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DESCRIPCION

Procedimiento para la determinacion simultidnea de f6sforo orgénico e inorganico, dispositivo para su realizacién
y aplicaciones.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en sentido amplio, a un procedimiento para la deteccién de fésforo. Mds concre-
tamente, esta invencion se refiere a un nuevo procedimiento directo para la determinacion sencilla, rdpida y exacta de
inositol fosfatos, especialmente fitatos, en muestras médicas y agroalimentarias, basado en un sistema de anélisis en
flujo continuo con deteccion potenciométrica, que emplea un electrodo metalico de cobalto como detector de fitatos y
fosfatos, lo que permite evaluar simultdneamente el contenido de fésforo organico (P,,,) e inorgdnico (P;).

Antecedentes de la invencion

El fésforo, elemento vital e insustituible en los organismos vivos, estd ampliamente repartido y, normalmente,
en baja concentracién. Su deficiencia causa, en el caso de los vegetales, una reduccién dréstica del crecimiento y un
retraso considerable en el proceso de maduracién. Una reduccién de la fertilidad, raquitismo y malformacién de huesos
y dientes, son algunas de las consecuencias observadas en animales. Por lo tanto, es importante aportar las cantidades
necesarias de este elemento en los distintos ciclos bioldgicos.

El hexaquisfosfato de mioinositol (Ins Ps) (fésforo organico) es un éster fosfato de un alcohol ciclico derivado
de glucosa (I). Mejor conocido como 4cido fitico, se identificé por primera vez en 1855 y se caracteriza por incluir

12 protones reemplazables en su estructura. Por lo tanto, puede encontrarse en muchas formas diferentes que se
denominan fitatos.
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(D) Estructura del 4cido fitico o 1,2,3,4,5,6 hexakis (dihidrogenfosfato) mioinositol

Los fitatos constituyen el 85% del fésforo total presente en cereales y legumbres. Estos compuestos tienen una
influencia significativa sobre las propiedades funcionales y nutricionales del alimento y representan el almacenamiento
primario del f6sforo. Desempeiian un papel esencial en el proceso de germinacion al contribuir a la viabilidad y vigor
de las semillas (1-4).

Aungque el fitato representa la principal fuente de energia y fésforo, éste tiltimo no es asimilable por el estomago
de la mayoria de los animales. Por tanto, se afiade f6sforo inorgdnico, un mineral no renovable y caro, como suple-
mento en dietas para cerdos, aves de corral y peces para complementar sus requisitos nutricionales. Mientras tanto, el
fitato fosférico inutilizado, contenido en los excrementos animales, se esta convirtiendo en un contaminante ambiental
importante en zonas de ganaderfa intensiva. El excesivo contenido de f6sforo en el suelo lixivia a lagos y al mar, con-
duciendo a la eutrofizacién y estimulando el crecimiento de organismos acudticos capaces de producir neurotoxinas
perjudiciales para los seres humanos (5).

Sin embargo, la manipulacién de semillas y cosechas de grano para producir menores niveles de fitato podria tener
efectos inaceptables sobre la produccion agricola, y especialmente en zonas geograficas en las que los suelos tienen
una baja concentracién de fésforo y/o escasa riqueza de micronutrientes (3). Ademds, el fitato es conocido como
compuesto antinutriente debido a su capacidad quelante hacia varios cationes metélicos tales como Ca*", Fe*", Mg*",
Mn** y particularmente Zn**, modificando la biodisponibilidad nutricional de estos iones metdlicos dietéticos (2).

El fitato se utiliza también en otros dmbitos como, por ejemplo, el industrial y el médico. Asi, por ejemplo, se
ha empleado en sistemas anticorrosion (24), sustituyendo a la cianina o al fosfato amoénico. Debido a su mencionado
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poder quelante, también se ha utilizado en procesos de prevencion dental (26). Pero, cabe destacar el importantisimo
papel del fitato en la prevencion de cdlculos renales, ya que actiia como inhibidor en los procesos de calcificacion (11).

Se han descrito diferentes metodologias que detectan el contenido de fésforo inorganico en una muestra. A este
respecto, el documento de Xiao er al. (17) sugiere el empleo de la superficie oxidada de una matriz de cobalto como
sensor potenciométrico para la deteccion selectiva de iones fosfato. Asi, plantea un mecanismo selectivo basado en
interacciones receptor-sustrato (“Host-Guest”) para explicar el mecanismo de respuesta del electrodo.

Posteriormente, en el documento de Ravi K. Meruva et al. (18) se encontr6é que el potencial de dicho electrodo
dependia de pardmetros tales como el pH, fuerza fénica 6 tampones empleados.

Finalmente, el documento de Sten O. Engblom (27) emplea dicho electrodo para determinar el contenido de P; en
una muestra de suelo, observando una reduccién de la respuesta debido a los restos de substancias orgdnicas presentes
en la muestra.

Sin embargo, el andlisis de fésforo orgénico, y en especial de fitatos, podria considerarse en cierto modo una
tarea dificil debido a sus malas caracteristicas espectrales y a la falta de reactivos especificos. Para resolver este
problema, se han propuesto tanto procedimientos directos como indirectos basados en técnicas analiticas complejas.
Los cedimientos directos incluyen CE-MS (6), cromatografia liquida de alta resolucién (7, 8), espectroscopia de
infrarrojo medio (9), espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *'P (10) o espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP OES) (11).

El método de ICP-OES mide el f6sforo total de las muestras, es decir, mayoritariamente la suma entre los fosfatos
de inositol, esencialmente el fitato, y el fosforo inorgdnico. Asi, se crea, a partir de un estandar de fosforo y las
correspondientes diluciones, una recta de calibrado donde se interpolan las muestras a analizar. El contenido de fésforo
total se determina mediante un plasma con deteccion 6ptica.

