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Determinacion de fitoquimicos en zumos de manzana mediante
cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a espectroscopia
de masas en tandem.
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1. OBJETIVOS.

El objetivo general del presente Trabajo Fin de Grado es conocer la metodologia de
trabajo en un laboratorio de quimica analitica, asi como el uso de la cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem, para el analisis de compuestos
organicos.

Para ello, se decidié determinar la presencia de fitoquimicos representativos en zumos
de manzana como acido clorogénico, epicatequina y floridzina, en diversos tipos de
zumo de manzana, mediante la aplicacion de un método analitico basado en la
cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a un analizador de
espectrometria de masas de triple cuadrupolo (UHPLC-QgQ-MS/MS), optimizado
previamente para el andlisis de este tipo de compuestos en otras matrices relacionadas.

En los Gltimos diez afos, los casos de personas con cancer han aumentado mas de un
20% [1]. Esto se debe a la mala alimentacion, a la mayor contaminacion que hay sobre
todo en las grandes ciudades, la falta de ejercicio, etc. Por ello, hoy en dia, son tan
importantes los fitoquimicos, que tienen conocidas propiedades antioxidantes y que
actian como protectores para la formacion de tumores cancerigenos.

Estos agentes fitoquimicos son sustancias naturales que estan presentes en las plantas,
por ejemplo en la manzana, y su funcidn es proteger a las plantas de agentes patdgenos
perjudiciales para las mismas, impidiendo la activacion y desarrollo de genes
cancerigenos, que también estan presentes en las células humanas. Los vegetales como
tomates, pimientos verdes, etc, contienen &cido clorogénico y p-cumarico los cuales
combaten a los agentes promotores de células cancerigenas, previniendo la formacion
de nitrosaminas en el estdmago [1].

Por lo tanto, en el presente trabajo, se pretende llevar a cabo el analisis de fitoquimicos
tales como el acido clorogénico, floridzina y epicatequina en diversos zumos de
manzana.

Teniendo en cuenta lo expuesto, los objetivos del presente Trabajo Fin de Grado son:

= Evaluacion de la dilucion del zumo que permita minimizar el efecto matriz y
posibilite una adecuada determinacion de los compuestos objeto de estudio.

= Validacion de la metodologia analitica empleada para la determinacion de
fitogquimicos en zumo de manzana, estudiando diversos parametros tales como
efecto matriz, precision, veracidad y limites inferiores (limite de deteccion y
cuantificacion).

= Evaluar la presencia de fitoquimicos en zumos de distinta procedencia.

= Determinar el contenido de fitoquimicos en zumos procedentes de la misma
marca y lote.

= Comparar el contenido de fitoquimicos en manzana y en zumo de manzana.
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2. INTRODUCCION

2.1. Compuestos fenolicos: importancia bioldgica y grupos mas importantes

Los compuestos fendlicos son productos del metabolismo secundario de plantas debido
al desarrollo de la mismas y como consecuencia de las condiciones de estrés a las que
pueden estar sometidas, como temperaturas extremas, parasitos, radiaciones UV,
presencia de contaminantes, etc,... [2].

En las plantas, las concentraciones de estos compuestos pueden variar en funcion de
algunos factores, tales como la variedad o el estado de maduracion, entre otros.

Existen compuestos fendlicos solubles e insolubles. Los compuestos fendlicos solubles
se encuentran en las paredes celulares, mientras que los insolubles se encuentran en las
vacuolas, por lo que la distribucién de estos compuestos en los tejidos celulares no es
uniforme. También se puede destacar, que los compuestos fendlicos se encuentran en
mayor concentracion en el exterior de la planta que en el interior [3].

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas
y actividad, englobando més de 8.000 compuestos distintos. Estos compuestos
tradicionalmente han sido considerados como antinutrientes, debido al efecto adverso de
uno de sus componentes mayoritarios, los taninos, sobre la digestibilidad de las
proteinas. Sin embargo, actualmente se ha despertado un reciente interés por estos
compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles implicaciones
beneficiosas en lasalud, tales como en el tratamiento y prevencion del cancer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio [4].

La imagen publica de las frutas y las hortalizas ha mejorado considerablemente debido a
los avances de la Nutricion. Los profesionales de la salud, especialmente en los paises
desarrollados, recomiendan aumentar el consumo de frutas y hortalizas por ser pobres
en grasas Y ricas en fibra y disminuir el consumo de los alimentos de origen animal. Asi
mismo, la Fundacion Mundial de Investigacion contra el Cancer (WCRF) promueve el
consumo de una variedad de verduras y frutas durante todo el afio, sugiriendo una
ingesta minima de cinco o mas porciones de fruta y verduras al dia. En este sentido, los
zumos de fruta pueden ayudar a los consumidores a alcanzar este objetivo [5].

De forma general, los compuestos fendlicos se pueden clasificar en distintos grupos
como los acidos fendlicos (benzoéicos y cinamicos), flavonoides (antocianinas,
flavonoides, flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas), estilbenos y lignanos [6],
como se pueden observar en la Figura 1.
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Figura 1.- Clasificacion de los polifenoles.

La estructura de los compuestos fendlicos se basa en un anillo de benceno con uno o
mas grupos hidroxilos generalmente funcionalizados, siendo la via de sintesis mas
frecuente del anillo aromatico la ruta del sikimico y la del acetato [7].

Los &cidos fendlicos se encuentran en forma de ésteres, glucosidos o amidas, pero rara
vez en forma libre (agliconas), diferenciandose en el nimero y en la localizacién de los
grupos hidroxilo en el anillo aromético [8]. El azlcar que comiUnmente se encuentra
unido a estos compuestos es la glucosa, aunque hay otros, como galactosa, ramnosa,
xilosa, arabinosa, manosa, fructosa, &cido glucuronico y &cido galactorunico, que
pueden unirse a la aglicona [9]. En la Tabla 1, se muestra la estructura de cada uno de
los compuestos a analizar y la estructura general de la familia de la que proceden.
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Tabla 1.- Estructura basica de los compuestos de interés y de su familia de
procedencia.

Familia Estructura general Compuesto Estructura
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Los compuestos fendlicos mas abundantes en la dieta son los flavonoides y los acidos
fendlicos [10].

