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RESUMEN

El desarrollo de procedimientos analiticos adecuados para la evaluacion de diferencias en
el crecimiento y metabolismo de las plantas, en donde las variables dependientes sean las
condiciones a las que pueden encontrarse sometidas, resultan en un reto importante para la
quimica analitica moderna. El criterio primordial en esta tarea es que el procedimiento asegure la
calidad de los resultados analiticos de acuerdo con las necesidades en términos de selectividad,
sensibilidad, precision y exactitud. Por otra parte, existe una clara tendencia hacia el uso de
procedimientos “faciles”, es decir con el protocolo no riguroso, de ser posible con el minimo
numero de operaciones, la aplicacion de etapas que permitan llevarse a cabo a escala micro, que
cumplan con los lemas de quimica verde y que por todas estas caracteristicas, pueden ser
utilizadas en el andlisis de largas series de muestras. La caracterizacion cualitativa y cuantitativa
de compuestos que se generan o los compuestos que se transforman debido a distintas situaciones
de estrés, ya sea bidtico o abidtico, es de vital importancia para entender los mecanismos
responsables de respuesta hacia estas condiciones de crecimiento poco favorables. En este
sentido, el proyecto de tesis ha sido centrado en del desarrollo de diversos procedimientos
analiticos para ofrecer apoyo a los laboratorios equipados con la instrumentacion simple y austera
y por otro lado, para incidir en el avance metodoldgico utilizando la tecnologia de punta a nivel
mundial. Entre las posibles aplicaciones, se pueden mencionar estudios de la contaminacion
ambiental, seguridad alimenticia, agricultura, desarrollo de plantas modificadas genéticamente,
entre otros.

El Capitulo I es la introduccién general, donde se explica el concepto de metabolismo
primario y secundario de las plantas, se presenta la descripcion del estrés en las mismas, sus
posibles causas y manifestaciones y, finalmente se describen de manera general los compuestos
sobre los cuales se trabajo en esta tesis. El objetivo general y los objetivos especificos se plantean
en el Capitulo II y en el Capitulo III se presenta brevemente la lista de equipos instrumentales,
reactivos, materiales de laboratorio, muestras y paquetes de software utilizados en el desarrollo
experimental. El Capitulo IV, donde se describen y discuten los resultados obtenidos, esta
dividido en cinco partes, cada una de ellas atiende uno de los objetivos particulares definidos en
el Capitulo II. De esta manera, en el Capitulo IV.1. se propone un método de separacion y

cuantificacion de un total de 29 compuestos fendlicos mediante GC-FID. Posteriormente en el



Capitulo IV.2. a partir de diferentes cultivos hidropdnicos correspondientes a diferentes
condiciones de exposicion a iones Cd(Il), Se(IV) y Cd(Il) + Se(IV) como agentes del estrés
abidtico. Se realizo la extraccion de compuestos fendlicos de la biomasa para su analisis por GC-
FID, se evalud el poder antioxidante del extracto utilizando el ensayo espectrofotométrico. Para
complementar el estudio, se seleccionaron 13 compuestos, mismos que fueron determinados en
los extractos por cromatografia de liquidos, se evalud la capacidad antioxidante individual de
cada uno de ellos y los resultados obtenidos fueron comparados estadisticamente con aquellos
obtenidos por el ensayo espectrofotométrico directamente en los extractos de la planta. Estos
datos permitieron formular una serie de conclusiones que contribuyen en el mejor entendimiento
de los efectos de cadmio y selenio asi como el proporcionar nuevas evidencias del efecto
protectivo del selenio en L. sativum. En el Capitulo IV.3. se describe el desarrollo de un nuevo
procedimiento de especiacion analitica de fosfito y fosfato en platas transgénicas, basado en el
acoplamiento de cromatografia de liquidos por intercambio anidnico con deteccion ICP-MS. La
adicion de acido nitrico a la fase movil fue propuesta para mejorar la formacion del i6n 6xido de
fosforo para su deteccion a m/z 47, asi evitando las interferencias poliatdmicas que se presentan
en m/z 31 y eliminando la introduccion de oxigeno para la deteccion de PO". El procedimiento de
limpieza de la muestra, separacion cromatografica y las condiciones de operacion fueron
seleccionadas experimentalmente, finalmente los pardmetros analiticos obtenidos para la
deteccion de los iones de oxido de fosforo (PO', m/z 47) se compararon contra los
correspondientes a fosforo elemental (P*, m/z 31). Los Capitulos IV.4. y IV.5. estan dedicados al
analisis de hormonas de plantas; en la primera seccion se desarrolla un procedimiento que
permite la cuantificacion de la fitohormona acido gibberélico en productos industriales mediante
espectrofotometria UV/Vis, para su uso en los laboratorios de control de calidad. La dificultad
particular fue que el acido gibberélico presenta baja absortividad en la region ultravioleta, no
presenta fluorescencia y no posee caracteristicas quimicas que permitan un ensayo especifico. En
esta situacion, se ha propuesto la conversion quimica del compuesto a una especie absorbente y,
ademas, el uso de estandar interno para controlar posibles errores aleatorios durante el manejo de
muestra. Asimismo, se ha explorado derivatizacion del analito formando especie volatil para su
determinacion por GC-FID. De manera complementaria, se utiliz6 cromatografia de liquidos en
fase inversa, como una técnica de referencia. La segunda seccion (Capitulo IV.5), se enfoca en el
analisis fitohormonas, especificamente del grupo de las auxinas, después de su acoplamiento con

derivados de borodipirrometenos (BODIPY), con la finalidad de formar especies fluorescentes



que permitan cuantificar estas auxinas que generalmente se encuentran a concentraciones muy
bajas en las plantas.

La finalizacion del proyecto permitié formular una serie de conclusiones que se presentan
en el capitulo V. El Capitulo VI y ultimo, corresponde a las referencias citadas en la tesis. En el
Anexo se presentan copias de los dos articulos publicados con base en los resultados de trabajo

de investigacion en revistas indexadas, incluidas en Thompson Reuter Journal Citation Reports.



CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL DEL PROYECTO



I.1. PLANTAS

Las plantas son seres vivos fotosintéticos, no poseen la capacidad locomotora para
trasladarse y su desarrollo se basa en la captacion de materia prima que se encuentre a su
alrededor como luz, didxido de carbono, agua y elementos minerales, con estos componentes es
capaz de convertir materiales sencillos en compuestos organicos complejos que apoyaran a la
adaptacion de su ambiente [1]. Durante su ciclo de vida, la planta crea una variedad de células,
tejidos y organos y de esta manera adquiere su forma, aumenta su masa y volumen [2]. Esto se
lleva a cabo mediante la maquinaria del metabolismo donde se pueden distinguir dos tipos de los
productos: (1) los metabolitos primarios que son compuestos comunes a todas las células y
necesarios para el funcionamiento del organismo (principalmente aminoacidos, nucleétidos,
azucares, lipidos) [3] y (2) los metabolitos secundarios que no parecen tener una funcion directa
en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis
de los metabolitos primarios. En plantas, los metabolitos secundarios estdn presentes en pequefias
cantidades, su distribucion entre tejidos no es uniforme y su variedad depende del tipo de planta.
El metabolismo secundario es importante en las propiedades sensoriales de la planta asi como en
su respuesta defensiva en condiciones de estrés [4]. La relacion entre el metabolismo primario y
secundario se presenta esquemadticamente en la Figura 1[5]. En cuanto a la clasificacion de los
productos secundarios, éstos se agrupan en cuatro clases: (1) terpenos los que incluyen hormonas,
pigmentos o aceites esenciales; (2) compuestos fenolicos entre los cuales se encuentran
cumarinas, flavonoides, ligninos y taninos; (3) glicosidos los que son saponinas, glicosidos

cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos y (4) alcaloides.

1.2. ESTRES EN PLANTAS

El estado de estrés se define como la reaccion del organismo a los factores externos que
amenazan su funcionamiento normal. En plantas, el estrés bidtico es provocado por seres vivos,
mientras que el estrés abidtico es producido por agentes tales como plaguicidas, metales pesados,
cambios en la salinidad, altas y bajas temperaturas, alta intensidad de luz o sequia. Las plantas

responden ante el estrés mediante diversos mecanismos de defensa y/o tolerancia.
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Figura 1 Esquema basico del metabolismo primario en relacién con el metabolismo secundario
de plantas [5].

El primer aspecto a considerar se relaciona con el acceso de xenobidticos, u organismos
patdgenos a las plantas. La defensa de las plantas contra la invasion por bacterias u hongos
patogenos depende de los mecanismos de colonizacion [6] y este tema no forma parte del
proyecto. En el caso de los metales pesados, la defensa de la planta puede llevarse a cabo en el
espacio exterior, mediante las asociaciones simbidticas con hongos microscopicos y bacterias,
ademas de los exudados de la pared y la membrana celular [7]. Los mecanismos propuestos para
la tolerancia hacia metales por parte de las micorrizas son similares a los empleados por las

plantas superiores, como la captacion por compuestos extracelulares, o la inmovilizacion dentro



de las vacuolas. Adicionalmente, se puede dar la sorcidon de los compuestos en la envoltura de las
hifas, cuya hidrofobia ayuda a reducir la movilidad de los metales [8, 9]. La presencia de rizo-
bacterias que juegan un papel importante en la captacion y reciclaje de nutrientes, mantenimiento
de las caracteristicas del suelo y control de plagas que atacan a la planta, puede disminuir o
aumentar la captacion de elementos toxicos [10]. La actividad metabolica de algunos micro-
organismos puede también afectar la especiacion actual del elemento en el suelo, cambiando su
potencial biodisponibilidad y toxicidad. Tal es el caso de la reduccion de Cr(VI) a Cr(IIl), un
ejemplo de ello es la bacteria Xanthomonas maltophyla que es capaz de llevar a cabo la reduccion
a Cr(IIl), en donde este ultimo es mucho menos biodisponible respecto a la forma hexavalente
[11]. En cuanto a los mecanismos que emplea la misma planta para evitar la captacion de metales
pesados, ya fue mencionado el papel de las paredes celulares, formadas en su mayoria por fibras
de celulosa y ligninos. Algunos autores reportaron la acumulacion de elementos metalicos toxicos
en esta parte de la planta mediante su asociacion con diferentes grupos funcionales y tipos de
compuestos (compuestos fendlicos, glicoproteinas, etc.) [12]. Por otra parte, las paredes celulares
en las raices permiten la exudacion de compuestos sintetizados por la planta tales como acidos
organicos, algunos aminoacidos y péptidos, capaces de acomplejar los iones metélicos al exterior
de la planta y asi regular su biodisponibilidad [13]. Otra barrera para las especies metalicas son
las membranas plasmaticas, las cuales pueden reducir la captaciébn o bien expulsar especies
metalicas de manera activa. Finalmente, dentro del protoplasto existe una gran variedad de
mecanismos posibles incluyendo la sintesis de acidos organicos, aminoacidos y péptidos, capaces
de acomplejar los iones metdlicos. Es importante que, una vez “neutralizadas”, las especies
metalicas pueden ser transportadas dentro de la vacuola, lo que permite aislarlas del resto de
organelos y de esta manera evitar sus efectos toxicos.