Los procedimientos indirectos estdn basados principalmente en la hidrdlisis enzimatica de fitatos a mioinositol y
fosfato, con la posterior determinacioén de estos iones mediante cromatografia de gases (12) y espectrometria UV-
visible (13), respectivamente. En este ultimo, se realiza la lectura de f6sforo inorganico presente en una alicuota de
una muestra. Secuencialmente, se determina la concentracion del Pi presente en otra alicuota, que se ha hidrolizado
previamente a su paso por el reactor enzimatico. Mediante la diferencia de intensidades entre sefiales se determina
indirectamente la concentracién de fitato.

Sin embargo, siguen siendo necesarios procedimientos sencillos, fiables, de bajo coste y que consuman menos
tiempo para la determinacién rutinaria de fitato en un amplio intervalo de aplicaciones.

Los presentes inventores, han descubierto que el electrodo de cobalto, ademds de ser sensible y selectivo al f6sforo
inorgdnico, permite detectar, en condiciones especificas, especies de fésforo organico, especialmente fitatos.

A este respecto, y para ofrecer soluciones a los problemas planteados en el estado de la técnica, la presente inven-
ci6n proporciona un nuevo procedimiento directo para la determinacién sencilla, rdpida y exacta de fosfatos de inositol,
especialmente fitato, en muestras tanto clinicas como agroalimentarias. Fsta metodologia estd basada en un sistema
de andlisis en flujo continuo con deteccion potenciométrica que utiliza un electrodo de cobalto como sensor sensible
al fosfato y fitato, que permite evaluar el contenido nutricional de f6sforo, pudiendo determinar simultdneamente el
fosforo organico (Porg) y el inorganico (P1), en semillas y extractos acuosos de granos. Por otro lado, la deteccidon
exclusiva del fosforo orgdnico permite la deteccion de especies fosforiladas, lo que supone un avance significativo en
la monitorizacién médicoclinica.

La versatilidad del electrodo de cobalto permite el desarrollo de dispositivos mas econémicos que permiten llevar
a cabo una determinacién del fésforo mds rapida gracias a la deteccién simultdnea de los dos analitos.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1. Construccién de un electrodo metélico de cobalto con configuracion tubular.

Figura 2. Sistema de inyeccion en flujo con deteccién potenciométrica para la determinacion de fésforo organico.
T (tampoén); 1.1 (bucle de muestra para la determinacién de Porg); D (desecho); P (potencidmetro); R (registrador);
BP (bomba peristaltica); ET (toma de tierra); EC (electrodo de cobalto); Ref (electrodo de referencia).

Figura 3. Sistema de inyeccién en flujo con deteccién potenciométrica para la determinacion simultinea de f6sforo
orgdnico e inorganico. TA (hidrogenoftalato potasico); TB (Tris HCI); L1 (bucle de muestra para la determinacién de
Pi); 1.2 (bucle de muestra para la determinacion de Porg); D (desecho); P (potenciémetro); R (registrador); BP (bomba
peristéltica); ET (toma de tierra); EC (electrodo de cobalto); Ref (electrodo de referencia).

Figura 4. Optimizacién del sistema de inyeccion en flujo para la determinacién de P; (a) Influencia del volumen de
la muestra sobre la altura de pico e (b) influencia del caudal global sobre la altura de pico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299313 Al

Figura 5. Optimizacion del sistema de inyeccion en flujo para la determinacién de P,,,. Efecto del pH del tampén
sobre la altura de pico.

Figura 6. (a) Regresion lineal de P; obtenida mediante la correlacion de la altura de pico, AE, frente al log [H,PO™,]
y (b) diagrama obtenido con los patrones de 10 a 5000 ppm de H,PO,.

Figura 7. (a) Regresion lineal de Porg obtenida mediante la correlacion de la altura de pico, AE, frente al log [fitato]
y (b) diagrama obtenido con los patrones de 50 a 1000 ppm de fitato.

Objeto de la invencion

En primer lugar, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la determinacion directa de f6sforo orga-
nico en una muestra mediante deteccién potenciométrica utilizando como electrodo indicador un electrodo metélico
de cobalto.

Asimismo, otro objeto de la invencion se refiere al dispositivo para llevar a cabo dicho procedimiento.

Ademds, la presente invencidn tiene como objeto el uso de un electrodo metélico de cobalto para la determinacién
directa de fosforo organico segiin el mencionado procedimiento.

Otro objeto de la invencion se refiere a un método para evaluar fitatos en fluidos biolégicos a través de dicho
procedimiento.

Por otra parte, es también objeto de esta invencién proporcionar un procedimiento para la determinacién directa
y simultdnea de fésforo orgdnico e inorgdnico en una muestra mediante deteccién potenciométrica empleando dos
electrodos metdlicos de cobalto sensibles a fésforo orgdnico e inorganico respectivamente.

Otro objeto de la invencién se refiere a un dispositivo automatico para llevar a cabo este procedimiento.

Finalmente, es objeto de la presente invencién proporcionar un método de evaluacion nutricional del fésforo,
organico e inorgdnico, en muestras agroalimentarias basado en dicho procedimiento.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se basa en la versatilidad de la placa de cobalto metélico como detector de especies fos-
foriladas, lo que permite el desarrollo de un nuevo procedimiento para la determinacién directa de f6sforo orgénico,
entendiendo por fosforo organico tanto el fésforo constituyente de un compuesto orgénico como cualquier compuesto
organico de fésforo tal como el AMP, ADP, etc.

