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1. ACRONIMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Asn: Asparagina.

CDs: Carbon dots. Nanoparticulas de carbono.

CE: Electroforesis capilar.

CG-MS: Cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas.
CL-MS: Cromatografia de liquidos con detector de espectrometria de masas.
ELSD: Evaporative Light Scattering, detector evaporativo de dispersién de luz.
FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
FDL: Fluorescencia.

FID: Detector de ionizacién de llama.

HPLC: High performance liquid chromatography, cromatografia liquida de alta eficacia.
M.A.P.: Métodos de adiciones patrén.

NBD-Cl: 4-cloro-7-nitrobenxofurazan.

NIR: Near-infrared spectroscopy. Espectroscopia de infrarrojo cercano.

OPA: Orto-ftalaldehido.

OPT: OPA+ etanol+ 2-mercaptoetanol + tampdn borato.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

SPE: Extraccion en fase solida.

TFIR: Fourier-transform infrared spectroscopy, espectroscopia de infrarrojo con

transformada de Fourier.
UV: Ultravioleta.

UV-Vis: ultravioleta-visible.



2. RESUMEN/ABSTRACT

La asparagina (Asn) es un aminoacido que puede encontrarse en multiples
alimentos. En la actualidad, estd tomando mucha importancia su estudio puesto que
es uno de los principales componentes en la reaccidén de Maillard que puede derivar

en la produccién de acrilamida, compuesto cancerigeno.

En el siguiente trabajo se ha realizado un estudio para la determinacion de
asparagina mediante cromatografia de liquidos (HPLC) con detector
ultravioleta/visible (UV-Vis) y con detector de fluorescencia (FLD); realizando en el
ultimo caso una derivatizacién previa con orto-ftaldehido (OPA). Ademads, también se
procedid a realizar un breve estudié por cromatografia de gases (CG) con detector de

ionizacion de llama (FID).

Alo largo del trabajo se plantean los inconvenientes y las ventajas que presentan
cada una de las técnicas de analisis utilizadas, asi como el interés de llevar a cabo su

determinacién mediante un proceso de derivatizacion.

Asparagine (Asn) is an amino acid that can be found in a lot of foods. Currently,
its research is becoming very important because asparagine is one of the main
components of the Maillard reaction that can lead to the production of acrylamide, a

carcinogenic compound.

In the following work, a study has been carried out for the determination of
asparagine by liquid chromatography (HPLC) with a ultraviolet / visible detector (UV-
Vis) and with a fluorescence detector (FLD); in the last one it is necessary a
derivatization with o-Phthalaldehyde (OPA). In addition, a brief study was also carried

out by gas chromatography (GC) with flame ionization detector (FID).

Throughout the work, we raise the disadvantages and advantages presented by
each of the analysis techniques used, as well as the interest of carrying out its

determination with a derivatizacién process.



3. INTRODUCCION

La asparagina (Asn) se obtuvo por primera vez mediante extraccién del jugo del
esparrago en 1806 por el quimico francés Pierre Robiquet [1]. Es un aminodcido no
esencial, es decir, el organismo es capaz de sintetizarlo partiendo de otros compuestos
(acido aspartico y amonio) en el higado. Las caracteristicas de la asparagina se indican

a continuacion:
e Foérmula molecular: C4HgN20s.
e Peso molecular: 132.12 g/mol.
e Punto de fusion: 235 °C.
e Densidad: 1g/cm3.
o pKi=2.14y pK;=8.72.

e Posee en su estructura cadenas laterales capaces de formar enlaces de
hidrégeno. El grupo amina actia como donador de hidrégenos, mientras que

el grupo carboxilo es receptor de hidrégenos (Fig.1).
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Figura 1: Estructura quimica de la asparagina

Este aminoacido puede encontrarse en diferentes alimentos como: harinas,

huevos, frutos secos, carne de aves, marisco, etc [2].

En la actualidad ha tomado importancia el estudio de la asparagina en alimentos
por ser un componente basico para la formacion de acrilamida a partir de la reaccién
de Maillard [3]. Esta reaccidn consiste en hacer reaccionar el grupo amino de un
aminodcido, la asparagina, y un grupo carbonilo de un aztcar reductor como la glucosa,
fructosa, maltosa o lactosa. Para poder llevar a cabo la reaccidon se necesita:
temperaturas generalmente superiores a 120 °C (la temperatura ideal oscila entre los

150°Cy 250 °C), humedad y pH alcalino (el valor éptimo es pH 10). Dependiendo de las



condiciones de trabajo se forman diferentes compuestos intermedios, dando lugar a

los productos finales, entre ellos la acrilamida (Fig. 2) [4,5].
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Figura 2: Reaccion directa e indirecta de Maillard

La acrilamida, como hemos comentado, es uno de los compuestos resultantes de
la reaccion de Maillard, se transforma en el cuerpo humano en un compuesto quimico
conocido como glicidamida, (Fig.3), la cual es la causante de mutaciones y dafios en el

ADN [6-8]. Como subproductos de esta reaccién cuando se lleva a cabo tanto por via



directa como indirecta son los mismos: se obtiene agua, diéxido de carbono y una

imina. [9].
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Figura 3: Estructura de la glicidamida

La formacidn de la acrilamida dependerd de los niveles de asparagina y azucares
reductores presentes en el alimento, por eso son necesarias técnicas sensibles,
precisas y selectivas que sean capaces de determinar la cantidad de asparagina en las

muestras.

El Reglamento (UE) 2017/2158 de la Comision, de 20 de noviembre de 2017,
establece los niveles de acrilamida de referencia para reducir su presencia en los
alimentos [10]. En |a actualidad la herramienta mas eficaz para el control del contenido
de acrilamida es el empleo de la enzima asparaginasa. Esta enzima es capaz de
hidrolizar la asparagina obteniendo como producto final el 4cido aspartico y amoniaco,

(Fig. 4). Sin embargo, su elevado coste (100 U/mg son 171 €) limita su aplicacion a gran

escala [11].
O O
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Figura 4: Reaccion de hidrdlisis catalizada por la L-asparaginasa.

3.1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En la revision bibliografica realizada se encuentran diversos métodos analiticos
para el analisis cualitativo y cuantitativo de la asparagina. Uno de los mas utilizados es

la cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de fluorescencia, debido



a su alta sensibilidad del orden de nanogramos. A las muestras, diferentes tipos de
alimentos y bebidas, se les realiza un tratamiento previo, el cual consiste en una
extraccién con tiodiglicol acidificado con HCI, precipitacién de las proteinas con acido
5-sulfosalicilico, adiciéon de NaOH (1 M) hasta que el pH se ajusta a 2.2 y finalmente
enrase con un tampon de citrato de pH 2.2. Posteriormente se lleva a cabo una
derivatizacién pre-columna utilizando fenilisotiocianato (Fig.5). En la separacion
cromatografica se trabaja en gradiente para facilitar la separacién de los diferentes

aminodcidos [12-15].
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Figura 5: Reaccion de fenilisotiocianato con un aminodcido

También mediante HPLC con detector fluorimétrico, en otras investigaciones se
analizé la asparagina pero llevando a cabo una derivatizacién post-columna con

ninhidrina (Fig.6) [12,14-16].
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Figura 6: Reaccion de ninhidrina con un aminodcido



En algunos estudios, la derivatizacion de la asparagina se realiza con o-
ftaldialdehido, esta derivatizacién pre-columna resulta mas facil de llevar a cabo que

los casos anteriores y presenta mejores resultados (Fig.7) [12, 15, 17-28].

