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INTRODUCCION

La tecnologia de electroforesis capilar (CE) ha estado
disponible comercialmente como tecnologia de separacion
durante mas de 20 afios. Los beneficios clave de esta
tecnologia incluyen su capacidad de proporcionar separaciones
cuantitativas de alta resolucion, para analitos cargados
utilizando una plataforma automatizada. Los ejemplos de areas
en las que se utiliza (CE) incluyen, Caracterizacion de pureza y
heterogeneidad bioterapéutica, analisis de glucano, control de
bioprocesos en los que se emplea el analisis de iones. Dado
que un principio fundamental para la separacion con CE es la
separacion altamente eficiente de analitos cargados o polares,
es posible expandirse facilmente a otras areas a las que
Beckman Coulter brinda soporte en servicio y aplicaciones.

La tecnologia CE puede ser empleada faciimente en areas

de la industria de alimentos y bebidas. Como un ejemplo

la produccion de vino puede ser monitoreada para sus
requerimientos de consistencia y seguridad. La produccion

de vino representa un importante negocio global, con ltalia,
Francia y Espafia a la cabeza en volumen de produccion1.

En Los Estados Unidos se estimé que el consumo de vino
generé mas de $ 32 mil millones en ingresos, lo que equivale
a aproximadamente 347 millones de cajas de vino en 20102.
Para proporcionar consistencia al producto, las pruebas de vino
se realizan por una variedad de razones, incluyendo control de

calidad, analisis de certificacion y denominacion, y adulteracion.

A medida que esta industria contindia experimentando un
crecimiento en los ingresos y la demanda, nuevos productores
de uva y productores de vino estan ingresando al mercado. En
algunos casos, los oportunistas amenazan la tergiversacion de
marca o incluso la adulteracion. Por todas estas razones, es
imprescindible proporcionar herramientas para pruebas de alta
calidad de productos vitivinicolas.

Gran parte del caracter de un vino se remonta a las variedades
especificas de la uva, su entorno geografico y en ultima
instancia a la elaboracién del vino. Entre las cualidades criticas
que caracterizan a los vinos se encuentran la presencia

y concentracion de numerosas entidades moleculares,
incluidos aniones, cationes, acidos organicos, glutation,

sulfitos, lisosomas | color, equilibrio y al sabor de un vino

y compuestos fendlicos, de los cuales todos pueden ser
analizados utilizando la tecnologia CE debido a su naturaleza
con carga o polar. Funcionalmente, los iones y los acidos
organicos proporcionan especificidad al color, el equilibrio

y al sabor de un vino y también pueden conferir estabilidad
microbioldgica y fisicoquimica3. El Glutation, un antioxidante,
se cree que proporciona estabilidad para el aroma de un vino
y los acidos fendlicos presentes en el vino son responsables
caracteristicas como el sabor, el color y la sensacién en la boca.
Los sulfitos, que pueden existir naturalmente y también pueden
complementarse ayudan a inhibir el crecimiento microbiano3.
Por lo tanto, un analisis cuantitativo y cualitativo, preciso de
estas moléculas es importante para una comprension integral
de como conservar la calidad y el caracter del vino.

En este trabajo, nos propusimos a demostrar la aplicacion
practica de la tecnologia de electroforesis capilar para el
analisis de iones en varias muestras comerciales de vino.

Nos centramos principalmente en la generacion de perfiles de
aniones, acidos organicos y cationes, para ilustrar la simplicidad
de la técnica, asi como su capacidad para realizar separaciones
de alta resolucion de forma rapida y reproducible.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Estandares

Se obtuvieron los siguientes estandares: acido glucénico de
grado reactivo como calcio-D-gluconato, acido I-lactico y acido
I-malico (Alfa Aesar); El acido citrico, el acido oxalico como
oxalato de sodio, el sulfato de sodio, el sulfito de sodio y el
acido tartarico fueron de grado reactivo (Fisher Scientific).
Otros acidos y aniones organicos utilizados como patrones
fueron componentes de los kits Beckman Coulter descritos a
continuacion.

Reactivos

Se us6 agua destilada y desionizada (DDI) donde fue
necesario. Las soluciones de enjuague grado reactivo, de
metanol, hidroxido de sodio 1 N y acido clorhidrico 0,1 N (VWR
Scientific, Bridgeport, NJ, EE. UU.).
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El kit de analisis de aniones (Parte No. A53537) y el Kit de
analisis de cationes (Parte No. A53540) (ambos de Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, EUA) se usaron para separaciones de
aniones y cationes.