Asfi, uno de los aspectos principales de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la determinacién
directa de fésforo orgdnico en una muestra que comprende (i) extraer el fésforo contenido en la muestra; (i) mezclar
una alicuota del extracto obtenido en (i) con una solucién tampén, a un pH que varia entre 4 y 10; (iii) llevar a cabo
la deteccion del fosforo orgénico de la solucién obtenida y, finalmente, (iv) analizar los resultados obtenidos en (iii),
donde la deteccién del fésforo orgénico se lleva a cabo potenciométricamente utilizando como electrodo indicador un
electrodo metalico de cobalto.

El electrodo metalico de cobalto empleado puede presentar diferentes configuraciones, pero en una realizacion
preferida de la invencion, el electrodo es tubular.

En aquellos casos en los que el nivel de concentracién del fésforo orgdnico de la muestra es inferior a la concentra-
cién minima detectable por el electrodo de cobalto, se contempla la preconcentracidn del f6sforo orgédnico presente en
la muestra. Esta situacién se da basicamente en muestras procedentes de fluidos bioldgicos, como pueda ser la orina.

Asfi, opcionalmente, previamente a la etapa i) se lleva a cabo la preconcentracién del f6sforo orgdnico extraido
en 1). FEsta preconcentracion se realiza preferentemente mediante el uso de cartuchos de extraccién en fase solida de
intercambio ionico.

En realizaciones preferidas de la invencion, el fosforo organico detectado en iii) es un inositol fosfato, preferible-
mente un fitato.

La molécula de fitato consta de un nicleo de inositol que contiene seis grupos fosfato que presentan doce protones
capaces de ser liberados. Seis de estos protones tienen valores de pKa muy débiles (1,1 a 2,1) y estdn completamente
disociadas en solucion; dos protones muestran un valor de pKa relativamente dcido, con valores de pKa de 5,7 y 6,9;
en cambio, los otros cuatro son dificilmente disociables (7,6 a 12,0).

En realizaciones preferidas de la invencién, el tampén empleado en ii) es un compuesto que presenta pKas con
valores que varfan entre 4 y 10.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2299313 Al

Por otra parte, los autores de la presente invencién han observado que es posible llevar a cabo el procedimiento
para la determinacién del fésforo organico descrito a diferentes valores de pH. Sin embargo, la sefial 6ptima (mayor
valor de sensibilidad y mejor reproducibilidad) se obtiene a pH 8. A pH inferiores, la sensibilidad mostrada es menor,
mientras que a pH superiores no se observa una mejora sustancial de la misma, si en cambio una disminucién de
la reproducibilidad. Asi, dado que a pH 8 la relacién sensibilidad/reproducibilidad es 6ptima y que la influencia del
hidrogenofosfato es despreciable, en realizaciones preferidas de la invencién el pH final de la mezcla obtenida en la
etapa ii) se realiza a pH §.

Por otra parte, y dado el cardcter quelante de los fosfatos de inositol, es determinante el tampén empleado en este
procedimiento ya que la composicién quimica de los mismos afecta a la respuesta del electrodo.

Asf, en realizaciones preferidas de la invencion, el tampén empleado es un compuesto que incluye grupos amina,
pudiendo tratarse de una amina primaria, secundaria o terciaria, ya que la formacién del complejo fitato-amina reduce
la carga neta del fitato y aumenta la sensibilidad del electrodo.

Concretamente, en una realizacién particular de la invencién el tampén empleado es Tris-HCI con una concentra-
¢i6én que puede variar entre 1y 107> mol/l, preferiblemente 107> mol/l.

En una realizacion preferida de la invencioén, el andlisis (iv) de los resultados obtenidos por el electrodo se lleva a
cabo mediante un sistema de andlisis en flujo continuo con deteccion potencioméirica.

Otro aspecto de la invencion se refiere al dispositivo para llevar a cabo el procedimiento descrito.

En concreto, en una realizacion preferida de la invencion, el dispositivo se basa en un sistema de inyeccién en
flujo con deteccion potenciométrica (figura 2). Este sistema puede comprender una bomba peristaltica (BP) para la
propulsion (o aspiracién) de las soluciones de agua, tampén y muestra. Las dos primeras son impulsadas a través de
dos canales diferentes hasta un punto de confluencia donde ambos se unen produciéndose una mezcla homogénea de
las disoluciones que posteriormente son dirigidas por un canal tinico hacia el sistema de deteccidon. Antes del punto de
confluencia y en el canal de agua se insiere una valvula con un bucle de inyeccién (L.2) que permite insertar periédica-
mente voliimenes prefijados de muestra y dirigir ésta hacia el detector para determinar el fésforo organico. El sistema
de deteccidn consta de un potencidmetro (P); un electrodo basado en una placa metélica de cobalto (EC); un electrodo
de referencia (Ref) y un registrador (R). Opcionalmente, se puede acoplar una toma de tierra (ET) antes del detector
para minimizar la posible corriente no faradaica procedente del suministro eléctrico y los efectos estaticos generados
por la friccion entre los tubos de propulsidn y los trocoides de la bomba peristaltica. Este sistema permite, dependiendo
de las variables de trabajo, obtener intervalos y caracteristicas que se ajustan a las necesidades experimentales.

En realizaciones particulares de la invencion, el volumen de la alicuota de muestra empleada puede variar entre
10-12.000 ul y los caudales de las corrientes de agua y tamp6n bombeados pueden estar comprendidos entre 0,2-10
ml/min. De esta manera, el procedimiento descrito presenta una sensibilidad que puede variar entre 40-200 mV/década.
En estas condiciones, el intervalo de trabajo puede estar comprendido entre 0,01-10.000 mg/1 de fésforo organico.