El segundo aspecto a considerar es la respuesta de la planta a los xenobidticos u
organismos patdogenos que lograron penetrar a su interior y no han sido neutralizados/eliminados
por los mecanismos que se acaban de mencionar. Al presentarse un factor de estrés, dentro de las
células vegetales se produce un aumento de las concentraciones de especies reactivas de oxigeno
y de nitrégeno (ROS y RNS, respectivamente) [14, 15]. Los organismos patégenos afectan la
actividad de las enzimas que producen ROS (NADPH oxidasa, diferentes tipos de peroxidadas,
etc.), lo que causa principalmente el incremento de las concentraciones de perdxido de hidrogeno
y superoxido. Por su parte, los factores abioticos afectan las funciones de respiracion (reacciones

de transferencia de un electron) y de fotosintesis, lo que también conduce al aumento de las ROS



[14]. Se conoce que las ROS formadas y, en particular el peroxido de hidrogeno, actian en las
rutas de transduccidn de senales, induciendo los mecanismos de resistencia y defensa génica en
plantas [16-18]. Entre los multiples efectos del peréxido de hidréogeno, hay que mencionar su
accion microbicida directamente en los sitios donde se presenta la invasion por el patdgeno. Por
otra parte, el H>O, es utilizado para fortalecer las paredes celulares, mediante la induccion de los
procesos de lignificacion, entrecruzamiento oxidativo de proteinas ricas en hidroxiprolina y de
otros polimeros presentes en esta parte de planta [19]. También se ha propuesto su papel
causativo en apoptosis como el mecanismo que impide la propagacion de la infeccion
(colonizacion por patdgeno). Finalmente, el peroxido de hidrogeno participa en la ruta de
sefializaciébn en respuesta a condiciones de estrés abidtico, lo que permite a la planta
acondicionarse a nuevas condiciones [16].

El aumento de las ROS provoca la oxidacion de lipidos [20]. Es relevante mencionar que
los cambios en las estructuras lipidicas de las membranas celulares pueden afectar (estimular o, al
contrario bloquear) los canales idnicos y el transporte de moléculas. En particular, se ha
reportado que el incremento de la insaturacion de los acidos grasos en las membranas se relaciona
con la tolerancia de las plantas a los metales pesados [21, 22]. Por otra parte, la oxidacion de los
acidos grasos inicia la formacion de oxilipinas, un grupo de compuestos derivados de los lipidos
que estan involucrados en los procesos de sefialamiento celular en respuesta al estrés [23].

Otro tipo de efectos relacionados con el aumento de las ROS en condiciones de estrés, es
la activacion de los sistemas anti-oxidantes, incluyendo las rutas enzimaticas y no-enzimaticas
[24, 25]. En este contexto, hay que mencionar la sintesis de compuestos fenolicos de la ruta de
fenilpropanoides (compuestos derivados del é4cido trams-cinamico, el cual se forma de L-
fenilalanina mediante accion de enzimas de tipo liasa) y flavonoides [26]. Los compuestos
comunmente determinados en las condiciones de estrés han sido: acido cinamico, acido salicilico,
acido jasmonico, acido cumarico, acido 2,3-dihidroxibenzoico, acido 2,5- dihidroxibenzdico,
vainilina, acido fertlico, entre otros [15, 20, 22, 27-31]. Parece interesante que, ambos tipos de
estrés aparentemente inducen la sintesis y acumulacion de los mismos metabolitos secundarios
[23].

Finalmente, los factores abioticos, sus especies presentes dentro de las células vegetales,
las ROS, los productos de peroxidacion lipidica y los metabolitos secundarios inducidos en las
condiciones del estrés han sido implicados, como factores epigénéticos en la regulacion de

expresion de genes [22, 32].



Uno de los intereses actuales es conocer al detalle los mecanismos de respuesta de plantas
bajo condiciones de estrés, con el fin de aportar y generar conocimientos que puedan impactar en
la produccion de lineas mejoradas para ser utilizadas tanto en fito-remediacion como en

produccion agricola.

I.3. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos son constituyentes importantes de las plantas ya que son
necesarios para sintesis de lignina y pigmentos, proveen integridad estructural andamios de
soporte para las plantas [33, 34]. En plantas superiores, estos compuestos son considerados
metabolitos secundarios que, junto a otros, estan implicados en el sistema defensivo de la planta,
mediante su participacion en la sefalizacion en la defensa de plantas contra el estrés de tipo
bidtico o abiotico [35, 36]. Ademas, las estructuras fenolicas en las paredes celulares actian
como barrera fisica que les infiere la proteccion contra la incursion de patogenos [37-39].

La importancia de los compuestos fendlicos radica en que son antioxidantes promotores
de salud, antimicrobianos y antitumorales, estas son algunas de las propiedades de los
compuestos fendlicos presentes en plantas comestibles que promueven su valor nutricional [40,
41], pero ademas, estas propiedades le proporcionan un valor agregado ya que estos compuestos
pueden ser aplicados en distintas areas como la agricultura, farmacéutica, nutracéutica,
cosmética, entre otras [42-44]. Ha sido reportado que bajo condiciones de estrés hay un
incremento en la produccion de estos compuestos y que un manejo apropiado de las condiciones
de exposicion pueden estimular el metabolismo de los compuestos fendlicos [45, 46].

Por otro lado, el impacto que sufre la planta por la exposicion a metales pesados tales
como Cd, Cu, Ni, Zn sobre el perfil de compuestos fendlicos es relacionado con la capacidad
antioxidante y ha sido ampliamente estudiado [47-50]. La respuesta de la planta varia
dependiendo de la clase de elemento al que se estd exponiendo [48, 51-53] asi como también
varia la tendencia a ser potencializado en la presencia de mezclas de metales pesados [54, 55]. La
regulacion del metabolismo de compuestos fenolicos ha sido ampliamente estudiada, donde los
resultados obtenidos de estas investigaciones indican que la generacion de las ROS causada por
la presencia de metales pesados afecta la ruta de lignificacion en los diferentes niveles [56-58].

Es por ello que resulta de interés el poder obtener informacion en términos de
acumulacion y perfil de compuestos fendlicos en respuesta a diferentes tipos de estrés impuestos

sobre las plantas. De tal manera que primeramente se trabajé en el desarrollo de una metodologia
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de cromatografia de gases con deteccién por ionizacion en flama que permitiese el andlisis de
compuestos fenolicos en plantas, en particular para aquellas crecidas bajo diferentes condiciones
de estrés ya sea bidtico o abidtico, con la finalidad de demostrar que es posible observar
diferencias respecto a condiciones ausentes de estrés; en la segunda seccion de este trabajo se
enfoco a la aplicacion de esta metodologia durante la exposicion de Lepidium sativum a iones
cadmio y selenio, con la finalidad de demostrar la utilidad del método y presentar evidencias del

efecto de estos elementos sobre los compuestos fenolicos.

1.4. FOSFORO

El fosforo es un nutriente primario en plantas, imprescindible para funciones como
fotosintesis, respiracion, construccion de membrana, entre otros. Este elemento constituye entre
0.1 y 0.5% de biomasa y es absorbido por la planta principalmente como iones ortofosfato
monobdsico o dibasico (P(V)). Debido a que el fosforo en suelos se encuentra en forma de
ortofosfatos poco solubles o como constituyente de diversas moléculas orgéanicas, su
biodisponibilidad es baja y las plantas requieren de suplementacion mediante uso de fertilizantes
con base en ortofosfato [59]. Esta estrategia resulta en la creciente contaminacion
medioambiental y eutrofizacion de ecosistemas, sobre todo acuaticos. Por otro lado, el fosforo en
forma de fosfitos (P(III)) presenta mayor solubilidad y biodisponibilidad respecto P(V), pero no
puede ser utilizado por plantas para satisfacer sus necesidades, ya que éstas no pueden llevar a
cabo la oxidacion de P(III) a P(V).

Los fertilizantes basados en fosfato han sido utilizados desde hace mucho tiempo en la
agricultura a pesar de que estos productos presentan muchos inconvenientes. En particular, el
fosfato tiende a formar compuestos insolubles en el suelo y es facilmente convertido a distintas
formas organicas por microorganismos, por lo cual sélo una pequena parte del fésforo contenido
en los fertilizantes puede ser captado y usado de manera efectiva por las plantas. El empleo
excesivo de P(V) seriamente contribuye al proceso de eutrofizacion y resulta en el agotamiento
de la roca fosforica que resulta ser un recurso no renovable [60]. Otra forma de fosforo en las
aplicaciones agricolas es el P(III), cominmente utilizado como fungicida y algunas veces
considerado como bio-estimulador o fuente alternativa de fosforo para el crecimiento de las

plantas [61, 62]. Teniendo mejor movilidad el P(III) y una captacioén similar comparando con el
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P(V), es posible aplicar una menor cantidad de fertilizante; sin embargo, para el fosfito se han
reportado efectos adversos sobre las mismas [63].

Es por ello que, se estan llevando a cabo estudios enfocados en el desarrollo de plantas
transgénicas capaces de captar y asimilar el fosforo a partir de la metabolizacion del P(III) [64];
esta estrategia representa importante ventaja en comparacion con feritilizacion con P(V), ya que
permite disminuir la cantidad del fosforo vertido al medio ambiente [65]. Para demostrar la
capacidad de las plantas modificadas genéticamente en la oxidacion de P(III) a P(V), es necesario
contar con datos cuantitativos de estas dos formas de fosforo en los tejidos bioldgicos de dichas
plantas, lo que representa un reto debido a la compleja matriz quimica de las muestras; estos
datos ademds son necesarios para tener un control y asi afinar el desarrollo de estas nuevas
plantas. Es importante remarcar que hasta este punto la mayoria de los estudios relacionados al
estudio de la relacion entre P(IIT) y P(V) en cultivos fue evaluando tinicamente el fosforo total, y
el andlisis de especiacion en plantas de estos dos oxianiones de fosforo raramente se ha llevado
acabo [62, 66-70].

Por lo que en esta seccion se desarrollé un procedimiento novedoso para el andlisis de
estos oxianiones de fosforo. El reto era lograr un procedimiento que fuese sencillo en la
extraccion de estos compuestos, posteriormente en el ajuste de las condiciones de separacion
cromatografica, asi como el establecimiento de los mejores pardmetros en el ICP-MS que
permitiesen una buena deteccion de estas especies de fosforo, y finalmente su aplicacion en

plantas transgénicas capaces de metabolizar P(III).

L.5. FITOHORMONAS

Las plantas cuentan con una amplia gama de mecanismos de defensa contra el estrés
medioambiental; uno de los elementos de este sistema complejo es mediante la induccion de las
moléculas sefializadoras tales como los 4cidos jasmonico o abscisico [71]. De manera general,
estos compuestos se denominan fitohormonas, debido a su funciéon de mensajeros quimicos en
regulacion de diferentes tipos de procesos vitales en plantas. Los reguladores del crecimiento
vegetal o fitohormonas, son compuestos organicos de bajo peso molecular que actian a muy
bajas concentraciones en sitios distantes de donde son producidos, intervienen en muchos
procesos fisiologicos como el desarrollo de tejidos, crecimiento del tallo y la caida de hojas,

entre otros. Estos reguladores estan directamente involucrados en procesos metabdlicos o en el
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desarrollo, tal es el caso de la produccion de amilasa y la induccion de la floracion entre otros, al
actuar modifican dichos procesos, donde sus efectos varian segin su interacciéon con otros
reguladores de crecimiento vegetal, de esta forma regulan o influyen en un rango de procesos
celulares y fisiologicos entre los que se cuentan la division celular, diferenciacion celular,
desarrollo de frutos, tropismos, dormancia de semillas, germinaciéon de semillas, senescencia,
abscision de las hojas, entre otros. Las fitohormonas son usadas ampliamente como productos
comerciales en la agricultura, horticultura y biotecnologia para modificar y/o controlar el
desarrollo asi como el crecimiento de las plantas.

