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a microextraccién liguido-liquido dispersiva, o DLLME por sus siglas en inglés (Dispersive

Liquid-Liquid MicroExtraction), consiste en una versién miniaturizada de la extraccién

liquido-liquido, desarrollada por el grupo de investigacién liderado por Rezaee (Rezaee,
Assadi, Milani Hosseini, Aghaee, Ahmadi y Berijani, 2006). En la misma se emplea un sistema
ternario de disolventes:

1. Muestra acuosa en la que se encuentra el analito de interés.

2. Extractante: disolvente organico inmiscible con la muestray en la que el analito es
mas soluble que en fase acuosa.

3. Dispersante: disolvente organico miscible tanto con la muestra acuosa como con el
extractante y que act(a como puente entre ambos.

El procedimiento para realizar l[a microextraccién es muy sencillo y consta de los siguientes
pasos: mezcla de los disolventes extractante y dispersante; inyeccién rapida mediante una
jeringa de la mezcla extractante en el seno de la muestra acuosa; homogeneizacion de
la mezcla y formacién de emulsién; y centrifugacion para la separacién de las fases. En la
Figura 1 se muestra un esquema de este procedimiento. Entre las ventajas de esta técnica se
encuentran la rapidez, sencillez y el uso de volimenes minimos de disolventes.

Figura 1. Esquema del procedimiento de la DLLME: inyeccién répida de la mezcla de disolventes en el seno de la
disolucion; homogenizacion y formacién de la emulsion; y separacion de las fases tras la centrifugacion.

En el presente trabajo se empled la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva para
la derivatizacion y extraccion simultaneas de glioxal en bebidas fermentadas.

El glioxal es el representante més pequefio de la familia de los compuestos dicarbonilicos,
cuyaimportancia radica en su alta reactividad para generar especies carbonilicasy de oxigeno,
que pueden producir efectos toxicoldgicos en el cuerpo humano y que se relacionan con la
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diabetes, problemas cardiovasculares y enfermedades relacionadas con la edad (Maruf,
Lip, Wong y O'Brien, 2015). Aungue estos compuestos aparecen de forma normal en el
metabolismo, y el cuerpo humano posee mecanismos para controlarlos (Daglia, Amoroso,
Rossi, Mascherpa y Maga, 2013), cuando alcanzan altos niveles en sangre pueden llegar a ser
patogénicos (Uribarri, Woodruff, Goodman, Cai, Chen, Pyzik, Yong, Striker y Vlassara, 2010).

Elglioxal aparece también en el cuerpo debido a rutas exdgenas como la comida. En particular,
el glioxal aparece en los alimentos fermentados como el vinoy la cerveza debido a la actividad
microbiana de Saccharomyces cerevisaey Leuconostoc oenos (De Revel, Pripis-Nicolau, Barbe y
Bertrand, 2000).

Ademas de su elevada reactividad, los compuestos dicarbonilicos son importantes ya
que pueden afectar al impacto sensorial y poseer potenciales efectos microbioldgicos.
La presencia de glioxal puede dar lugar a detrimentos en el flavor del vino y la cerveza, al
reaccionar con aminocidos que posean azufre en su estructura y generando sustancias con
olores desagradables (Pripis-Nicolau, De Revel, Bertrand y Maujean, 2000). Por todas estas
razones, es importante conocery controlar la cantidad de glioxal presente en los alimentos.

Con vistas a obtener la maxima eficiencia de extraccién del glioxal de las muestras (vino y
cerveza, es decir, de base acuosa), en la presente investigacion se estudiaron diferentes
parametros que afectan a la DLLME, como el tipo y volumen de disolvente extractante
y dispersante, el pH de la extraccién, los tiempos de homogenizacién y centrifugacién y la
cantidad de agente derivatizante.

La seleccion de los disolventes adecuados es primordial en la eficiencia de la DLLME. En este
sentido, el disolvente extractante debe ser insoluble en agua, tener una alta afinidad por
los analitos, un buen comportamiento cromatografico y ser facilmente dispersado en la fase
acuosa. Normalmente se emplean para ello disolventes clorados (diclorometano, cloroformo
o tetracloruro de carbono), asi como otros disolventes, tipo isohexano o isobutanol.

Por otra parte, la principal caracteristica que debe poseer un buen dispersante es que sea
soluble tanto en fase acuosa como en el extractante. Los dispersantes mas empleados en
la bibliografia son metanol, acetona, dimetilformamida, acetonitrilo y algunos alcoholes de
cadena media (propanol o butanol).