Otro aspecto de la invencién se refiere al empleo del electrodo metélico de cobalto para la determinacién directa
de fosforo organico, especialmente de fitatos.

Dicho electrodo permite la deteccion de especies orgdnicas fosforiladas como el fitato, AMP, ATP, etc., en fluidos
biolégicos, por lo que otro aspecto de la invencién se refiere a un método de evaluacién de especies fosforiladas, en
fluidos biolégicos, principalmente orina, basado en el procedimiento descrito.

Otro aspecto principal de la invencién proporciona un procedimiento para la determinacién directa y simultdnea
de fosforo organico e inorgdnico en una muestra que comprende (a) la extraccion del {6sforo contenido en la muestra;
(b) la separacion del extracto obtenido en (a) en dos alicuotas; (c¢) la mezcla simultdnea e independiente de la primera
alicuota obtenida en (b) con una solucién tampén A, a un pH que varia entre 2 y 7, y de la segunda alicuota obtenida en
b) con una solucién tampdn B, a un pH que varia entre 5 y 10; (d) la deteccién simultdnea e independiente del fosforo
inorganico y orgdnico de la primera y segunda alicuota obtenidas en ¢) respectivamente y (e) el andlisis simultdneo
de los resultados obtenidos en la etapa d), donde la etapa d) se lleva a cabo potenciométricamente utilizando dos
electrodos metdlicos de cobalto, preferiblemente de configuracion tubular, sensibles a fosforo organico e inorganico
respectivamente.

Del mismo modo que en el procedimiento descrito para la deteccion exclusiva de fésforo organico, y en las condi-
ciones descritas, también se contempla la realizacion de una etapa de preconcentracion del fésforo extraido en a).

Algunos 4cidos débiles, el hidrogenoftalato y el agua caliente permiten una extraccion casi cuantitativa de fésforo
presente en las muestras agroalimentarias, por lo que en realizaciones preferidas de la invencién se emplearan dcidos
débiles, hidrogenoftalato y agua caliente en la etapa de extraccién (a).

En otra realizacién preferida de la invencién el fésforo organico detectado es un inositol fosfato, preferiblemente
un fitato.
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En realizaciones particulares de la invencion el tampdn A es hidrogenoftalato de potasio, y el tampén B es Tris-HCI,
y preferiblemente, la cantidad de tamp6n A y B empleada varia entre 1y 10~ mol/l, siendo preferibles concentraciones
de 107 mol/l.

En realizaciones preferidas de la invencion, el pH final de la mezcla obtenida en c) a partir del tampén A y la
primera alicuota es 4 y el pH final de la mezcla obtenida a partir del tampén B y la segunda alicuota es 8.

En una realizacién preferida de la invencion, el andlisis de los resultados obtenidos por los electrodos en el pro-
cedimiento para la deteccion simultdnea de fésforo orgdnico e inorgénico se lleva a cabo en un sistema de anélisis en
flujo continuo con deteccion potenciométrica.

Otro aspecto de la invencion, se refiere al dispositivo automatico para llevar a cabo el procedimiento para la
deteccién simultdnea de fésforo orgdnico e inorgénico.

Asf, en una realizacion particular de la invencion, el dispositivo estd basado en un sistema de andlisis por inyec-
cién en flujo con deteccién potenciométrica (figura 3). Este sistema comprende una bomba peristaltica (BP) para la
propulsion (o aspiracién) de las soluciones de agua, tampén A, tampén B y la solucién obtenida en a); una vélvula
con dos bucles de inyeccién (L1 y L2), para determinar el f6sforo inorgédnico, Pi y el fitato, Porg, respectivamente; un
potenciémetro (P); dos electrodos basados en una placa metélica de cobalto (EC); dos electrodos de referencia (Ref);
un registrador (R). El sistema asi disefiado, permite una determinacién del fésforo inorgdnico en el primer detector
y una deteccion de fosfatos de inositol en el segundo detector. Ambos detectores se basan en una placa metalica de
cobalto de gran pureza pero, como se ha definido previamente en el procedimiento, con distintos tampones, lo que
permite la determinacion simultdnea de estos dos analitos.

Para la determinacién potenciométrica se inyectan las muestras en dos canales paralelos a través de los que circula
agua y después cada uno de esos canales se mezcla a través de un punto de confluencia con su respectiva solucién
tampoén. Las soluciones resultantes, que generan la sefial de linea base en ausencia de muestra, se registran simulta-
neamente.

En realizaciones particulares de la invencién, el volumen de la primera y segunda alicuota puede variar entre 50-
70.000 y 10-12.000 pl respectivamente y el caudal de las corrientes de agua y tamp6én puede estar comprendido entre
0,2-10 ml/min. De esta manera, el procedimiento descrito presenta una sensibilidad que puede variar entre 20-80 y 40-
200 mV/década de concentracion respectivamente. En estas condiciones, el intervalo de trabajo para fésforo organico
e inorgdnico puede estar comprendido entre 0,01-10.000 mg/1.

Otro aspecto de la invencién es un método de evaluacién nutricional del f6sforo en muestras agroalimentarias. Asi,
por ejemplo, este procedimiento puede aplicarse para seguir el efecto de la fertilizacion con {6sforo inorgédnico sobre
el f6sforo nutricional de la cosecha de maiz.

Ademds, la deteccion exclusiva de fitato es importante ya que en las muestras agroalimentarias el fésforo organico
estd mayoritariamente en forma de fitato, por eso en una realizacién preferida de la invencion, se llevard a cabo la
evaluacion nutricional de fitatos en muestras agroalimentarias, seleccionadas entre semillas, granos, forraje de cria
animal, harinas de soja y maiz.