Existen siete clases de reguladores de crecimiento vegetal entre los cuales se encuentran
auxinas, gibberelinas, citocininas, brasinosteroides, acido abscisico, estrigolactonas, etileno y
acido jasmonico (Figura 2), las cuales participan en la regulacion del crecimiento y desarrollo de
las plantas. La actividad de estos reguladores sigue una dinamica de regulacion intrinseca y un
movimiento dentro de la planta, establecido en base a estudios clésicos desde el sitio de
produccion y transporte de cada regulador; algunos de estos reguladores son adquiridos del
suelo afectando el desarrollo de la planta. Dentro de los reguladores que promueven una
respuesta fisiologica, existen cuatro grupos principales de compuestos que ocurren en forma
natural, cada uno de los cuales exhibe propiedades de regulacion del crecimiento en plantas. Se
incluyen auxinas, gibberelinas, citoquininas y etileno, mientras que entre los que inhiben el
crecimiento o lo retardan se encuentran el acido abscisico, entre sus funciones principales de
algunas de estas hormonas son:

«Acido Abscisico. Propicia la caida de las hojas, detiene el crecimiento del tallo e inhibe
la germinacion de la semilla.

Citocininas. Incrementa el ritmo de crecimiento celular y transforma unas células
vegetales en otras.

*Auxinas: Son fitohormonas que regulan el crecimiento de las plantas y ademas
participan como mediadores para la adaptacion ambiental [72]. Como respuesta defensiva, las
auxinas son capaces de modificar la arquitectura de las raices, para soportar los efectos debidos a
estrés bidtico o abidtico [73, 74]. Estas fitohormonas han sido ampliamente estudiadas
principalmente por su participacion en el desarrollo y crecimiento de las plantas; entre sus
funciones se encuentra el control de ciertas partes del ciclo celular como el alargamiento celular,
embriogénesis y forma de la estructura de los tejidos [75]. En cuanto a su estructura quimica,

todas son acidos, contienen grupos fenol o indol siendo las principales auxinas el acido
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indolacético y sus derivados y derivados de naftaleno. La determinacion de estas fitohormonas es
un reto debido a sus bajas concentraciones en plantas y la matriz de muestra quimicamente
compleja.

*Gibberelinas. Pueden actuar como reguladores enddgenos del crecimiento controlando
diversos procesos del desarrollo de las plantas como la germinacidn, la elongacion del tallo, la
expansion de las hojas, el desarrollo de los tricomas y la induccion del desarrollo de flores y
frutos [76]. En la naturaleza dichos reguladores de crecimiento vegetal no sélo son producidos
por las plantas, sino también otros organismos, presentes en el suelo, los cuales son capaces de
sintetizar estos metabolitos y que estdn en contacto constante con las raices de las plantas, lo que
genera un mejor desarrollo de éstas y asi una relacion entre la planta y el microorganismo. Estos
microorganismos, ya sean hongos o bacterias, son conocidos como promotores de crecimiento
vegetal y no sélo son capaces de sintetizar reguladores de crecimiento vegetal, sino que también
ayudan a las plantas en otros procesos, evidenciando su produccién por medio de bioensayos, por
su especificad y precision [77-82].

El apartado de la tesis dedicado al analisis de fitohormonas se divide en dos secciones; la
primer a de ellas se enfoca en la mejora de una metodologia para el analisis de 4cido gibberélico
en productos agroquimicos, mediante la adicion de un estdndar interno y la aplicacion de
derivadas en los espectros de UV-Vis, en donde los resultados obtenidos fueron comparados con
técnicas cromatograficas. La segunda seccion se basa en la evaluacion del empleo de tres
derivados de borondipirrometenos como marcadores fluorescentes de auxinas, teniendo como
finalidad proponer un nuevo esquema adecuado para cuantificar ultratrazas de fitohotmonas, en

niveles tipicamente existentes en plantas.
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CAPITULO II: OBJETIVOS
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I1.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es avanzar en el conocimiento sobre la respuesta de
las plantas al estrés bidtico y abidtico mediante el desarrollo y aplicacion de nuevos
procedimientos analiticos que permitan caracterizar cualitativa- y cuantitativamente los
compuestos tales como diferentes formas de agentes quimicos que provocan estrés abiotico,
productos de actividad metabodlica de patégenos y los metabolitos secundarios sintetizados por

organismos vegetales en respuesta al estrés.

I1.1.1. Objetivos especificos

e Desarrollar un nuevo procedimiento analitico que permita determinar 29 compuestos
fendlicos potencialmente presentes en plantas mediante cromatografia de gases con
deteccion por ionizacidon en flama, teniendo como criterio un corto tiempo de analisis y
buena sensibilidad.

e Avanzar en el conocimiento sobre la respuesta de la planta Lepidium sativum al estrés
abidtico impuesto por la presencia de cadmio (como CdCl,) o selenio (como Na,SeOs) en
la solucién de nutrientes y sobre el posible efecto protectivo del selenio contra Ila
fitotoxicidad de cadmio, mediante el analisis de compuestos fendlicos en los extractos de
la planta, evaluacion de su capacidad antioxidante y empleo de herramientas de andlisis
multivariante.

e Desarrollar un nuevo procedimiento de especiacion analitica de iones fosfito y ortofosfato
basado en la separacion por cromatografia de liquidos y deteccion especifica de fosforo
por ICP-MS para su aplicacion en el andlisis de plantas.

e Desarrollar un nuevo procedimiento espectrofotométrico con el uso de estandar interno,
para la determinacion de acido giberélico en productos agroquimicos y también demostrar
su confiabilidad mediante la comparacion de los resultados con los obtenidos por
cromatografia de liquidos y de gases.

e Aplicar el marcaje de auxinas con derivados de BODIPY para su analisis por

cromatografia de liquidos con deteccion fluorimétrica.
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CAPITULO III: PARTE EXPERIMENTAL
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II1.1. EQUIPO DE LABORATORIO

II1.1.1. Instrumentacion analitica

Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) modelo 7500ce
de Agilent Technologies, con celda de colisiones/reacciones tipo octopolo.

o Para el analisis de especiacion de fosrofo se utilizo la columna cromatografica fue
Hamilton PRP-X100 (250 x 4.6 mm 5 um). Para la deteccion de fosforo, la
columna estuvo conectada en linea al ICP-MS por un capilar de Teflon(0.3 mm
d.i.) y de longitud de10 cm.

Cromatografo de gases modelo Clarus 500 de Perkin Elmer equipado con detector de
ionizacion en flama y la columna cromatografica fue ZB-5 de 30m, 0.25mm de diametro
interno, 0.25um de grosor de pelicula, Phenomenex®

Cromatografo de liquidos de alta resoluciéon modelo 1200 de Agilent Technologies
equipado con automuestreados con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos y
detector fluorimétrico.

o La columna cromatografica para la determinacion de compuestos fenolicos y acido
giberélico fue Luna C18 de 250 mm, 4.6 mm de didmetro interno, 5 um de tamano
de particula Phenomenex®.

o La columna cromatografica para la determinacion de auxinas con derivados de
BODIPYs fue Gemini C-18 de 150mm, 3mm de didmetro interno, 5 um de
tamaifo de particula Phenomenex®.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion modelo 1050 de Hewlett Packard con
detector espectrofotométrico de arreglo de diodos.

Espectrofotometro UV/Vis modelo Spectronic 3000 Milton Roy con detector de arreglo
de diodos.

I11.1.2. Equipos utilizados en procesamiento de muestra y/o preparacion de reactivos

Purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO PS.

Potenciometro Corning (313 pH/temperatura)

Liofilizador modelo 10-269 de Labconco y frasco Fast-Freeze 600 ml Labconco
Polythron con rotor de acero

Centrifuga
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e Speed Vac Vacufuge plus, Eppendorf

¢ Bloque de calentamiento Multi-Block, Barnstead/Labline

II1.2. REACTIVOS Y ESTANDARES.

I11.2.1. Reactivos y estandares para la determinacion de compuestos fendlicos y

capacidad antioxidante

e Todos los estandares de compuestos fendlicos fueron de Sigma-Aldrich: acido benzoico,
4-hidroxibenzaldehido, resorcinol, acido salicilico, vainilina, acido cindmico, acido 3-
hidroxibenzoico, 4-hirdroxibenzoico, siringaldehido, 4cido 3,4-dimetoxibenzoico, acido
2,3-di-hidroxibenzoico, acido 3-(4-hidroxifenil) propidnico, &cido vanilico, acido
homovanilico, acido 2,5-di-hidroxibenzoico, acido trans-2-hidroxicinamico, acido
protocatecuico, acido shikimico, 4cido 3,4-di-hidroxifenilacético, 4cido homogentisico,
acido trans-3-hidroxicinamico, acido quinico, acido siringico, acido p-coumarico, acido
galico, acido ferulico, acido caféico, acido sinapico, acido clorogénico y acido o- anisico.

e Acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) también de Sigma.

e N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con trimetilclorosilano (BSTFA-TMCS) de

Supelco.

I11.2.2. Reactivos y estandares para la especiacion de fosfito y fosfato

e Metanol grado HPLC (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA).

e FEl fosfato dibasico de sodio [P(V)], fosfito de sodio [P(III)], ftalato de hidrogeno y
potasio, acido nitrico, EDTA, tubos de 3mL Supelclean LC-18 SPE de Supelco y filtros
IC Acrodisc de 0.2um fueron obtenios de Sigma (St. Louis, MO, USA).

I11.2.3. Reactivos y estandares para la determinacion de acido gibberélico

e Acido giberélico, BSTFA-TMCS, fosfato de amonio dibasico, hidroxido de amonio, 3-
nitrofenol, 4-nitrofenol, Azul nilo, Mordiente azul I, Vede brillante, Rojo Congo y Azul
de metileno, reactivos Sigma®.

e Acido clorhidrico 12N, acetato de etilo, cloroformo, diclorometano, metil etil cetona y
metil isobutil cetona, Karal® grado A.C.S.
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Acido fosforico 85%, Piridina >99.8% (GC) de Fluka®

I11.2.4. Reactivos y estindares para la determinacion de auxinas con BODIPY's

8-(o-hidroximetil fenil) BODIPY, 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetil fenil)
BODIPY y 8-(2-hidroxi etoxi) BODIPY, sintetizados y proporcionados por el laboratorio
del Dr. Eduardo Pefia Cabrera.

Acidos indolacético, indolbutirico y naftalenacético, Sigma®.

Acido acético, trietilamina, diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) de Sigma-Aldrich®.

Acetonitrilo, metanol, diclorometano HPLC, J.T. Baker®.

I11.3. SOFTWARE

GRAMS/AI® version 8.0 de Thermo Electron Corporation®.
Microsoft® Office Excel 2007®.

Agilent Chemstation: LC and CE systems software.

Thermo Scientific Grams Spectroscopy software version 7.1
Statistica (StatSoft Inc. Tulsa OK)

Unscrambler 7.5 (Camo, Norway).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES
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IV.1. DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO DE DETERMINACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS EN PLANTAS MEDIANTE
CROMATOGRAFIiA DE GASES CON DETECCION POR IONIZACION
EN FLAMA.

IV.1.1. Introduccion

Los compuestos fenolicos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, donde se
presentan en forma libre, o unidos como ésteres o glicosidos, siendo estos ultimos componentes
de las paredes celulares. Para la determinacion de estos compuestos se requiere su liberacion de
las uniones; es por ello que el procedimiento se lleva a cabo en las siguientes etapas: (1)
extraccion/fraccionamiento; (2) hidrolisis; (3) separacion cromatografica con diferentes tipos de
deteccion. Con el fin de extraer los compuestos fenolicos de muestras bioldgicas se han reportado
diferentes procedimientos, basados en el uso de extractantes acuosos y de solventes organicos
tales como metanol, etanol, acetona, acetato de etilo entre otros. Se han explorado las posibles
ventajas de la extraccion asistida mediante la aplicacion de ultrasonido, energia de microondas, o
el uso de fluidos supercriticos. Por otro lado, para liberar los compuestos unidos es indispensable
realizar una hidrolisis por lo que se menciona en la literatura el uso de soluciones a base de acido
clorhidrico o de hidroxido de sodio para realizar esta tarea [83, 84].

