Patrones de distribucion en tés fermentados

Como se ha comentado al principio de este apartado, el té puede someterse a
un proceso de fermentacion que da lugar a los diferentes tipos de té. En este estudio
se han determinado los patrones de distribucién de los fitoquimicos en dos tipos de té
fermentados, tés negros (BT) y tés rojos (RT). La identificacion de las muestras y sus
caracteristicas segun el fabricante se muestran en la tabla 91. La concentracion total
de las diferentes familias de compuestos determinadas en este estudio se muestran en
la figura 128 y la concentracion de cada uno de los compuestos en la tabla 93.

El analisis de estos datos revela que los alcaloides son los compuestos en
mayor concentracion para todas las muestras de tés fermentadas analizadas. El resto
de familias de compuestos se presentan en menores concentraciones que los
alcalodies. No es posible establecer un patron de distribucion preciso de
flavonoles/flavonas y flavanoles debido a la gran variabilidad observada en las
muestras analizadas. En ciertas muestras la concentracion de flavonoles/flavonas es
mayor que la encontrada para flavanoles, mientras que para otras muestras se
observa el comportamiento inverso.

La menor concentracion de alcaloides determinados en estas muestras es
para la muestra de té negro BT14 (16,3 mg/g), dos veces menor que la mayor
concentracion encontrada para esta familia de compuestos (33,7 mg/g BT8). Esta baja
concentracion puede ser debida a los aditivos que presenta esta muestra de té
concreta (BT14), ya que la presencia de aditivos reduce la cantidad de té en el
producto, y por lo tanto reduce la concentracion de los compuestos principales del té.
Esto también se observa en la figura 128, donde los tés que son mezclas o
aromatizados presentan la mayor concentracion de alcaloides, mientras que la
introduccion de frutas da lugar a tés con menores concentraciones de esta familia de
compuestos. Como se ha mencionado anteriormente, es posible que la adicion de
otros compuestos diferentes del té pueda reducir la concentracion de los fitoquimicos
presentes debido a la menor cantidad de té en el producto. En el contexto de este
trabajo ha sido interesante el andlisis de muestras descafeinadas de té para poder
comparar los resultados. La muestra de té descafeinado (BT21) posee
concentraciones muy bajas de alcaloides (0,71 mg/g) que concuerda con la
informacion proporcinada por el fabricante. Por otro lado, la concentracion total de
alcaloides en los tés rojos es similar al observado para los tés negros, variando entre
14,0 mg/g (RT4) y 30,0 mg/g (RT7).

La cafeina es el alcaloide presente en mayor concentracion para todos los tés
fermentados analizados. En el té negro varia entre 15,7 mg/g (BT14) y 32,3 mg/g
(BT8). Menores concentraciones se han observado en las muestras de té con frutas y
aromas afnadidos frente a las muestras de té “puras”. Resultados similares se recogen
en el estudio de Khokhar and Magnusdottir, 2002 [76], donde la concentracion de
cafeina de 19 muestras de té negro varia entre 22,1 y 28,0 mg/g. Ademas de las
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diferencias causadas por la preparacién de las muestras, existen otros factores que
afectan a los nivles de cafeina en el té, como es la variedad de té, el ambiente de
cultivo y las condiciones de procesado [84]. La concentracion de cafeina en las
muestras de té rojo es similar al observado en las de té negro, lo cual concuerda con
lo observado en la bibliografia [78]. Las concentraciones de teobromina detectadas
son mucho menores que las de cafeina en todas las muestras de té fermentado
analizadas. Su concentracién varia entre 0,21 mg/g (BT21) y 1,45 mg/g (BT8). Para el
caso especifico de la muestra de té descafeinado (BT21) se observan valores
similares de teobromina que en los tés no descafeinados, lo cual indica que o el té
utilizado tiene una concentracion mayor de teobromina, lo cual compensa las pérdidas
producidas por el proceso de descafeinado, o que el proceso de descafeinado no
afecta significativamente a la concentracion de este alcaloide.

En los tés negros se han encontrado concentraciones de flavanoles entre
0,43 mg/g (BT4) y 13,5 mg/g (BT8). En el caso del té descafeinado (BT21) la
concentracion total de flavanoles (0,18 mg/g) es mucho menor que para el resto de
tés. Una posible explicacién es que durante el proceso de descafeinado, se produzcan
pérdidas y/o la degradacion de los flavanoles. También se observan menores
concentraciones de flavanoles en las muestras de té rojo que varian entre 0,28 mg/g
(RT2) y 1,36 mg/g (RT4). En este caso, no solo las condiciones de procesado afectan
a la menor concentracion encontrada para esta familia de compuestos, sino que puede
ser debido en gran medida por el té utilizado. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue los flavanoles son muy labiles a la degradacion provocada por la oxidacion.
Ademads, la gran variabilidad en las concentraciones de flavanoles esta probablemente
relacionada con la introduccién de mezclas de tés en la categoria de tés rojos.

Entre los flavanoles determinados, EC fue el compuesto mayoritario de esta
familia en la mayoria de los tés fermentados. En los tés negros su concentracién varia
entre 0,11 mg/g (BT21) y 2,79 mg/g (BT11), mientras que en los tés rojos esta entre
0,11 mg/g (RT2) y 0,80 mg/g (RT4), Otros flavanoles mayoritarios en algunos tés
negros fueron EGC (<1,69 mg/g) y EGCG (<3,74 mg/g). El flavanol encontrado en
menor concentracion fue GCG, el cual no fue detectado en varias muestras. Sin
embargo hay una gran variabilidad en los niveles de flavanoles encontrados en los tés
fermentados, algo que ya se reflejé en estudios previos [77, 85]. Otra evidencia que
estd respaldada por la bibliografia [76] es la menor concentracion de estos
compuestos en muestras con frutas afiadidas comparadas con las muestras “puras” de
te.

Las concentraciones de los flavonoles y flavonas encontradas en las
muestras de té fermentado varian entre 1,64 mg/g (BT4) y 10,5 mg/g (BT9). En los tés
rojos las concentraciones son menores que en los tés negros (0,50 mg/g (RT1) — 1,49
mg/g (RT6)). Varios factores influyen en la concentracibn de estas familias de
compuestos, aunque el principal es el té utlizado. QueR es el compuesto de estas
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familias que en mayor concentracion se encuentra en las muestras de té negro
analizadas (1,04 — 3,18 mg/g). Los derivados de quercetina se encuentran en mayores
niveles que los derivados de kaempferol y miricitina. La flavona LutG se encontré en
bajas concentraciones en la mayoria de las muestras y no se detectd en algunos tés.
A pesar de que hay pocos estudios del analisis de flavonoles en té, sus resultados
concuerdan con los encontrados en este estudio [81].

La concentracion total de &cidos fendlicos en tés negros no son
significativamente diferentes a los encontrados en los tés rojos. En los tés negros la
concentracion varia entre 1,43 mg/g (BT18) y 3,96 mg/g (BT11), mientras que para los
tés rojos la concentracién esta entre 1,58 mg/g (RT4) y 4,13 mg/g (RT6). El acido
fendlico mayoritario en los tés ferementados es el GalAc, con concentraciones en tés
negros entre 1,14 mg/g (BT14) y 3.01 mg/g (BT11) y en tés rojos entre 1,01 (RT4) y
3,59 mg/g (RT1). ChlAc también se encontré en concentracion relativamente alta. La
menor concentracion fue detectada para el PrtAc en la mayoria de las muestras.
CafAc no se detectd en las muestras y CouAc tampoco se detectd o estaba en
concentraciones menores al limite de cuantificacién. De los pocos estudios que hay
sobre el andlisis de acidos fendlicos en tés negros [77, 86], sus resultados concuerdan
con los obtenidos en este estudio, en lo que a los niveles de &cidos gélico y
clorogénico se refiere.

4.4.4.4 Diferenciacion entre tés fermentados y no fermentados

Los patrones de distribucion son una gran herramienta para diferenciar los
tés, no solo en términos de su composicion de té, sino por su perfil fitoquimico.
Ademas pueden apoyar estudios epidemioldgicos y de intervencién proporcionando la
informacién necesaria sobre el perfil fitoquimico, para utilizarlo correctamente en la
estimacion de su ingesta por individuos y sujetos a prueba.

Por lo tanto, procedimientos de reconocimiento de patrones se aplicaron a los
diferentes grupos de conjuntos de datos con el objetivo de clasificar las muestras con
respecto al tipo de té. El analisis de componentes principales (PCA) ha sido utilizado
para representar la distribucion de los datos fitoquimicos de todos los tipos de tés. El
primer PCA fue el formado por la matriz de todas las muestras de té analizadas
(excepto la muestra de té descafeinado) y todos los compuestos analizados: 43
muestras y 20 variables. La grafica del primer componente principal frente al segundo
(PC1vs. PC2) se muestra en la figura 129.

Como se puede observar es posible identificar tres grupos diferentes de
muestras: un grupo con los valores de PC1 menores de -2 y valores de PC2 positivos
(tés rojos); un grupo de muestras con valores de PC1 entre -2 y 3 y valores positivos
de PC2 (tés negros) y otro grupo con valores negativos de PC2 (tés no fermentados).
El PCA usando todas las muestras y factores es capaz de explicar el 50% de la
varianza observada. Teniendo en cuanta las enormes diferencias entre los tipos de
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muestras (tés verdes, blancos, negros y rojos y el uso de una amplia variedad de
aditivos) y el contenido en té, estos resultados son excepcionalmente buenos.
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Figura 129. Resultado del andlisis de componentes principales de la concentracion de los 20
compuestos analizados frente todas las muestras (excepto BT21).

Ademas, estos resultados muestran que es posible diferenciar la mayoria de
los tés no fermentados (valores de PC2 negativos) de los tés fermentados (valores de
PC2 positivos). Como se puede observar, las muestras de tés no fermentados GT4 y
GT12 han sido errébneamente clasificadas como fermentados, representan menos de
5% del total de muestras analizadas. En este aspecto, las muestras de tés no
fermentados son mas problables de ser incorrectamente clasificadas que los tés
fermentados, ya que los no fermentados poseen valores de PC2 negativos.