Instrumentaciéon

Las separaciones se realizaron usando el sistema de analisis
farmacéutico PA 800 plus equipado con un detector UV
configurado para usar con un filtro de 230 nm para el kit de
analisis de aniones o un filtro de 200 nm para usar con el kit

de andlisis de cationes. La deteccion UV en el modo indirecto
en el cual los compuestos de interés causan un cambio en la
constante absorbancia UV presente de un compuesto agregado
al tampon.

El PA 800 plus se controlé utilizando el software 32 Karat v9.1.
Las temperaturas de almacenamiento capilar y de muestra se
ajustaron a 25°C y 10°C, respectivamente. La velocidad de
recopilacién de datos del detector se establecio en 4 Hz. El
filtro del detector se ajusté a normal y los puntos de ancho de
pico del filtro se ajustaron a 16-25. Estos ajustes se utilizaron
para todos los métodos descritos en este trabajo, incluidos el
equilibrio, la separacion y el apagado. Estas configuraciones se
describen en detalle en las Guias del usuario disponibles para
cada kit.

Capilar

Los capilares de silice fundida suministrados en los kits de
andlisis de aniones y analisis de cationes tenian 75 ymi.d., 375
pMm o.d y se recortaron para dar una longitud total de 60,2 cm y
una longitud efectiva de 50 cm. Para el analisis de aniones, los
capilares fusionados se recubren dinamicamente antes de cada
ejecucion, lo que da como resultado una superficie cargada
positivamente. Para el analisis de cationes, el procedimiento

de recubrimiento da como resultado una superficie negativa en
un procedimiento de recubrimiento doble. En ambos kits, las
superficies capilares se regeneran antes de cada ejecucion,

lo que da como resultado un flujo electroosmético constante y
tiempos de migracioén altamente precisos.

Antes del primer uso, los nuevos capilares se acondicionaron
enjuagando con la solucién acondicionadora-Na provista
durante 1 minuto. Espere 4 minutos antes de repetir este
enjuague durante 30 segundos. La solucion de enjuague se
aplico luego durante 1 minuto. Todos los enjuagues se realizan
con 20 psi. El acondicionamiento se repitio si los tiempos

de migracion y la forma del pico no estaban dentro de las
especificaciones descritas en el Manual del usuario para cada
kit.

Antes de la evaluacion del desempenfio del Sistema o analisis

de muestra, los capilares deben ser acondicionados. Se
deben realizar dos repeticiones del estandar de desempefo
para garantizar una buena reproducibilidad de los tiempos de
migracion y las areas corregidas a lo largo de la secuencia.

Métodos de Separacion

Los métodos de separacion de aniones y cationes, junto con
los métodos de apagado para ambos kits, se programaron y
aplicaron como se describe en los respectivos manuales del kit.

Almacenamiento del Capilar

Antes de retirar el capilar de separacién del instrumento para el
almacenamiento, enjuague el capilar con solucién de enjuague
durante 5 minutos a 20 psi. Guarde el capilar en su caja de
almacenamiento con los extremos del capilar sumergidos en la
solucion de enjuague en viales universales tapados. No permita
que los extremos se sequen, ya que el capilar puede obstruirse.
Almacene el capilar a 2-8°C y cambie la solucion de enjuague
semanalmente.

Preparacion de las Muestras

Se requiere una minima preparacion de la muestra para la
separacion CE y se puede hacer por simple dilucion del vino
a analizar. A menos que las particulas sean visibles, no es
necesario filtrar o centrifugar las muestras. Un buen punto de
partida es diluir el vino 1 en 25. Esto se puede hacer agregando
0.2 ml de vino a un volumétrico de 5 ml y llevarlo al volumen
con una diluciéon 1 a 1 con agua de la solucién de solucion
Acondicionador-Na para el andlisis de aniones. proporcionado
en el kit de analisis de aniones. Si la muestra esta demasiado
diluida o se requiere la deteccion y cuantificacion de
componentes menores, simplemente diluya la muestra 1 en
10 0 1 en 5. En los casos en que el volumen de la muestra es
limitado, existen opciones de micro-muestreo que requieren
menos de 100 microlitros de muestra diluida.