Después de la etapa de tratamiento de la muestra, la separacion y cuantificacion de los
compuestos fendlicos puede llevarse a cabo mediante diferentes tipos de cromatografia de
liquidos con deteccion espectrofotométrica, espectrofluorimétrica, electroquimica o por
espectrometria de masas; se ha reportado también las aplicaciones de cromatografia de gases
acoplada a detectores de ionizacion en flama o espectrometria de masas [42, 85, 86]. De manera
general, las metodologias que se acaban de mencionar han sido desarrolladas para responder una
pregunta concreta de relevancia bioldgica y por lo tanto incluyen solamente algunos compuestos
de interés; es por ello que en general se han reportado los procedimientos para el andlisis de cinco
a diez compuestos, mientras que pocos trabajos han sido enfocados a mayor niimero de
compuestos, hasta 22. En la Tabla 1 se presentan algunos ejemplos de estudios reportados en la

literatura.
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Tabla 1 Algunos ejemplos de metodologias analiticas empleadas para el analisis de compuestos

fenolicos en material de plantas.

Planta Técnica analitica No. de compuestos | Referencia
Hippophaé rhamnoides HPLC-DAD 9 [87]
Arachis hypogaea L. HPLC-DAD 5 [30]
Populus tremula Microscopia confocal | Compuestos fluoresc. [88]
Mentha spicata GC-MS 6 [89]
Citrus unshiu Marc HPLC-DAD 7 [84]
Garcinia mangostana L. GC-MS 8 [90]

En este trabajo se propone un método de separacion y cuantificacion de un total de 29
compuestos fenodlicos mediante cromatografia de gases con detector de ionizacion en flama,
buscando el tiempo mas corto posible de separacion y buena sensibilidad. Asimismo, el enfoque
ha sido en el desarrollo de procedimientos versatiles de extraccion y de hidrélisis. El desarrollo
de procedimientos de estas caracteristicas permitird su aplicacion en el andlisis de cualquier
material biologico, cubriendo la mayoria de compuestos fendlicos de interés actual, esto de
acuerdo a lo reportado en la literatura. En la Figura 3 se presentan de manera esquematica las

estructuras de compuestos elegidos.

Estructura base R, R; R4 Rs Nombre
H H H H Ac. benzoico
OH H H H Ac. salicilico
O OH H OH H H Ac 3-hidroxibenzoico
H H OH H Ac. 4-hidroxibenzoico
H R, H OCH; OCH; H Ac. 3,4-dimetoxibenzoico
H OH OH H Ac. protocatecuico
Rg Rs OH OH H H Ac 2,3-dihidroxibenzoico
R, OH H H OH Ac. 2,5-dihidroxibenzoico
H OCH; OH H Ac. vanilico
H OCH; OH OCH; Ac. siringico
H OH OH OH Ac.gilico
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Estructura base R, R; R4 Rs Nombre

O OH H H H H Ac. cindmico
H H OH H Ac. p-coumarico
= H OCH; OH H Ac. feralico
H R, H OCH; OH OCH; Ac.sinapico
OH OH H H Ac. trans 2-hidroxicinamico

OH H H Ac. trans 3-hidroxicinamico
OH OH H Ac. cafeico

Estructura base R, R; R4 R; Nombre
H H OH H 4-hidroxibenzaldehido

O H OCH; OH H Vainilina
H R, H OCH; OH OCH; Siringaldehido
Rs Rs

R4

Estructura base R, R; R4 Rs Nombre
OH H H OH Ac. homogentisico
H OH OH H Ac. 3,4-dihidroxifenilacetico
H OCH; OH OH Ac. homovanilico

&
Cple o

H
HO O ©
HO
Ac. clorogénico Ac. 3-(4-hidroxifenil)propionico
O+ _OH OH OH
0] OH f

OH

HO OH HO OH

OH OH
Ac. shikimico Ac. quinico Resorcinol

Figura 3 Presentacion esquematica de las formulas de compuestos fendlicos considerados en este
trabajo.
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IV.1.2. Objetivo

Desarrollar un nuevo procedimiento analitico que permita determinar 29 compuestos
fenolicos presentes en plantas mediante cromatografia de gases con deteccion por ionizacion en

flama, teniendo como criterio un corto tiempo de analisis y buena sensibilidad.

IV.1.3. Parte experimental

Se prepard una mezcla de estandares de compuestos fendlicos a una de concentracion 200
mg L' la cual fue disuelta en piridina. Con el fin de convertir los compuestos fendlicos en las
especies volatiles, se llevo a cabo la derivatizacion con la mezcla de BSTFA-TMCS [91]. Las
condiciones de la reaccion de derivatizacion fueron adaptadas de la bibliografia; en concreto se
tomaron 200 pL de la solucion de estandares, se agregaron 200 pL de la mezcla comercial

BSTFA + TMCS y la reaccion se llevo a cabo a 70 °C, durante 15 min [91].

Se analizaron muestras de plantas provenientes de otros estudios realizados en nuestro
laboratorio. En concreto, como ejemplo de la planta expuesta a estrés abidtico se utilizaron dos
muestras de Lepidium sativum sembradas en hidroponia en la solucion nutriente Hoagland, sin
agregar ion cadmio (planta control) y en presencia de 0.5 mg L™ de Cd(II) [92]. Por otro lado, se
llevd a cabo el analisis de extractos de dos variedades de la planta de jitomate: susceptible al
hongo patogeno Fusarium oxysporum 'y la variedad Yaki resistente al hongo. Para ambas
variedades se analizaron plantas control e infectadas con el hongo [93]. En cada uno de los casos,
se llevo a cabo el fraccionamiento de los compuestos fenolicos partiendo de tejidos de plantas
liofilizados y utilizando el procedimiento descrito anteriormente [93]. En breve, a partir del
extracto metandlico se obtuvieron los compuestos libres, quedandose en el residuo so6lido los
compuestos asociados a la pared celular. Los compuestos enlazados en forma de glicosidos
fueron liberados mediante una hidrélisis acida (HCI 4M, 80°C, 1h), mientras que los fendlicos

esterificados fueron hidrolizados con hidroxido de sodio (NaOH 4M, 96°C, 1h).
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IV.1.4. Resultados y discusion

Esta parte de trabajo inici6 con el estudio de las condiciones de separacion cromatografica
de los compuestos derivatizados. Para ello, se realizaron una serie de experimentos, utilizando la
mezcla de estandares derivatizados (incluyendo el acido o-anisico como estandar interno). En
estos experimentos se examinaron diferentes flujos del gas acarreador, temperatura de inyector y
detector, programa de temperatura en la columna y las condiciones de inyeccion, teniendo como
objetivo lograr la resolucion de todos compuestos en un tiempo relativamente corto. Con base en
los resultados obtenidos se establecieron las condiciones para el trabajo futuro, mismas que se
presentan en la Tabla 2.

En la Figura 4 se presenta el cromatograma de una mezcla de estandares en concentracion
200 mg L™ de cada uno de los compuestos, registrado utilizando las condiciones seleccionadas.
Como se puede observar, la separacion hasta linea base de todos los compuestos se obtuvo en un
tiempo de 30 min.

Se procedid con el proceso de calibracion, registrando los cromatogramas en el rango de
concentraciones 0 — 200 mg L™ (IS 150 mg L™). Los pardmetros analiticos evaluados se
presentan en la Tabla 3 mostrando valores de coeficientes de regresion lineal de 0.9972 — 0.9999,
los respectivos valores de limites de deteccion 1 — 6 mg L™ y de limites de cuantificacion de 3 —
21 mg L.

Tabla 2 Las condiciones instrumentales seleccionadas para el andlisis de los compuestos
fenolicos por GC-FID.

ZB-5, 30 m, didmetro interno 0.25 mm, grosor de pelicula 0.25 um,

Columna Phenomenex
- —

Gas acarreador Hidrogeno Flujo 0.8 mL min
Inyeccion Split 1:10 Volumen 1 uL
Temperatura del inyector 240 °C

°C/min Temperatura, °C Permanencia, min

- 100 1
Programa de temperatura 20 130 15
del horno

5 180 0

20 340 10

Temperatura del detector | 360 °C

Gases del detector H, 45 mL min™'; aire 450 mL min™
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Figura 4 Cromatograma de la mezcla de estandares de los compuesos fenolicos derivatizados
con BSTFA-TMCS (200 mg L™ cada uno). Ac. benzoico (1), 4-hidroxibenzaldehido (2),
resorcinol (3), &c. salicilico (4), vainilina (5), ac. cinamico (6), ac. 3-hidroxibenzoico (7), &c. 4-
hidroxibenzoico (8), siringaldehido (9), ac. 3,4-dimetoxibenzoico (10), ac. 2,3-dihidroxibenzoico
(11), ac. 3-(4-hidroxifenil) propionico (12), ac. vanilico (13), ac. homovanilico (14), ac. 2,5-
dihidroxibenzoico (15), ac. trans-2-hidroxicinamico (16), 4c. protocatecuico (17), ac. shikimico
(18), ac. 3,4-dihidroxifenilacético (19), ac. homogentisico (20), ac. trans 3-hidroxicinamico (21),
ac. quinico (22), ac. siringico (23), ac. p-coumarico (24), ac. galico (25), ac. ferulico (26), ac.
cafeico (27), ac. sindpico (28), ac. clorogénico (29), y ac. o-anisico (IS).

Cabe mencionar que, los resultados obtenidos en este trabajo presentan un avance
respecto a los reportados anteriormente [94, 95]. Asi, Minuti et al.[94] utilizaron la separacion
por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas, obteniéndose la
separacion de 22 compuestos en un tiempo mayor de 40 min. Por su parte, Yhung et al. [95]
presentaron la separacion de 12 compuestos con tiempo de su separacion también mayor de 40
min. En ambos trabajos sin embargo, los valores de limites de deteccion y cuantificacion fueron
mejores a los obtenidos en el presente trabajo, esto fue debido al uso de un detector masico.

Con el fin de demostrar que el procedimiento desarrollado podria ser 1til en la evaluacion
de posibles diferencias entre perfiles de compuestos fenolicos en plantas expuestas a estrés
respecto plantas control, se llevd a cabo el andlisis de dos tipos de plantas. En esta parte inicial
del trabajo se utilizo6 el protocolo de fraccionamiento reportado en la bibliografia [93], en donde

fue posible encontrar compuestos de tipo acido como salicilico, cinamico, 3-hidroxibenzoico,
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3.,4-dimetoxibenzoico, 3-(4-hidroxifenil) propidnico, vanilico, trans 2-hidroxicindmico, trans 3-
hidroxicindmico, homovanilico, homogentisico, p-coumarico, géalico y ferulico, se encontraron
otros compuestos que no son de tipo acido como la vainilina y el siringaldehido. En la Figura 5 se
presentan los resultados de la cuantificacion de algunos acidos (benzoico, 4-hidroxibenzoico,
vanillico, p-coumarico, homogentisico, ferulico y cafeico) que presentaron cambios en ambas
fracciones de los extractos de L. sativum expuesto a Cd(Il) y en planta control. En esta Figura se
observa una clara tendencia hacia disminucion de los niveles de fendlicos solubles en planta
expuesta respecto planta control. Por su parte, los niveles de compuestos fenolicos en la fraccion
insoluble tienden a aumentar en la planta expuesta, sugiriendo que la presencia de Cd(II) podria
activar la defensa de planta en términos de la sintesis de ligninos para fortalecimiento de la
barrera fisica contra el acceso del ion estresor.