Estos patrones de reconocimiento reflejan la diferente composicién
fitoguimica que existe entre estos dos tipos de té. Ambos, fermentados y no
fermentados, poseen concentraciones similares de alcaloides, sin embargo algunos
tés no fermentados muestran concentraciones de cafeina ligeramente menores que
los tés fermentados. No existen diferencias significativas en el contenido de flavonoles
y flavonas entre fermentados y no fermentados, su contenido en ambos es similar.
QueR es el compuesto mayoritario de este grupo, y los derivados de quercetina
poseen una concentracion mayor que los derivados de kaempferol y miricitina.

La comparacién de los patrones de distribucion de los tés fermentados y no
fermentados indica que la principal diferencia entre ambos es la composicion de
flavanoles y acidos fendlicos. Tés no fermentados poseen mayor concentracién de
flavanoles, mientras que estos estdn presentes en concentraciones bajas en los tés
fermentados. De manera ilustrativa, en tés no fermentados, el contenido total de
flavanoles varia desde 10,7 mg/g a 53,4 mg/g, mientras que en los tés fermentados su
contenido esta entre 0,28 mg/g y 13,5 mg/g. A parte de estas diferencias en las
concentraciones, el perfil de los flavanoles en ambos tipos es algo diferente. Mientras
que en los tés no fermentados el principal flavanol fue EGC (5,42 — 13,1 mg/g), en los
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tés fermentados el principal fue EC (0,11 — 1,63 mg/g) y el flavanol EGC se encontr6
en concentraciones menores de 1,69 mg/g. Otro flavanol importante presente en
ambos tipos de té fue EGCG, el cual presenta menores concentraciones en tés
fermentados que en tés no fermentados. Estas diferencias encontradas fueron
esperadas ya que los flavanoles se oxidan o condensan en otras moléculas
polifendlicas mayores como son las teaflavinas y tearubiginas durante el proceso de
fermentacion [87].

A diferencia de la tendencia de los flavanoles, los acidos fendlicos presentan
una tendencia inversa en su patrén de distribucién al comparar los dos tipos de tés.
Estos compuestos se encuentran en mayor concentracion en tés no fermentados (0,25
- 8,19 mg/g) que en los tés fermentados (1,43 — 3,96 mg/g), aunque existen algunas
excepciones. La principal diferencia observada entre los dos tipos de tés fue en la
concentracion del GalAc (no fermentados: 0,14 — 1,78 mg/g; fermentados: 1,15 — 3,01
mg/g). Los valores mayores presentes en los tés fermentados puede estar relacionado
con la ruptura de los galatos de los flavanoles durante el proceso de fermentacion,
incrementando la concentracion de este compuesto en el producto final. El analisis de
los patrones de distribucion de los fitoquimicos que hemos realizado indica que los
flavanoles y el GalAc son marcadores potenciales para la diferenciacion entre tés
fermentados y no fermentados. De hecho, estos patrones son la clave para identificar
la huella fitoquimica de las muestras que nos permita una diferenciacion mas precisa
entre los tipos de té estudiados.

Sin embargo, es importante considerar que algunas de las muestras
analizadas son mezclas de tés fermentados y no fermentados. Como el total de las
muestras de tés no fermentados que son mezclas es mayor que las que se encuentran
entre los tés fermentados, éstas se identificaron correctamente como no fermentadas
(valores de PC2 negativos). Con cantidades relativamente altas de té no fermentado,
estas muestras poseian concentraciones suficientes de los componentes claves para
proporcionar una huella fitoquimica caracteristica de tés no fermentados, y por lo tanto
se reconocieron como tal.

También hay una gran variabilidad en los valores del PCA que puede ser
parcialmente atribuible a los diferentes tipos de muestras y aditivos utilizados. Algunas
muestras, por ejemplo, estdn también compuestas por frutas ricas en polifenoles, y
dependiendo de la cantidad afiadida, pueden influenciar en la huella fitoquimica, y por
lo tanto, dificulta su correcta clasificacién. Con el fin de proporcionar una mejor vision
de los patrones de distribuciéon de los tés verdes, blancos, negros y rojos, se debe
eliminar la variabilidad causada por tales muestras, que deben ser eliminadas. Por lo
tanto se ha diseflado un segundo PCA (figura 130) donde se incluyeron sélo las
muestras “puras” (segun la informacién proporcionada por el fabricante) y los 20
compuestos analizados. Ese segundo PCA fue capaz de explicar el 57% de la
varianza observada.
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Figura 130. Resultado del andlisis de componentes principales de la concentracion de los 20
compuestos analizados frente a las muestras “puras”.

Como se puede comprobar, los tés no fermentados (verdes y blancos) forman
un grupo de muestras con valores negativos de PC1 y PC2, mientras que los tés
negros forman otro grupo. Ademas, fue posible formar un grupo de tés rojos, los
cuales poseen valores positivos de PCl y negativos de PC2. Sin embargo la
diferenciacion entre los distintos tipos de tés no fermentados (verdes y blancos) no es
posible.

Utilizando este PCA muchas de las muestras se han podido clasificar
correctamente, con la excepcion de las muestras GT1, BT4 y BT7. La Unica muestra
de tés no fermentados clasificada incorrectamente fue la GT1. Por lo tanto se confirma
gue la diferenciacién entre los diferentes tipos de tés se mejora usando grupos de
muestras mas homogéneos.

Como se ha mencionado anteriormente, existe una gran variabilidad en la
concentracion de varios compuestos minoritarios que puede afectar a la diferenciacion
entre los tipos de tés. Buscando mejorar la separacién entre muestras eliminando esta
variabilidad se realiza un tercer PCA que incluye sélo los compuestos principales de
cada clase (Caf, EC, EGC, EGCG, QueR y GalAc) con las muestras “puras” (figura
131). En este caso la explicacién de varianza aumenta hasta un 80%, lo cual indica
gue es posible usar un patrén de distribucion de fitoquimicos para identificar tipos de
tés.
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Figura 131. Resultado del analisis de componentes principales de la concentracion de los
principales compuestos (Caf, EC, EGC, EGCG, QueR y GalAc) frente a las
muestras “puras”.

Todos los tés no fermentados poseen valores de PC1 positivos, mientras que
los tés fermentados tienen valores negativos. Ademas es posible diferenciar entre tés
rojos y negros; sin embargo ambos tipos de tés tienen valores de PC1 negativos,
siendo los de los tés rojos menores (<-2) que los de los tés negros.

445 Conclusiones

Un método cromatogréfico rapido para la determinacién simultanea de varias
clases de compuestos fendlicos, entre ellos acidos fendlicos, flavanoles, flavonas y
flavonoles, asi como cafeina en diferentes muestras se ha optimizado y evaluado.
Usando una columna de particulas recubiertas, fused-core, la separacion de todos los
compuestos se consigue en 10 minutos, incluyendo en ese tiempo la limpieza de la
columna, la vuelta a las condiciones iniciales y el tiempo de re-equilibrado.
Comparando este método con otros métodos documentados en la bibliografia,
incluidos los métodos de UHPLC, se consigue una mejora en el desarrollo del método
cromatogréfico.

El método se aplic6 a muestras con distintos perfiles fitoquimicos y se
comprobd que las clases predominantes de compuestos dependen de la muestra. Se
comprobé que los perfiles obtenidos aplicando el método optimizado concuerdan con
lo consultado en la bibliografia.

Aplicando el método a diferentes muestras de tés es posible, con los datos de
concentraciones de los compuestos analizados, conseguir patrones de distribucion de
los presente fitoquimicos que permitieron realizar una clasificacion de la mayoria de
los tipos de tés analizados.
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Considerando las buenas caracteristicas cromatograficas obtenidas con este
método optimizado, cabe esperar que el numero de analitos que puedan ser
analizados con este método aumente y se puede ampliar su uso a otras muestras.
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Los resultados obtenidos en el estudio de diferentes fases estacionarias para
la obtencién de métodos cromatograficos rapidos nos indican que la utilizacion de
acetonitrilo como fase moévil proporciona mejores resultados con todas las columnas
gue el uso de metanol como fase movil.

Entre las columnas testadas, la columna con mejor comportamiento fue la
columna de particulas recubiertas, ya que ademas de proporcionar buenos resultados
en los parametros estudiados, nos permite, por sus caracteristicas técnicas, optimizar
el método para obtener analisis mas rapidos sin perder reproducibilidad y eficacia en la
separacion.

La columna monolitica presenta un gran potencial pero el traspaso directo de
métodos cromatograficos desarrollados para columnas particuladas no es posible y es
necesaria una optimizacién mas exhaustiva del método.

Optimizando las condiciones de analisis cromatografico se consiguio
optimizar dos métodos de analisis de las 12 principales isoflavonas de soja usando
una columna monolitica. Usando acetonitriio como fase movil y trabajando a
temperatura ambiente se consigue la separacion de todos los compuestos en 5
minutos con un tiempo total de analisis entre inyecciones de 15,01 minutos. Utilizando
metanol como fase mavil la separacion se consigue en menos de 10 minutos y con un
tiempo total de andlisis de 16,01 minutos. Ambos métodos presentan buenas
caracteristicas cromatograficas.

Con la columna de particulas recubiertas y utilizando como fase movil
acetonitrilo también se realiza la optimizacion de las condiciones cromatograficas
(temperatura, flujo, tiempo de re-equilibrado) para desarrollar un método rapido y
reproducible para la determinacion de las 12 isoflavonas. La separacion de todos los
compuestos se consigue en 5,8 min y el tiempo total de analisis, incluyendo limpieza
de columna y tiempo de re-equilibrado, es de menos de 12 min. El método optimizado
muestra unos excelentes parametros cromatograficos en términos de resolucion,
simetria de pico, reproducibilidad, limites de deteccion y cuantificacion. EI método
optimizado se utilizé con éxito para el andlisis de isoflavonas en muestras con
similares caracteristicas.

Debido a los resultados obtenidos se decide utilizar la columna de particulas
recubiertas, fused-core, para otro tipo de compuestos diferentes de las isoflavonas, en
concreto para un andlisis simultdneo de diferentes clases de compuestos fendlicos y
cafeina. Se desarroll6 un método que consigue la separaciéon de 20 compuestos
diferentes en menos de 5 minutos y con un tiempo total de analisis de 10 minutos. El
método desarrollado presenta excelentes parametros cromatograficos y se aplicé a
diferentes tipos de muestras comprobando su versatilidad ante distintos perfiles de
compuestos.