El ejemplo que sigue a continuacion ilustra la presente invencién, pero no debe ser considerado como limitacién
a los aspectos esenciales del objeto de la misma, tal como han sido expuestos en los apartados anteriores de esta
descripcion.

Ejemplo

Reactivos. Se emplearon reactivos de pureza analitica y agua Milli-Q (Millipore, Bedford, EE.UU.). Se prepa-
raron soluciones patrén de P; a partir de NaH,PO, y Na,HPO,. Se prepararon soluciones patrén de P, utilizando
la sal monocélcica del 4cido inositolhexafosférico, C4H c0,,PsCa (90% de pureza). Se prepararon soluciones patrén
tamponadas de P; en una solucién de hidrogenoftalato de potasio 1 x 107> mol-1™" a pH 4. Se obtuvieron solucio-
nes de Na,HPO, y 4cido fitico utilizando tampones Tris-HC1 1 x 1072 mol-1"!, HEPPS-KOH (4cido 4-(2-hidroxietil)
piperazin-1-propanosulfénico) y H;BO;-KCl a pH 8. Se ajustaron al valor de pH deseado mediante la adicién de so-
luciones concentradas de 4cido clorhidrico, hidréxido de potasio y cloruro de potasio. Todos los productos quimicos
se adquirieron en Sigma-Aldrich, Europa.

Construccion y acondicionamiento del electrodo de cobalto. Se llevé a cabo la construccién de un electrodo de
cobalto tubular utilizando una metodologia bien establecida (14, 15) y que se ilustra en la Figura 1. Asi, se construy6
un tubo cilindrico de metacrilato (§ mm de longitud y 5 mm de didmetro interno) de modo que se inserté perfectamente
un disco de cobalto metélico (99,99% de pureza) en la zona de apertura (Figura 1A). Después de esto, se introdujo un
conector en forma de lengiieta en el tubo (Figura 1B) y se uni6 al disco de cobalto con una resina de plata-epoxi para
garantizar la conexion eléctrica (Figura 1C). Después, se aislaron del medio externo ambas caras del electrodo con
una resina epoxi (Figura 1D), que se curé a 40°C durante 24 h. Finalmente, se perfor6 longitudinalmente el centro del
dispositivo con un taladro de 1 mm de didmetro (Figura 1E).
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Se acondicionaron los sensores en soluciones de fosfato antes del andlisis. Para la determinacién del P,,,, se acon-
dicioné el electrodo de cobalto en una solucién de 4cido fitico 1 x 107 mol1™* durante 24 h, mientras que para la
determinacién de P; se emple6 una solucién de NaH,PO, 1 x 107! mol-17!.

Instrumentacion del sistema de andlisis por inyeccion en flujo con deteccion potenciométrica (FIP). Se midi6 la
respuesta potenciométrica de los electrodos de cobalto (EC) en el sistema de andlisis de flujo descrito en la Figura
3. Este sistema comprende una bomba peristéltica (BP) (Ismatec, 78001-12, Suiza), un potenciémetro (P) (Mettler-
Toledo, 355 Ion Analyzer, Inglaterra), un registro potenciométrico (R) (Kipp & Zonen, modelo BD112, Holanda); un
electrodo de referencia (Ref) Ag/AgCl con doble conexién (Orion, 90-02-00, EE.UU.) y un tubo de acero conectado
a tierra (ET).

Pretratamiento de muestra y procedimientos experimentales. L.a metodologia de evaluacion del f6sforo implica
una preparacién previa de muestra seguida de un procedimiento de extraccién. Para la validacién del sistema FIA
propuesto, se utilizaron muestras de maiz (Zea mays., L), pienso de cria animal y harina de soja (Glycine max, L.).
En primer lugar, se utilizé un molino de corte (MR 340 Microtec, Brasil) equipado con un tamiz de malla 20 en el
fondo de la cdmara de corte para moler las muestras. Se secaron anteriormente a 60°C durante 48 h en una estufa
de ventilacién forzada. Para la etapa de extracciéon de muestra, se pesé una porcién de 1,0 g de cada muestra y se
transfirié a un recipiente de vidrio. Se afiadieron 25 ml de agua Milli-Q caliente (entre 40-90°C) a cada recipiente. Se
mezclaron las suspensiones resultantes en un vortex durante 30 minutos y se centrifugaron a 2.000 rpm durante 10
minutos. Después, se realiz6 la determinacién de fosforo.

Para la determinacién potenciométrica de P; se utilizé como solucién tampoén una solucién de hidrogenoftalato de
potasio 1 x 107 mol-1™* a pH 4, mientras que para la determinacién de P, el tampén elegido fue una solucién de
Tris-HC1 1 x 107> mol-I"! a pH 8. Para obtener las curvas de calibracién, se utilizé dihidrogenofosfato de sodio como
solucidén patrén de fosforo inorganico, y se empled 4cido fitico como patrén para describir el contenido de fésforo
orgénico. Se prepararon patrones de ambas soluciones desde 10 hasta 1.000 mg-" de P.

Para optimizar el sistema de inyeccion en flujo, se evaluaron las alturas de pico de dos soluciones patrén. Se
llevé a cabo un andlisis por triplicado utilizando soluciones a 50 y 500 mg-1"' respectivamente, correspondientes a la
concentracién de muestra menor y media del intervalo de trabajo lineal. El criterio de evaluacién para seleccionar las
condiciones experimentales se basé en la mejor relacion entre la mayor altura de pico con el mejor rendimiento de
muestra.