Los resultados obtenidos en el analisis de compuestos fenolicos en la planta de jitomate se
presentan en la Figura 6. En este caso, también se pueden observar diferencias entre los niveles
de concentracién de compuestos fenolicos en las dos diferentes fracciones extraidas de la planta,
entre variedades Monika (susceptible al hongo) y Yaki (resistente) y también entre las plantas

expuestas al estrés bidtico (infectadas con hongo) respecto a las plantas control.
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Tabla 3 Parametros analiticos evaluados en el proceso de calibracion para cada uno de los

compuestos fenolicos.

# | Compuesto Tt = DE Funcion calibracion | R? LD LC

1 | Ac. benzoico 3.60+0.06 A=0.731C + 0.026 0.9995 |2.22 | 14.81
2 | 4-hidroxibenzaldehido 5.25+0.04 A=0.985C +0.092 0.9972 | 6.42 |42.81
3 | Resorcinol 5.39+0.03 A=1.661C +0.017 0.9992 |2.81 |18.74
4 | Ac. salicilico 7.61+0.03 A=1.227C + 0.005 0.9996 |2.06 |13.74
5 | Vainilina 8.00+0.03 A=0.909C - 0.066 0.9984 |4.29 |28.61
6 | Ac. cinamico 8.13+0.06 A=1.248C - 0.050 0.9991 |3.02 |20.14
7 | Ac. 3-hidroxibenzoico 8.60+0.03 A=1.415C - 0.007 0.9999 |0.94 |6.28
8 | Ac. 4-hidroxibenzoico 9.76+0.03 A=1.546C + 0.001 0.9998 | 1.40 |9.36
9 | Siringaldehido 11.21+0.04 | A=0.834C - 0.027 0.9993 |2.61 |17.43
10 | Ac. 3,4-dimetoxibenzoico 11.46+0.07 | A=1.123C - 0.056 0.9992 |2.73 | 18.22
11 | Ac. 2,3-dihidroxibenzoico 12.154£0.02 | A=1.668C + 0.019 0.9996 | 1.83 | 12.22
12 | Ac. 3-(4-hidroxifenil) 12.36+0.03 | A=1.459C - 0.008 0.9997 | 1.63 | 10.89

propiénico
13 | Ac. vanilico 12.60+0.02 | A=1.328C +0.011 0.9996 |2.04 |13.60
14 | Ac. homovanilico 12.66+0.03 | A=1.301C + 0.003 0.9995 |2.24 |14.92
15 | Ac. 2,5-dihidroxibenzoico 12.84+0.02 | A=1.673C + 0.025 0.9994 |2.38 | 15.84
16 | Ac. trans-2-hidroxicindmico | 13.29+0.03 | A=1.800C - 0.002 0.9997 |1.67 |11.10
17 | Ac. protocatecuico 13.72+40.02 | A=1.505C +0.038 0.9993 |2.83 | 18.89
18 | Ac. shikimico 13.76+0.03 | A=1.764C + 0.034 0.9994 242 |16.14
19 | Ac. 3,4- 13.86+£0.03 | A=1.666C + 0.023 0.9995 |2.19 | 14.61
dihidroxifenilacético

20 | Ac. homogentisico 14.01+0.03 | A=1.603C +0.022 0.9996 |2.02 |13.47
21 | Ac. trans-3-hidroxicindmico | 14.41+0.04 | A=1.615C - 0.003 0.9996 |2.02 |13.50
22 | Ac. quinico 14.69+0.03 | A=1.857C + 0.041 0.9993 |2.61 |17.37
23 | Ac. siringico 14.86+0.03 | A=1.106C + 0.016 0.9993 |2.61 |17.39
24 | Ac. p-coumarico 15.24+0.03 | A=1.568C - 0.004 0.9994 |2.34 | 15.61
25 | Ac. gélico 15.60+0.02 | A=1.420C + 0.031 0.9992 |2.75 | 18.32
26 | Ac. fertlico 16.54+0.04 | A=1.002C - 0.022 0.9994 | 249 |16.58
27 | Ac. cafeico 16.87+0.03 | A=1.406C + 0.009 0.9995 |2.30 | 15.32
28 | Ac. sinapico 17.48+0.03 | A=1.373C +0.012 0.9993 |2.55 |16.98
29 | Ac. clorogénico 21.11+0.02 | A=1.820C - 0.010 0.9992 223 |14.90

# - naimero de compuesto de acuerdo al orden de elucion; T, — tiempo de retencidon con respectivo valor de DE
evaluado con base en cinco inyecciones no-sucesivas, min; funciéon de calibracion: A — relaciéon entre areas de los
picos del analito e IS, ¢ — concentracion del compuesto en la solucion inyectada, mg L™'; LD — limite de deteccion con
base en S/R=3, mg L' (solucién introducida en la columna); LC — limite de cuantificacion en material de planta, mg g
' (muestra liofilizada).
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Figura 5 Niveles de concentracion de algunos acidos fendlicos, encontrados en extractos de
Lepidium sativum: (a) fraccion de compuestos solubles y (b) fraccion de compuestos insolubles
(negro — planta control; blanco — planta expuesta a Cd(II); valores de concentracion de acidos en
mg/100g del material liofilizado de planta).

De manera similar como en L. sativum, los resultados obtenidos parecen indicar que el

mantenimiento de la integridad de la pared celular es un mecanismo defensivo contra el acceso

del agente patogénico a la planta, de acuerdo con lo reportado anteriormente [96, 97]. Cabe

mencionar que, en el caso de las plantas de jitomate, los resultados obtenidos utilizando el

procedimiento GC-FID propuesto en este trabajo confirmaron los anteriores arrojados por

cromatografia de liquidos sin derivatizaciéon pre-columna [93]. De manera general, estos

experimentos preliminares que se acaban de describir mostraron la capacidad del procedimiento

GC-FID para cuantificar y detectar diferencias entre contenidos de los compuestos fenolicos en

extractos de plantas que crecieron en diferentes condiciones, de acuerdo con el objetivo

propuesto.
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Figura 6 Niveles de concentracion de algunos acidos fenolicos, encontrados en extractos de dos
variedades de la planta de jitomate (Monika y Yaki): (a) fraccion de compuestos solubles y (b)

fraccion de compuestos insolubles (Monika control., Monika infectadaD, Yaki control[l] y
Yaki infectada.).

IV.1.5. Conclusiones

En esta parte del trabajo se ha puesto a punto un procedimiento de determinacion de hasta
29 compuestos fendlicos, mediante su derivatizacion pre-columna con BSTFA-TMCS vy el
analisis por GC-FID. Las principales ventajas del procedimiento son: (1) resolucion
cromatografica practicamente de todos compuestos fendlicos de interés comun en el analisis de
plantas, en un corto tiempo de 30 min y (2) limites de cuantificacion de 6 a 42 mg g™ (muestra
liofilizada), suficientemente bajos para la cuantificacién de estos compuestos en distintos tipos de
muestras de plantas. La viabilidad del procedimiento en estudios de la respuesta de plantas a
estrés, ha sido demostrada mediante el analisis de extractos de diferentes plantas crecidas en
presencia de Cd(Il) o infectadas con F. oxysporum, donde se observaron diferentes perfiles de

compuestos fenolicos respecto a los perfiles obtenidos en plantas control.
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IV.2. IMPACTO DE LOS IONES CADMIO, SELENITO Y MEZCLA DE
LOS DOS EN EL PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN LEPIDIUM SATIVUM

IV.2.1. Introduccion

La segunda etapa de trabajo ha sido enfocada en demostrar la utilidad del procedimiento
GC-FID en un estudio analitico que permita entender mejor la respuesta de plantas al estrés
abidtico, causado por la presencia de metales. Se decidid trabajar con la planta Lepidium sativum
cultivada bajo diferentes condiciones de su exposicion a Se(IV) (como selenito de sodio), Cd(II)
(como cloruro de cadmio) o mezcla de los dos iones estresantes. El presente trabajo forma parte
de un estudio de mayor alcance que esta tesis, cuyo principal objetivo es entender si el selenio
ejerce un efecto protectivo contra la fitotoxicidad de cadmio en esta planta, y en caso de ser
afirmativo tratar de dar una respuesta a como realiza esta funcion [92]. L. sativum fue elegido
como modelo biologico del estudio por los siguientes razones: (1) pertenece a la familia
Brassicaceae, en la que diferentes especies presentan habilidad de acumular el selenio; (2) ha sido
utilizada como biomarcador de metales pesados en estudios ecotoxicoldgicos; (3) se cultiva en
hidroponia con un rapido crecimiento y buena produccion de biomasa; (4) no se ha encontrado
informacion sobre efectos de selenio y cadmio en esta planta.

Como antecedente de este trabajo hay que mencionar los resultados del estudio anterior
[92], en el que se demostré que la fitotoxicidad de Cd(Il) en Lepidium sativum se manifesta
mediante la inhibiciéon de crecimiento, disminucion de los niveles de los micronutrientes
minerales (Zn, Mn y Cu) y el incremento de estrés oxidativo. La exposicion de la planta a Se(I1V)
provoco efectos similares, pero menos notorios. En presencia de ambos elementos (Cd(II) +
Se(IV)), los efectos adversos observados en la exposicion a un solo elemento disminuyeron. En
particular, se observé claramente el efecto protectivo de Se(IV) en términos de mejor
crecimiento, mayores niveles de concentracion de micronutrientes, mas bajas concentraciones de
malondialdehido y mayor insaturacion de los 4cidos grasos respecto a los cultivos expuestos a
Cd(II). Este efecto fue mas notorio en cultivos expuestos a 0.5 mg L' de ambos elementos. Es
también relevante que la captacion de Cd(Il) y Se(IV) en L. sativum incrementaba conforme se
aumento la concentracion de cada uno de ellos en el medio de crecimiento, sin embargo en la
exposicion simultdnea a Cd(II) + Se(IV), los niveles de ambos elementos en la planta

disminuyeron [92].
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Para obtener mas informacion sobre la respuesta de la planta a Se(IV), Cd(Il) y Se(IV) +
Cd(II), se decidi6 obtener plantas crecidas en presencia de un mayor intervalo de concentraciones
de ambos iones y evaluar el efecto de estos iones en los perfiles de compuestos fenolicos y en la
capacidad antioxidante de la planta. La identificacion/cuantificacion de los compuestos fendlicos
y su asociacion con el poder antioxidante han sido estudiados en diferentes tipos de plantas [98-
100].

En este trabajo se obtuvieron 12 cultivos hidropoénicos correspondientes a diferentes
condiciones de exposicion a Cd(Il), Se(IV) y Cd{I) + Se(IV) y un cultivo control.
Posteriormente, se llevo a cabo el fraccionamiento de la biomasa, obteniéndose cuatro fracciones
de los compuestos fendlicos: (1) fendlicos libres, (2) solubles enlazados en forma de glicésidos,
(3) unidos a la pared celular como ésteres y (4) unidos a la pared celular como glicésidos. En
cada uno de los extractos se determinaron los compuestos fendlicos por GC-FID y se evaluo el
poder antioxidante del extracto metandlico utilizando el ensayo espectrofotométrico. Los
resultados obtenidos en diferentes condiciones de exposicion fueron evaluados y comparados
empleando herramientas estadisticas como estadistica descriptiva, prueba t y el método de
componentes principales (PCA). Para complementar el estudio, se seleccionaron 13 compuestos,
mismos que fueron determinados en los extractos (1) y (2) por cromatografia de liquidos. Para
estos compuestos, se evalud la capacidad antioxidante individual y los resultados obtenidos
fueron comparados estadisticamente con aquellos obtenidos por el ensayo espectrofotométrico
directamente en los extractos de la planta. Los datos obtenidos permitieron formular una serie de
conclusiones que contribuyen en el mejor entendimiento de los efectos de cadmio y selenio asi

como del efecto protectivo del selenio en L. sativum.