La combinacion entre la tecnologia de la columna y la optimizacién de los
pardmetros cromatograficos posibilita incrementar el nidmero de muestras que se
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pueden analizar por dia si lo comparamos con los métodos convencionales. En base a
los resultados obtenidos con la columna de particulas recubiertas se puede concluir
gue esta tecnologia posee un gran potencial para proporcionar métodos rapidos y mas
sensibles para el analisis de isoflavonas y otros compuestos naturales.
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11 FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE EXTRACCION

La extraccion por dispersion de matriz en fase sdlida (Matrix Solid Phase
Dispersion, MSPD) es una técnica comunmente utilizada en la extraccion de
contaminantes organicos y de medicamentos en una gran variedad de matrices
medioambientales y biolégicas soélidas, semisdlidas y viscosas. [1-6]

La MSPD es un proceso patentado para la ruptura y extraccion de
compuestos en muestras sélidas, presentado por primera vez en 1989 por Baker y col.
[7] en la determinacién de residuos de medicamentos en tejidos. Esta técnica combina
varios aspectos de distintas técnicas con el fin de generar un material que posee un
caracter cromatografico particular para la extraccion de los compuestos de interés de
la muestra.

En la técnica de MSPD se mezcla la muestra (viscosa, sélida o semisélida)
con un soporte solido (agente/sélido dispersante) como puede ser la silica (SiO3z), que
previamente se ha derivatizado para producir en su superficie una fase organica
enlazada, como la octadecilsililo (Cyg) [1, 3, 6]. El sorbente utilizado es el mismo que el
utilizado en la extraccion en fase solida (SPE) que ha sido comentado como método
de limpieza de los extractos en la introduccioén de esta tesis. La principal diferencia
entre ambos métodos, SPE y MSPD, es que la muestra en la extraccibn mediante
MSPD est4 dispersa en todo el sorbente, mientras que en SPE se encuentra retenida
en los primeros milimetros del mismo.

Al mezclar la muestra con el soporte sélido por medio de un mortero y la
mano del mismo (majadero) se produce la ruptura de las células de la matriz de la
muestra por friccion con el sélido, moliendo la muestra en pequefias porciones y
aumentando la superficie de contacto en la que se produce la extracciéon. Ademas al
poseer el soporte la fase orgénica enlazada Cyg tiene lugar al mismo tiempo tanto la
disolucion como la dispersion de los compuestos presentes en la muestra en el
soporte. Por lo tanto, por medio del proceso de MSPD se consigue la ruptura de la
muestra y la dispersion de los compuestos de interés [1, 3, 6].

La distribucion de los analitos en la superficie del soporte es en funcion de su
relativa polaridad [1]. Por medio de las interacciones hidréfobas e hidréfilas de los
diferentes compuestos de la muestra sobre la superficie de la fase enlazada se
produce una fase con caracteristicas excepcionales para llevar a cabo el aislamiento
del analito de interés.

En el caso de tener como soporte sélido silica con una fase organica
enlazada de Cj3 la distribucion de los componentes de la muestra puede darse por
varios mecanismos segun su polaridad. Los compuestos no polares se dispersan en la
fase organica no polar en base a sus coeficientes de distribucién con la fase y los
cambios dindmicos que ocurren durante el proceso. Los compuestos pequefios y con
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alta polaridad, como es el caso de la molécula de agua, se prevé que se asocien a los
silanoles de la superficie de la particula de silica, asi como las moléculas de la matriz
gue puedan formar enlaces de hidrogeno con las mismas. En cambio los compuestos
grandes y/o con menor polaridad se distribuyen a través de la superficie de la bifase
no polar, fase enlazada/muestra dispersada con estructura lipofilica [1].

Una vez mezclado solido y muestra se introducen en una jeringa vacia donde
se coloca una frita de polipropileno en la base y otra en la parte superior, se compacta
y se procede a la elucién de los analitos de interés con el disolvente adecuado.

Por lo tanto la extraccion por medio de MSPD es un proceso analitico
inequivoco de ruptura y dispersion, el cual posee caracteristicas cromatogréaficas que
permiten la elucién selectiva de un dnico compuesto o familias de compuestos o
también el fraccionamiento de la matriz de la muestra [8].

Las principales ventajas que presenta la extraccion con MSPD con respecto a
las técnicas convencionales de extraccion son:

e Procedimiento simple y rapido.

e Bajo consumo de muestra y disolvente.

e Coste reducido por extraccion.

e No es necesaria una instrumentacion cara.

e Su aplicacién es sencilla.

e Posibilidad de realizar la extraccion y la limpieza en un Unico paso.

El uso de condiciones suaves de extraccion, temperatura ambiente y presion
atmosférica, junto con la combinaciéon de un sorbente dispersante en contacto con
toda la muestra y el disolvente de elucion apropiado permite a esta técnica
proporcionar recuperaciones aceptables y selectividades medias [5].

1.2 ETAPAS DE LA EXTRACCION POR DISPERSION DE MATRIZ EN
FASE SOLIDA

En la figura 132 se muestra el esquema del proceso de extracciéon por MSPD
[1-4, 6, 8].

1.2.1 Paso 1: etapa de disrupcion y dispersion.

La muestra solida o semisdlida se mezcla con el agente dispersante
(sorbente) en un mortero de vidrio. Se mezclan con la ayuda de una mano de mortero
de vidrio, con el que se rompe la estructura original de la muestra y se consigue una
distribucién homogénea de todas las particulas del sorbente. Se suele trabajar con
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pequefias cantidades de muestra, en torno a 0,5 g. La relaciéon entre sorbente y
muestra que se utiliza normalmente es entre 1:1y 1:4.

Mortero vy Agente
majadero de dispersante Nuestra

vidrio \
>
%=1 by

Jeringa Sorbfente o) .
agente dispersante
2 % - Mezclar
kedx-g' :'."V*,

Paso 1

Traspasar a
Compactar  |ajeringa

Limpieza Paso 2

Ry
? Paso 3
i

Paso 4

« Reduccién del volumen o

evaporacion completa.

+ Reconstitucién del residuo
con el disolvente adecuado.
« Uso de una co-columna o
Elucién Eilists limpieza adicional por SPE.
« Filtrar o centrifugar.

+ Analisis.

Figura 132 Representacion esquematica del proceso de MSPD.

El conseguir una mezcla homogénea entre muestra y sorbente depende del
estado fisico de la muestra. Si la muestra es liquida sélo con agitar se puede
conseguir la mezcla aunque el proceso es mas similar a la extraccion en fase solida
(SPE) que a la extraccion por MSPD [5]. En el caso de las muestras sélidas se deben
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tener en cuenta dos aspectos diferentes a las liquidas, el mayor nimero de
interferentes y la gran interaccion que se presenta entre el analito y la matriz; por ello
el proceso de mezcla es un punto clave y es recomendable el uso de la friccion
generada por el mortero [3-6].

En algunos procedimientos se aflade agua a la muestra y luego se procede a
la mezcla con el sélido dispersante [9], en estos casos se ha comprobado que mejora
la reproducibilidad. En cambio, en otros se afiade un sélido dispersante con
propiedades de agente de secado como la silica o el sulfato de sodio anhidro,
proporcionando la formacién de un material finamente dividido y a la vez
suficientemente seco para la posterior extraccion [4].

1.2.2 Paso 2: etapa de empaquetado.

Una vez completada la etapa de disrupcion y dispersion de la muestra en el
material dispersante se procede a empaquetar la mezcla en una columna que puede
ser una jeringa vacia o un reservorio de los utilizados en SPE con una frita de
polipropileno o acero inoxidable, papel de filtro de celulosa o lana de vidrio al fondo
para evitar la pérdida de so6lido. En ciertas ocasiones se coloca otra frita encima de la
mezcla para facilitar la comprension de la mezcla con el émbolo de la jeringa. [1, 4, 6]

Lo importante en este paso es tener en cuenta los principios de una buena
cromatografia: evitar la formacion de canales en la columna y no compactar
demasiado el material [1].

En ciertas ocasiones también se puede empaquetar la mezcla en un cartucho
de SPE con relleno de SPE sin tratar, de modo que se realiza la extraccion por medio
de MSPD seguida de una etapa de limpieza por SPE.

1.2.3 Paso 3: etapa de elucién.

En este paso de elucion existen dos posibilidades a la hora de elegir el
disolvente adecuado [1, 2, 5].

e Los compuestos de interés se quedan retenidos en la columna y los interferentes
se eluyen con un disolvente adecuado en una etapa de lavado. Seguidamente los
analitos son eluidos con un disolvente diferente al utilizado en la etapa anterior.

e Los interferentes son retenidos en la columna y los compuestos de interés se
eluyen con el disolvente adecuado.

Muchas aplicaciones utilizan volimenes superiores a 8 mL para la elucion,
aunque en la mayoria de ellas se comprueba que la mayoria de los compuestos de
interés se eluyen en los primeros 4 mL [1]; no obstante, todo depende de la cantidad
de sorbente utilizado durante la preparaciéon de la muestra.
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Debido a que la muestra se eluye totalmente en la columna es posible realizar
eluciones multiples o secuenciales de la misma. Esto permite el aislamiento de un
Unico compuesto o de una familia de compuestos o en ciertas ocasiones de varias
familias de compuestos en un Unico proceso de MSPD. Por ejemplo en un proceso de
MSPD utilizando como solido dispersante Ci3 es muy frecuente eluir con una
secuencia de disolventes comenzando con el menos polar (hexano, por ejemplo) e
incrementando la polaridad gradualmente (acetato de etilo, acetonitrilo, metanol...)
hasta llegar a la polaridad del agua [1, 3, 6]. Para el mismo fin también es posible el
uso de &cido, base o una sal para alterar el estado i6nico de los componentes
retenidos en la columna.

La mayoria de las eluciones se producen por gravedad. En ciertos casos el
flujo se inicia aplicando presion en la cabeza de columna o colocando la columna en
un sistema de vacio y aplicando succién. Incluso en otros estudios se emplea el
sistema de vacio para controlar el flujo de elucién de varios disolventes [1].

1.2.4 Paso 4: etapa de tratamiento y analisis del eluato.

Una vez obtenido el eluato, donde se encuentran aislados los compuestos de
interés, el Ultimo paso es el tratamiento del mismo para su posterior analisis.

En ciertos estudios se procede a una etapa de limpieza adicional tratando el
extracto por medio de SPE. Esta etapa puede ser a continuacién con una columna
diferente o se puede incluir en la propia columna de MSPD incorporando una capa de
otro material adsorbente distinto o igual al utilizado anteriormente y realizar la limpieza
a la vez que la extraccion [1, 5, 9].