Técnica de Inyeccion

Las inyecciones hidrodinamicas (de presion) se utilizan en

los métodos descritos. La inyeccion electrocinética (voltaje)
puede usarse como una técnica de preconcentracion para
aumentar la carga y la resolucion de los analitos. La inyeccion
de voltaje también actua como un procedimiento de limpieza,
ya que inyecta solo analitos cargados de interés. La inyeccion
de voltaje también puede proporcionar un limite de deteccion
(LOD) hasta el nivel de partes por mil millones (ppb). Cuando
se usan estos métodos para la cuantificacién, es necesario el
uso de un estandar interno para compensar cualquier sesgo
resultante de la inyeccién de voltaje para los iones de diferentes
movilidades. En el kit de aniones, el octanato se utiliza como
estandar interno. Para el Kit de cationes, el litio actia como el
estandar interno.
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Capacidad de Desempeiio de muestra

Sin una mayor optimizacion de los métodos descritos en el
manual del usuario tanto para el kit de aniones como para el
de cationes, se pueden realizar ensayos de 130 aniones o 160
cationes en un periodo de 24 horas utilizando una bandeja de
96 posiciones de pocillos profundos. Si se utiliza la bandeja

de 48 posiciones, sera necesario reponer las muestras una
vez que se complete el primer conjunto de muestras. Puede
haber espacio adicional disponible en la bandeja del tampdn de
entrada desde el cual también se pueden inyectar muestras si
se desea (las muestras almacenadas en la bandeja del tampon
de entrada no se pueden controlar con la temperatura).

Nota: Las Guias del usuario mencionadas en esta
documentacion fueron escritas para el sistema de electroforesis
capilar P/ ACE MDQ. Para la aplicacion en el PA 800 plus,
seran necesarias modificaciones menores en la preparacion de
muestras

RESULTADOS Y DISCUSION

Nos propusimos analizar los vinos comerciales en busca

de diferencias en el contenido general de aniones, acidos
organicos y cationes. Se compraron varios vinos tintos y
blancos, se diluyeron y se separaron utilizando los protocolos
definidos en los kits de aniones y cationes Beckman Coulter.
Para establecer el rendimiento de la prueba de referencia para
el analisis de muestras de vino, se preparoé y se separaron los
estandares de rendimiento para identificar de manera confiable
cada uno de los iones y acidos organicos (Figura 1A, 1By

1C). Los estandares de aniones separados rutinariamente
resultaron en 0.2 % RSD para el tiempo de migracion y en

< 3.7% % RSD para el area corregida. La separacion de los
estandares de cationes resultd en < 0.06 % RSD para el tiempo
de migracion y en £2.9 % RSD para el area corregida.
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Figura 1A. Mezcla de prueba organica anionica. 20 ppm cada uno, azida 10 ppm
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Figura 1B. . Mezcla de prueba inorganica de aniones 20 ppm cada una, azida, fluoruro 10 ppm.
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Figura 1C. Mezcla de prueba de cationes 20 ppm para cada componente

Una dilucion simple y la separacion de un vino blanco (Chardonnay) usando la quimica del analisis de aniones resulté en un perfil de
alta resolucion donde pudimos identificar en menos de 8 minutos, 14 especies de iones organicos e inorganicos presentes en la mues-
tra (Figura 2).
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Figure 2: Anion profile of white wine — Chardonnay, Lindeman’s Bin 65, SE Australia 2011.

*Se realizé una separacion similar utilizando una muestra de vino tinto (Figura 3). La comparacion de las dos separaciones realizadas
indicé una diferencia importante en los vinos blancos y tintos evaluados como la concentracion del acido malico y acido succinico, el
primero mas abundante en el vino blanco y el segundo mas abundante en el vino tinto.

Figura 3: Perfil de aniones del vino tinto - Cabernet Sauvignon, Wyndham Bin 444, SE

Para demostrar la repetibilidad del ensayo, se realizaron multiples separaciones de aniones y se superpusieron mostrando una ex-
celente reproducibilidad tanto para el tiempo de migracién como para el area corregida (Figuras 4 y 5).
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Figura 4A: Repetibilidad de separacion para aniones y acidos organicos en vino tinto. Superposicion de 6 electroferogramas de
separacion de aniones de vino tinto.
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Figura 4B: Repetibilidad de separacion para acidos organicos en vino tinto. Los datos para las 6 separaciones de aniones de vino tinto

que se muestran en la Figura 4A.
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Figura 5A: Repetibilidad de separacion para acidos organicos en vino blanco. Superposicion 6 electroferogramas de la separacion de
aniones de vino blanco.
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Figura 5B: Repetibilidad de separacion del tiempo de migracion y area corregida para acidos organicos en vino blanco. Los datos para

las 6 separaciones de aniones de vino blanco que se muestran en la Figura 5A.