IV.2.2. Objetivo

Avanzar en el conocimiento sobre la respuesta de la planta Lepidium sativum al estrés
abidtico impuesto por la presencia de cadmio (Cd(II) como CdCl,) o selenio (Se(IV) como
Na,SeOs) en la solucidon de nutrientes y sobre el posible efecto protector del selenio contra la
fitotoxicidad de cadmio, mediante el andlisis de compuestos fenolicos en los extractos de la
planta, evaluacion de su capacidad antioxidante y empleo de herramientas de analisis

multivariante.
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IV.2.3. Parte experimental

Muestras biologicas

Se obtuvieron trece -cultivos hidroponicos de Lepidium Sativum, siguiendo el
procedimiento descrito previamente [92]; al inicio las semillas se dejaron en germinar en medio
Hoagland hasta cumplidos cinco dias, posteriormente cuatro de ellos fueron expuestos a Cd(II)
mediante la adicion de 0.5; 1.0; 2.0; 5.0 mg L! Cd(II) al medio de cultivo Hoagland; cuatro otros
fueron expuestos a Se(IV) con concentraciones de este i6n 0.2; 0.5; 1.0; 2.0 mg L™ en la solucién
Hoagland; cuatro fueron expuestos de manera simultanea a los dos iones 0.5 + 0.5; 0.5 + 2.0; 2.0
+0.5; 2.0 + 2.0 mg L' de Cd(I) y Se(IV), respectivamente y un cultivo que no fue expuesto a
estos metales fue utilizado como control. Las plantas de cada uno de los cultivos se tomaron a
una etapa de crecimiento y desarrollo (21 dias), fueron lavadas con agua desionizada,

homogeneizadas y liofilizadas.

Fraccionamiento de compuestos fendlicos y su determinacion por GC-FID

En cada una de las muestras liofilizadas se llevo a cabo el fraccionamiento de los
compuestos fenolicos, adoptando el procedimiento utilizado anteriormente [93]. El esquema
detallado se presenta en la Figura 7. En breve, a partir del extracto metanolico de la biomasa
liofilizada se obtuvieron los compuestos solubles (libres y en forma de glicosidos solubles),
quedandose en el residuo solido los compuestos asociados a la pared celular. Los compuestos
enlazados en forma de glicosidos fueron liberados mediante una hidrolisis acida (HCI 4M, 80°C,
1h), mientras que los fendlicos esterificados fueron hidrolizados con hidroxido de sodio (NaOH
4M, 96°C, 1h). Todos los extractos fueron analizados por GC-FID descrito en la seccion II1.1.3.

Parte experimental de este documento.
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Figura 7 Esquema de fraccionamiento de los compuestos fendlicos en material de planta.
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Ensayo espectrofotométrico de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante fue evaluada en el extracto metanolico de la biomasa, mediante
el ensayo espectrofotométrico con ABTS [101]. Para ello, se prepard una solucién de ABTS a
una concentracion 7.04 mM, la solucién de persulfato de potasio a concentracion 2.45 mM y el
tampon de fosfatos 1.0 M pH 7 (fosfato acido de potasio 1 M y fosfato basico de potasio 1 M en
relacion 1:1(v/v)). Para obtener el ABTS en forma del radical libre (ABTS™), se mezcld la
solucion de ABTS y la solucion de persulfato de potasio en relacion 1:1(v:v) y se dejo reaccionar
durante 16 horas. Posteriormente, se diluyd con metanol hasta obtener una absorbancia de 1.0 +
0.2 a 735 nm. Puesto que la mezcla es inestable, siempre se prepard fresca, antes de usarse. La
calibracion se llevo a cabo con el acido galico, para lo cual se prepar6 una serie de las soluciones
estandar con las concentraciones de 0.00, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25 mg L'o expresado como
0.0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5 y 8.75 uM de &cido galico en metanol al 75% (v/v). Para el analisis de
las muestras, se tomaron 100 mg del material liofilizado, la extraccion se llevo a cabo con 2 mL
de metanol al 75%, agitacion con el uso de vortex durante cinco minutos. La mezcla se centrifugo
a 10000xg durante diez minutos y el sobrenadante fue diluido diez veces (100 pL a 1 mL). Para
el ensayo espectrofotométrico se tomaron 20 pL del extracto metanolico de muestra (20 uL de la
solucion estandar del 4cido gélico para la calibracion), se le adicionaron 10 pL del tampdn de
fosfatos, 50 uL de la solucion de ABTS™ y 120 uL de agua.

La solucion se mezclé y dejoé reaccionar durante un minuto. Se registraron las
absorbancias a 735 nm y a 470 nm. La sefial analitica fue definida como la diferencia entre los
dos valores (S = A735nm — A470nm), €liminando de esta manera el posible efecto de la turbidez de
las muestras. La curva de calibracion fue obtenida por el método de minimos cuadrados como S
=f(c), donde ¢ corresponde a la concentracion del acido galico en mg L™'; consecuentemente los
resultados de capacidad antioxidante en muestras reales se presentan en ng o nmol de acido

galico por un miligramo de material liofilizado.
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Analisis de compuestos fendlicos por cromatografia de liquidos

Este andlisis se llevd a cabo en los extractos (1) y (2) de plantas, correspondientes a las
fracciones de compuestos fenolicos libres y solubles unidos a glicdsidos, respectivamente. Los
compuestos de interés fueron: acido clorogénico, acido 4-hidroxicinamico, acido cafeico, acido
vanilico, p-coumarico, acido sinapico, acido feralico, acido trans-2-hidroxicindmico, acido
benzoico, acido cinamico, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 2,3-dihidroxibenzoico, acido
salicilico y &cido o-anisico (como IS). La separacion de estos compuestos se obtuvo mediante el
uso de la columna de fase inversa Luna C18(C2) (250 x 4.6 mm, 5 um) con una precolumna,
ambas de Phenomenex. Se utilizaron tres fases moviles: (A) agua desionizada, (B)
acetonitrilo:metanol (1:1, v/v) y (C) fosfato de amonio 30 mM, pH 2.5. El volumen de inyeccion
fue de 40 uL, la temperatura en la columna de 35 °C, el flujo total de ImL min™ y la elucién fue
en el gradiente: 0 min: 70% A, 20% B, 10% C; 2 min: 66% A, 24% B, 10% C; 14 min: 10% A,
80% B, 10% C; 14.5 min: 70% A, 20% B, 10% C. Se utilizé la deteccion fluorimétrica para los
acidos 2,3-dihidroxibenzoéico, 2,5-dihidroxibenzéico (Aex= 305 nm Ae, = 436 nm), el acido
salicilico (Aex= 305 nm Ay =407 nm) y 0-anisico (A= 305 nm Aep = 365 nm), mientras que para
el resto de los compuestos la deteccion fue con el detector de arreglo de diodos (A= 254 nm,
280 nm, 310 nm, A = 346 nm). El proceso de calibracion se llevo a cabo utilizando una serie de
soluciones metanolicas (75%, v/v) de estdndares conteniendo 0.0, 1.0, 5.0, 10.0 y 15.0 mg L' de
cada uno de los compuestos y 15 pg mL™ del IS (reactivos Sigma). La sefial analitica fue definida
como la relacion entre las areas de picos del analito y IS, las funciones de regresion lineal se
obtuvieron por el método de minimos cuadrados.

Tal como se menciono al inicio, se analizaron las fracciones (1) y (2) de las muestras (Fig.
7), en este caso sin embargo se tomaron 100 mg de material liofilizado y los extractos finales

secos fueron re-constituidos con 300 pL de la fase movil C.

Analisis estadistico

Cada uno de los andlisis se llevd a cabo en triplicado, registrando siempre la sefial del
blanco. Para la obtencion de los valores promedios y desviaciones estandar, se llevo a cabo el
analisis estadistico descriptivo. Los datos fueron evaluados para posibles diferencias estadisticas
utilizando test t, con el nivel de significancia p < 0.05. Para observar posibles relaciones entre los

parametros se realizo un andlisis de componentes principales (PCA).
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IV.2.4. Resultados y discusion

Para cada uno de los trece cultivos de L. sativum se llevo el proceso de fraccionamiento de
compuestos fenolicos y el analisis de cada una de las fracciones por el procedimiento GC-FID
desarrollado previamente. La identificacion de compuestos fue con base en los tiempos de
retencion y mediante el método de adicion de estandar. Los compuestos encontrados en las
muestras analizadas fueron: acido benzoico, 4-hidroxibenzaldehido, resorcinol, acido salicilico,
vainilina, 4cido cindmico, acido 3-hidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, siringaldehido,
acido 3,4-dimetoxibenzoico, acido 2,3-dihidroxibenzoico, acido 3(4-hidroxifenil) propionico,
acido vanilico, acido homovanilico, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido trans-2-hidroxicinamico,
acido protocatecuico, acido shikimico, acido homogentisico, acido trans-3-hidroxicindmico,
acido quinico, &cido syringico, 4cido p-coumarico, acido galico, acido ferulico, acido cafeico,
acido sinapico y acido clorogénico. En la Figura 8 se presentan a manera de ejemplo dos
cromatogramas obtenidos en el andlisis de la fraccion (1) del cultivo control y del cultivo
expuesto a 2 mg L' Cd(Il). En esta figura se puede observar una clara tendencia hacia
disminucién de las concentraciones de los compuestos fendlicos libres en planta expuesta a
Cd(II) respecto planta control, sugiriendo el efecto fitotoxico de este ion metalico. Se llevd a cabo
la cuantificacion de los compuestos fenolicos, con base en las curvas de calibracion obtenidas
para cada uno de ellos. De esta manera se gener6 una considerable cantidad de los datos,
correspondientes a 29 compuestos en cuatro fracciones de cada una de las muestras para un total
de 13 muestras. El manejo de estos datos se realizo6 utilizando las herramientas del analisis

multivariante.
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Figura 8 Cromatogramas GC-FID obtenidos en el analisis de la fraccion de compuestos fendlicos
libres (fraccion 1) para la planta control (—) y la planta expuesta a 2 mg L™ Cd(II) (---). Los
compuestos encontrados fueron: (1) — 4c. o-anisico (IS); (2) — 4c. salicilico; (3) - vainilina; (4) -
ac. cindmico; (5) - &c. 3-hidroxibenzoico; (6) - syringaldehido; (7) - 4c. 3,4-dimetoxibenzoico; (8)
— ac. 3-(4-hidroxifenil) propionico; (9) — 4c. vanillico; (10) — &c. homovanillico; (11) — &c. trans-
2-hidroxicinamico; (12) — ac. homogentisico, (13) — ac. trans-3-hidroxicinamico; (14) - 4c. p-
coumarico, (15) — ac. galico; (16) . 4c. ferulico.

En primer lugar, se compararon los contenidos totales de los compuestos fendlicos (suma
de todos compuestos en cada cromatograma) en cuatro fracciones correspondientes a: (1)
fenolicos libres, (2) solubles enlazados en forma de glicésidos, (3) unidos a la pared celular como
ésteres y (4) unidos a la pared celular como glicésidos. Los resultados obtenidos se muestran en

la Figura 9.
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Figura 9 Concentraciones totales de los compuestos fenolicos en cuatro fracciones de L. sativum
(ng por g de biomasa liofilizada = DE (n=3), dependiendo de las condiciones de la exposicion a
Cd(I) y Se(IV).