En la mayoria de los casos el eluato se concentra por medio de sistemas al
vacio o por corriente de nitrdgeno y posteriormente se reconstituye el residuo seco con
un disolvente adecuado para su posterior analisis, por ejemplo, por cromatografia.
También se puede analizar directamente el eluato previamente filtrado o centrifugado

[1].

1.3 FACTORES QUE AFECTAN A LA EXTRACCION

La MSPD, al igual que la SPE, es una forma de cromatografia en la que se
aplican los mismos principios que a la cromatografia convencional, aunque posee
caracteristicas que la hacen mas compleja.

La extracciébn por MSPD se basa en la ruptura y dispersion de la muestra
sélida en una fase organica unida a un soporte sélido, esta mezcla es empaquetada
en una columna donde posteriormente se pueden eluir los compuestos de interés.

Las interacciones que se producen en la extraccion por MSPD son las que se
producen entre la fase estacionaria (el sélido dispersante), la fase movil (el disolvente
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de elucién) y todos los componentes de la matriz de la muestra. Esta interaccion
también se observa en la SPE cuando se acumulan los compuestos de la muestra en
la parte superior de la columna, o en la cromatografia liquida o gaseosa cuando se
realizan repetidas inyecciones y se obtiene una acumulacién de compuestos en la
parte superior de la columna. Sin embargo en estas técnicas la acumulacion de los
compuestos en la cabeza de la columna afecta a la recuperacion y los resultados ya
gue da lugar a lo que se conoce como cola (o pérdida de simetria por la derecha) de
los picos cromatograficos, division de los mismos o aparicion de hombros; incluso en
algunos casos, se llega a producir la pérdida de los compuestos de interés. En cambio
en la extraccion mediante MSPD, el hecho de que la muestra se disperse por toda la
columna no es un inconveniente, sino que es una ventaja que da lugar a una fase
cromatogréfica unica [1].

Puesto que estas interacciones todavia no se encuentran del todo explicadas,
los factores a tener en cuenta a la hora de optimizar la extraccion mediante MSPD son
los mismos que se tienen en cuenta en la SPE.

1.3.1 Lanaturaleza del agente dispersante (s6lido+fase organica unida)

Este método de extraccién tal y como lo definié Baker y col. en 1989 [7] utiliza
como agente dispersante un sélido a base de silica. Este material posee grupos
silanoles (SiOH) en su superficie y en los poros del material (figura 133). Estos
silanoles juegan un papel importante a la hora de obtener una muestra seca, algo que
otros materiales sin grupos funcionales susceptibles de formar enlaces de hidrégeno
no son capaces de proporcionar, lo que puede provocar problemas a la hora de
empagquetar la mezcla [1].

Figura 133. Estructura esquematizada de la superficie de un sélido a base de silica donde se
observan los grupos silanoles libres (SiOH).

En la mayoria de las aplicaciones de MSPD la fase organica mas comun
utilizada es la fase reversa, en concreto Cyg [1-6, 8, 10]. En este material dispersante
sélido formado a base de silica, los silanoles se encuentran unidos a una cadena
alquilica de 18 carbonos (figura 134). Esta fase reversa se utiliza para compuestos
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poco polares que pueden ser retenidos por la fase organica enlazada por medio de las
interacciones no polar-no polar o también llamadas de Van der Waals. En este caso
las particulas de silica te6ricamente rompen la arquitectura biolégica de las muestras
debido a las cadenas alquilicas unidas a los silanoles que contribuyen a disolver los
compuestos presentes en la matriz por medio de dichas interacciones. Un disolvente
relativamente polar permite romper el enlace entre el material sorbente y el compuesto
y eluir asi los compuestos de interés [5, 11].

Figura 134. Estructura esquematizada de la superficie de un sélido a base de silica C15 donde
se observan los grupos silanoles unidos a las cadenas alquilicas de 18 carbonos.

Dentro de los materiales que trabajan en fase reversa se encuentran los
materiales poliméricos como los derivados del polimero mixto de poliestireno-
divinilbenceno (PS-DVB) [10]. Este tipo de material se compone de particulas de silica
unidas hidrofébicamente, que se han recubierto con un polimero hidrofilico (figura
135). En este caso se dan las mismas interacciones caracteristicas de la fase reversa
(materiales conocidos comos C.g) y ademas se dan interacciones entre los electrones
de los sustituyentes hidrofilicos del sélido y de los compuestos de interés. Estos
materiales poliméricos presentan mayor estabilidad a pHs acidos y mayor capacidad
para retener analitos mas polares que los materiales convencionados elaborados a
base de silica [11].

Figura 135. Estructura esquematizada de la superficie de un sélido polimérico.

Se ha documentado también el uso de la fase normal en el caso de la
extraccion de compuestos mas polares, utilizando como sélido dispersante silica gel,
alimina, florisil o silice con una fase polar unida [10]. En este caso la interaccion con
los componentes de la muestra se basa en fenémenos de adsorcion y no disuelven la
muestra como los materiales dispersantes enlazados con fases organicas. Pero las
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propiedades de adsorcion se pueden modular por medio del contenido de agua o el pH
[5]. Por ejemplo la superficie de la silica es modificable afiadiendo un acido ya que se
forman enlaces de hidrégeno entre los grupos silanoles y los compuestos basicos de
la muestra a través del acido afiadido. De esta forma los compuestos 4cidos o neutros
de la muestra se pueden eluir antes que los basicos utilizando un disolvente de elucién
apolar, y posteriormente eluir los acidos con un disolvente relativamente polar que
rompa los enlaces de hidrégeno previamente formados [2].

También hay estudios donde se utilizan sdélidos inertes como tierra de
diatomeas o arena [2, 10]. En este caso el coste del andlisis es menor pero a
expensas de la selectividad, ya que ésta sdlo se regula por la solubilidad del analito en
el los posibles disolventes de elucién. Aunque puede considerarse un procedimiento
de trabajo cuya efectividad es bastante limitada, se han presentado trabajos donde los
resultados obtenidos son comparables con los obtenidos utilizando un sélido
dispersante Cyg [5].

La tendencia en la actualidad es el uso de nuevos materiales con alta
selectividad o con alto poder de adsorcion. Dentro de este nuevo grupo de materiales
se encuentran los polimeros de impresién molecular (molecular imprinted polymers,
MIPs), que son materiales que presentan una alta selectividad. Se trata de materiales
poliméricos programados para reconocer ciertos compuestos o clases de compuestos
con alta afinidad y selectividad; de hecho estos materiales sintéticos imitan la acciéon
de anticuerpos y enzimas [6, 10].

Materiales como los nanotubos de carbono multicapa (multiwalled carbon
nanotubes, MWCNTS) poseen una excelente habilidad adsortiva debido a su gran area
de superficie y su estructura Unica, lo cual proporciona una gran area hidrofébica y una
estructura de tubos con cavidades que aumentan su poder de adsorcion [10].

En el caso de la extraccién mediante MSPD el tamafio de poro no es un factor
tan importante como puede serlo en el caso de la SPE. No obstante si que hay que
tener en cuenta el tamafio de particula. Tamafos de particulas entre 3 y 20 pm dan
lugar a flujos bajos o inexistentes, por lo que en la mayoria de las aplicaciones de
MSPD se utilizan particulas de diametro entre 40-100 um [1].

Otro factor a tener en cuenta es la cantidad de soélido dispersante utilizado
con respecto a la muestra, la llamada relacién muestra:sélido. En la mayoria de las
extracciones realizadas mediante MSPD se trabaja con relaciones entre muestra y
material dispersante entre 1:1 y 1:4 [2]. Esta variable debe ser estudiada para cada
caso en particular.

1.3.2 Lanaturaleza de la muestra

Debido a que en la MSPD la muestra forma parte de la fase cromatogréfica,
cabe esperar que las tanto las recuperaciones como los resultados obtenidos en la
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extraccion de un determinado compuesto, dependan del tipo de muestra en el que se
encuentra dicho compuesto, ya que el analito en cuestion puede coeluir con ciertos
componentes que seran diferentes en funcién de la matriz [1].

Un trabajo en el que queda de manifiesto que los componentes de la matriz
ejercen una gran influencia en la optimizacion del método de MSPD es el de
Kristenson y col. 2001 [12] en el que se optimizé un método de extraccion mediante
MSPD de ciertos pesticidas en naranjas. Este procedimiento se aplicO a otras
muestras como fueron manzanas, peras y uvas; se observé que en el caso de la
determinacion de pesticidas en manzanas, fue necesario omitir la etapa de lavado
para poder obtener resultados comparables a los obtenidos en las otras matrices.

En ciertas ocasiones es necesario alterar el estado de ionizacién de los
componentes de la muestra para asegurar que tienen lugar ciertas interacciones con la
fase enlazada del sélido dispersante y/o con el disolvente de elucién. Por ello se
pueden adicionar acidos, bases, sales, agentes quelantes o desquelantes,
antioxidantes, etc. a la mezcla entre solido y muestra y/o como aditivo al disolvente de
elucion [1].

1.3.3 Lanaturaleza del disolvente de elucién

La eleccion del disolvente de elucién depende de la polaridad de los
compuestos de interés, aunque al igual que en la SPE la polaridad relativa del
disolvente de elucion, asi como la de la fase unida al sélido dispersante, juegan un
papel significativo en los compuestos que se eluyen o los que se retienen en la
columna.

Por ello para eluir sustancias no polares se utilizan disolventes apolares [13-
15]. En el caso de sustancias con una polaridad media o alta se utilizan disolventes
mas polares [9, 11, 16-23]. También se ha estudiado el uso de agua caliente como
disolvente de elucién aportando otras ventajas al método como son el bajo coste y el
tratarse de un disolvente respetuoso con el medio ambiente [5, 24].

Pero en el caso concreto de la MSPD, al contrario que ocurre en la SPE,
también hay que considerar la retencion y elucién de los componentes de la matriz de
la muestra que no son de nuestro interés y que pueden coeluir e incluso modificar la
polaridad de los compuestos buscados, es decir, hay que tener muy en cuenta los
posibles compuestos interferentes presentes en la matriz. Es necesario que durante el
proceso de elucién del compuesto de interés se queden retenidos en la columna la
mayor cantidad posible de compuestos distintos del analito presentes en la muestra,
es decir, hay que conseguir un alto grado de especificidad en la elucién del compuesto
0 compuestos de interés [1]. Esto no siempre se puede llevar a cabo con la eleccion
del disolvente de elucion y se deben utilizar co-columnas, es decir, incluir otra fase
empaquetada por debajo de la de la mezcla u otras técnicas de limpieza que eliminen
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los compuestos interferentes, de modo que el analisis de los analitos de interés sea
posible [2-6, 8-10].