En este estudio, analizamos el contenido de cationes para estas mismas muestras comerciales de vino. No encontramos diferencias

significativas en las poblaciones de cationes entre las variedades rojas y blancas en estos experimentos (Figura 6A). También
logramos una muy buena repetibilidad del ensayo (Figura 6B y 6C).
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Figura 6A: Repetibilidad de separacion para cationes presentes en muestras de vino tinto y blanco. Superposicion de 6
electroferogramas de la separacion de cationes de vino tinto o 6 de vino blanco (NH4 no cuantificado).
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Figura 6C: Repetibilidad de separacion para cationes presentes en las muestras de vino blanco. Los datos para las 6 separaciones de

cationes de vino blanco que se muestran en la Figura 6A.

Ampliamos nuestro analisis para incluir una seleccién de vinos blancos y tintos comerciales de diferentes regiones del mundo para
determinar las diferencias entre cada tipo. Aunque hubo algunas diferencias cuantitativas, el contenido general de aniones y acidos
organicos fue similar entre los diversos vinos blancos y los tintos (Figura 7).
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Figura 7A: Perfiles de separacion de aniones y acidos organicos para tres vinos blancos. Las muestras de 3 vinos blancos
comerciales se diluyeron y se separaron usando el kit quimico de Aniones. Los vinos analizados fueron: California Chardonnay (2010),
South Australia Chardonnay (2010) y Southeast Australia Chardonnay (2011). La grafica inferior representa la separacién de la mezcla
de patrones prueba.. Leyenda: 1. Cloruro 2. Sulfato 3. Clorato 4. Oxalato 5. Formato 6. Tartrato 7. Malato 8. Sulfito 9. Citrato 10.
Succinato 11. Acetato 12. Lactato 13. Propionato 14. Butirato 15. Valerato 16. Gluconato 17. Estandar Interno de Octanoato.

Figura 7B: Perfiles de separacion de aniones y acidos organicos para cuatro vinos tintos. Las muestras de 4 vinos tintos se diluyeron
y se separaron usando el kit quimico de Aniones. Los vinos analizados fueron: Argentina Malbec (2009), California Merlot (2009),
California Zinfandel (2010) y Australia Cabernet Sauvignon (2009). La grafica inferior representa la separacion de la mezcla de
patrones prueba. Leyenda: 1. Cloruro 2. Sulfato 3. Clorato 4. Oxalato 5. Formato 6. Tartrato 7. Malato 8. Sulfito 9. Citrato 10. Succinato

11. Acetato 12. Lactato 13. Propionato 14. Butirato 15. Valerato 16. Gluconato 17. Estandar Interno de octanoato.
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RESUMEN Y CONCLUSION

La electroforesis capilar se usa ampliamente en muchas
industrias para ayudar a asegurar que los procesos de
produccién sean consistentes y que cumplan con las
consideraciones regulatorias apropiadamente. Como ejemplo,
la fabricacion de vino requiere procedimientos de control de
calidad para evaluar tanto la produccién como el producto
final. En ciertas regiones del mundo, existen regulaciones que
definen la acidez permitida en los vinos comerciales. Esta
acidez se puede probar en parte caracterizando la presencia
y la cantidad de analitos clave, incluidos los acidos tartarico,
malico, citrico, succinico, acético y lactico. Una de estas
pruebas analiticas relacionadas con el vino donde se puede
aplicar CE es en la caracterizacion de aniones, cationes y
acidos organicos comunmente presentes. El trabajo descrito
aqui ilustra la utilidad de la CE, especificamente el analisis
quimico de iones, en el andlisis de vinos comerciales. Como
proporciona un medio para lograr facilmente una separacion
de iones reproducible, rapida y de alta resolucion con una
preparacion minima de la muestra, la tecnologia CE ofrece
una estrategia automatizada para caracterizar mejor los iones
y acidos organicos en el vino con el potencial de separar
eficientemente otras moléculas cargadas o polares que pueden
también estar presente.
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