S=-CH:-Cl{:0H
CHO =
. o HSCH, -CH.OH :

Figura 7: Reaccion OPA, aminodcido y 2-mercaptoetanol. Como subproducto se obtiene agua
y un proton.

Por cromatografia de intercambio idnico [19] y una previa derivatizacién con
ninhidrina se ha cuantificado la asparagina que contienen algunos cereales, como el

trigo y el centeno.

Otros autores estudiaron los niveles de asparagina presentes en muestras de
alimentos como: patatas, berenjena, garbanzos, harina de trigo, etc.., mediante
electroforesis capilar con detecciéon UV-Visible [20 y 21], realizando una derivatizacién

previa con 4-cloro-7-nitrobenzofurazan o 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (Fig. 8).
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Figura 8: Estructura del agente derivatizante NBD-Cl y NBD-F dependiendo si X se sustituye

por un cloro o por un fluor.

Las nanoparticulas de carbono CDs “Carbon dots”, sintetizadas por pirolisis
teniendo como precursor L-asparagina, presentan luminiscencia con un maximo de
emisién a 441 nm cuando se excita a 348 nm. Esto permite la determinacion de

asparagina mediante técnicas luminiscentes [22 y 23].
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En otros estudios se describe el andlisis de diferentes aminodcidos, entre los que
se encuentra la asparagina, en ingredientes utilizados en la alimentacién animal. Para
ello, se utiliza una cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién
ultravioleta. Se realiza previamente una extraccién de las proteinas con agua
desionizada y se hidrolizan; para posteriormente llevar a cabo una derivatizacion pre-
columna utilizando el reactivo isotiocianato de fenilo. En cuanto a las condiciones
cromatograficas; trabajar en gradiente facilita la separacién de los distintos

aminodcidos [12, 24 y 25].

Knol, Linssen y van Boekel propusieron un modelo cinético para la formaciéon de
acrilamida a partir de fructosa y asparagina. En una de las etapas que llevaron a cabo
analizaron la asparagina con cromatografia de alta resolucién y un detector evaporativo
de dispersion de luz (ELSD) [26]. El detector ELSD es un detector de masas, compuesto
por un aerosol adecuado para la deteccién de componentes de muestras no volatiles
en un eluyente volatil. Registra en continuo la luz dispersada por las particulas sélidas
residuales después de la evaporacién de la fase movil. Su respuesta es proporcional a
la masa del analito y no estd limitado por las caracteristicas espectrales de los

compuestos.

Otros métodos realizan la determinacién de asparagina por cromatografia
liquida de alta resolucion con detector de espectrometria de masas de electrospray
(ESI) [27-28]. Se toma la muestra (pan), se homogenizan, se trata con agua desionizada,
se centrifuga y el liquido sobrenadante se hace pasar por un cartucho Cigpara aislar la

asparagina.

Varios autores realizan la determinacién de asparagina por espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, previa separacion mediante cromatografia
liquida de alta resolucidn. Esta técnica permite separar la asparagina de forma
selectiva, se recoge la fraccion de liquido en la que se encuentra el aminoacido de
interés y se deja secar sobre una superficie para que forme una pelicula. Esta pelicula
una vez seca se analiza con el espectrofotémetro el cual registra los espectros en el

intervalo de 1800 cm™ -800 cm™ [29 y 30].

11



Guorong y col. [31] realizan estudios mediante espectroscopia de infrarrojo

cercano (NIR) para la determinacién de asparagina en plantas solanaceas.

Mediante espectroscopia Raman se han realizado estudios con laser de Nd: YAG
con el fin de obtener el espectro vibracional de la L-asparagina y proceder a su

determinacién [32-33].

De todos los trabajos consultados, se concluye que las metodologias mas
utilizadas para el estudio de la L-asparagina en harinas son: cromatografia de liquidos

de alta resolucién con detectores UV-Visible y fluorescente.

12



4. OBJETIVOS

Proponer un método sencillo, aplicable al andlisis de asparagina en muestras de

productos alimenticios.

Inicialmente, se planted realizar un estudio previo de este compuesto por
técnicas de absorcion y emisidon molecular y Raman, a efectos de su caracterizacion y
posterior determinacién por cromatografia de liquidos de alta resolucion, en los dos

primeros casos.

A continuacion, se procederia a estudiar las condiciones éptimas de medida por
HPLC con detector de UV-Visible, y fluorimétrico. Por ultimo, se trataria de llevar a cabo

un breve estudio para su posible determinacién por CG con detector de FID.

13



5.1.

1)

2)

5.2.

1)

2)

3)

4)

5. TECNICAS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LA DETERMINACION

TECNICAS DE SEPARACION

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC): Es una técnica de

separacion por elucién en el que la fase moévil es un liquido. La muestra se
inyecta y pasa a la columna, donde los analitos se separan dependiendo de su
afinidad por la fase mévil y la fase estacionaria.

Cromatografia de gases (CG): Es una técnica de separacién por elucion en el

qgue la fase movil es un gas. La muestra es inyectada y volatilizada en el portal
de inyeccion y en la columna se produce la separacién de los distintos analitos

en funcion de su interaccidon con la fase estacionaria.
DETECCION

Espectrofotometria de absorcion molecular UV-Vis: Se basa en la medicién de

la absorcién de radiacidn ultravioleta y visible por parte de los analitos. Esta
técnica de deteccion puede ir también acoplada a una técnica de separacion.

Espectrometria de fluorescencia: La fluorescencia es un proceso de emision.

Consiste en la emisidn por relajacion de las moléculas que previamente han
sido excitadas por una radiacion electromagnética. Este método de deteccidn
se puede utilizar en consonancia con una técnica de separacion.

Detector de ionizacién de llama (FID): Estd formado por un quemador

(hidrogeno/oxigeno) al cual llega el gas portador con el analito procedente de
la columna cromatografica y un electrodo colector situado encima de la llama.
A las temperaturas de trabajo, la mayoria de los compuestos organicos se
ionizan y generan una diferencia de potencial entre el quemador y el electrodo.
Esta diferencia de potencial es amplificada y registrada permitiendo la
deteccion de los compuestos.

Espectroscopia Raman: Es una técnica de deteccidn capaz de proporcionar en

poco tiempo gran informacidon quimica y estructural. Se basa en el estudio de
luz dispersada por un compuesto al incidir sobre él un haz de luz altamente
monocromatico (procedente de un laser). No es preciso tratamiento previo y

presenta como ventaja que es una técnica no destructiva.

14



6. RESULTADOS EXPERIMENTALES

6.1. REACTIVOS Y EQUIPOS EMPLEADOS

6.1.1. REACTIVOS

L-asparagina, Sigma Aldrich, 298 % pureza.
Orto-ftaldehido, Sigma Aldrich, en polvo, 297 % pureza.
2-mercaptoetanol, Sigma Aldrich, > 99% pureza.
Acrilamida, Sigma Aldrich, 299 % pureza HPLC, en polvo.
Metanol, Sigma Aldrich, > 99,9 % pureza HPLC.

Etanol, Sigma Aldrich, > 99,8 % pureza HPLC.
Acetonitrilo, Sigma Aldrich, > 99,9 % pureza HPLC.

Agua desionizada.

Acido ortofosférico, PanReac AppliChem, 85% pureza.