Dentro de éstos, el acido clorogénico, floridzina y epicatequina se suelen encontrar en
mayor proporcion en algunas frutas como la manzana por lo que se han elegido para su
analisis en el presente Trabajo de Fin de Grado.

La estructura de los acidos fenolicos, se basa en un anillo aroméatico con un grupo
carboxilo, que a su vez se divide en dos grupos: derivados del acido benzoico (Ce-C1) y
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derivados del &cido cindmico (Ce-C3). Algunos ejemplos de los derivados del acido
benzoico, como el &cido gélico, el p-hidroxibenzoico, el acido vainillinico se encuentran
en los helechos. Sin embargo, los acidos cinamicos, como el acido cafeico o el acido
feralico, raramente se encuentran libres y en general se encuentran en forma de
derivados. De este modo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el acido quinico,
formando el &cido clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico [7].
Los flavanoles y las hidrochalconas, son la subclase de flavonoides (estructura (Ce-Cs-
Ce)) estructuralmente mas complejos. Estos se pueden encontrar desde mondmeros
(catequina y epicatequina) a estructuras mas complejas como pueden ser procianidinas y
proantocianidinas poliméricas, las cuales son conocidas como taninos condensados [11].

2.2. Produccién y consumo

La elaboracién de los zumos podra realizarse junto con sus pepitas, semillas y pieles,
que normalmente no se incorporan al zumo, aunque serdn aceptables algunas partes o
componentes de pepitas, semillas y pieles que no puedan ser eliminadas mediante las
buenas précticas de fabricacion (BPF) [12].

Los zumos se preparan mediante procedimientos adecuados que mantienen las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales esenciales de la fruta de
la que proceden. Podran ser turbios o claros y podran contener componentes
restablecidos de sustancias aromaticas y aromatizantes volatiles, elementos todos ellos
que deberan obtenerse por procedimientos fisicos adecuados y proceder del mismo tipo
de fruta. Ademas, se podra afiadir pulpa y células obtenidas por procedimientos fisicos
adecuados del mismo tipo de fruta (CODEX STAN 247-2005) [13].

Aunque el zumo de manzana no es el mas consumido por los espafioles, existen paises
como Argentina o China que consumen una gran parte de este tipo de zumo [14]. En la
Tabla 2, se puede observar tanto la produccién como la exportacion de este producto,
ademas del consumo doméstico en algunos paises.

Tabla 2.- Produccion y utilizacién del jugo concentrado de manzana en el periodo
2007-2011 [14].

Produccion Exportacion

En miles de tn

En miles de tn Enmilesdetn %
Argentina 57 3 50 5 11
Brasil 43 3 43
Chile 35 2 35
China 828 49 796 76 67
Resto del mundo 722 43 125 12 1424

Total mundial 1.685 100 1.049 100 1.502

Consumo Doméstico

95
100
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Se puede observar que el pais que mas produce con diferencia es China, siendo también
el que mas consume, con un 4 % del consumo mundial.

2.3. Legislacion

El RD 1518/2007 [15], de 16 de noviembre, establece los parametros minimos de
calidad y autenticidad en zumos y los métodos de andlisis aplicables a cada tipo de
fruta. Este Real Decreto pone de manifiesto los pardmetros minimos de calidad, que son
criterios relevantes de autenticidad y calidad como pueden ser los grados Brix o
maltosa, para los siguientes tipos de frutas: naranja, pifia, mandarina, albaricoque, pera,
manzana y melocoton. Asi mismo, se indican los métodos de anélisis aplicables a cada
fruta. EI cumplimiento de estos pardmetros minimos, no implica que no tengan que
ajustarse también a otros que afecten a su autenticidad y calidad, y especialmente los
recogidos en la Norma del Codex Alimentarius y en el Coédigo de Practicas para
evaluacion de zumos de frutas y vegetales de la Asociacion de la Industria de Zumos y
Néctares de Frutas y Vegetales de la Unién Europea (AIJN). Esta asociacion presenta
una guia de referencia para cada tipo de fruta como criterio de evaluacion de calidad y
autenticidad de los zumos de las diferentes frutas [16].

2.4. Métodos de andlisis de compuestos fenolicos en zumos

Los alimentos de naturaleza vegetal (incluyendo frutas, cereales, legumbres y verduras)
y bebidas (incluyendo el té, café, zumos de frutas y cacao) son las principales fuentes de
compuestos fenolicos en la dieta humana.

La preparacion y la extraccion de compuestos fendlicos a partir de esta amplia gama de
muestras dependen sobre todo de la naturaleza de la muestra y las propiedades quimicas
de los compuestos fenodlicos, incluyendo la estructura molecular, polaridad,
concentracion, numero de anillos aromaticos y grupos hidroxilo.

La metodologia analitica puede depender de la concentracion de compuestos
polifendlicos simples y complejos y de las diferentes proporciones que haya de acidos
fenolicos, flavonoides, antocianinas o proantocianinas (entre otros).

Por lo tanto, es dificil elegir un solo método de extraccion y determinacion de
compuestos fenolicos para muchos productos vegetales, mostrandose a continuacion los
principales procedimientos empleados.

2.4.1. Extraccion

La finalidad del procedimiento de extraccion es aislar los compuestos objeto de estudio
del resto de componentes de la matriz, de manera que se obtenga un extracto libre de
interferentes y que contenga todos los analitos de interés. Por ello, esta etapa tiene gran
importancia dentro del proceso analitico ya que va a influir en los pasos posteriores de
deteccidn, identificacion y cuantificacion. A su vez, la naturaleza de la matriz y el tipo
de analito a extraer van a condicionar el procedimiento de extraccion.

Durante el tratamiento de la muestra, ésta se puede someter a diversos procedimientos
para eliminar o reducir interferentes, aumentar la concentracion del analito de interés, o
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para transformar el analito en un derivado que pueda ser mas facilmente separado,
detectado y/o cuantificado [17].

Dicho tratamiento sera diferente segun el compuesto que se vaya a determinar, pero
sobre todo dependera del estado fisico de la matriz.