Con fines de comparacién, se han empleado dos metodologias. Por una parte se compard con un sistema de flu-
jo con deteccion espectrofotométrica (método estdndar que emplea el azul de molibdeno) basado en una hidrdlisis
enzimdtica. Para ello se hidrolizé el fitato mediante la enzima fitasa en un reactor enzimaético, y se determiné el P
resultante mediante espectrofotometria a 650 nm (13).

Por otra parte se compard con un sistema basado en espectrometria de emisién atdmica con deteccion Optica,
empleando un plasma acoplado inductivamente como fuente de ionizacién, ICP-OES (Inductively Coupled Plasma
Optical Emision Spectrometry). Para ello, se utilizé una solucién patrén de fésforo 1.500 mg-1™" analitico plasmatico
(Spex, CertiPrep, Metuchen, NJ) como solucién de referencia en la determinacién del f6sforo total mediante ICP OES.

Resultados

Determinacion de P;. Para establecer las variables quimicas e hidrodindmicas del sistema de flujo continuo y opti-
mizar la respuesta para determinar el f6sforo inorganico, se ensayaron algunos pardmetros tales como la composicidon
y el pH de la solucién utilizada como solucién tampdn, el caudal y el volumen de muestra. Segun los trabajos des-
critos anteriormente relacionados con la determinacién de fosfato utilizando un electrodo de cobalto en un sistema de
flujo (16-21), se establecié un tampdn de ftalato de potasio 107 mol/l ajustado a pH 4. Por tanto, la optimizacién del
sistema de flujo se enfoc6 en primer lugar en la evaluacion de la influencia del caudal y del volumen de muestra sobre
la respuesta del sistema. Todas las sefiales analiticas presentadas en este ejemplo son valores de potencial relativo
obtenidos a partir de la diferencia entre el potencial medido a la altura de pico madxima y el potencial de la sefial de
linea base.

Las Figuras 4a y 4b muestran respectivamente la influencia del volumen de muestra y del caudal sobre la altura
de pico. Asi, en a) se emplearon soluciones patrén de 50 y 500 mg/l, 1x10-2 mol/l de tampon ftalato de potasio a pH
4 y un caudal global de 2,1 ml/min; en b) se emplearon soluciones patrén a 50 y 500 mg/l, 1x10-2 mol/l de tampén
hidrogenoftalato de potasio a pH 4 y un volumen de muestra igual a 500 ul. Se eligié un volumen de muestra de
500 pl y un caudal global de 2,8 ml-min~! por ser los valores Gptimos como compromiso entre la altura de pico y el
rendimiento de muestra.

Para determinar los rasgos analiticos obtenidos en estas condiciones experimentales, se realizé una curva de cali-
bracién (figura 6). En a) se presenta la regresion lineal obtenida mediante distintos patrones de Pi (10. 50, 100, 500,
1000 y 5000 ppm) mostrandose una correlacion lineal adecuada entre AE frente al log [H,PO,] (a escala molar, M)
con una sensibilidad de 47 mV/década en un intervalo de trabajo de 10 a 1.000 mg-1"" de dihidrogenofosfato. Estos
parametros de calibracién estan en buena consonancia con los descritos en la bibliografia y, ademads, el intervalo lineal
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obtenido utilizando el sensor de cobalto cubre convenientemente los niveles de concentracién observados corriente-
mente de las muestras evaluadas.

Determinacion de P.,. Inicialmente, la respuesta potenciométrica ante el 4cido fitico se ensay6 en las mismas
condiciones que se establecieron para la determinacion del fésforo inorgdnico (tampoén hidrogenoftalato de potasio
a pH 4). En esas condiciones, la respuesta del electrodo no estaba afectada por la concentracién de 4cido fitico y,
por lo tanto, aseguraba un anélisis exacto del f6sforo inorgénico. Como resultado, pudimos concluir que, en estas
condiciones, el electrodo de cobalto no era capaz de detectar la especie de fitato (-6) que es predominante a este pH.
Se evalué después la respuesta del electrodo en la regién de pH entre los valores 7 y 9. Asi, la Figura 5 muestra
los resultados obtenidos utilizando una solucién tampén de Tris-HC1 1 x 107> mol-1™!, unas soluciones patrén a 50 y
500 mg/l1, 75 ul de muestra y un caudal global de 1,4 ml/min. Como puede observarse, la respuesta del electrodo de
cobalto aumenta continuamente después de la aparicion de la especie de fitato (-9) frente al pH. La sefial maxima se
obtuvo a pH 8, cuando esta especie es predominante. Un aumento adicional del valor de pH de la solucién no mostré
ninguna variacion de sefial, mientras que empeord la reproducibilidad. Este hecho se refiri6 a la posible modificacién
de la supetficie del electrodo de cobalto que puede ocurrir a mayores valores de pH (21, 22). Por lo tanto, se eligié
una solucién tampén a pH 8 para conseguir la mejor relacion entre la altura de pico y la precisién de la medida.
Adicionalmente, se evalud la influencia del anién monohidrogenofosfato sobre la respuesta del electrodo. Su respuesta
fue insignificante a este valor de pH.