1.4 APLICACION DE LA MSPD A LA EXTRACCION DE ISOFLAVONAS
Y COMPUESTOS FENOLICOS

La extraccion mediante MSPD, desde que comenzé a utilizarse en 1989, ha
despertado el interés en la comunidad cientifica, algo que se corrobora atendiendo a
las revisiones que se han publicado en los ultimos afios [1-6, 8, 10].

Este tipo de tratamiento de muestra se ha aplicado a la extraccion de una
amplia variedad de compuestos tales como pesticidas, vitaminas, tranquilizantes,
micotoxinas... y en un amplio numero de muestras de distinta naturaleza, tales como
frutas, tejidos animales, leche, huevos, suelos....

En la tabla 95 se muestran algunos ejemplos de las aplicaciones de la MSPD
en alimentos para la determinacion de compuestos fendlicos y alcaloides.

Como se puede observar casi todos los métodos utilizan soélidos dispersantes
de silica con fase organica de Cis. Algunos utilizan sélidos inertes como la arena de
mar o la silica. El tiempo de mezclado en el mortero varia de 2 a 10 min, consiguiendo
mejor mezcla cuanto mayor es el tiempo. En todas las aplicaciones encontradas se
utiliza el mortero y la mano del mismo de vidrio como via de mezclado.

En algunos trabajos se comparan los resultados de varias técnicas de
extraccion. En las extracciones realizadas utilizando MSPD la reduccion del volumen
de disolvente esta en torno al 98 % comparando con los métodos convencionales de
extraccion. La reduccion del tiempo de extraccion se reduce también en un 90%. En
cambio los valores de reproducibilidad varian en torno al 12 y el 78 % [2].

Al comparar la extraccion de cafeina por diferentes métodos Dawidowicz y
col. 2005 [25] obtienen las mayores recuperaciones con la extraccion mediante MSPD,
frente a las obtenidas con extracciones mediante ultrasonidos o liquidos
presurizados...

La técnica de MSPD en el estudio realizado por Teixeira y col. 2006 [15],
usando como sélido la arena de mar, proporciona mejores resultados que la extraccion
sdlido-liquido convencional con metanol acuoso y durante 24 horas, y que la MSPD
utilizando como sélido dispersante Cgs.

En el caso de la extraccion de derivados de acido benzoico, Karasova y col.
2006 [16] obtienen los mejores resultados utilizando la extracciébn mediante MSPD vy
los menos satisfactorios cuando la extraccion se realiza con fluidos supercriticos.
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Tabla 95. Ejemplos de aplicaciones de la MSPD para la determinacion de compuestos
fendlicos y alcaloides.

Compuesto
Fendlico

Muestra En el mortero Paso de elucion Ref.

Se han estudiado 6 sélidos
dispersantes diferentes, 5 tipo
Ciyg y un florisil. Cada uno de
ellod con diferentes tamafios de

e Lavado: 10 mL de n-
hexano y 10 mL de

Acidos particula. diclorometano.
rosmarinico, Melissa Las condiciones 6ptimas e Secado [13]
cafeico y Officialis ¢ eron: e Elucion: 25 mL de
[EIEEn A D e 0,5 g de muestra. una mezcla
' - metanol:agua a pH
e 2 g de solido Alltech Cy5 50 2,5 (80:20).

pm.
1 mL de hexano.

e Limpieza: 10 mL de
n-hexanoy 10 mL de
diclorometano.

e Elucién: 10 mL de [16]
una mezcla
metanol:agua a pH
2,5 con acido férmico
(80:20).

0,5 g de muestra.
2 g de solido Cyg.
1 mL de n-hexano.

Derivados del Melissa
acido benzoico HeliildlhEUS

Se ha realizado la MSPD de
dos agentes dispersantes
diferentes: C18 y arena de mar.
e El sdlido C;5 se lava 3 veces
con metanol y se seca con
aire antes de mezclarlo conla  g| procedimiento es

muestra. igual para ambos
* 0,5 g de muestra. sélidos utilizados.
Acido Hojas de ® 2 g de slido Cys.
clorogénico y Ficus e 2 mL de n-hexano. e Secado al vacio. [15]
rutina Carica e Elucion: 10 mL de
e La arena de mar se lava 3 una mezcla
veces con agua y 3 veces metanol:agua
con metanol y se seca con (70:30).
aire antes de mezclarlo con la
muestra.

¢ 0,5 g de muestra.
e 2 g de arena de mar.
e 2 mL de n-hexano.

e Limpieza: mezcla de
acido clorhidrico
acuoso (pH=2) y [20]
metanol (98:2).

¢ Elucion: etanol.

Acidos Uvas e 1 g de muestra.
fendlicos blancas e 2 g de sélido Cys.

. e Elucion: 5 mL de
Acidos e 1 mL de muestra. acetato de etilo a

fendlicos VIles e 1,5 g de sdlido silica. pH=1y 20% de [21]
cloruro sédico.
e Limpieza: mezcla de
¢ acido clorhidrico
Acidos Uvas e 1 g de muestra. acuoso (pH=2) y [20]

fenolicos blancas e 2 g de sélido Cys. metanol (98:2).

e Elucion: etanol.
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Tabla 95 (cont.). Ejemplos de aplicaciones de la MSPD para la determinacién de compuestos
fendlicos y alcaloides.

Compuesto
Fendlico

Acidos
fendlicos

Cafeina

Flavanonas y
xantonas

Antocianinas

400

Muestra

Vinos

En el mortero

1 mL de muestra.
1,5 g de sélido silica.

Paso de elucion Ref.

e Elucion: 5 mL de

acetato de etilo a [21]
pH=1y 20% de
cloruro sédico.

Hojas de téy

¢ 0,2 g de muestra.

e Elucién: 10 mL de

granos de e 0,8 g de s6lido Cys. una mezcla [25]
. metanol:agua
cafe e 1,5mL de agua. (80:10).
Se ha realizado la MSPD de
dos agentes dispersantes
diferentes: C15 y arena de mar.
e El sdlido Cy5 se lava 3 veces
con metanol y se seca con
aire antes de mezclarlo con El procedimiento es
la muestra. igual para ambos
e 0,05 g de muestra. sélidos utilizados.
qutt(ajza dela o 0.6 g de solido Cys.
Ir\i:du?a e 2 mL de n-hexano. e Secado al vacio. [14]
Pomlfera o Elucién: 25 mL de
e La arena de mar se lava 3 una mezcla
veces con agua y 3 veces metanol:agua
con metanol y se seca con (90:10).
aire antes de mezclarlo con
la muestra.
e 0,05 g de muestra.
e 0,6 g de arena de mar.
e 2 mL de n-hexano.
Se ha realizado la MSPD de
dos agentes dispersantes
diferentes: C1g y arena de mar
en la muestra de zumo de
grosella.
o El sdlido Cyg se lava primero
con n-hexano y luego con
metanol y se seca con aire
antes de mezclarlo con la El procedimiento es
muestra. igual para todos los
Zumo de * 0,1 g de muestra. sélidos y todas las
grosella e 0,4 g de sélido Cys. muestras.
negra [17]
deshidratado, e La arena de mar se lava e Elucion: 5 mL de
uvas y fresas primero con agua y luego una mezcla
con metanol y se seca con metanol:agua
aire antes de mezclarlo con (50:50).

la muestra.
e 0,1 g de muestra.
e 0,4 g de arena de mar.

Para las muestras de uvay
fresa el procedimiento es con
arenade mary son4y 16 gde
arena respectivamente.
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Las aplicaciones encontradas en las que se utiliza la MSPD para la extraccion
de isoflavonas en alimentos se muestran en la tabla 96.

Tabla 96. Ejemplos de aplicaciones de la MSPD para la determinacion de isoflavonas.

Compuesto
Fendlico

Radix

Isoflavonas .
Astragali

Muestra

En el mortero

e 0,5 g de muestra.
e 0,5 mL de agua.
e 1 g de solido Cyg.

En la jeringa se introduce 1 g
de sdlido C;5 antes de
introducir la mezcla. Es una
capa de limpieza adicional.

Paso de elucion

Lavado: 10 mL de
agua.

12 Elucién: 10 mL de
una mezcla
metanol:agua
(90:10).

22 Elucion: para
asegurar que se
extraen todos
compuestos de
interés: 10 mL de
tetrahidrofurano.

Ref.

[9]

Harina de

Isoflavonas .
soja

e 0,25 g de muestra.
e 0,5 g de sélido OASIS HLB.

Limpieza: 1 mL de
una mezcla de 5%
metanol acuoso
acidificado (0,02 mL
de &cido acético).
12 Elucién: 1 mL de
una mezcla de 20%
metanol acuoso
acidificado (0,02 mL
de amoniaco al
25%).

22 Elucion: 1 mL de
una mezcla de 60%
metanol acuoso
acidificado (0,02 mL
de amoniaco al
25%).

32 Elucion: 1 mL de
una mezcla de 80%
metanol acuoso
acidificado (0,02 mL
de amoniaco al
25%).

42 Elucién: 1 mL de
metanol acidificado
(0,02 mL de
amoniaco al 25%).

(18]

Trifolium

Isoflavonas
Pratense

0,5 g de muestra.
2 g de solido Cgs.

12 Elucién: 5 mL de
una mezcla
diclorometano:meta
nol (25:75).
22 Elucion: 5 mL de
una mezcla
diclorometano:meta
nol (25:75).

(23]

Isoflavonas

Soja

0,5 g de muestra.
1 g de sdlido silica.

Elucion: 12 mL
metanol a pH=3 con
acido acético.