Di-hidrégeno fosfato de potasio, PanReac AppliChem, 99.5 % pureza.

Acido bérico, Sigma Aldrich, 299, 5 % pureza.
Hidréxido sddico, Sigma Aldrich, grado ACS, =97 % pureza.

Bombonas de gases de Ha, N2 y aire sintético Alphagaz ™, Air Liquid.

6.1.2. EQUIPOS

Balanza Precisa 40SM-20A (+ 0.00001 g)

Espectrofotometria UV-Vis

Equipo HEWLETT PACKARD AGILENT 8453
Cubeta Cuarzo
Lampara Deuterio y wolframio

Cromatografia HPLC-UV/Vis

Equipo AGILENT 1200

Columna | Col Kromaphase, Cis, 5.0 um, 150 mm x 4.6 mm

15



e Cromatografia de gases-FID

Equipo AGILENT TECHNOLOGIES 6890N
Polietilenglicol 30 m x 0.25 mm
didmetro interno x 0.25 um de espesor

Columna

e Espectrometria de fluorescencia

Equipo Hitachi F-3000
Cubeta Cuarzo
Lampara Xenon

e Cromatografia HPLC-FLD

Equipo AGILENT 1100
Columna | Col Kromaphase 100, Cig, 5.0, 150 mm x 4.6 mm

e Espectrometria Raman

Equipo i-Raman
Laser Laser de Diodos (A=785 nm)

6.2. ANALISIS DE ASPARAGINA

6.2.1. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

La muestra patrdn original de L- asparagina, es un sdlido blanco. A partir del
mismo, se prepararon diferentes disoluciones, utilizando agua, metanol, acetonitrilo,
hexano y etanol como disolvente. Se estudié en esa gran variedad de disolventes para

evaluar el comportamiento y estabilidad del analito en los distintos medios.

Se toman alrededor 0.025 g, se disuelven en el medio correspondiente y se
enrasan a 50 ml para preparar, en cada caso, las disoluciones patréon de mdaxima
concentracion; a partir de estas se prepararon otras de menor concentracién tomando

diferentes alicuotas y enrasando al volumen adecuado.
6.2.2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Se realiza un estudio para determinar la longitud de onda dptima de absorcion

de la asparagina en los distintos disolventes, con el fin de fijar las condiciones de

16



medida para llevar a cabo su determinacién por HPLC-UV/Vis. En todos los espectros
se observé un maximo de absorcién entre 200 y 210 nm. Se muestran los espectros

correspondientes a la disolucién de asparagina en los distintos disolventes en la Fig.9.
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Disolucidn asparagina en hexano
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Figura 9: Espectro UV-Vis de la disolucion de asparagina en los distintos disolventes
INFLUENCIA DEL TIEMPO

Se mantuvieron las muestras en recipientes de plastico cerrados y en ausencia
de luz durante un periodo de tiempo de hasta dos meses, procediéndose a medir la
absorbancia de las disoluciones anteriormente citadas con el fin de observar su
estabilidad. Se comprobd que en metanol y etanol el espectro variaba, posiblemente
por la reaccién del alcohol con la asparagina obteniéndose el correspondiente éster
(Fig.10). Cuando el disolvente utilizado era el hexano también se observaban
modificaciones en su espectro; debido a la posible epimerizacion de la asparagina. En

agua y acetonitrilo los espectros de absorcion sufrieron ligeras modificaciones.
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Figura 10: Esterificacion asparagina al reaccionar con etanol. Es similar con metanol.

A continuacién, se muestran los espectros correspondientes a la disolucion de

asparagina en los distintos disolventes al cabo de dos meses. (Fig.11).
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Disolucién asparagina en acetonitrilo
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Figura 11: Espectro UV-Vis de la disolucion de asparagina en los distintos disolventes al cabo

de dos semanas de su preparacion.
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

Se realizé una linea de calibrado de diferentes patrones de asparagina en agua;
en la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para un intervalo de entre 1y 52
ppm, cuando se representan, Fig. 12, la buena linealidad se observa entre 1y 20 ppm.
No se tiene en cuenta el valor de 52 ppm en la representacion dado que el resultado
nos indica una saturacion en la medida, con un elevado error. El valor de la

absortividad molar es 4.24 - 10* L/mol - cm.

Tabla 1: Linea de calibrado UV-Vis, patrones de asparagina en agua.

Concentracion (ppm) | Absorbancia (UA)
1.04 0.239
2.09 0.280
4.18 0.268
10.50 0.441
20.88 0.880
52.20 1.614

Linea de calibrado UV-Vis, patrones en agua

Z 0,8
5 y=0,0321x + 0,1736
© 06 R? = 0,9641
o
C
©
204
(@]
(%]
202

0

0 5 10 15 20

Concentracion (ppm)

Figura 12: Linea de calibrado UV-Vis. Asparagina disuelta en agua.

En el caso de las disoluciones patron en metanol, su linea de calibrado no
presenta una buena linealidad, debido a la reaccién secundaria de formacién de

esteres metilicos anteriormente citada.

En medio acetonitrilo se realizé también una linea de calibrado con diferentes
patrones. En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para el intervalo de entre

0.08 y 8,08 ppm. La mejor linealidad se observa aproximadamente en dicho intervalo
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como se puede comprobar en la Fig. 13. El valor de la absortividad molar es 4.88-10°

L/mol - cm.

Tabla 2: Linea de calibrado UV-Vis, patrones de asparagina en acetonitrilo.

Concentracion (ppm) | Absorbancia (UA)
0.08 0.095
0.32 0.197
0.81 0.211
1.62 0.213
4.04 0.221
8.08 0.238

Linea de calibrado UV-Vis, patrones en acetonitrilo
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Figura 13: Linea de calibrado UV-Vis. Asparagina disuelta en acetonitrilo.
6.2.3. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Se realizan diferentes medidas por esta técnica para caracterizar la muestra
sélida correspondiente al patron de asparagina (Fig. 14). Los desplazamientos e
intensidades relativas de las bandas podrian permitir identificar el compuesto en dicho
tipo de muestras. La asparagina estd compuesta por 17 dtomos, por lo que posee 45
modos normales de vibracidon; ademas como no existen elementos de simetria en una
molécula aislada todos los modos normales son activos en Raman. Los
desplazamientos mas caracteristicos que se pueden apreciar en el espectro Raman de

la asparagina se reflejan en la tabla 3.

22



65,000

60,000

Relative Intensity

Asparagina.txt BWS415-785, Dark Subtracted

Raman Shift (cm1)

Figura 14: Espectro Raman de la asparagina.
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Tabla 3: Desplazamientos del espectro Raman de la asparagina

Desplazamiento (cm™?) Descripcidn
247 Torsién C-C
323 Flexién C-C-C
537 Torsién NH»
750 Aleteo NCO
874 Balanceo CH;
937 Extension C-C
1070 Extension C-N
1110 Balanceo NHs*
1150 Aleteo NH;
1328 Flexion C-H
1410 Extension C-N (amida primaria)
1500 Flexién NHs*
2950 Extension CH3
2980 Extension CH

En el intervalo entre 2900 y 3000 cm ™! aparece también la molécula de agua.
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6.2.4. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON DETECTOR DE ULTRAVIOLETA

Se estudiaron las disoluciones patrén de acetonitrilo, agua y metanol a distintas
concentraciones, se fijé la longitud de onda a 200 nm, 204 nm y 210 nm
respectivamente; y se trabajé con diferentes fases moviles. Dadas las caracteristicas
del compuesto y de la columna utilizada, se procedid en primer lugar a su estudio con
una fase constituida Unicamente con acetonitrilo para posteriormente modificar los

porcentajes de este; con el fin de encontrar las condiciones mds éptimas de medida.