Debido a la capacidad quelante del fitato, debe evaluarse también la influencia de la composicién quimica de la
solucién tampén sobre la respuesta del electrodo. Se ensayaron tres soluciones tampén de concentracién 1 x 1072
mol-1"! diferentes (Tris-HCI, HEPPS-KOH y H;BO;-KOH) a pH 8. Como se muestra en la Tabla 1, la sensibilidad
del electrodo, medida como la pendiente de la curva de calibracién, varfa dramaticamente segtin el tampén utilizado.
Estos resultados parecen estar relacionados con la carga neta eficaz de la especie de fitato, que estd modulada por su
interaccidn con las sustancias tampon. Segun los resultados descritos anteriormente (23), la mayor pendiente observada
utilizando la solucién tampén de Tris-HCI podia explicarse mediante la formacion de fuertes complejos fitato-amina
que reducen la carga neta del i6n fitato. Las soluciones tampén HEPPS-KOH y H;BO;-KCl, que no son capaces de
formar este tipo de complejos, proporcionan sensibilidades analiticas menores y un intervalo de trabajo estrecho. Sin
embargo, los iones fitato pueden formar también complejos con el i6n potasio (24), que estd presente a diferentes
niveles de concentracién en las tltimas soluciones tamp6n mencionadas. Este hecho puede explicar las diferencias
observadas entre ellas respecto a la sensibilidad del electrodo.

Después de esta etapa, se examin la influencia del volumen de muestra y del caudal en la respuesta del electrodo.
Utilizando los mismos criterios descritos anteriormente, se eligieron un volumen de muestra de 75 ul y un caudal
global de 1,4 ml-min™!. Para optimizar la respuesta del electrodo de cobalto a la concentracion de fitato, se realizé un
experimento de calibracion en las condiciones establecidas anteriormente (Figura 7). El electrodo muestra una sensi-
bilidad media de 127 mV/década. Segun la ley de Nernst, el fitato parece tener menos de la mitad de la carga eficaz,
debido probablemente a la interaccién mantenida con la solucién tampdén. Se obtuvo un intervalo de trabajo lineal de
10 mg-1"" a 1.000 mg-1™" de fitato en estas condiciones experimentales. Se consiguié una velocidad de muestreo global
de 25 muestras por hora, que inclufa andlisis de P; y P,.

Determinacion del fésforo en semillas y granos. Se aplicé el sistema de inyeccién en flujo desarrollado para la eva-
luacion de las propiedades nutricionales de semillas y granos (basdndose en el contenido de fésforo), que se utilizan
habitualmente en pienso animal. Se compararon los resultados obtenidos con los proporcionados mediante metodolo-
gias de comparacién (Tabla 2). No se observaron diferencias significativas entre ellas utilizando el ensayo de t apareada
a un nivel de confianza del 95% (Tabla 4).

La Tabla 3 demuestra también la aplicabilidad del sistema propuesto a otro tipo de muestras, como forraje de cria
animal, harinas de soja y maiz. Como puede observarse, el contenido de fitato encontrado en el primer tipo de muestras
estaba de acuerdo con el estudio bibliogréafico realizado (aproximadamente 80%), y estaba en buena consonancia
con los resultados proporcionados por ICP OES, no mostrando diferencias significativas mediante una prueba de t
apareada a un nivel de confianza del 95%. El sistema propuesto puede aplicarse también para seguir el efecto de la
fertilizacién con fésforo inorganico en la cosecha de maiz. Como puede observarse en las dos ultimas muestras, el
proceso de fertilizacién produce un aumento en la proporcién de f6sforo inorganico, que estd rapidamente disponible
para animales sin reducir el suministro de fitato del grano.
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TABLA 1

Optimizacion del sistema de inyeccion en flujo de fitato. Efecto de la composicion del tampon sobre las
caracteristicas analiticas del sistema FIA. Condiciones: pH 8,0, caudal global de 1,4 ml-min™"
y volumen de muestra de 75 ul

. ) " Intervalo de trabajo
Tampén Limite de deteccion* (mg-I™') ( |_1) Sensibilidad (mV~dec")
mg-
Tris-HCI 104(4)° 50-1.000 126,81(2,5)°
EPPS-KOH 2304(24) 250-1.000 101,1£(7,7)°
H3BO3-KClI 80+(9) 100-1.000 43,61(0,4)°

Limite de deteccion obtenido utilizando las recomendaciones de la IUPAC. ° y € errores obtenidos en
la regresién lineal con un nivel de confianza del 95% para ®punto de interseccién Y °Sa

TABLA 2

Determinacion del contenido de fésforo de diferentes muestras de pienso animal

Muestra P; (mg-") Porg (Mg-1") Protar
Espectro. Pot. Espectro. Pot. ICP OES

1 51+1 5612 258115 278120 321212

2 7042 79+4 402118 391123 47919

3 12543 13015 785+24 732429 877121

4 14814 14616 957128 930137 106125

5 16518 170410 964129 1001141 1154431

Errores obtenidos a partir de triplicados para cada muestra a un nivel de confianza del 95% para error de interpolacién

{Sx0)

TABLA 3

Evaluacion nutricional de muestras de grano y semilla utilizando el sistema de inyeccion en flujo propuesto

Muestra Porg P Pictal Pot. Piota ICP OES
Forraje animal 276119 784 354+23 361114

Harina de soja 471423 69+3 540425 551121

Maiz sin fertilizacion 166411 2511 191+14 20117

Maiz con fertilizacion 166+£10 5112 217£17 2217

Errores obtenidos a partir de triplicados para cada muestra a un nivel de confianza del 95% para error de interpolacion
(Sxo)
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TABLA 4

Comparacion entre las metodologias empleadas utilizando la prueba de t apareada a un nivel de confianza del 95%

Procedimiento estadistico Valores de nivel de confianza | Diferencias
del 95% significativas

Prueba de t apareada de la comparacién | r=0,9977

espectr.-pot. de P, (n= 5) Tea= [2,475], tay= 2,776 NO

Prueba de t apareada de la comparacién | r= 0,9938

espect.-pot. de Pyg (n=5) Tea= 0,421, tyay = 2,776 NO

Prueba de t apareada de la comparacion | r= 0,8885

ICP OES-pot. de Pyga (N=9) Tceal=[0,292], tiap= 2,306 NO
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la determinacién directa de fésforo orgénico en una muestra que comprende las siguientes
ctapas:

1) extraccion del fésforo contenido en la muestra;

1) mezcla de una alicuota del extracto procedente de 1) con una solucién tampdn, a un pH que varia entre 4 y
10;

iii) deteccion del fosforo orgdnico de la solucién obtenida en ii); y
iv) analisis de los resultados obtenidos en iii);

caracterizado porque la etapa iii) se lleva a cabo potenciométricamente utilizando como electrodo indicador un
electrodo metélico de cobalto.