En esta Figura se puede observar una tendencia hacia menores cantidades de compuestos
fenolicos libres (fraccion 1) en presencia de Cd(II), Se(IV) y ambos estresantes, en comparacion
con la planta control; sin embargo, solamente en el caso de cadmio la diferencia fue
estadisticamente significativa (Prueba t). Los resultados obtenidos en la fraccion 2 sugieren que
el estrés provocado por mayores concentraciones de estresantes (2 mg L' Cd(I) y 2 mg L™
Cd(IT) + 2 mg L' Se(IV)) provoca un aumento de la fraccion soluble de fendlicos en forma de
glicosidos, lo que podria indicar la activacion de la respuesta defensiva de la planta dirigida al
proceso de lignificacion y con ello fortalecimiento de la barrera fisica contra el acceso de agentes
estresantes. En este experimento, no se han detectado cambios significativos en los contenidos de
fenolicos unidos a la pared celular, excepto el cultivo obtenido en presencia de 0.5 mg/L de
Se(IV), donde el nivel de fenodlicos totales unidos con la pared en forma de glicosidos fue

significativamente mas alto respecto al cultivo control. Con base en estos resultados, el trabajo se
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enfocd en las fracciones 1 y 2 (compuestos fendlicos libres y solubles enlazados como
glicosidos), ya que en estas dos fracciones se observaron mas notorios los efectos de la
exposicion de la planta a Cd(II), Se(IV) o Cd(II) + Se(IV), respecto a las otras dos fracciones de
los compuestos fenoélicos.

Es bien establecido que los compuestos fendlicos confieren a las plantas propiedades
antioxidantes. Puesto que los niveles de estos compuestos fueron afectados por las condiciones de
la exposicion de planta a dos iones estresantes, parecia interesante evaluar la capacidad
antioxidante en cada uno de los cultivos. Para ello, se utilizé el ensayo espectrofotométrico con
ABTS. Este ensayo se basa en transferencia de un electron entre el radical del ABTS™ y el
antioxidante presente en el medio de la reaccidn, tal como se presenta en la Figura 10 [102]. La
capacidad antioxidante se evalué con base en la disminuciéon de absorbancia en 735 nm en
funcion de la concentracion del antioxidante, de acuerdo con el protocolo descrito en la parte
experimental. La calibracién se obtuvo para el acido galico y los resultados obtenidos en el
analisis de muestras reales se presentan como equivalentes a nanogramos de acido galico por un

miligramo de material liofilizado.

) s SO3 + Antioxidante ) s SOz
038 S, N= :©/ 058 s N= :©/
>=N - K,SO0, N>—N

ABTS™ (A

=735nm) ABTS? (incoloro)

max

Figura 10 Esquema de la reaccion en el ensayo de la capacidad antioxidante con el ABTS[102].

En la Figura 11 se presentan a manera de ejemplo dos curvas de calibracion obtenidas en
dos diferentes dias, observandose buena linealidad y reproducibilidad de los parametros de la
funcion de regresion lineal. Los resultados obtenidos en el analisis de los extractos de L. sativum

cultivado en diferentes condiciones de exposicion a Se(IV) y Cd(II) se presentan en la Tabla 4.
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Figura 11 Ejemplos de las funciones de calibracion obtenidos en el ensayo ABTS en dos
diferentes dias.

Tabla 4 Capacidad antioxidante evaluada en los extractos de L. sativum en diferentes
condiciones de exposicion a Cd(II) y Se(IV).

Concentracién en el medio de crecimiento, mg L™ Capacidad antioxidante,
Cd(II) Se(IV) ng (4.galico) / mg (m. liofilizada)
0 0 16.2
0.5 0 17.5
1.0 0 18.9
2.0 0 19.7
5.0 0 20.2
0 0.2 19.0
0 0.5 19.9
0 1.0 17.9
0 2.0 18.3
0.5 0.5 17.6
0.5 2.0 17.8
2.0 0.5 17.5
2.0 2.0 19.2
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Estos mismos datos se presentan graficamente en la Figura 12 de tal manera que la Figura
12a permite observar el efecto de la exposicion de la planta a diferentes concentraciones del i6n
cadmio, la Figura 12b corresponde al efecto de Se(IV) y la Figura 12c¢ representa la respuesta de

la planta englobando todas las condiciones de exposicion.
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Figura 12 Efecto de la exposicion de L. sativum en la capacidad antioxidante del extracto de la
planta: (a) exposicion a ion Cd(II), (b) exposicion a Se(IV), (¢) curva de respuesta obtenida
considerando todas las condiciones de crecimiento.

Los resultados del ensayo ABTS demuestran que relativamente bajas concentraciones de
Cd(II) o Se(IV) inducen la actividad antioxidante de la planta; para el cadmio la misma tendencia
se mantuvo en todo el rango de las concentraciones estudiadas (Figura. 12a), mientras que en
presencia de las concentracion de Se(IV) mayores de 0.5 mg L™ se observo la disminucion de la

capacidad antioxidante con la tendencia de establecerse en nivel un poco mas alto respecto al
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encontrado en la planta control (Figura 12b). Parece interesante que, la exposicion simultanea a
los dos iones (Figura 12c), en concreto en el intervalo de concentraciones 0.5—2.0 mg L' de
ambos iones, la capacidad antioxidante fue mas baja que para cada uno de los iones individuales,

manteniéndose en un valor aproximadamente constante (Tabla 4).

Los resultados obtenidos en L. sativum cultivado en presencia de Cd(II) confirman
aquellos reportados para otro tipo de plantas [47, 103, 104], algunos autores observaron también
efectos similares para el selenio [105, 106], sin embargo los resultados obtenidos en la exposicion
simultanea de la planta a los dos iones son originales. Puesto que estos resultados sugieren el
efecto protectivo de selenio, mediante atenuacion de los cambios inducidos por el cadmio, se
decidio seguir con este enfoque en el trabajo futuro. Para detectar las posibles asociaciones entre
todas las variables del sistema, se llevo a cabo el analisis multivariante, utilizando el método
PCA. Para ello, se utilizaron las siguientes variables: Cd — concentracién de Cd en el medio; Se
— concentracion de selenio en el medio; AOx- capacidad antioxidante y las concentraciones de
los siguientes compuestos fendlicos encontrados en dos fracciones de biomasa (Letras en negritas
— fraccidn 1, correspondiente a fenolicos libre y letras subrayadas — fraccion 2 correspondiente a
fenolicos enlazados a glicosidos): 1- 4-hidroxibenzaldehido; 2- resorcinol; 3- &c. salicilico; 4-
vanillina; 5 — 4c. cindmico; 6- 4c. 3-hidroxibenzoico; 7- 4c. 4-hidroxibenzoico; 8- syringaldehido;
9- ac. 3,4-dimethoxibenzoico; 10- ac.  2,3-dihidroxibenzoico; 11- ac. 3-(4-
hidroxifenil)propionico; 12- 4c. vanilico; 13- 4c. homovanilico; 14- ac. 2,5-dihidroxibenzoico;
15- 4c. trans-2-hidroxicindmico; 16- 4c. protocatecuico; 17- ac. homogentisico; 18- ac. trans-3-
hidroxicindmico; 19- ac. quinico; 20- ac. siringico; 21- 4c. p-coumarico; 22- ac. galico; 23- ac.

feralico; 24- 4c. cafeico; 25- 4c. sinapico; 26- ac. clorogénico.

El modelo PCA obtenido se presenta en la Figura 13, se puede observar que los dos
primeros componentes principales describen 70% de la variabilidad total del sistema. La Figura
13a representa la estructura de los datos en el espacio de los dos primeros componentes
principales (scores plot), donde se observa claramente la separacion de los datos correspondientes
a la fraccion 1 (letras en negritas en la grafica) de los de la fraccion 2 (letras subrayadas); ademas
el modelo aparentemente distingue los datos obtenidos para diferentes condiciones de exposicion,
agrupando los correspondientes a planta control y planta expuesta a 0.5 mg L™ Se(IV) de manera

separada de los obtenidos para las plantas expuestas a 2 mg L™ Cd(II) y a mezcla de dos iones.
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Figura 13 El modelo PCA obtenido para las variables correspondientes a dos fracciones de
compuestos fendlicos en L. sativum: letras en negritas — compuestos libres y letras subrayadas —
solubles enlazados a glicosidos: (a) estructura de los datos en las coordenadas de dos primeros
componentes principales (scores), (b) distribucion de variables en las mismas coordinadas (X-
loadings).
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Por su parte, la grafica de “X-loadings”, o variables en la Figura 13b, indica una serie de
relaciones; en primer lugar, la capacidad antioxidante parece ser inversamente relacionada con
los niveles de Se(IV) y Cd(II) en el medio. Asi que, altos niveles de concentracion de cada uno de
los estresantes o sus mezclas se asocian con el decremento de la capacidad antioxidante, lo que
sugiere dafio oxidativo; sin embargo bajas concentraciones podrian estimular un aumento de la
capacidad antioxidante, como se observo en el ensayo ABTS para 0.5 mg L Se(IV). Otro
resultado interesante es la agrupacion de Cd y Se con los &cidos dihidroxibenzoicos libres
(productos de la oxidacion del acido salicilico por radicales libres OH), frecuentemente
detectados como respuesta de plantas al estrés oxidativo.

Se observa ademas la asociacion directa del 4cido 2,5-dihidroxibenzoico (10) con la
fraccion de fenolicos libres enlazados en forma de glicosidos en plantas expuestas a 2 mg L™
Cd(Il) y 2 mg L' Cd(I) + 2 mg L' Se(IV) asi como su relacion inversa con los fenolicos
presentes en fraccion libre en las plantas control (los 4cidos quinico (19), feralico (23), salicilico
(3), vanilico (12), cafeico (24), cindmico (5), etc.). Estos resultados parecen confirmar que la
exposicion a relativamente altas concentraciones de iones estresantes provoca la disminucion de
los fenolicos libres, debido a su oxidacion y posterior formacion de glicdsidos. Cabe mencionar
también la asociacion directa entre la capacidad antioxidante y el 4cido sindpico (25) y
siringaldehido (8), dos compuestos que aparentemente contribuyen de manera importante en las
propiedades antioxidantes de L. sativum.

Para confirmar los resultados obtenidos por GC-FID, en las fracciones 1 y 2 de los trece
cultivos de L. sativum se llevd a cabo la determinacion de los compuestos fenolicos por
cromatografia de liquidos, utilizando el procedimiento reportado anteriormente y descrito en
detalle en la parte experimental [93]. El uso de dos sistemas de deteccion conectadas en serie
(DAD y FLD), permiti6 la cuantificacion de los siguientes compuestos: acido clorogénico, acido
4-hidroxicinamico, acido cafeico, acido vanilico, p-coumarico, acido sinapico, acido ferulico,
acido tranms-2-hidroxicinamico, acido benzoico, acido cinamico, acido 2,5-dihidroxibenzoico,
acido 2,3-dihidroxibenzoico, &cido salicilico y 4cido o-anisico (como IS). En la Figura 14a 'y 15a
se presenta el cromatograma de una mezcla de estandares en concentracion 20 mg L™ cada uno,
donde la Figura 14a corresponde a la deteccion espectrofotométrica con detector de arreglo de
diodos (longitudes de onda analitica 254 nm, 280 nm y 310 nm), mientras que la Figura 15a
presenta la deteccion fluorimétrica del mismo cromatograma (excitacion en 305 nm y longitudes

de onda de emision 365 nm, 407 nm y 436 nm). A manera de ejemplo en las Figuras 14b y 14c se
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presentan los cromatogramas HPLC-DAD de las fracciones 1 (fendlicos libres) extraidos de la
planta control y expuesta a 2 mg L Cd(II), respectivamente. En las Figuras 15b y 15¢ se
presentan los mismos cromatogramas, registrados con la deteccion espectrofluorimétrica. De
manera general, en estas figuras se observa una disminucion de los niveles de concentracion de
compuestos fenolicos libres respecto a la planta control, de acuerdo con los resultados obtenidos
por GC-FID (Figura. 9, 12). Las diferencias entre niveles de concentracion de compuestos
individuales determinados por cromatografia de gases respecto el procedimiento por
cromatografia de liquidos fue en el intervalo de 15% a 25%, lo que se considerd una
concordancia aceptable.