Se realizd un exhaustivo estudio con todas las mezclas posibles de extractante-dispersante.
Se comprob6 que el extractante tenia que ser clorado para que se separasen las fases y que
los dispersantes que generaban mejores resultados eran los alcoholes de cadena de longitud
media. Asimismo, se realizaron pruebas para optimizar los volimenes necesarios. Finalmente,
se selecciond una mezcla de 750 pyL de 1-butanoly 150 pL de diclorometano, como disolventes
dispersante y extractante, respectivamente.

El pH de la disolucién es fundamental ya que el derivado debe estar en forma neutra para
que pueda ser extraido en la fase organica. Se llevé a cabo un estudio de la influencia del pH
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y se comprobd que la reaccién era altamente dependiente del mismo, siendo 11,6 el pH que
generaba una mayor extraccién del analito.

La influencia del tiempo de homogeneizacién también fue estudiada, seleccionandose 1
minuto como tiempo éptimo, ya que tiempos mayores no contribuian a una mayor extraccion.
De la misma forma, y teniendo en cuenta que las fases se separaban con bastante facilidad, la
centrifugacién se fijé en 5 minutos a 3000 rpm.

También se estudié la cantidad de agente derivatizante empleado, comparando los resultados
obtenidos al aumentar a3 cantidad del mismo, los cuales mostraron que la extraccion
aumentaba al aumentar la concentracién de 3,4-diaminopiridina hasta una relaciéon glioxal:
derivatizante de 1:12 (en unidades de mg/L).

En estas condiciones, la derivatizacion con el reactivo 3,4-diaminopiridina (cuya reactividad
ya se estudid en un trabajo previo -Rodriguez-Caceres, Palomino-Vasco, Mora-Diez y Acedo-
Valenzuela, 2015) y la extraccién del glioxal ocurren simultdneamente, disminuyendo asf
de forma drastica el tiempo de reaccidén con respecto a los métodos encontrados en la
bibliografia, en los que para la derivatizacién del glioxal se emplean largos tiempos (60 — 120
minutos) y altas temperaturas (60 - 90°C).

Esta reaccion simultdnea de derivatizacion y extraccion es especifica para glioxal y no se
produce con dicarbonilos de mayor tamafio. Esto se debe a que los aldehidos adicionan
nucledfilos con mayor facilidad que las cetonas, debido a las diferencias de reactividad
existentes en los diferentes estados de transicién, y que tienen que ver con una combinacién
de factores electrénicos y estéricos (Morrison y Boyd, 1992).

Este método se combind conunmétodo cromatografico condeteccion fluorescente, modificado
del anteriormente publicado para incluir un paso de limpieza de la columna (Rodriguez-Caceres,
Palomino-Vasco, Mora-Diez y Acedo-Valenzuela, 2015) para la determinacién de glioxal en
bebidas alcohdlicas. El tiempo total de tratamiento de la muestra es aproximadamente 20
minutos, y la sefial cromatogréfica correspondiente al glioxal aparece a 2,6 minutos.

Se llevd a cabo la validacion del método obteniéndose una buena linealidad (97,6%), asi como una
R? de 0,9906. La precisién (calculada como desviacién estandar relativa) fue evaluada tanto inter-
day (4,1%) como intra-day (4,5%), encontrdndose ambos valores acordes a la bibliografia para esta
técnica, y mejorando la precisién de algunos de los métodos descritos. Los limites de deteccidn
y cuantificacién por la IUPAC fueron también calculados: 1,5y 28,0 pg/L, respectivamente.

Finalmente, se estudié la estabilidad del derivado y se encontrd que éste era estable durante
tres horas a temperatura ambiente y sin estar protegido de la luz, lo cual posibilita el empleo
de un muestreador automatico en el equipo cromatografico.

El método ha sido aplicado a vinos y cervezas espafoles, encontrandose que el nivel de glioxal
oscila entre 4,3y 9,5 mg/L envino, y es de 6,5 mg/L en las muestras de cerveza analizadas.
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Estos resultados son acordes a la bibliografia, en la que se describen mayores concentraciones
deglioxalenvinoque en cerveza. Asimismo esimportante destacar que dichas concentraciones
son bajas y que no suponen riesgo alguno para la salud con un consumo responsable de estas
bebidas.
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