(Tabla 4)
Tabla 4: Fases moviles
Fase movil | % Acetonitrilo % Agua | % Metanol % Tampon fosfato pH=2.8
1 100 0 0 0
2 80 10 10 0
3 20 70 10 0
4 40 40 20 0
5 5 85 0 10

Todas las disoluciones patron fueron medidas al menos por triplicado para
comprobar la reproducibilidad de los resultados. En patrones en acetonitrilo los
mejores resultados se obtienen con fase movil 1; en medio acuoso con fase movil 3; y
las disoluciones patrén en metanol las condiciones idéneas de trabajo son las

correspondientes a fase mavil 5.

En la tabla 5 se recogen los tiempos de retencién de la asparagina en los distintos
medios y condiciones que ha sido medida, los cuales pueden verse reflejados en las

Figuras 15, 16 y 17 que corresponden a los diferentes cromatogramas.

Tabla 5: Tiempos de retencion de la asparagina

Disolvente | Fase moévil | Tiempo de retencién de la L-asparagina(min)
Acetonitrilo 1 3.63
Agua 3 1.31
Metanol 5 1.40
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Figura 15: Disolucién asparagina en acetonitrilo. Fase movil 1.
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Figura 16: Disolucién asparagina en agua. Fase movil 3.
mAU
2|
20 7,
®
5 i
1 . 9-‘5‘*
L
10
| 5o
] LA
] g g+
5- 28 &
! g .ﬁ?’ _f"f,b‘
: St
0 . S 2

Figura 17: Disolucion de asparagina en metanol. Fase mavil 5.

A continuacién y en las condiciones éptimas de medida, se procedio a realizar las
correspondientes lineas de calibrado en acetonitrilo, agua y metanol. Los resultados se

reflejan en las Tablas 6, 7, 8 y Figuras 18, 19 y 20.
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LINEA DE CALIBRADO DE ASPARAGINA EN ACETONITRILO, FASE MOVIL 1.

Tabla 6: Resultados de asparagina en acetonitrilo. Fase movil 1.

Concentracién (ppm) | Area pico (mAU - s)
0.32 804.69
0.81 806.077
1.62 819.297
4.04 968.205
8.08 1157.7

Linea de calibrado HPLC-UV/Vis (Acetonitrilo)

. y =50,079x + 755,66
v 1.100 R?=0,9936

0 2 4 6 8

Concentracion (ppm)

Figura 18: Linea de calibrado HPLC-UV/Vis, fase maovil 1, asparagina en acetonitrilo.
LINEA DE CALIBRADO DE ASPARAGINA EN AGUA, FASE MOVIL 3.

Tabla 7: Resultados de asparagina en agua. Fase movil 3.

Concentracién (ppm) | Area pico (mAU - s)

0.10 -

0.21 1.001

0.42 3.949

1.04 6.900

4.18 35.171
10.50 69.115
20.88 122.426
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Figura 19: Linea de calibrado HPLC-UV/Vis, fase mdévil 3, asparagina en agua.
LINEA DE CALIBRADO DE ASPARAGINA EN METANOL, FASE MOVIL 5.

Tabla 8: Resultados de asparagina en metanol. Fase movil 5.

190
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Figura 20: Linea de calibrado HPLC-UV/Vis, fase maévil 5, asparagina en metanol.

Linea de calibrado HPLC-UV/Vis (Agua)
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R*=0,9909
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20

Concentracién (ppm) | Area pico (mAU - s)
1.02 48.241
5.08 114.813
10.16 98.353
20.32 102.151
50.80 174.904

Linea de calibrado HPLC-UV/VIS (Metanol)

10

20 30 40
Concentracion (ppm)

50

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el procedimiento mas adecuado

seria el correspondiente a disoluciones en medio acuoso o en acetonitrilo, el medio
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metanol no es recomendable por la inestabilidad del compuesto en el mismo. Se puede
llegar a la conclusién de que con este tipo de columna los tiempos de retencion son
muy cortos; lo cual podria representar un problema en el analisis de muestras mas
complejas, por la presencia de otros aminodcidos, sin embargo, en nuestro caso los

resultados de los estudios previos a la muestra han sido bastante satisfactorios.

Los limites de deteccién (LoD) obtenidos para los patrones en agua es de 0.11
ppm y en metanol es de 0.26 ppm; mientras que los limites de cuantificacién (LoQ) son

0.36 ppm y 0.87 ppm respectivamente.

Se realizd ademas un breve estudio de patrones de acrilamida en agua vy
metanol. Se pretende comprobar si en el proceso de extraccidon de las muestras por
Soxhlet se genera, debido a las temperaturas que alcanza el vidrio, algo de acrilamida
ya que se apreciaba un ligero depdsito marrén en los bordes del matraz y olor a
horneado. A continuacion, se muestran los correspondientes cromatogramas (Fig. 21
y 22) en medio acuoso y metanol, en ellos se observa que el tiempo de retencién de la

acrilamida es de 1.62 minutos y 1.58 minutos respectivamente.

mAU ] & s

500 -

360

8
)
5

Figura 21: Disolucion de acrilamida en agua. Fase movil 3.
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Figura 22: Disolucion de acrilamida en metanol. Fase mdévil 5.

El resto de los cromatogramas se muestran en anexos (Cromatografia de

liquidos con detector de ultravioleta).

6.2.5. CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA

Se estudiaron las disoluciones patréon en metanol de distintas concentraciones

(entre 158.96 ppm y 1.57 ppm) en varias condiciones de trabajo (rampas de

temperatura), las cuales tienen en comun las temperaturas del portal de inyeccién

(265°C) y detector (305°C) asi como el volumen de muestra inyectada (0.2 pl). Las

medidas se realizaron en gradiente segun lo reflejado en la Tabla 9:

Tabla 9: Rampas de temperatura.

El tiempo entre paréntesis indica los minutos que se mantiene la temperatura inicial del horno

o la temperatura final de la rampa.

Condiciones T 2 inicial (horno) 12 Rampa 22 Rampa
1 150 °C (1 min) 30 C/"(‘ir('):fls:;‘ 240°C
. . 20 °C /min hasta 250 °C
2 80 °C (2 min) (10 min)
20° i 200° 20° i 240°
3 150 °C (1 min) 0 °C/min h?sta 00 °C 0°C/min h:?\sta 40 °C
(2 min) (8 min)
10° i 200° 20° i 240°
4 100 °C (1 min) 0 °C/min h?sta 00 °C 0°C/min h:?\sta 40 °C
(1 min) (1 min)
10° i 250° 10° i 270°
5 180 °C (2 min) 0 °C/min h?sta 50 °C 0°C/min h:?\sta 70 °C
(1 min) (2 min)
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En la Figura 23 se recoge el cromatograma correspondiente a una disolucién de

158.96 ppm de asparagina en metanol, en las condiciones 2.

3
1835 4679
e

9.573

2.

T T T T T ¥ T~ T I |
25 5 75 10 125 15 175 mi

Figura 23: Disolucidn de asparagina en metanol. Condiciones 2.

Los resultados de ninguna de las condiciones estudiadas fueron satisfactorios. El
resto de los cromatogramas se encuentran recogidos en el apartado de anexos

(Cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama).