En general, las muestras solidas como frutas y hortalizas son liofilizadas o secadas al
aire y posteriormente sometidas a molienda y homogeneizacion. Sin embargo, las
muestras liquidas como el aceite de oliva, zumos, vino, o el té, necesitan un
pretratamiento minimo como puede ser filtracion, centrifugacién o dilucion para luego
llevar a cabo un procedimiento de extraccion o bien ser analizadas directamente [18].
En algunos casos, las muestras son sometidas a un tratamiento generalmente acido,
basico o enzimético cuyo objetivo es hidrolizar los glucésidos para asi determinar el
contenido de agliconas [19].

Si nos centramos en las técnicas de extraccion, entre las mas aplicadas para la
extraccion de compuestos fendlicos en frutas y hortalizas destacan la extraccion solido-
liquido asistida por ultrasonidos (UAE) o por agitador rotatorio (RAE), extraccion con
liquidos presurizados (PLE), extraccién con fluidos supercriticos (SFE), extraccion
asistida por microondas (MAE), QUEChERS que es un acronimo de las siguientes
palabras en inglés (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) y extraccién en
fase sélida (SPE). Sin embargo, para la extraccion de compuestos fendlicos en matrices
no solidas como aceite de oliva, por ejemplo, el rango de técnicas empleadas es mas
reducido, siendo las méas utilizadas SPE, extraccion liquido-liquido (LLE), y
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME).

En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de extraccion para diferentes matrices.

Ana M2 Onieva Jiménez Pdgina 15



Determinacion de fitoquimicos en zumo de manzana

Tabla 3.- Condiciones para la extraccion de compuestos fenolicos en frutas y vegetales.

Matriz

Zanahoria

Tomate, mango,
fresa,

cebolla, chili, ajo,

patata, manzana,
naranja

Tomate

Lechuga

Manzana, pera

Manzana

Manzana

N° de
analitos

6

11

15

16

25

26

39

Familia

Acidos
fendlicos

Flavonoides

Acidos
fenolicos
Flavonoides
Acidos
fendlicos
Flavonoides
Acidos
fenolicos
Flavonoides
Acidos
fendlicos
Flavonoides
Acidos
fendlicos
Flavonoides
Acidos
fendlicos
Flavonoides

Acidos
fendlicos
Flavonoides

Técnica de
extraccién

UAE

UAE

UAE

UAE

UAE

1° UAE
29 SPE (C1g)

UAE

1° UAE
2° UAE

UAE

Disolvente

Acetona:agua:AA
(70:29.5:0.5, viviv)
Metanol:agua
(80:20, viv)

Metanol:agua
(50:50, viv)

Metanol (4 °C)

Metanol:agua (80:20,
v/v)

1°Acetona:agua:AA
(70:29.5:0.5, viviv)
2° Metanol
Metanol:agua
(80:20, viv)

1° Metanol:agua
(80:20,v/v)

2° Metanol:agua:HCI
(80:19:1, viviv)

1° Metanol:agua
(20:80, v/iv)

2° Metanol (100 %)

Condiciones

de extraccion

26 min

37°C

60 min

60 min

25 min

60 min

26 min

120 min

40 min

105 min

Ref.

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

Abreviaturas: AA: Acido acético, RAE: Extraccion solido-liquido asistida por agitador rotatorio, SPE:

Extraccién en fase solida; UAE: Extraccion asistida por ultrasonidos.
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2.4.2. Determinacion de compuestos fenolicos: Cromatografia de liquidos de ultra alta
eficacia (UHPLC)

La técnica preferida para la separacion y cuantificacion de compuestos fendlicos es por
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) [29]. Este tipo de cromatografia ha
evolucionado dando lugar a la cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia (UHPLC),
en la que el tamafio de particula de la fase estacionaria se ha reducido a tamafos
inferiores a 2 um, por lo que se puede trabajar a flujos més altos de fase movil sin
pérdida de resolucion cromatografica. Asi se reduce los tiempos de analisis y los
volimenes de disolvente organico, mejorando la resolucion y la anchura de los picos, al
ser comparada con el sistema tradicional (HPLC), aunque las presiones de trabajo son
superiores.

Hay varios factores que afectan al analisis por cromatografia de liquidos (LC) de
compuestos fenolicos, incluyendo la fase movil, tipo de columna y detector [30]. En
general, los compuestos fenolicos extraidos de la matriz se separan utilizando una
columna de fase reversa Cig [31].

En cuanto a los disolventes empleados como fase movil, normalmente se utiliza metanol
[32], aunque en alguna ocasion se ha utilizado la mezcla metanol:agua en distintas
proporciones (20:80, v/v) [33] y (50:50, v/v) [34], o acetonitrilo [35].

Normalmente el pH de la fase mévil se debe mantener en el intervalo de pH de 2-4 para
evitar la ionizacion de compuestos fendlicos durante la identificacion. Por lo tanto, las
fases mdviles acuosas se acidifican, generalmente, con &cido acético o una pequefia
proporcion de &cido formico [36].

Normalmente se aplica un gradiente para una adecuada elucion de los compuestos en
lugar de una elucién en modalidad isocratica, debido a las diferentes propiedades fisico-
quimicas de los compuestos a separar, y asi poder reducir el tiempo de analisis.

La seleccion de una columna apropiada es otro factor critico en la identificacion de
compuestos fenolicos. En general, diferentes clases de compuestos fendlicos pueden ser
separados usando una columna de fase reversa de Cig, con una longitud de 10-30 cm,
3.9 a 4.6 mm de diametro y 3-10 um de tamafio de particula [37].

Sin embargo, nuevos tipos de columnas, como por ejemplo las monoliticas, de 3-25 cm
longitud, 1 a 4.6 mm de diametro y de 1.7 a 10 um de tamafio de particula, son las
empleadas en algunas aplicaciones [38].

Por ultimo, indicar que otras técnicas como la cromatografia de liquidos a alta
temperatura (HTLC) y la cromatografia de liquidos de dos dimensiones (LC x LC)
[39,40], tambien se han utilizado para la determinacién de compuestos fendlicos en
matrices vegetales y relacionadas.