2. Procedimiento segiin la reivindicacién 1 caracterizado porque el electrodo metalico de cobalto tiene configura-
cién tubular.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque previamente a la etapa ii) se lleva a cabo la
preconcentracion del fésforo organico extraido en 1).

4. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque el fésforo organico detectado en iii) es un inositol
fosfato.

5. Procedimiento segtin la reivindicacion 4 caracterizado porque el fésforo orgénico detectado en iii) es un fitato.

6. Procedimiento segtn la reivindicacién 5 caracterizado porque el tampén empleado en ii) es un compuesto que
presenta pKas con valores que varfan entre 4 y 10.

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 6 caracterizado porque el pH final de la mezcla obtenida en ii) es de 8.

8. Procedimiento segtin la reivindicacién 7 caracterizado porque el tampén empleado en ii) es un compuesto que
incluye grupos amina.

9. Procedimiento segtn la reivindicacién 8 caracterizado porque el tampén empleado en ii) es una amina primaria,
secundaria o terciaria.

10. Procedimiento segtin la reivindicacion 9 caracterizado porque el tampén empleado en ii) es Tris-HCL

11. Procedimiento segtn la reivindicacién 10 caracterizado porque la concentracion de tampén empleado varia
entre 1y 10~ mol/l.

12. Procedimiento segtn la reivindicacion 11 caracterizado porque la concentracién de tampén empleado es de
107* mol/l.

13. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado porque el analisis de la etapa
iv) se lleva a cabo mediante un sistema de andlisis en flujo continuo con deteccién potenciométrica.

14. Dispositivo automdtico para llevar a cabo el procedimiento de las reivindicaciones 1-13.

15. Uso de un electrodo de cobalto para la determinacion directa de fésforo organico seguin el procedimiento de
las reivindicaciones 1-13.

16. Método de evaluacién de especies organicas fosforiladas en fluidos biolégicos que comprende el procedimiento
de las reivindicaciones 1-13.

17. Método segtin la reivindicacién 16 caracterizado porque el fluido bioldgico es orina.

18. Procedimiento para la determinacién directa y simultdnea de fésforo organico e inorgdnico en una muestra que
comprende las siguientes etapas:

a) extraccién del fosforo contenido en la muestra;

b) separacion del extracto obtenido en a) en dos alicuotas;

12
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¢) mezcla simultdnea e independiente de la primera alicuota obtenida en b) con una solucién tampén A, a un
PH que varfa entre 2 y 7, y de la segunda alicuota obtenida en b) con una solucién tampén B, a un pH que
varia entre 5 y 10.

d) deteccién simultdnea e independiente del fésforo inorgénico y orgénico en la primera y segunda alicuota
obtenidas en c¢) respectivamente;

e) andlisis simultdneo de los resultados obtenidos en la etapa d);

caracterizado porque la etapa d) se lleva a cabo potenciométricamente utilizando dos electrodos metalicos de
cobalto sensibles a f6sforo orgdnico e inorgdnico respectivamente.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 18 caracterizado porque los electrodos metélicos de cobalto tienen
configuracion tubular.

20. Procedimiento segiin la reivindicacién 18 caracterizado porque previamente a la etapa b) se lleva a cabo la
preconcentracién del fésforo extraido en a).

21. Procedimiento segtn la reivindicacién 18 caracterizado porque la extraccion de la etapa a) se lleva a cabo con
acidos débiles, agua caliente e hidrogenoftlato.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 18 caracterizado porque el fésforo orgdnico detectado es un inositol
fosfato.

23. Procedimiento segtin la reivindicacion 22 caracterizado porque el fésforo orgénico detectado es un fitato.

24. Procedimiento segun la reivindicacién 23 caracterizado porque en la etapa c) el tampén A es hidrogenoftalato
de potasio y el tampén B es Tris-HCI.

25. Procedimiento segun la reivindicacién 24 caracterizado porque el pH final de la mezcla obtenida en ¢) a partir
de la primera alicuota con el tampdn A es 4 y el de la mezcla obtenida a partir de la segunda alicuota con el tampén B
es 8.

26. Procedimiento segtin la reivindicacion 25 caracterizado porque la concentracion de tampon A y B empleado
varfa entre 1y 10~ mol/L.

27. Procedimiento segtin la reivindicacién 26 caracterizado porque la concentracion de tampon A y B empleado
es de 107 mol/l.

28. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 18-27 caracterizado porque la etapa e) se lleva a cabo
mediante un sistema de andlisis en flujo continuo con deteccidn potenciométrica.

29. Dispositivo automdtico para llevar a cabo el procedimiento de las reivindicaciones 18-28.

30. Método de evaluacion nutricional del fésforo en muestras agroalimentarias que comprende el procedimiento
de las reivindicaciones 18-28.

31. Método segtin la reivindicacién 30 para la evaluacion nutricional de fitatos en muestras agroalimentarias.

32. Método segtin la reivindicacion 31 caracterizado porque las muestras son seleccionadas de entre semillas,
granos, forraje de cria animal, harinas de soja y maiz.
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