Podriamos concluir que la cromatografia de gases con detector FID se ve
condicionada por el pequeiio nimero de dtomos que posee la asparagina asi como por
el medio utilizado. El metanol favorece la formacidn de los correspondientes esteres
metilicos, tres, lo cual podria ser la causa de la anchura del pico obtenido, provocado

por posibles solapamientos.

6.3. REACCION DE DERIVATIZACION CON ORTO-FTALDEHIDO (OPA) Y

TECNICAS DE ANALISIS

De acuerdo con lo reflejado en el apartado de antecedentes bibliograficos, con
el fin de mejorar los resultados anteriores, se ha procedido a la derivatizacion de la

asparagina para su posterior deteccién.

La asparagina de forma natural no presenta fluorescencia por lo que es necesaria
una derivatizacién para posteriormente ser medida directamente por espectrometria

de fluorescencia y por cromatografia de liquidos HPLC con detector de fluorescencia.
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El orto-ftaldehido (OPA) es el agente de derivatizacion mas comunmente usado
para la determinacion de aminodcidos primarios, principalmente porque ofrece una

buena sensibilidad.

El OPA desarrolla la fluorescencia al reaccionar con funciones amino primarias.
Dicha reaccion tiene lugar en medio acuoso a pH alcalino en presencia de un agente
reductor fuerte como el 2-mercapto-etanol, 3-mercapto-1-propanol o etanotiol [34],
este ultimo no se suele utilizar porque a pesar de que la estabilidad del derivado
fluorescente aumenta, los picos observados en el cromatograma son anchos vy
asimétricos [14]. El compuesto resultante de la reaccién entre el OPA y el 2-
mercaptoetanol es el (1Z, 6Z)- 3, 4- dihidrobenzo [1,4] oxatiocina (OPT), este
compuesto es estable durante una semana si se almacena a -20°C y en oscuridad,
realizando cada 3-4 dias adiciones de unos 20 ul de 2-mercaptoetanol para favorecer

su estabilidad.

El derivado isoinddélico formado mediante reaccidon del OPT y la asparagina, es
fluorescente con un maximo de excitacién a 340 nm y una regién de emisién entre
400-500 nm. Este compuesto es inestable [34]. Dicha inestabilidad es debida a un
reordenamiento intermolecular espontaneo y lento entre el azufre y el oxigeno, dando

lugar a un compuesto no fluorescente (ll) (Fig. 24) [14].

S~CH2-CH20H 0
-~

-R b -
=

(1) (11)

Figura 24: Reaccion espontdnea.

Esta reacciéon depende del radical R, que se corresponde con parte de la
estructura del aminoacido. Todos los aminodacidos menos la glicina y la histidina
producen isoindoles de cierta estabilidad. En cualquier caso, los tiempos entre la
formacién del compuesto (1) y su deteccidn tienen que ser lo suficientemente cortos

(en torno a 4 minutos) para que la variacion en la fluorescencia sea despreciable [34].
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Segun lo descrito en la bibliografia [14], no es necesario eliminar el exceso de
OPA antes de medir la muestra ya que el reactivo por si mismo no interfiere en la
separacion o deteccién. Sin embargo, como los derivados OPA-aminoacidos son
inestables, para conseguir unos resultados reproducibles es esencial controlar de
manera muy precisa el tiempo de reaccidn. La reaccién se completa totalmente en un
minuto a temperatura ambiente. Como se carece de una pre-columna, se realiza esta

etapa en un tubo de ensayo.
6.3.1. PREPARACION DE LA DISOLUCION DEL AGENTE DERIVATIZANTE

El OPT se obtiene disolviendo una cantidad aproximada de 270 mg de OPA en 5
ml de etanol, a dicha disolucién se afiaden 200 ul de 2-mercaptoetanol y seguidamente
se enrasa a 50 ml con una disolucién tampdn borato/ acido bérico pH de 9,5. Es
conveniente dejar envejecer el OPT durante 24 horas antes de llevar a cabo la reaccion
de derivatizacién. La disolucion derivatizante deja de ser util cuando la disolucion

incolora cambia a amarillo.
6.3.2. ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA

Una vez hecha la derivatizacion en las diferentes disoluciones patron de
asparagina en agua, con el espectrofluorimetro se realiza el espectro de emisién y
excitacion para fijar las condiciones 6ptimas en cada uno de los casos. En primer lugar,
se fija la longitud de onda de absorcidn (excitacion) a fin de obtener la correspondiente
de emisidn. A continuacidn para concretar de forma mas precisa la longitud de onda
de excitacidn, se fija la de emisidn y se hace el barrido correspondiente para encontrar
la idénea en excitacion, el espectro (Fig. 25) se recogié manteniendo constante la
longitud de onda de emision a 430 nm, obteniéndose como longitud de onda de

excitacion 339 nm.
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Figura 25: Espectro de excitacion del dcido 4-amino -2-(1-((2-hidroxietil) tio)-2H-isoindol-2-il)-

4-oxobutanoico (derivado isoinddlico).

Posteriormente con la longitud de onda de absorcidon de 339 nm se realiza el
correspondiente barrido en emisién, obteniéndose dos bandas, la mas intensa a 430

nm y otra de mucha menor intensidad a una longitud de onda aproximadamente igual

a 680 nm. (Fig. 26)

- -
0 o
~ ~

430 nm

/\

l

’i
—
s
S
S
~

Figura 26: Espectro de emision del derivado isoinddlico
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INFLUENCIA DEL TIEMPO

Se estudia la estabilidad del derivado isoinddlico fluorescente resultante de la
derivatizacién; para ello se mide su fluorescencia dejando pasar intervalos de tiempo
diferentes. De ese modo se comprueba que los mejores resultados se obtienen en los

dos primeros minutos después de la derivatizacién. A fin de comprobar la conveniencia
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de dejar envejecer el reactivo derivatizante durante 24 horas antes de su utilizacion;
se procedié a medir la intensidad de emisidn de los patrones en funcion del tiempo de
preparacion del OPT, a los 15 minutos de ser preparada vy a las 24 horas, los resultados

se recogen en las tablas 10, 11, 12, 13 y figuras 27 y 28.

e Medidas de laintensidad después de la derivatizacidn y sin dejar envejecer el OPT.

Tabla 10: Resultados de la espectrometria de fluorescencia. Disoluciones de asparagina en

agua derivatizadas in-situ. Sin dejar envejecer el OPT.

Concentracion Asn (ppm) | Intensidad

0.397 57.18

0.978 108.50
1.936 346.30
3.872 423.10
5.808 963.10
9.680 1404.00
15.488 2041.00
19.360 2224.00

Linea de calibrado espectrometria de fluorescencia

2500
y = 133,15x + 59,559 ) ®
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Figura 27: Linea de calibrado espectrometria de fluorescencia. Disoluciones de asparagina en

agua derivatizadas in-situ. Sin dejar envejecer el OPT.
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e Medidas de la intensidad después de la derivatizacién y con disolucion OPT

envejecida 24 horas.

Tabla 11: Resultados de la espectrometria de fluorescencia. Disoluciones de asparagina en

agua derivatizadas in-situ. Disolucion OPT envejecida 24 horas.