En la Tabla 4, se muestra un resumen de los pardmetros cromatograficos en algunas
aplicaciones relacionadas con la determinacion de compuestos fendlicos en manzana.
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Tabla 4.- Condiciones cromatogréficas para la determinacion de compuestos
fendlicos en alimentos.

Muestra Compuestos Columna Fase movil, Tiempo de Ref.
Velocidad de flujo analisis

(min)

Taninos (1)

Acidos hidroxicinamicos A: ACN (1% TFA)
) RP Ci5(250 mmx  B- AQua (1% TFA) 40 [41]
Manzana Flavonoides (7) 4.6 mm, 4 um) Velocid_ad de flujo:
Dihidrochalcona (1) 1 mL/min.
Flavanoles (1)
Antocianinas (1)
Taninos (1)
Acidos hidroxicinamicos A: ACN
) B: Agua (0.1% AF)
YR R F'avonoides (7) Cis (2.1 mmx50  Velocidad de flujo: 35 [42]
Dihidrochalcona (1) mm, 1.8 um) 0.4 mL/min.
Flavanoles (1)
Antocianinas (1)
BEH Cys A: MeOH
(50 x 2.1mm, 1.7 B: Agua (0.1 % AF)
VETPEUCHI Acidos fendlicos km) Velocidad de flujo: 10 [43]
Flavanoles (11) (rar?lt_r/?n?.nzo y0.75

Abreviaturas: ACN: acetonitrilo; TFA: acido trifluoroacético; MeOH: metanol; AF:
acido formico.

Como se puede observar, se separan fitoquimicos pertenecientes a distintas familias,
mostrandose la versatilidad de la cromatografia de liquidos para la determinacion
simultanea de distintas familias. Por otra parte, difieren bastante en el gradiente
aplicado, asi como, en las dimensiones de la columna empleada. Sin embargo, las fases
moviles son similares, ya que la fase movil acuosa se encuentra acidificada en los tres
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casos pero con &cidos diferentes, (&cido trifluoroacético y acido formico), pero el ultimo
caso difiere en la fase movil organica, empleando metanol en lugar de acetonitrilo. Sin
embargo conviene indicar que ambos disolventes organicos, metanol y el acetonitrilo,
son bastantes comunes en este tipo de analisis.

2.4.3. Deteccion de compuestos fendlicos: Espectrometria de masas

Los compuestos fendlicos se identifican con frecuencia utilizando detectores clasicos
como UV-VIS (PDA, empleando longitudes de onda que oscilan entre 190-380 nm)
[44,45], deteccion fluorimétrica (FLD) que es muy interesante para el analisis rutinario
de lignanos [46] y colorimétricos [47]. Sin embargo en los Gltimos afos, los detectores
basados en la espectrometria de masas (MS) han sustituido a estos detectores
tradicionales ya que ofrecen una mayor sensibilidad y capacidad de deteccién, asi como
permiten simplificar la etapa de tratamiento de muestra, empleandose distintos tipos de
ionizacion como electronebulizacion (ESI-MS) [48, 49], desorcién/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI-MS) [50,51] y bombardeo por atomos rapidos (FAB-MS)
[52,53].

El analizador de masas forma parte del corazon de un espectrometro de masas. Dicho
analizador tiene dos misiones fundamentalmente:

e Separar los iones segun su relacion m/z.
e Focalizar los iones separados hacia un punto.

Los distintos analizadores aprovechan las propiedades de energia cinética, la velocidad
o momento de fuerza provocado por el movimiento de particulas cargadas, para separar
los iones de distinta masa.

Existen varios tipos de analizadores, siendo los mas utilizados los siguientes: de sector
magnético, de cuadrupolo, de trampa de iones, trampa de iones lineal, de tiempo de
vuelo (TOF), o analizadores Orbitrap. Hay casos que un solo analizador no es capaz de
dar una respuesta a las expectativas analiticas que se requieren para muestras mas
complejas, por lo que hay que recurrir al acoplamiento de dos analizadores para obtener
los resultados requeridos [54].

El analizador de cuadrupolo (Q) fue en su momento, el mas extendido y el usado. Esto
se debe a que los cuadrupolos ofrecen un buen compromiso con el rango de masas (de
40 a 4000 uma), precision y reproducibilidad para la cuantificacion, ademas de una alta
sensibilidad, asi como un precio muy econémico.

Un cuadrupolo estd compuesto por cuatro barras que estan dispuestas en paralelo,
encontrandose los polos espaciados alrededor de los Ilamados ejes centrales. Si se aplica
una corriente continua a las barras en posicion opuesta junto con un voltaje de
radiofrecuencia, los iones describen una trayectoria que va a depender directamente de
su relacion masa/carga (m/z). Este fendmeno se produce por la vibracion de los iones en
un campo eléctrico de alta frecuencia, generado entre los dos polos del cuadrupolo.

Para poder mencionar el analizador de triple cuadrupolo (QqQ), primero hay que indicar
que la espectrometria de masas en tandem se basa en la unién de dos analizadores de
masas de tipo cuadrupolo a través de uno intermedio, el cual actia como celda de
colision (q).
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De este modo, permite la posibilidad de aislamiento de un i6n en el primer cuadrupolo,
descartando otros iones que puedan interferir. A continuacion, se lleva a cabo la
fragmentacion del ion, mediante la colision de dicho i6n con moléculas de gas inerte,
mediante la disociacién inducida por colision (CID, Collision Induced Dissociation) en
la celda de colision. Este proceso se suele dividir en dos etapas, donde las reacciones
producidas estan ligadas directamente con la composicion quimica y la estructura de la
molécula:

1. Tras colisionar con la molécula de gas inerte, la energia traslacional del i6n pasa
a ser energia interna.

2. Laenergia interna formada se transforma en energia de fragmentacion, donde el
ion se divide en distintos fragmentos.

Posteriormente, en el tercer cuadrupolo se monitoriza uno o dos de los iones producto
generados en la celda de colision.