(22]
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La silica con fase organica Cig unida es el sélido de dispersion mas utilizado
en la extraccion de isoflavonas mediante MSPD. Esto es esperable teniendo en cuenta
los estudios de extraccion en fase sélida (SPE) de isoflavonas realizados por
Rostagno y col. 2005 [26] donde se comprobd que los mejores resultados para la
extraccion de isoflavonas mediante SPE se obtienen utilizando los sorbentes Cy5y en
concreto, los sorbentes poliméricos OASIS HLB de la compafiia Waters y Strata X de
la compafila Phenomenex. También se comprobé que el aumento del pH en el
disolvente de elucién no afectaba, por lo que se utiliz6 metanol como eluyente, al igual
gue en la mayoria de los casos presentados en la tabla 96. La relacion entre muestra y
sélido dispersante varia entre 1:2 y 1:4. Los valores de variabilidad en porcentaje
estan en torno al 4% y el 25%.

En el trabajo realizado por Bajer y col. en 2007 [18] la extraccion mediante
MSPD es una de las técnicas estudiadas que mejores resultados aporta para
determinar la concentracién de daidzeina y genisteina en soja, ya que se obtiene una
variabilidad menor del 7%, comparable a la obtenida al hacer la extraccién asistida por
ultrasonidos, que es la técnica que mejores resultados, tanto de recuperacion como de
reproducibilidad, muestra.

Con todo lo anterior podemos concluir que para la extraccion mediante MSPD
de las isoflavonas presentes en alimentos se utiliza un sdlido dispersante tipo Cig Y
como disolvente de elucion metanol. A continuacion, se va a describir el trabajo de
extraccién con esta técnica que se ha llevado a cabo.
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El objetivo principal de este trabajo es desarrollar un método de extraccion de
las doce isoflavonas presentes en las muestras de soja mediante la extraccion por
dispersion de matriz en fase solida (MSPD).

Para ello se utiliza como método inicial una modificacion del presentado por
Xiao y col. 2004 [9]; los pardmetros a optimizar en este estudio son:

1) Tipo de sélido dispersante

Se estudian 3 tipos de solidos dispersantes Cyg todos ellos procedentes de
cartuchos de extraccion en fase sélida:

o Sep-Pak® Vac C18 (Waters): sdlido de silica Cys.

o Oasis® HLB (Waters): sélido de polimero divinil-benceno-co-N-
vinilpirrolidona.

o Stratra™ X (Phenomenex): solido de polimero de divinilbenceno
modificado.

2) Relacion muestra:sélido dispersante
Una vez optimizado el tipo de sdélido dispersante se estudia la cantidad
utilizada con relacién a la cantidad de muestra. Para ello se evallan relaciones
muestra:solido de 1:4, 1:8 y 1:20.

Una vez optimizados estos dos pardmetros se procede a estudiar la
reproducibilidad realizando la extraccién repetidamente con diferentes muestras de
soja. Ademas se va a estudiar la repetibilidad intra- e inter-dia.
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3 EXPERIMENTAL
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3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y disolventes

Tanto el metanol como el acetonitrilo de grado HPLC se adquirieron en VWR
(West Chester, PA, USA). El acido acético del 96% utilizado fue de Merck (Darmstadt,
Germany) y el agua ultrapura empleada durante las extracciones y el analisis ha sido
obtenida por un sistema de purificacion Mili-Q water Advantage A10 de Millipore
(Bedford, MA, USA). En este sistema el agua se somete a una desionizacion en dos
etapas a través de resinas de intercambio i6nico. Todos los disolventes fueron
sometidos a una desgasificacion previa a su utilizacion en un bafio de ultrasonidos.

Los sélidos dispersantes utilizados en la optimizacion son los presentados en
la tabla 97. Su estructura quimica se muestra en la figura 136.
Tabla 97. Caracteristicas de los sélidos dispersantes utilizados en la optimizacién de la
extraccion de isoflavonas por MSPD.

Nombre
en el Fase soélida Distribuidor
estudio

Sep-Pak® Vac C18 Silica octadecilo

Nombre

comercial

Waters Corporation,
Milford, MA, USA

: Polimero de divinil-benceno-co-N- Waters Corporation,
Oasis® HLB OASIS vinilpirrolidona Milford, MA, USA
™ Polimero de divinilbenceno Phenomenex,_ .
Strata " X StrataX Torrance, California,

modificado USA

3.1.2 Sustancias patron

Los patrones de isoflavonas utilizados en la optimizacién del método de
extraccidn se muestran en la tabla 98 junto con su proveedor. Han sido almacenados
antes de su uso a -20 °C. Sus estructuras quimicas se muestran en la figura 137.

La pureza de los patrones de los derivados glucésidos y de las agluconas de
las isoflavonas es superior al 99%, mientras que la pureza de los derivados acetiles y
maloniles es mayor del 90%. Las disoluciones madre de cada una de las isoflavonas
se prepararon en metanol y se almacenaron a -80 °C.
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C18

StrataX

Figura 136. Estructuras quimicas de los sélidos dispersantes a utilizar en la optimizacion del
método de extraccién de isoflavonas por MSPD.

Tabla 98. Patrones de las isoflavonas utilizadas en este estudio y su proveedor.

Compuesto Proveedor

Daidzina

Glicitina

Genistina LC Labs
Daidzeina (Woburn, MA, USA)
Gliciteina

Genisteina

Malonil daidzina

Malonil glicitina

Malonil genistina ~ Wako Chemicals
Acetil daidzina (Neuss, Alemania)
Acetil glicitina

Acetil genistina
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CH,OH
OH 0 0
OH o) 0
OH
Ry
OH
R4 0 Y
OH R, 5
Isoflavona Abrev. R1 R2 Isoflavona Abrev. R1 R2 OH
Daidzeina De H H Daidzina Di H H
Gliciteina Gle H OCH, Glicitina Gly H OCH,4
Genisteina Ge OH H Genistina Gi OH H
CH,0COCH,COOH CH,OCOCH;
(o] (o]
OH o o OH o
OH OH
Ry R;
R4 0 R
Isoflavona Abrev. R1 R2 CH Isoflavona Abrev. R1 R2 of
Malonil daidzina ~ MDi H H Acetil daidzina ADi H H
Malonil glicitina MGly H OCH;, Acetil glicitina AGly H OCH;,
Malonil genistina ~ MGi OH H Acetil genistina AGi OH H

Figura 137. Estructura quimica y abreviaturas de las isoflavonas utilizadas en este estudio.

3.1.3

Muestras

Para la optimizacion del método de extraccion de las isoflavonas mediante

MSPD se han utilizado dos muestras de soja amarilla como materia prima (Sojal y
Soja2). Ambas muestras fueron adquiridas en un supermercado en la localidad de
Soria y almacenadas antes de su uso a -20°C.

Antes de su utilizacion para la extraccién fueron molidas en un molinillo de

café de acero inoxidable hasta que se transforman en un polvo fino y homogéneo. Las
muestras molidas son almacenadas a -20°C hasta su uso.

3.2

3.2.1

INSTRUMENTACION

Sistema de mezclado

Para la mezcla de la muestra y el solido dispersante se utiliza un mortero de

vidrio con su correspondiente mano (figura 138) de 10 cm de diametro. Entre muestras
siempre es lavado y secado para su posterior utilizacion.
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Figura 138. Mortero y mano del mismo de vidrio utilizado para la extraccion de isoflavonas
mediante MSPD. A su izquierda se muestra la jeringa de plastico y su émbolo
utilizadas para la extraccion.

3.2.2 Columnas de MSPD y fritas

Como columnas se utilizan jeringas desechables de plastico comunes de 25
mL (figura 138) y fritas de polipropileno de 2,5 cm de didmetro.

3.2.3 Sistema de evaporacién de muestras por corriente de nitrégeno

Los eluatos, obtenidos al eluir con metanol, se evaporan a sequedad
mediante un sistema de evaporacién por corriente de nitrdgeno. Estad compuesto por
un termobloque Evaterm (Labicom, Republica Checa) que permite calentar los
extractos obtenidos a una temperatura constante y un sistema de corriente de
nitrégeno por medio de tubos y puntas de jeringa (figura 139) que permiten la
evaporacion por desplazamiento de gas.

Figura 139. Sistema de evaporacion de muestras.
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3.2.4 Liofilizador

Durante la optimizacion del método de extraccion de isoflavonas por MSPD
se analiza el extracto acuoso obtenido en la etapa de lavado para comprobar si hay o
no pérdidas; este extracto se liofiliza en un liofilizador Cryodos -80 (IMA-Telstar S.L.,
Terrassa, Barcelona, Espafia). Ver figura 23 del capitulo 1 de esta tesis.

3.2.5 Cromatografo liguido de alta resolucion

El andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion
ultravioleta (HPLC-UV) de las isoflavonas se realiz6 en un sistema Waters (Waters
Corp., Milford, Massachusetts, USA) formado por un médulo de separacioén (2695),
con un horno de columna integrado, un inyector de muestra automatico y un detector
de de fila de fotodiodos (2998) conectado en linea a un detector de fluorescencia
multifrecuencia (2475). Ver figura 24 del capitulo 1 de esta tesis.

3.3 EXTRACCION DE ISOFLAVONAS MEDIANTE MSPD

El método de extraccion de isoflavonas mediante MSPD esta basado en el
método desarrollado por Xiao y col. 2004 [9] con ligeras modificaciones. El
procedimiento inicial ha sido el que se describe a continuacion.

Una muestra de soja molida de 0,125 g se introduce en el mortero al que se
afiaden 0,5 g de sorbente. Se mezclan con ayuda de la mano del mortero de vidrio
durante 10 minutos hasta obtener una mezcla homogénea.

La mezcla se transfiere a la jeringa de 25 mL en la que se ha colocado una
frita de polipropileno en su base para evitar que se pierda muestra. Una vez
introducida la totalidad de la mezcla se coloca encima otra frita de polipropileno y se
realiza una suave compresion con ayuda del émbolo de la jeringa utilizada para el
compactamiento del material.

La mezcla se lava, para eliminar compuestos interferentes, con 10 mL de
agua que se recogen y se liofilizan para su posterior redisolucién en 1 mL de metanol
gue sera analizado por HPLC-DAD, para comprobar si hay o no pérdidas de
isoflavonas en el lavado. La muestra a inyectar se filtra a través de filtros de jeringa de
nylon de 0,2 um de tamafio de poro (VWR, West Chester, PA, USA).

Tras el lavado, la elucién se realiza con 10 mL de metanol que se recogen y
se evaporan a 50°C y bajo corriente de nitrogeno. En el momento del andlisis lo
obtenido del eluato se redisuelve en 1 mL de metanol que es analizado mediante
HPLC-DAD.
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Todas las extracciones se realizan por triplicado, menos las del método
optimizado que se realizan 6 veces para calcular su reproducibilidad y repetibilidad
intra- e inter-dia.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ISOFLAVONAS

El método utilizado para el andlisis cromatogréfico de las isoflavonas es una
adaptacion del método optimizado con una columna fused-core desarrollado en esta

tesis (ver apartado 4.3 del capitulo 2).