Concentracion Asn (ppm) Intensidad

0.194 18.66
0.397 46.74
0.978 95.47
1.936 253.90
3.872 409.60
5.808 719.50
9.680 1150.00

15.488 1389.00

19.360 1787.00

Linea de calibrado espectrometria de fluorescencia

2000
1800 y = 91,759x + 64,007 0
1600 R2=0,9773 .
1400 e
1200 .
1000
800
600 L
400 o
200 | .-®

Intensidad
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Concentracién (ppm)

Figura 28: Linea de calibrado espectrometria de fluorescencia después de derivatizacion.

Disoluciones de asparagina en agua. Disolucion OPT envejecida 24 horas.
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e Medidas de la intensidad después de 2 horas y media de la derivatizaciéon y con

disolucién OPT envejecida 24 horas.

Tabla 12: Resultados de la espectrometria de fluorescencia. Disoluciones de asparagina en

agua medidas tras dos horas y media de la derivatizacion. Disolucion OPT envejecida 24 horas

Concentracion Asn (ppm) | Intensidad
0.003 36.72
0.006 17.99
0.012 18.01
0.024 66.23
0.048 24.53
0.097 45.04
0.194 45.27
0.387 75.85

e Medidas de la intensidad después de 24 horas de la derivatizacidn y con disolucién

OPT envejecida 24 horas.

Tabla 13: Resultados de la espectrometria de fluorescencia. Disoluciones de asparagina en

agua medidas tras 24 horas de la derivatizacion. Disolucion OPT envejecida 24 horas.

Concentracion Asn (ppm) | Intensidad
0.387 17.03
0.968 14.15
1.936 14.36
3.872 20.26
5.808 56.59
9.680 59.37
15.488 56.71

Con estos ensayos se puede comprobar que las medidas de intensidad realizadas
con el derivado isoinddlico al cabo del tiempo recomendado no presenta una relacion
lineal con la concentracién; ademas de que el hecho de dejar envejecer la disolucién

derivatizante para mejorar los resultados no supone un progreso apreciable.
6.3.3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON DETECTOR DE FLUORESCENCIA

Se estudiaron las disoluciones derivatizadas de los patrones en agua y metanol,
se fijé la longitud de onda de excitacién a 339 nm y la de emisién a 460 nm. Dadas las

caracteristicas del compuesto, y de los estudios anteriormente realizados con
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disoluciones patrén de asparagina en agua y metanol (apartado 6.2.4.) se procedié a
realizar las medidas de los derivados isoinddlicos en las mismas fases que las reflejadas

en dicho apartado, fase movil 3 en agua y fase mévil 5 en metanol.

Fase movil | % Acetonitrilo % Agua | % Metanol % Tampon fosfato pH=2.8
3 20 70 10 0
5 5 85 0 10

La derivatizacidon se lleva a cabo dos minutos antes de la inyeccién en el

cromatdgrafo, para que el compuesto presente su maxima fluorescencia.
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

Se procede al estudio de disoluciones patrén en agua de diferentes
concentraciones entre 3 ppb y 4 ppm. En la figura 29 se muestra el resultado obtenido
para una concentracién de asparagina de 0.2 ppm, donde el pico del derivado de la
asparagina es el correspondiente a 1.962 minutos, se observa otro pico a 1.316

minutos, posiblemente debido a impurezas en el patrén o los reactivos.
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Figura 29: Disolucidn de asparagina derivatizada en agua de concentracion 0.2 ppm.

Condiciones 3.

Cuando la concentracién de la asparagina era igual o superior a 2 ppm se aprecia
una amplia banda que posiblemente incluye varios picos en el cromatograma a un
tiempo de retencién de 1.598 minutos (Fig. 30) que dificulta la medida del derivado

isoindélico, quizas por reacciones secundarias no controladas. En consecuencia a partir
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de dicha concentracidn, la relacion lineal entre la intensidad y la concentracion del

derivado isoinddlico deja de existir.
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Figura 30: Disolucion de asparagina derivatizada en agua. Condiciones 3.

Al medir las disoluciones patrén en metanol se observan dos picos, uno
correspondiente al derivado a 1.640 minutos de retencién y otro posiblemente de
impurezas a 1.358 minutos. Cabe destacar que la intensidad de fluorescencia en este
medio es mucho menor debido a la reaccién de esterificacién de la asparagina ya

explicada en apartados anteriores (5.2.2).

En la Figura 31 se muestran los picos obtenidos para 50 ppb.

i} § g?’\

- N
0.33 o°

«
0.32
0.31 -
&
o
g
0.3+ -—‘7‘00‘
029
0.28
0274
026
T T e T T T T
0 05 1 15 2 25 3 mi|

Figura 31: Disolucion de asparagina derivatizada en metanol. Condiciones 5.

Como en el caso anterior (disolucién de asparagina en agua), al aumentar la

concentracién de asparagina en metanol por encima de 1 ppm, se aprecia un nuevo
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pico en el cromatograma con un tiempo de retencién de 2.054 minutos (Fig.32) e igual
que anteriormente la relacidn lineal entre la concentracion y la intensidad deja de

ajustarse a una recta.
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Figura 32: Disolucion de asparagina derivatizada en metanol. Condiciones 5.

INFLUENCIA DEL TIEMPO

Se analizaron después de la derivatizacion las disoluciones de asparagina en agua
(fase movil 3) y en metanol (fase movil 5). Dichas disoluciones se midieron, unas al
momento de ser preparadas y otras a las dos semanas de su preparacion con el fin de

comprobar si se producia alguna modificacién en la sefial.

En los cromatogramas de las disoluciones en agua recién preparadas aparecen
los dos picos correspondientes a tiempo de retencién en torno a 1.3 y 1.9 minutos,
mientras que en los cromatogramas de disoluciones de asparagina preparadas al cabo
de dos semanas se observan una amplia aparicion de picos incluyendo los anteriores
pero de area menor, lo que induce a concluir que con el transcurso del tiempo se
produce una modificacién del compuesto originando otros derivados. Los resultados
se observan en la Figura 33. Por consiguiente se procedera a realizar las medidas
inmediatamente después al proceso de preparacién de la disolucién y derivatizacién

de la misma.
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Figura 33: Disolucion de asparagina derivatizada en agua. Tiempo de la disolucién patrén de

asparagina 2 semanas. Condiciones 3.

En metanol, al medir las disoluciones preparadas in-situ, en el cromatograma se
pueden visualizar dos picos diferentes siendo el compuesto de interés el que posee un
tiempo de retencién de 1.6 minutos. En los cromatogramas de disoluciones de
asparagina preparadas al cabo de dos semanas los picos son muy similares y no

aparecen otros picos como ocurria en el caso de las disoluciones acuosas
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Figura 34: Disolucion de asparagina derivatizada en metanol. Tiempo de la disolucion patrén

de asparagina 2 semanas. Condiciones 5.
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LINEA DE CALIBRADO DEL DERIVADO ISOINDOLICO EN AGUA, FASE MOVIL 3.

Tabla 14: Valores dreas del pico con tiempo de retencion 1.9 min. HPLC-FLD, fase mdvil 3,

asparagina disuelta en agua derivatizada.

Concentracién (ppm) | Area pico (LU-s)
0.387 831.15
0.194 349.60
0.048 38.79
0.024 28.96
0.012 24.70

Linea de calibrado en agua HPLC-FLD

900
800 y = 2186,2x - 36,127 '
700 R?=0,9915

600
500
400
300
200

100

Area pico (LU-s)

® .‘.-".‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Concentracion (ppm)
Figura 35: Linea de calibrado del derivado isoinddlico en agua. Condiciones 3.