El funcionamiento interno consiste en que el primer cuadrupolo (Q;) selecciona el i6n
con la relacién m/z de interés, denominandose i6n precursor, y este atraviesa la celda de
colisién (q) para su fragmentacion. Por ultimo los iones producto son separados por el
segundo cuadrupolo (Q2). A este tipo de instrumentos se le denomina triple cuadrupolo
(QQgQ), aunque actualmente suele ser desde un hexapolo a un octapolo, ya que lo que se
pretende llevar a cabo es potenciar su eficiencia de transmision de iones desde q hasta

Q2 [55].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos

Floridzina y epicatequina fueron adquiridos en Extrasynthese (Genay Cedex, Francia)
con una riqueza del 95 y 99 % respectivamente, mientras que el acido clorogénico se
consiguio en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) con una pureza del 95 %. EIl metanol y el
acido formico, ambos de grado HPLC, fueron suministrados por Sigma-Aldrich. El
acetato amonico se adquirié n JT Baker (Deventer, Holanda).

El agua ultrapura fue obtenida de un sistema de gradiente de agua Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EEUU).

3.2. Materiales

Se usaron filtros de 0.20 um de Nylon de VWR (Barcelona, Espafia) y 0.45 um GVHP
de Millipore (Carrightwohill, Irlanda) para el filtrado de los extractos de las muestras y
fases moviles respectivamente. Ademas, se utilizaron los siguientes materiales:

e Agitador rotatorio de Heidolph, modelo Reax 2 (Schwabach, Alemania)
e Granatario de Mettler Toledo (Greifensee, Suiza)

e Trituradora de Heildoph

e Vortex de Heidolph

e Pipetas automaticas de 10-100 pL, 100-1000 pL y 1-5 mL suministradas por
Thermo Scientific (Madrid, Espafia)

e Pipetas Pasteur
e Espétulas

3.3. Preparacion de patrones

Partiendo de disoluciones patron de 200 mg/L de cada uno de los compuestos en
metanol, primero se prepard una disolucion intermedia de los tres compuestos objeto de
estudio, de 20 mg/L de cada fitoquimico en metanol. A partir de la misma, se
prepararon dos disoluciones intermedias de 5 mg/L y 0.1 mg/L, empleando metanol
como disolvente. Cada disolucién se almacen6 a -20°C y en la oscuridad, debido a que
estos compuestos son fotosensibles.
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3.4. Equipos

El anélisis cromatogréfico se llevo a cabo utilizando un sistema 1290 RRLC de Agilent
(Santa Clara, EEUU) empleando una columna Zorbax Eclipse Plus Cig (100 mmx2.1
mm, 1.8 um tamafio de particula) de Agilent. La columna fue termostatada a 30 °C. Los
analitos fueron separados con una fase mévil formada por metanol (eluyente A) y una
disolucion acuosa de &cido férmico al 0.01% v/v, (eluyente B) a un flujo de 0.2
mL/min. El gradiente de elucion empleado se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5.- Gradiente de elucion empleado para la separacion de los fitoquimicos.

Tiempo (min.) 0.0

% Eluyente A &

3.5. Determinacion por espectrometria de masas

El anélisis por espectrometria de masas se llevo a cabo usando un analizador de triple
cuadrupolo (6460A, Agilent). La adquisicidn de datos se realiza con el software Agilent
MassHunter Workstation Data Acquisition y para el tratamiento de datos se utilizaron
los programas informéaticos MassHunter Qualitative Analysis y MassHunter
Quantitative Analysis.

Para llevar a cabo la deteccion de los compuestos objeto de estudio, se utilizé una fuente
de ionizaciéon Jet Stream (ESI) en modo positivo, para la determinacion de &cido
clorogénico y epicatequina, y en modo negativo para la determinacion de floridzina,
empleando los siguientes parametros:

¢ \oltaje del capilar: 4000 V en modo positivo y 3500 V en modo negativo.
e Temperatura del gas de secado: 325 °C.

e Temperatura del gas de cortina: 400 °C.

¢ Flujo del gas de secado (nitrogeno): 7 mL/min.

e Flujo del gas de cortina (nitrégeno): 12 mL/min.

e Presién del nebulizador: 40 psi.

La colision se llevo a cabo con nitrogeno (pureza > 99.99 %). Los pardmetros
especificos MS/MS de los fitoquimicos incluidos en este estudio se muestran en la
Tabla 6.
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Tabla 6.- Parametros de UHPLC-QqQ-MS/MS para los fitoquimicos analizados.

Compuesto VTR (min)? I16n precursor  lones producto  Relacion de

(voltaje (energia de iones (%o)
fragmentacién)®  colision, eV)°

355.1 (80) 163.0% (4); 89.1

Acido 2.63-2.68

clorogénico (64)
Epicatequina 2.76-2.80 291.1 (98) 139.0 (12); 46
122.9 (8)
Floridzina 2.99-3.02 435.1 (200) 273.1(8); 167.1 36
(24)

*VTR: Ventana de tiempo de retencién.
® Voltaje de fragmentacion indicado entre paréntesis.
¢ Energia de colision indicada entre paréntesis (eV).

9 El ion producto sefialado en negrita se empled con fines de cuantificacion.

3.6. Tratamiento de la muestra

A continuacion se describen los distintos procedimientos utilizados para el tratamiento
de muestra.

a) Manzana

Para la extraccion de los fitoquimicos objeto de estudio de manzana, se utilizé un
procedimiento de extraccion previamente desarrollado en el grupo de investigacion
donde se ha llevado el presente Trabajo Fin de Grado [56,57], describiéndose
brevemente a continuacion: se pesan 150 mg de muestra liofilizada en un tubo de
polipropileno de 15 mL, donde se afiaden 3 mL de una mezcla de metanol:agua (80:20,
v/v). Se agita el tubo en un vértex durante 20 segundos, y posteriormente, se traslada a
un agitador rotatorio durante 30 minutos. A continuacion, se recoge el sobrenadante y se
filtra con una jeringa, utilizando un filtro de 0.20 um de nylon. A partir de ese extracto
se realiza el calibrado por adicion de patron.

b) Zumo de manzana

Para el analisis de zumos comerciales, se diluye la muestra 50 veces, afiadiendo 1 mL
de zumo en un matraz aforado de 50 mL enrasando con metanol calidad HPLC.
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3.7. Preparacion de zumo de manzana casero

Para la preparacion de zumo de manzana casero, en primer lugar se trituraron 100 g de
manzana. Del puré de manzana obtenido se toman 10 g, que se diluyen con 10 mL de
agua para obtener el zumo. Posteriormente, se filtra 1 mL y se le aplica la dilucién 1:50
(v/v) igual que a los zumos comerciales previamente descrita para su analisis
cromatogréfico.