Se trata de un método adaptado porque en esta ocasion en vez de utilizar una
columna de particulas recubiertas, fused-core, de 100 mm de longitud, se trata de una
columna con las mismas especificaciones pero con dimensiones de 150 mm -
Kinetex™ C18, 2,6um de tamafio de poro, 100 A, dimensiones de 150x4,6 mm
(Phenomenex, Torrance, California, USA).

El gradiente utilizado, incluido el tiempo de lavado y equilibrado, se muestra

en la tabla 99.

Tabla99. Método cromatografico para el analisis de las isoflavonas obtenidas por extraccion
de las mismas mediante MSPD.

Flujo 1,6 mL/min
Temperatura 50°C

. Fase A Agua 1% acido acético
Fases moviles —
Fase B Acetonitrilo
Tiempo (min) % B
0,00 8
2,63 15
9,01 17
. 11,54 19,2
Gradiente 13.92 50
16,45 100
19,00 100
25,00 8
35,00 8

La absorbancia para la deteccion fue monitorizada entre 210 y 400 nm,
cuantificando a 254 nm. El volumen de inyeccién se fij6 en 10 pL. El software utilizado

para el control del equipo y la recogida de datos fue Empower 2 version 6.10.01.00.

La separacion obtenida para las doce isoflavonas objeto de estudio se
muestra en la figura 140, en la que se muestra el cromatograma obtenido a la longitud
de onda de 254 nm.
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Figura 140. Cromatograma de los patrones de las doce isoflavonas utilizadas para el estudio
de la extraccion mediante MSPD. La concentracion de las agluconas y los
derivados glucésidos es de 10 ppm y para los derivados malonil y acetil es de 5

ppm.

En este cromatograma se muestran otras dos isoflavonas mas al final,
formononetina y biochanina A; esto es debido a que el método se desarroll6 para la
cuantificacion de 14 isoflavonas sin embargo, en el estudio de optimizacion del método
de extraccion de isoflavonas en soja mediante MSPD ninguna de estas dos

isoflavonas adicionales fueron detectadas, por lo que no se van a tener en cuenta.

La identificaciéon de las isoflavonas fue llevada a cabo comparando los
tiempos de retencion y los espectros ultravioleta de cada uno de los compuestos con
los correspondientes a los patrones individuales de cada una de las isoflavonas

inyectadas con el mismo método y en las mismas condiciones.

La cuantificacién se realizé por medio de la medida de las areas obtenidas
para cada pico cromatografico a 254 nm, utilizando el método del patrén externo. La
curva de calibrado para cada isoflavona se realiz6 con 7 puntos representando el area
frente a la concentracién. Las ecuaciones de regresion y coeficientes de correlacion
(R?) se calcularon usando el software Microsoft Excel 2007, y se muestran en la tabla
100.
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Tabla 100. Curvas de calibrado para cada isoflavona.

Isoflavona Ordenada Pendiente

Di
Gly
Gi
MDi
MGly
ADi
MGi
AGly
De
Gle
AGi
Ge

-2354
-5141
-12453
-2842
-6133
-2592
-5624
-14931
-35579
7553
-13661
10211

25371
26454
38026
30622
31559
27933
28941
45593
33201
22670
41715
46599

R2
0,9999
0,9938
0,9998
0,9999
0,9938
0,9999
0,9938
0,9998
0,9848
0,9622
0,9998
0,9994

416



Capitulo 3.1: Extraccidon de isoflavonas de soja por dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

4 RESULTADOS Y DISCUSION

417






Capitulo 3: Extraccion de isoflavonas de soja por dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

4.1 EXPERIMENTOS INICIALES

Como se ha comentado anteriormente en este capitulo el método de
extraccion de isoflavonas por dispersién de matriz en fase sélida (MSPD) que se va a
optimizar se basa en el desarrollado por Xiao y col. 2004 [9] para la extraccién de
isoflavonas en Radix Astragali. En nuestro caso queremos aplicar el método a
muestras de soja, en las que las isoflavonas detectadas son diferentes y se
encuentran en mayor concentracion que las detectadas en la muestra de Radix
Astragali.

En su método de extraccion mediante MSPD utilizaban como sélido
dispersante silica Cyg en una relacion muestra:solido de 1:2. A la muestra pesada se le
adicionan 0,5 mL de agua y se deja macerar antes de incorporar el sélido dispersante.
Ademas se incorpora en la columna una primera capa de solido dispersante sin
mezclar para incluir una etapa adicional on-line de limpieza. Se realiza una etapa de
lavado con 10 mL de agua seguida de una etapa de elucién con 10 mL de metanol
acuoso al 90% y para comprobar que la elucion de las isoflavonas de interés se
realizada al completo se realizé una segunda elucion con 10 mL de un disolvente mas
polar como es el tetrahidrofurano.

En nuestro caso se realizaron varias pruebas con las condiciones descritas
por Xiao y col. aplicaAndolas a nuestras muestras de soja. De los resultados obtenidos
se decidid eliminar la adicién de agua a la muestra ya que no aportaba mejora en los
mismos. Ademas se aumentd la relacion muestra:sélido a 1:4 ya que con mayor
cantidad de muestra se daban elevadas pérdidas de las isoflavonas de interés en la
etapa de lavado. La elucién con tetrahidrofurano también se ha descartado ya que no
mejoraba los resultados puesto que con los 10 mL de metanol utilizados en la elucién
se consigue una recuperacion cuantitativa de las isoflavonas presentes en la soja.

Por lo tanto el método inicial aplicado a nuestras muestras (soja) y usando
como solido dispersante silica Cyg €s el que se muestra en la tabla 101.

Tabla 101. Condiciones iniciales de extraccion de isoflavonas por MSPD.

Peso muestra 0,125¢g

Peso solido (Cig) ESIs[e)e]

Tiempo mezcla e Inliiie

10 mL de agua

Lavado Recoger, congelar a -20°C vy liofilizar

Redisolver en 1 mL de metanol para andlisis

10 mL de metanol acuoso al 90%

Elucién Recoger y evaporar a 50°C bajo corriente de nitrégeno
Redisolver en 1 mL de metanol para analisis

Los extractos redisueltos que proceden tanto de la etapa de lavado como de
la elucién se analizan por HPLC-DAD utilizando el método descrito en el apartado 3.4
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de este capitulo. Los cromatogramas obtenidos al analizar estos extractos se
muestran en las figuras 141y 142, respectivamente.
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Figura 141. Cromatograma de las doce isoflavonas de soja presentes en el extracto obtenido
al eluir con 90% de metanol. Condiciones: sorbente C.g en relaciéon 1:4.
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Figura 142. Cromatograma de las doce isoflavonas de soja presentes en el agua de lavado.
Condiciones: sorbente C,g en relacion 1:4.

Como se puede observar, al lavar con agua se producen pérdidas de
isoflavonas al igual que ocurria con el método de Xiao y col. 2004 [9] sin embargo, en
nuestro caso, son pérdidas considerables. Estas diferencias, al igual que las que se
producen a la hora de aplicar el método rigurosamente, son debidas a que son

420



Capitulo 3: Extraccion de isoflavonas de soja por dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

diferentes matrices, diferentes compuestos y diferentes concentraciones de los
mMismos.

La concentracion de las isoflavonas detectadas en el extracto de elucién se
presentan en la tabla 102, valores realizados por triplicado (n=3). La variabilidad es
menor del 37%.

Tabla 102. Concentracion de las isoflavonas detectadas en el extracto obtenido tras la elucién

con 90% de metanol y C;3 como sélido en una relacion 1:4 por MSPD.
Concentracién en pg/g y RSD en porcentaje n=3.

Isoflavona Concentracion RSD
Di 125 15,1
Gly 16,1 16,2
Gi 158 14,6
MDi 61,6 32,4
MGly 13,8 37,5
ADi 1,99 27,3
MGi 120 13,3
AGly 0,00

De 19,6 18,3
Gle 0,00

AGi 4,08 27,1
Ge 10,7 27,8

Como se puede observar en la soja estudiada no se detectan las isoflavonas
acetil glicitina y gliciteina. Esto se comprueba también en la segunda muestra de soja
estudiada, por lo que estas dos isoflavonas no se incluyen en las tablas y valores que
se presentan en este capitulo.

4.2 ELECCION DEL SOLIDO DISPERSANTE

Una vez fijadas las condiciones iniciales de extraccion se procede a la
eleccién del sélido dispersante estudiando tres tipos diferentes: uno convencional
(C18) y dos poliméricos (OASIS y StrataX).

Los resultados de concentracion obtenidos para los tres tipos de solidos
dispersantes estudiados se muestran en la tabla 103. Como se puede observar las
mayores variabilidades se encuentran para las isoflavonas de menor concentracion y
las menos polares que eluyen al final del método cromatografico, independientemente
del sélido dispersante usado. Algo esperable ya que puede deberse a menor precisién
en su deteccién por su baja concentracion o por un aumento de la linea de base.

Los mayores valores de isoflavonas en el extracto de elucién (90% metanol),
es decir, la mejor recuperacion, se obtienen cuando se utiliza como sélido dispersante
el polimero StrataX. Las menores variabilidades se encuentran cuando se usan las
resinas OASIS como sorbente, aunque éstas son comparables a las obtenidas con
StrataX.
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Con respecto a la pérdida de isoflavonas en el lavado se observan las
mayores al usar C18 como solido dispersante, siendo de media mayor al 50%. Esto se
observaba en los cromatogramas anteriormente expuestos (figuras 141y 142).

Tabla 103. Concentraciones (ug/g) y desviaciones estandar relativas en porcentaje (RSD) de

las isoflavonas extraidas por MSPD con cada uno de los sélidos dispersantes
estudiados. Cada experimento esté realizado por triplicado (n=3).