LINEA DE CALIBRADO DEL DERIVADO ISOINDOLICO EN METANOL, FASE MOVIL 5.

Tabla 15: Valores dreas del pico con tiempo de retencion 1.65 min. HPLC-FLD, fase movil 5,

asparagina disuelta en metanol derivatizada.

Concentracién (ppm) | Area pico (LU-s)
0.920 1.03
0.368 0.70
0.184 0.62
0.092 0.58
0.046 0.52
0.023 0.49
0.011 0.44
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Linea de calibrado en metanol HPLC-FLD
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Figura 36: Linea de calibrado del derivado isoinddlico en metanol. Condiciones 5.

Como se puede observar en el grafico, a medida que aumenta la concentracién
del derivado isoinddlico la pendiente de la recta es menor, debido posiblemente a la

disminucion de la fluorescencia por desactivacidn por conversién externa.

Los limites de deteccién (LoD) obtenidos para los patrones en agua y metanol
son del orden de 0.01 ppm; mientras que los limites de cuantificacién (LoQ) son del

orden de 0.03 ppm.

6.4. EXTRACCIONES DE LAS MUESTRAS Y MEDIDAS

6.4.1. EXTRACCIONES

Las muestras que se analizan son: harina de trigo y de arroz, pan rallado, sémola

de trigo y esparragos.

Para llevar a cabo el procedimiento, en el primer caso, se toman las muestras
previamente trituradas y se llevan a una estufa a temperatura de 100 °C, hasta pesada
constante, a continuacién se pesan alrededor de cinco gramos de la muestra y se
introducen en un cartucho que se tapa con algoddn, dicho cartucho se deposita en el
recipiente Soxhlet y se procede a la correspondiente extraccién con metanol, durante

unas seis horas.

En el segundo procedimiento, se repiten los pasos anteriores hasta la etapa del
cartucho, este se introduce en un Erlenmeyer con el correspondiente disolvente agua

o metanol y se coloca en un bafio maria donde se mantiene durante 24 horas a 55 °C.
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Hay que tomar la precaucién de tapar el erlenmeyer para evitar la rdpida evaporacién

del metanol.

Todos los extractos, previa filtracion, se llevan a un matraz y se enrasan con el
correspondiente disolvente, a partir de estas disoluciones o sus diluciones, se toman
las correspondientes alicuotas para medirlas por las diferentes técnicas anteriormente

indicadas.
6.4.2. MEDIDAS

6.4.2.1. MEDIDAS: HPLC-UV/VIS

A continuacidon, se procede a realizar las medidas de los extractos
correspondientes: harina de trigo, harina de arroz, pan rallado, sémola de trigo y

esparragos, tanto en medio acuoso como en metanol por HPLC-UV/VIS.

1) HARINA DE TRIGO EN AGUA

Se realizaron las medidas en las condiciones éptimas de trabajo reflejadas en el
apartado 6.2.4., los resultados se recogen en la Fig.37. Como se puede observar no
existe modificacion en los tiempos de retencidn, sin embargo hay un incremento de

picos no identificados posiblemente relacionados con otros constituyentes de la

muestra.
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Figura 37: Extracto al bafio maria de harina de trigo en agua. Fase movil 3.
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2) HARINA DE TRIGO EN METANOL

La harina de trigo en metanol se extrajo tanto al baflo maria como por Soxhlet;

en ambos casos las medidas se realizaron en las condiciones reflejadas en el apartado

6.2.4. Se midieron ambas extracciones y en los dos cromatogramas (Fig. 38 y 39) se

puede percibir una buena resoluciéon del pico de la asparagina, aunque también

aparecen otros picos debidos probablemente, como en el caso anterior a la presencia

de otros componentes de la harina entre ellos varios aminodcidos.

a) Extraccion al bafio maria
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Figura 38: Extracto al bafio maria de harina de trigo en metanol. Fase mavil 5.

b) Extraccién con Soxhlet
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Figura 39: Extracto Soxhlet de harina de trigo en metanol. Fase movil 5.

Realizar extracciones en metanol tanto al bafio maria como por Soxhlet facilita

bastante la identificacion de cada uno de los analitos, aunque es recomendable la
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primera para evitar la formacion de acrilamida, segun lo indicado en el apartado 6.2.4

(pag. 28).

3) HARINA DE ARROZ EN AGUA
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Figura 40: Extracto al bafio maria de harina de arroz en agua. Fase mdovil 3.

4) HARINA DE ARROZ EN METANOL
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Figura 41: Extracto al bafio maria de harina de arroz en metanol. Fase movil 5.
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5) PAN RALLADO EN AGUA
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Figura 42: Extracto al bafio maria de pan rallado en agua. Fase mavil 3.

6) PAN RALLADO EN METANOL
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Figura 43: Extracto al bafio maria de pan rallado en metanol. Fase mévil 5
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7) SEMOLA DE TRIGO EN AGUA

mAU
120+

Asparagina

60 -

Figura 44: Extracto al bafio maria de sémola de trigo en agua. Fase movil 3.

8) SEMOLA DE TRIGO EN METANOL
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Figura 45: Extracto al bafio maria de sémola de trigo en metanol. Fase mévil 5.



9) ESPARRAGOS VERDES EXTRAIDOS CON METANOL
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Figura 46: Extracto de espdrragos en metanol. Soxhlet. Fase movil 5

Se detecta en todos los casos el pico correspondiente a la asparagina, aunque
con solapamiento de otros picos probablemente debido a la alta presencia de

aminodcidos en este alimento, lo que dificulta su determinacion.

6.4.2.2. MEDIDAS: HPLC-FLD

Se determiné la asparagina presentes en las muestras por HPLC-FLD, para ello se
realiza primeramente su derivatizacién segun lo descrito en el apartado 6.3. Las
condiciones de medida fueron; A de absorcion 339 nm, A de emisidn 430 nm y la fase

movil varia segun el medio de trabajo, son las referidas en el apartado 6.3.3.

1) HARINA DE TRIGO EN AGUA
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Figura 47: Extracto al bafio maria de harina de trigo en agua. Fase movil 3.
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2) HARINA DE TRIGO EN METANOL
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Figura 48: Extracto al bafio maria de harina de trigo en metanol. Fase mavil 5.

3) HARINA DE ARROZ EN AGUA
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Figura 49: Extracto al bafio maria de harina de arroz en agua. Fase movil 3.
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4) HARINA DE ARROZ EN METANOL
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Figura 50: Extracto al bafio maria de harina de arroz en metanol. Fase movil 5.

5) PAN RALLADO EN AGUA
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Figura 51: Extracto al bafio maria de pan rallado en agua. Fase mdévil 3.
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6) PAN RALLADO EN METANOL
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Figura 52: Extracto al bafio maria de pan rallado en metanol. Fase mévil 5

7) SEMOLA DE TRIGO EN AGUA
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Figura 53: Extracto al bafio maria de sémola de trigo en agua. Fase mavil 3.




8) SEMOLA DE TRIGO EN METANOL
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Figura 54: Extracto al bafio maria de sémola de trigo en metanol. Fase mévil 5.