3.8. Muestras

Se analizaron 18 muestras de seis marcas diferentes de zumo de manzana, adquiridos en
diferentes supermercados. Los zumos solo contienen zumo de manzana, es decir, no
contiene zumo de ninguna otra fruta como puede ser la uva. Los zumos se analizaron
mediante el procedimiento descrito anteriormente.

Por otro lado, en el andlisis utilizando manzana original, se analizaron un tipo de
manzana (variedad fuji) por triplicado, asi como el zumo procedente de dichas
manzanas (también por triplicado).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El propdsito de este trabajo es el analisis de distintos fitoquimicos tales como el acido
clorogénico, epicatequina y floridzina en distintos zumos de manzana, utilizando un
método analitico de UHPLC-QqQ-MS/MS, desarrollado previamente en el grupo de
investigacion [56], comentandose a continuacion los principales resultados obtenidos.

4.1. Condiciones cromatograéficas

Aunque se partidé de las condiciones desarrolladas previamente [57], se decidid
modificar la composicion de la fase movil, ya que en estudios previos se observo que
dependiendo del tipo de compuesto a determinar, la fase movil éptima podria ser
diferente. Por lo tanto, se decidid llevar a cabo una serie de pruebas con distintos tipos
de fases moviles para observar su influencia sobre la elucién de los compuestos.

Al principio se prepar6 un vial con una concentracion de 1 mg/L de los tres compuestos
objeto de estudio, preparado en una mezcla de metanol:acetato amonico 30 mM pH 5
con férmico, 50:50 v/v, mostrdndose en la Figura 2 el cromatograma de los tres
compuestos con la fase movil descrita y empleando el gradiente mostrado en la Tabla 5.

xlOZL

- Epicatequina
6
5

Acido

4 clorogénico Floridzina
3
2

1 2 3 4 5

Tiempo (min.)

Figura 2.- Cromatograma iénico total, utilizando como fase movil una mezcla de
metanol y una disolucién acuosa de acetato aménico 30 mM (pH 5).
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En principio, la fase movil con acetato amonico, podria ser la adecuada para el analisis
de los tres compuestos a determinar, pero se decidio realizar pruebas con otras fases
moviles que puedan ser mas sencillas de preparar, ya que para preparar esta fase movil
acuosa es necesario el uso de un pH-metro, disolucion de la sal, etc....

A continuacion, se prob6 con una fase movil en la que se sustituye el acetato amoénico
por acido formico al 0.01%, obteniendo los resultados mostrados en la Figura 3. Este
tipo de fase mdvil acuosa es méas sencilla de preparar, ya que simplemente, se afiade una
cantidad exacta de acido formico al agua con ayuda de una micropipeta. Para la prueba,
se prepard un vial con una concentracion de 1 mg/L de los tres compuestos objeto de
estudio, estando preparado en una mezcla de metanol y una disolucion acuosa de acido
férmico al 0.01%, (50:50 v/v).

«103 Cromatograma idnico total

3.5+
34
2.5+
2

Epicatequina

Acido clorogénico

Floridzina

0.8+
0.6+
0.4+

0.2+

Figura 3.- Cromatograma idnico total y extraido de cada compuesto, empleando acido
férmico en la fase movil.
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Utilizando la fase movil acida (0.01% formico), se observa que hay dos compuestos que
coeluyen (epicatequina y acido clorogénico), pero sus iones precursores son diferentes,
por lo que pueden diferenciarse sin problema. Ademas, si se comparan las sefiales
obtenidas con ambas fases mdviles, se puede observar que la sensibilidad cuando se
emplea &cido formico es mayor que cuando se utiliza acetato amonico. Por esta razon se
empleard en la fase movil una disolucion acuosa que contenga &cido férmico, ya que
mejora la sensibilidad de los compuestos a determinar.

4.2. Efecto de la dilucion de la muestra

Debido a la concentracion de los compuestos objeto de estudio en las muestras de zumo
de manzana, se decidid minimizar la etapa de extraccion de la muestra, y realizar una
simple dilucién de la misma y posterior inyeccion en el sistema cromatogréafico.

Sin embargo, el problema principal del analisis por LC-MS o LC-MS/MS cuando se
emplea una fuente de ionizacién de ESI, es que la ionizacion de los analitos puede verse
afectada en mayor o menor medida por efectos de competencia debido a la presencia de
componentes procedentes de la matriz. El resultado es una reduccion o un aumento de la
sefial de los analitos en comparacion con la sefial producida por los patrones en
disolvente.

Por lo tanto se decidi6 evaluar cual era la dilucion 6ptima que minimizaba el efecto
matriz pero que permitia la correcta deteccion e identificacion de los compuestos objeto
de estudio. Para ello, se realizaron diversos calibrados en matriz [58], adicionando
cantidades crecientes de fitoquimicos (desde 25 a 5000 pg/L), comparando las
pendientes con la obtenida mediante un calibrado en disolvente.

El efecto de la dilucién se estudié en una primera fase a tres diluciones distintas del
zumo (1:20, 1:100 y 1:500 v/v).

Preparadas estas diluciones, se inyectaron los calibrados correspondientes, y se estimé
la relacion entre las pendientes (calibrado en matriz/calibrado en disolvente), asumiendo
que el efecto matriz era despreciable si dicha relacion estaba comprendida entre 0.8 y
1.2. Si era inferior a 0.8, se considera que existe supresion de la sefial analitica y si por
lo contrario, es mayor que 1.2 [59], hay un incremento de la sefial analitica.

La Figura 4 muestra los cocientes obtenidos para cada uno de los compuestos evaluados
para las tres diluciones comentadas.
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Pend. Distintas diluciones /Pend. dvte

1,2
1 -
0,8 1 m 1/20
m 1/50
0,6 - /
H 1/100
0,4 - = 1/500
0,2 -
0 T T 1
Acido clorogénico Epicatequina Floridzina

Figura 4.- Relacidn entre las pendientes de las rectas de calibrado a distinta dilucion.