90% Metanol

OASIS StrataX
Isoflavona \ Ho/g RSD

Di 125 15,1 251 7,49 272 1,81
Gly 16,1 16,2 24,7 14,9 23,2 16,4
Gi 151 14,6 347 3,28 386 1,04
MDi 58,3 32,4 87,3 1,95 80,6 5,87
MGly 13,1 37,5 11,0 2,83 11,3 1,83
ADi 1,66 27,3 3,14 8,42 3,66 8,53
MGi 120 13,3 191 10,1 226 6,66
De 18,0 18,3 27,3 9,68 33,8 14,5
AGi 3,75 27,1 6,70 9,79 7,50 5,68

Isoflavona

Di 67,8 7,57 19,9 1,88 18,6 6,46
Gly 6,51 4,44 5,76 4,81 6,01 0,06
Gi 79,6 7,70 13,4 2,11 16,9 0,45
MDi 45,6 13,0 26,0 4,36 16,6 17,8
MGly 4,75 1,68 1,46 2,57 1,83 19,4
ADi 0,00 0,00 0,00

MGi 75,4 13,6 37,7 3,19 11,7 17,1
De 25,4 27,0 9,27 1,16 8,03 8,03
AGi 2,41 31,7 0,00 0,00

Ge 4,02 20,7 5,33 5,42 0,00

Por lo tanto teniendo en cuenta estos resultados derivados de muestras
triplicadas podemos concluir que los solidos que mejor actian como dispersantes en la
extraccién de isoflavonas en soja son los poliméricos, o que concuerda con los
estudios realizados con SPE [26]. Aunque los resultados obtenidos al utilizar resinas
OASIS como sélido dispersante son los que presentan menor variabilidad, ésta es
comparable a la obtenida usando StrataX, y en concreto en este Ultimo se obtienen
mayores valores de recuperacion para las isoflavonas estudiadas. Por lo que se
concluye que el sélido dispersante iddneo para la extraccion de isoflavonas de soja es
el polimérico StrataX.

Los cromatogramas de los extractos, tanto el de elucién como el de lavado,
de las isoflavonas extraidas utilizando como sélido StrataX y una relacion 1:4 entre
muestra y sélido se muestran en las figura 143y 144.
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Figura 143. Cromatograma de las doce isoflavonas de soja del extracto de la elucién con 90%
de metanol y StrataX como soélido en una relacion 1:4 por MSPD.
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Figura 144. Cromatograma de las doce isoflavonas de soja del extracto del lavado con agua y
StrataX como sélido en una relacion 1:4 por MSPD.

4.3 ELECCION DE LA RELACION MUESTRA:SOLIDO

Una vez elegido como mejor sélido dispersante el polimérico Strata X de la
compafiia Phenomenex se procede a optimizar la relacion de cantidad de muestra y
sélido para la extraccion de las isoflavonas en las muestras de soja.

La optimizacion del sélido dispersante se ha realizado con una relacién de
muestra:solido de 1:4. Tal y como se observé en los experimentos iniciales, mayores
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cantidades de muestra (1:2) producian mayores pérdidas de isoflavonas por lo que se
decide estudiar menores cantidades de muestra. Todas las extracciones se realizan
por triplicado utilizando como soélido dispersante el polimero StrataX y con relaciones
de 1:8 y 1:20.

Los datos obtenidos en los analisis realizados con las diferentes relaciones
muestra:solido dispersante se muestran en la tabla 104.
Tabla 104. Concentraciones (ug/g) y desviaciones estandar relativas en porcentaje (RSD) de

las isoflavonas extraidas por MSPD con cada una de las relaciones muestra:sélido
estudiadas. Cada experimento esta realizado por triplicado (n=3).

90% Metanol

1:8 ‘

Isoflavona \ Ho/g RSD \

Di 272 1,81 274 5,06 286 8,33
Gly 23,2 16,4 26,0 10,5 32,7 30,4
Gi 386 1,04 360 2,35 398 11,9
MDi 80,6 5,87 146 2,84 131 11,4
MGly 11,3 1,83 17,2 9,94 17,9 34,6
ADi 3,66 8,53 4,13 8,68 6,09 2,02
MGi 226 6,66 257 1,09 226 5,72
De 33,8 14,5 39,5 1,43 62,2 2,06
AGi 7,50 5,68 9,86 0,60 17,2 0,46
Ge 18,2 12,9 14,0 6,66 6,89 7,81

Isoflavona
Di 18,6 6,46 18,0 15,8 25,6 17,8
Gly 6,01 0,06 0,00 0,00
Gi 16,9 0,45 18,9 16,3 26,4 12,3
MDi 16,6 17,8 12,5 14,2 26,7 12,0
MGly 1,83 19,4 5,38 18,1 9,34 9,87
ADi 0,00 0,00 0,00
MGi 11,7 17,1 14,5 21,3 0,00
De 8,03 8,03 8,01 3,53 78,4 12,2
AGi 0,00 0,00 0,00
Ge 0,00 0,00 0,00

De forma clara, lo que se observa al disminuir la cantidad de muestra, en
concreto cuando la relacion entre muestra y sdlido es de 1:8, es que la variabilidad
disminuye sin comprometer la cuantificacion. Por lo tanto, y segun los resultados
obtenidos, se puede concluir que de las relaciones muestra:sélido estudiadas la que
mejores resultados proporciona es 1:8.

El método optimizado final es el que se muestra en la tabla 105 y el
cromatograma del extracto de elucion superpuesto al obtenido con el lavado, donde se
observa que las pérdidas en el lavado pueden considerarse despreciables, se muestra
en la figura 145.
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Tabla 105. Condiciones optimizadas de extraccion de isoflavonas por MSPD.

Peso muestra  JraInls|

Sélido Strata™ X (Phenomenex)

Peso sélido 0,500 ¢

Tiempo mezcla gnliivie

10 mL de agua

Lavado Recoger, congelar a -20°C vy liofilizar

Redisolver en 1 mL de metanol para andlisis

10 mL de metanol acuoso al 90%

Elucion Recoger y evaporar a 50°C bajo corriente de nitrégeno
Redisolver en 1 mL de metanol para analisis

4.4 REPRODUCIBILIDAD DEL METODO OPTIMIZADO

Una vez obtenido el método de extraccion por dispersion de matriz en fase
sélida optimizado se aplica a dos muestras comerciales de soja (Sojal y Soja2). Se
realiza la extraccion de las dos muestras con las condiciones Optimas por triplicado
durante dos dias (n=6). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 106.

Tabla 106. Resultados aplicando el método optimizado de extraccion por MSPD. La
concentracién se expresa en ug/g, la reproducibilidad en desviacion estandar

relativa en porcentaje (n=6), la desviacion estandar relativa intra- e inter-dia
también en porcentaje (n=3).

Isoflavona pg/g

Di 280 5,96 4,23 5,93 267 4,21 3,08 3,25
Gly 22,8 12,6 13,6 7,98 27,0 7,79 6,80 5,36
Gi 391 5,03 1,90 6,04 361 1,65 1,61 1,95
MDi 152 3,00 1,70 3,10 138 6,36 1,81 7,80
MGly 12,2 15,3 14,1 16,8 15,3 15,4 6,10 17,38
ADi 3,92 4,96 2,83 5,48 4,11 5,65 5,18 4,37
MGi 268 2,26 2,15 1,00 255 1,89 1,73 1,81
De 46,2 4,36 4,16 4,85 40,1 2,11 151 2,09
AGi 9,88 2,07 1,56 1,76 9,97 1,49 0,95 1,53
Ge 22,3 10,7 9,01 111 15,8 14,2 6,62 16,6
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Figura 145. Cromatogramas superpuestos del extracto de isoflavonas de la muestra de soja en la fase de elucién (90% metanol), en negro, y en la fase de

lavado (agua), en azul, con el método optimizados de extraccion por dispersién de matriz en fase sélida (MSPD).
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La reproducibilidad del método, medida como desviacion estandar relativa, es
menor del 16% con variabilidades intra-dia menores del 14% e inter-dia menores del
18%.

Teniendo en cuenta el tiempo de extraccién, que es menor de 30 minutos, el
tiempo de evaporacion de las muestras (unos 15 minutos) y su posterior analisis (35
minutos), ademas del bajo consumo de disolventes , podemos decir que se trata de un
método de analisis barato y rapido para la extraccion de isoflavonas en soja.
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Se ha desarrollado un método de extraccion por dispersion de matriz en fase
s6lida (MSPD) para isoflavonas en soja.

El método desarrollado utiliza como sélido dispersante uno de los sorbentes
poliméricos mas utilizados para la extraccién en fase sdélida de las isoflavonas, el
llamado Strata™ X de la compafiia Phenomenex. Se ha comprobado que el
comportamiento de estos sorbentes poliméricos es superior al de los sorbentes
convencionales de silica con fase de C;5 unida.

Ademas del sélido dispersante se ha optimizado la cantidad de muestra y la
cantidad de sélido utilizado para la extraccién obteniendo los mejores resultados para
una relacién 1:8, respectivamente.

La aplicacion del método optimizado da lugar a reproducibilidades menores
del 16% y repetibilidades inter-dia e intra-dia aceptables.

La gran ventaja de este procedimiento de extraccion es el bajo consumo de
disolvente organico requerido; en cada repeticion sélo se gastan 11 mL de metanol.

Ademas, es un método que no requiere de grandes montajes instrumentales;
sélo se necesita un mortero de cristal y un evaporador de muestras si es preciso.

El tiempo total de extraccidbn también se reduce considerablemente si se
compara con otros métodos convencionales, que pueden llegar a durar horas, y a los
gue hay que afadir tratamientos posteriores a la extracciéon y previos al analisis. En el
caso de la extraccion mediante MSPD la duracion total del proceso, es decir, desde
gue se comienza con la extraccioén hasta que la muestra se inyecta en el sistema, es
de45 minutos, siendo el tiempo de extraccion unos 25 min.

Las condiciones suaves de este método, temperatura ambiente y presion
atmosférica, suponen una gran ventaja frente a otros métodos que requieren
condiciones mas agresivas a la hora de detectar el perfil integro de las isoflavonas
presentes en las muestras; con este método se pueden evitar posibles
interconversiones y/o degradaciones como las que se han comentado en el capitulo 1
de esta tesis.

Aunque todo apunta a que la extraccibnh mediante MSPD da lugar a un
método de andlisis adecuado, seria necesaria la aplicacion del mismo a un nimero de
muestras elevado y de distinta naturaleza para poder sacar conclusiones mas
robustas. Por lo que este trabajo es una iniciacién a la aplicacion de la técnica de
extraccion de isoflavonas en muestras de alimentos que serviria en un futuro a su
aplicacion y optimizacion en un amplio rango de alimentos.
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