9) ESPARRAGOS VERDES EN METANOL
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Figura 55: Extracto de espdrragos en metanol. Soxhlet. Fase mévil 5

Se detecta en todos los casos el pico correspondiente al derivado isoindélico,
aungue en medio acuoso se observa un gran solapamiento con otros picos debido
probablemente al efecto matriz de componentes de las distintas muestras. Sin

embargo, en metanol este efecto es mas leve.
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6.4.2.3. CANTIDAD DE ASPARAGINA EN CADA MUESTRA

Para poder cuantificar la asparagina de cada muestra, se procedié a hacer una
extrapolacion del drea del pico en la linea de calibrado resultante de las diferentes
técnicas de analisis. Las areas de los picos de cada muestra y la cantidad de asparagina

gue ha sido extrapolada se recogen en la tabla 16.

Tabla 16: g Asn/ 100 g muestra.

HPLC-UV/VIS HPLC-FLD
Muestra Disolvente Area gAsn /100 g Area g Asn /100 g
(mAU- s) muestra (LU-s) muestra
Harina de Agua 8.90 0.004 29.28 0.000
trigo
Harina de
. Metanol 154.85 0.136 0.52 0.000
trigo
Harina de
Agua 79.34 0.043 4.89 0.000
arroz
Harina de
Metanol 96.72 0.055 0.67 0.001
arroz
Pan rallado Agua - - 16.17 0.000
Pan rallado Metanol 103.43 0.061 35.83* 0.206
Semola de Agua 1.90 0.001 46.35 0.000
trigo
semolade |\ inol | 160.23 0.145 0.82 0.002
trigo
Esparragos Metanol 799.27 0.305 13.63* 0.022

*Preciso hacer diluciones.
6.4.3. MEDIDAS CON ADICIONES PATRON

Dado el efecto matriz, para contrastar los resultados se procede a efectuar a cada
muestra adiciones patrén. Para llevar a cabo las adiciones primero se realiza un blanco
y posteriormente se procede a las adiciones sobre las muestras. Las condiciones de

trabajo optimas son las mismas que se indicaron en el apartado 6.2.4 y 6.3.3.

6.4.3.1. ADICIONES PATRON: HPLC-UV/VIS

A continuacion, se presentan los resultados una vez calculado el volumen
equivalente. A partir de él se obtiene la concentracidon de cada una de las muestras

(Tabla 17).
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Tabla 17: Volumenes equivalentes y concentracion de Asn determinada por HPLC-

UV/VIS con adiciones patrén

Muestra Disolvente | Veq (ml) | V eq—V eq, blanco (M) e /;::Ee/slt?: E
Harina de trigo Agua -0.78 -0.51 0.003
Harina de trigo Metanol -18.10 -14.68 0.090
Harina de arroz Agua -3.49 -3.22 0.021
Harina de arroz Metanol -15.92 -12.50 0.078

Pan rallado Agua -19.85 -19.58 0.128
Pan rallado Metanol -15.72 -12.30 0.072
Sémola de trigo Agua -0.23 -0.23
Sémola de trigo | Metanol -59.19 -55.77 0.345
Espdrragos Metanol -62.69 -59.27 0.267
6.4.3.2. ADICIONES PATRON: HPLC- FLD

Igual que en el apartado anterior, se trabajo del mismo modo con las muestras,
pero procediendo a su derivatizacion, los resultados para la determinaciéon de los
volumenes equivalentes y las correspondientes concentraciones de asparagina se

recogen en la tabla 18.

Tabla 18: Volumenes equivalentes y concentracion de Asn determinada por HPLC-FLD

con adiciones patron

Muestra Disolvente | Veq (ml) | V eq—V eq, blanco (M) . /:Ee/slt?g .
Harina de trigo Agua -21.67 -19.89 0.128
Harina de trigo Metanol | -207.91 -189.12 1.158
Harina de arroz Agua -12.92 -11.14 0.073
Harina de arroz Metanol -80.42 -61.63 0.373

Pan rallado Agua 1.53 1.53

Pan rallado Metanol -22.03 -3.24 0.019
Sémola de trigo Agua -32.12 -30.34 0.195
Sémola de trigo | Metanol -0.10 -0.10

Esparragos Metanol -4.79 -4.79
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7. CONCLUSIONES

Se ha realizado un estudio de la estabilidad de la asparagina en diferentes
disolventes. En alcohol, se ha comprobado que la asparagina es inestable, debido
a la reaccion entre el grupo carboxilico que posee el aminoacido y el alcohol del
disolvente. En agua y acetonitrilo las disoluciones de asparagina presentan alta
estabilidad. En hexano la asparagina se epimeriza con el paso del tiempo.

Se analizd la asparagina por absorcion molecular UV-VIS para determinar la
longitud de onda a la que aparece su maximo de absorcidn. Las longitudes de onda
idéneas para realizar su determinacién por HPLC son: 200 nm en acetonitrilo, 204
nm en aguay 210 nm en metanol.

Se ha determinado la asparagina utilizando como técnica de analisis HPLC-UV/Vis,
su separacion y determinacion se produce a un tiempo de retencién de 3.631 min
(acetonitrilo), 1.313 min (agua) y 1.403 min (metanol). Los limites de deteccién
obtenidos en agua y metanol son de 0.11 y 0.26 ppm respectivamente.

Se realizé un breve estudio de la asparagina en metanol por CG-FID llegando a la
conclusion, de que esta metodologia no es la mas adecuada debido a la reaccidn
de esterificacién que se lleva a cabo de manera espontdnea entre el aminodcido y
el disolvente.

Se procedid a estudiar el derivado isoinddlico resultante de la reaccién entre la
asparagina y el agente derivatizante OPA por espectrometria de fluorescencia;
obteniéndose las longitudes de onda éptimas de emisiéon (A=430 nm) y excitacién
(A=339 nm) para su posterior determinacion por HPLC/FLD.

La separacidn y determinacion cromatografica del compuesto se produce a un
tiempo de retencién de 1.962 minutos (agua) y 1.598 minutos (metanol) con LoD
y LoQ de 0.01 ppm y 0.03 ppm respectivamente en los dos medios.

En medidas sobre muestras de alimentos el efecto matriz es muy importante por
lo que se debe aplicar el método de adicciones patrén.

Como conclusion general, indicamos que, el mejor método para determinar esta
sustancia en alimentos es HPLC-UV/Vis. Presenta mayores ventajas puesto que no
se precisa de una derivatizacién previa, los tiempos de retencién son cortos lo que

disminuiria el coste por analisis y la separacién de los picos es adecuada.
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9. ANEXOS

9.1. CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS CON DETECTOR DE

ULTRAVIOLETA

400 -| \‘?‘a

. |
|

———— T T T — T

mAU | 3 &
2

Figura 58: Disolucion asparagina en metanol, la fase mévil 1.
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Figura 59: Disolucion asparagina en agua, la fase maovil 3.
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Figura 60: Disolucion de asparagina en agua, la fase mévil 3.
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Figura 61: Disolucion asparagina en metanol, la fase mévil 4.
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9.2.

CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR DE IONIZACION DE

LLAMA

PA
m_

’{é

T T T T T T ]
3 10 15 20 25 30 mil

Figura 62: Disolucion de asparagina en metanol. Condiciones 1.
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Figura 63: Disolucion de asparagina en metanol. Condiciones 2.
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Figura 64: Disolucidn de asparagina en metanol. Condiciones 3.
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Figura 65: Disolucion de asparagina en metanol. Condiciones 5.
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9.3. MEDIDAS
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Figura 68: Harina de trigo en metanol contaminada con acrilamida. Bafio maria. Fase movil 5.

64



Figura 69:Harina de trigo en metanol contaminada con asparagina. Bafilo maria. Fase mavil 5.
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