Se puede observar que para las tres diluciones evaluadas en primer lugar no existia un
efecto matriz significativo para los tres compuestos objeto de estudio. Sin embargo se
aprecio que las diluciones 1:100 y 1:500 no permitian la determinacion de floridzina y
epicatequina a bajas concentraciones, descartandose para posteriores experiencias. Por
otro lado, la dilucion 1:20 dio buenos resultados en relacion a la relacion entre las
pendientes asi como no habia problemas de sensibilidad para los tres compuestos.

Con objeto de poder minimizar el posible efecto matriz que pudiera surgir en los
distintos zumos de manzana que analizamos, se decidié evaluar una dilucion intermedia
entre 1:20 y 1:100 como fue la 1:50, evaluando las mismas concentraciones que las
indicadas previamente.

Como se muestra en la Figura 4, no se observa efecto matriz para ninglin compuesto a
dicha dilucion, y ademéas se podian detectar a bajas concentraciones, por lo que se
decidio emplear dicha dilucién para posteriores experiencias.
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4.3. Validacion del método analitico

A continuacion se procede a comprobar la viabilidad de la metodologia propuesta, para
lo que se estudian algunos parametros de validacion de dicho método en zumo de
manzana.

Los parametros a estudiar fueron:
1. Linealidad.
2. Veracidad.
3. Precision.
4. Limites inferiores.

Linealidad.

Este parametro se estudié mediante la construccion de rectas de calibrado, utilizando
muestras de zumo a las que se afiadian concentraciones de los compuestos
comprendidas entre 5 y 250 pg/L. Dichas curvas de calibrado se obtienen aplicando la
metodologia de minimos cuadrados. Se obtuvieron coeficientes de determinacion
comprendidos entre 0.989 y 0.999.

Veracidad.

Se realiza un estudio de recuperaciéon a dos niveles diferentes para cada compuesto,
fortificando cinco muestras con cada nivel de concentracion. Para el acido clorogénico
los niveles fueron 20 y 30 mg/L, para la epicatequina 1y 2 mg/L y para la floridzina 3 y
5 mg/L. La razén por la que empleamos distintos niveles para cada compuesto es la
distinta concentracién en la que se encuentran estos compuestos en el zumo de
manzana. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7 y se puede observar que
los valores de recuperacion estan comprendidos entre 95 % y 108 %, pudiéndose
considerarse aceptable para los niveles de concentracion evaluados.

Precision.

La precision se determind mediante la medida de la repetibilidad (precision intra-dia) y
precision inter-dia. La repetibilidad se determind como la variabilidad (medida como
desviacién estandar relativa, DER) durante la determinacién de muestras analizadas en
un mismo dia, realizando 5 réplicas a los mismos niveles que los evaluados para el
estudio de la veracidad, mostrando los resultados en la Tabla 7. Se puede observar que
la variabilidad es inferior al 17 %. Por otro lado, la precision inter-dia se estima como la
variabilidad de la media de los contenidos de una misma muestra de zumo analizada en
diferentes dias. En este caso, se analizaron muestras de zumo de manzana fortificadas a
los mismos niveles que los descritos anteriormente, durante 5 dias. Se puede observar
que la variabilidad observada oscilaba entre el 5y el 19 %.
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Tabla 7.- Resultados de la validacién del método desarrollado.

Recuperacion (%) Precision intermedia (%)°

oLIN[ICS I Nivel bajo®  Nivel alto Nivel bajo Nivel alto

Acido 95 (10)° 97 (13)° 7 15
clorogénico

Epicatequina 105 (17) 100 (12) 19 12

Floridzina 108 (4) 95 (8) 5 5

# Niveles evaluados para cada compuesto: acido clorogénico 20, 30 mg/L; epicatequina 1, 0
mg/L; floridzina 3, 5 mg/L.
® DER entre paréntesis (n = 5).

 NUmero de réplicas: 5.

Limites inferiores.

A continuacion se estimaron los limites inferiores del método, limites de deteccion
(LODs) y limites de cuantificacion (LOQs), que se pueden definir como la minima
concentracion de analito para la cudl, la relacion sefial/ruido (S/N) sea de 3 para los
LODs y 10 para los LOQs. Dichos limites se calcularon inyectando concentraciones
bajas de los compuestos objeto de estudio (0.5, 1, 2, 5, 10 y 25 pg/L). Los resultados
mostrados en la Tabla 8 indican los limites inferiores del método expresados como g
de compuesto por L de zumo.

Tabla 8.- Limites de deteccion y cuantificacion.

Compuesto LOD (ug/L) LOQ (ng/L)

Acido clorogénico

Epicatequina
Floridzina

Se puede observar, que el resultado de los limites inferiores son menores que los
resultados de concentracion en muestras reales, por lo que no habria problema a la hora
de su identificacion, ya que estos compuestos se encuentran en la manzana a una alta
concentracion, mucho mayor que la que nos indican dichos limites.
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4.4. Aplicacion del método al analisis de muestras reales

Una vez validado el método analitico, se procedid a su aplicacion en la determinacion
de los compuestos objeto de estudio en distintos tipos de zumo de manzana,
mostrandose a continuacion los principales resultados obtenidos.

4.4.1. Andlisis de zumos de manzana comerciales

Se analizaron 18 muestras (6 marcas x 3 réplicas de cada marca), de zumo de manzana
de distintos supermercados, tratando de observar la variabilidad en el contenido de
fitoquimicos en cada marca. Los resultados de dicho analisis de muestran en la Tabla 9.

Tabla 9.- Resultados de muestras analizadas.

Compuestos Concentracion (mg/L)

Marca 1 Marca2 Marca3 Marca4d Marcab Marcab
Acido clorogénico 14.3 (7)? 6.8 (9) 7.4(5) 309(9) 50(8) 30.0(5
Epicatequina 0.10 (26) 0.04(3) 0.11(4) 062(7) 0.10(14) 0.13(16)
Floridzina 2.9 (6) 1.7 (7) 2.0(9) 6.2 (10) 1.8 (2) 13.1 (6)

* DER entre paréntesis (n =3).

En los resultados se observa que los zumos de la marca 4 tienen un mayor contenido de
acido clorogénico y epicatequina. Por otra parte, la marca 6 es la que contiene mayor
concentracion de floridzina. Ademas, podemos observar que el acido clorogénico, es el
compuesto que se encuentra en mayor concentracion en los distintos tipos de zumo
analizado, habiendo una gran diferencia con respecto a los otros dos compuestos, siendo
la epicatequina el compuesto que se encuentra en menor concentracion. Por altimo,
desde un punto de vista general, podemos decir que los zumos de las dos marcas
mencionadas anteriormente (marca 4 y 6), son las que mayor contenido de fitoquimicos
presentan, y esto se traduce a que son de mejor calidad en comparacion con los zumos
de las demas marcas, ya que estas sustancias son beneficiosas para la salud humana.

A continuacion, en la Figura 5, se muestran los cromatogramas ionico extraidos de cada
compuesto obtenidos en la muestras analizadas, concretamente de la marca 2,
observandose el pico de cuantificacion (mas intenso) y el pico de confirmacion (menos
intenso).
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A) Epicatequina (Concentracion: 0.04 mg/kg)
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C) Floridzina (Concentracion: 1.7 mg/kg)

435.1->273.1,435.1->167.1
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Figura 5.- Cromatogramas ionicos extraidos de los compuestos objeto de estudio tras el
analisis de un zumo procedente de la marca 2.

4.4.2. Estudio del contenido de fitoquimicos en zumos del mismo lote

Se analizaron 12 muestras de una misma marca (4 envases x 3 réplicas cada envase) y
todas ellas del mismo lote. Este ensayo se realiz6 para observar de qué manera puede
cambiar el contenido de los fitoquimicos en un mismo lote de zumos de manzana de una
marca en concreto. En este caso se ha analizado la marca 1, mostrandose los resultados
obtenidos en la Tabla 9.

Tabla 9.-Valor medio de concentracién y DER para cada compuesto en zumo.

Compuesto Concentracion (mg/L)

Acido clorogénico 13.0 (3)*
Epicatequina 0.2 (7)
Floridzina 24 (1)

* DER entre paréntesis (n=12)

Se puede observar a partir de la DER obtenida para los compuestos evaluados en los
zumos procedentes del mismo lote, que el contenido es bastante homogéneo dentro del
mismo lote, presentando una variabilidad inferior al 10 %.
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4.4.3. Comparacion del contenido de fitoquimico en manzana y zumo de manzana

En este apartado se pretendid evaluar la concentracion de los fitoquimicos en manzana y
en el zumo derivado de la misma para observar la cantidad de analito que se pierde en el
tratamiento de la misma para hacer zumo.

En la primera prueba se trabajé con manzana liofilizada, y de la misma se extrajeron los
compuestos de interés, aplicando la metodologia desarrollada previamente [57]. Dicho
proceso de extraccion esta optimizado previamente, mostrandose en la Tabla 10 los
resultados obtenidos.

Tabla 10.- Concentracion de fitoquimicos en manzana y zumo de manzana casero.

Compuesto Concentracién manzana Concentracion zumo casero

(mg/kg) (mg/kg)

Acido 94.0 (8)° 2.0 (12)°
clorogénico

Eicatequina 16.2 (14) 0.6 (18)
Floridzina 63.0 (10) 0.6 (15)

% Desviacion estandar relativa entre paréntesis. Nimero de réplicas: 3

En primer lugar, si se comparan las concentraciones de la Tabla 10 (manzana) con los
resultados obtenidos en la Tabla 9 (zumos de manzana comerciales), se puede observar
que la concentracion en la manzana es mucho mayor que la cantidad de fitoquimico
existente en un zumo de manzana comercial. De esta forma, se podria indicar que en el
proceso de fabricacion de un zumo de manzana comercial, se pierden una gran cantidad
de fitoquimico por kilogramo de manzana utilizado tal y como se ha observado
previamente [60].

Por otra parte, en una segunda parte, se prepara zumo tal y como se ha descrito
previamente, mostrandose los resultados en la Tabla 10. La concentracion de cada uno
de los fitoquimicos en el zumo casero, disminuye considerablemente en comparacién
con la extraccion de manzana liofilizada. La razon es que, en la manzana liofilizada, la
concentracion esta en peso seco, que es unas 10 veces mas que en peso humedo. Sin
embargo, y a pesar de eso y del proceso de dilucion del zumo de manzana, se puede
observar que hay una pérdida considerable del contenido de fitoquimicos durante el
proceso de elaboracion del zumo de manzana.
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5.

CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas a partir de la elaboracion del presente trabajo fin
de grado son las siguientes:

>

>

El método de andlisis utilizado es apropiado para el analisis de fitoquimicos en
zumo de manzana mediante UHPLC-QqQ-MS/MS.

Una correcta dilucion del zumo (1:50 v/v), permite minimizar el efecto matriz,
posibilitando la cuantificacion mediante calibrado simple.

El proceso de validacion a los niveles de concentracion elegidos fue satisfactorio
y se obtuvieron buenos resultados para los pardmetros estudiados (linealidad,
recuperacion, repetibilidad, precision intermedia y limites de deteccién y
cuantificacion).

La cantidad de fitogquimicos en diferentes marcas, difieren mucho entre si,
indicando la gran variabilidad en el contenido de estos compuestos entre las
distintas marcas evaluadas.

La concentracion de fitoquimicos en zumo de manzana comercial es mucho
menor que en la manzana original, por lo que en el proceso de fabricacion del
zumo, existe una pérdida considerable de fitoquimico.
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6. PROPUESTAS PARA LA CONTINUACION DEL TRABAJO

Atendiendo a los resultados obtenidos previamente, se sefialan a continuacion las
posibles lineas de continuacion del presente trabajo:

» Aumentar el nimero de compuestos a analizar, ya que existen una gran cantidad
de fitoquimicos, diferentes a los analizados, en el zumo de manzana como
pueden ser la cianidina, el &cido cafeico o quercetina.

» Se pueden utilizar otro tipo de matrices, como pueden ser zumos de otras frutas
que contengan este tipo de polifenoles y poder compararlos entre si.
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