En la primera parte del trabajo, se evalud la actividad antioxidante en los extractos de las
plantas cultivadas bajo diferentes condiciones de exposicion a Cd(Il) y Se(IV) (Tabla 4, Figura
12). Es bien sabido que los ensayos espectrofotométricos presentan varias desventajas, sobre todo
en términos de su baja selectividad, para evaluar la actividad antioxidante [102]. En el presente
trabajo se eligio el ensayo ABTS, en el que radical libre es generado in sifu mediante la reaccion
con ion persulfato. La utilidad de este ensayo ha sido demostrada en el andlisis de mezclas de
compuestos fenolicos en extractos de plantas, diferentes tipos de bebidas y en fluidos biologicos
[107-110]. Por otro lado, se evalud también la actividad antioxidante de los compuestos fenolicos
individuales con el fin de elucidar su relacion con la estructura de compuesto [107, 110-112].
Cabe mencionar las ventajas del ensayo ABTS para este tipo de analisis: la posicion de la banda
de absorcidon en la region visible (maximo de absorcion del radical libre 734 nm), buena
solubilidad del radical en medios acuosos y organicos y su estabilidad en un amplio rango de pH.
Con los antecedentes que se acaban de mencionar, parecia interesante evaluar la actividad
antioxidante de los extractos de L. sativum, con base en las actividades de los compuestos
individuales y la concentracion de cada uno de ellos encontrada en el extracto por HPLC.

La actividad antioxidante de los compuestos individuales se determiné utilizando las
soluciones de los 4cidos clorogénico, 2,5-dihidroxibenzoico, cafeico, vanilico, 2,3-
dihidroxibenzoico, p-coumarico, sindpico, feralico, trans-2-hidroxicindmico en concentracién 50
nM vy los 4cido p-hidroxibenzoico, benzoico, salicilico y coumarico en concentracion de 0.5 mM.
Para el ensayo se tomaron 40 pl de cada una de las soluciones y se evalu6 la actividad
antioxidante con base en la curva de calibracion obtenida para el acido galico. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 5, donde se observan claramente las diferencias entre las
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actividades antioxidantes de los compuestos fendlicos individuales, expresados como la relacion
molar entre calibrador y el compuesto de interés (K).

Asi, entre los trece compuestos considerados, la mayor actividad antioxidante fue
encontrada para los acidos p-coumdrico y sinapico (K > 0.9), confirmando los resultados
reportados por otros autores[111] y también los resultados del primer analisis PCA realizado en
este estudio (Figura 13). Por su parte, los acidos feralico, 2,3-dihidroxibenzoico, vanilico y trans-
2-hidroxicindmico presentaron la actividad con factor K entre 0.54 y 0.66, mientras que el resto
de acidos presentaron la actividad con el factor K < 0.44.

A continuacion, se calcul6 la capacidad antioxidante de las fracciones 1 (fendlicos libres)

y 2 (fenolicos solubles, enlazados a glicdsidos), utilizando la siguiente formula:

i=10
M) AOx=24(K; " ¢))

i=1
donde c; es la concentracion del compuesto fendlico i determinado por HPLC en la fraccion 1 o 2
(nmol mg™' de muestra liofilizada) y el valor AOx tiene la dimension fisica de nmoles del 4cido
galico por un mg de muestra liofilizada.

Los resultados obtenidos en las fracciones 1 y 2 de los cultivos de L. sativum expuestos a
diferentes concentraciones de Cd(II) y de Se(IV) se presentan en la Figura 16a y 16b
respectivamente. Cabe sefialar que estos resultados difieren de aquellos presentados en la Figura
12, puesto que en la primera parte de trabajo el ensayo ABTS se llevod a cabo en los extractos
metanolicos de la planta (fendlicos solubles totales, sin fraccionamiento). En la Figura 16a se
puede observar que la presencia de Cd(II) en niveles de concentracién < 1.5 mg L™ influye en el
aumento de la actividad antioxidante conferida por los compuestos fendlicos enlazados en forma
de glicosidos; para concentraciones mayores del 16n estresor, la actividad antioxidante
relacionada con estos compuestos tiende a mantenerse elevada respecto al valor basal (planta

control).
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Figura 14 Cromatogramas HPLC-DAD: (a) mezcla de estandares; (b) fraccion 1 de L. sativum
control (c) fraccion 1 de la planta expuesta a 2 mg L™ Cd(II) 1 4c. clorogenico,2 ac. 4-
hidroxicindmico, 3 4c. cafeico, 4 4c. vanilico, 5 4c. p-coumarico, 6 4c. sindpico, 7 ac. feralico, 8

ac. trans-2-hidroxicinamico, 9 ac. benzoico, 10 ac. cinamico
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Figura 15 Cromatogramas HPLC-FLD: (a) mezcla de estdndares; (b) fraccion 1 de L. sativum

control (c) fraccion 1 de la planta expuesta a 2 mg L™ Cd(II) 1 4c. 2,5-dihidroxibenzoico, 2 4c.

2,3-dihidroxibenzoico, 3 4c. o-anisico (IS), 4 4c. salicilico.
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Tabla 5 Evaluacion de la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos individuales
(ensayo ABTS, detalles en la parte experimental).

Compuesto (CF) NcF NAG K= IIAG/IICF
A. chlorogénico 2.00 0.73 0.36
A. 2,5-dihidroxibenzoico 2.00 0.58 0.29
A. p-hidroxibenzoico 20.0 2.80 0.14
A. cafeico 2.00 0.72 0.36
A. vanilico 2.00 1.08 0.54
A. 2,3-dihidroxibenzoico 2.00 1.31 0.66
A, p-coumérico 2.00 1.84 0.92
A. sindpico 2.00 1.85 0.92
A. fertlico 2.00 1.32 0.66
A. trans-2-hidroxicinamico 2.00 0.89 0.44
A. salicilico 20.00 N.D. —
A. benzoico 20.00 N.D. —
A. cindmico 20.00 N.D. —

ncr- nmoles del compuesto fenolico utilizado en el ensayo ABTS
nag- nmoles del 4cido galico equivalentes a la cantidad del CF
N.D.- No detectado

Por otro lado, bajas concentraciones de cadmio estan relacionadas con la disminucién de
la actividad antioxidante en la fraccion de fenodlicos libres, el efecto que desaparece con aumento
de la concentracion de Cd(II). El efecto de Cd(II) en fendlicos solubles totales (fraccion 1 + 2) en
la figura Figura 16a es muy similar respecto a los resultados presentados en la Figura 12a,
confirmando de esta manera que el ion cadmio incide en el aumento de la actividad antioxidante
de la planta, pero su efecto en fenolicos libres y enlazados es aparentemente diferente, de acuerdo
con lo presentado en la Figura 9. En el caso de selenio, sus efectos difieren de los observados en
presencia de Cd(I); como se puede observar en la Figura 16b, la actividad antioxidante
relacionada con los fendlicos libres (fraccion 1) aumenta con el incremento de la concentracion
de Se(IV) en el medio, pero para concentraciones mayores de 1.5 mg L™ este efecto tiende a
desaparecer. En la fraccion 2 (fendlicos solubles unidos a glicosidos), la influencia de Se(IV) en
la actividad antioxidante es mucho menos marcada. El perfil de cambios en la actividad
antioxidante de fendlicos solubles totales en presencia de diferentes concentraciones de Se(IV)
(fraccion 1 + 2, Figura 16b) es un poco diferente del perfil obtenido cuando el ensayo ABTS se
llevé a cabo en el extractos metandlicos de plantas (Figura 12b); sin embargo en ambos casos

después de un incremento de la actividad antioxidante en bajas concentraciones de Se(IV), dicha
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actividad tiende a disminuir a partir de la concentracion de Se(IV) de 1.5 mg L. Las diferencias
entre los resultados presentados en las Figuras 12b y 16b deben de adscribirse al diferente
ambiente quimico en la aplicacion del ensayo ABTS; en la primera parte de trabajo la
determinacion se llevo a cabo en el extracto de la planta, una matriz quimica compleja que no
aseguraba la selectividad del ensayo hacia los compuestos fenolicos de interés (Figura 12). Por su
parte, en la Figura 16 se presentan los resultados con base en la cuantificacion de los compuestos
individuales por HPLC y los resultados de ensayo ABTS para los compuestos individuales, lo

que asegura mayor selectividad.
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Figura 16 Actividad antioxidante evaluada con base en las contribuciones de los compuestos
individuales, en las fracciones 1 (fendlicos libres, —) y 2 (fendlicos solubles unidos a glicosidos,
-+---) de L. sativum, cultivados en presencia de: (a) Cd(II) y (b) Se(IV). A manera de suma global

se presenta el efecto de ambas fracciones (----).

Para observar el efecto de los dos iones estresantes adicionados al medio de crecimiento
de manera individual y como mezclas de los dos, los resultados de la actividad antioxidante
evaluados en la fraccion 1, fraccion 2 y suma de dos fracciones se presentan en la Figura 17. En
primer lugar hay que resaltar que, en la exposicion simultanea a los dos iones estresantes siempre
existe una region de concentraciones donde se observa la atenuacion de los efectos observados

para cada uno de los iones indviduales; esta zona “plana” de la actividad antioxidante se ha
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encontrado en la fraccion 1 (Figura 17a), fraccion 2 (Figura 17b) y en la suma de estas dos
fracciones (fendlicos solubles totales, Figura 17c), lo que parece confirmar el efecto protectivo de

Se(IV) contra la fitotoxicidad de Cd(II) observada anteriormente en la misma planta [92].

(a) (b)

Figura 17 Perfiles de actividad antioxidante para trece cultivos de L. sativum expuestos a
diferentes concentraciones de Cd(Il), Se(IV) o ambos iones, evaluados para (a) - fendlicos libres
(fraccion 1), (b) - fendlicos solubles unidos a glicosidos (fraccion 2) y (c¢) — fendlicos solubles
totales (fraccion 1 + 2).
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Por su parte, en las figuras 17a y 17b se observa de nuevo, que la exposicion a Cd(Il) y
Se(IV) afecta de manera mas importante la fraccion de compuestos fenolicos solubles enlazados,
siendo el i6n Cd(II) de mayor influencia. Es de notar también que, en todas las condiciones de
exposicion exploradas, la actividad antioxidante fue mayor respecto a las plantas control y que
altas concentraciones de ambos iones (> 2 mg L de Cd(IT) y de Se(IV)) causaron un aumento de
la actividad antioxidante en ambas fracciones. Finalmente, se puede observar que la superficie de
respuesta obtenida para la suma de fracciones 1 + 2 (Figura 17c¢) es muy parecida a aquella
presentada en la Figura 12c.

La concordancia entre los resultados obtenidos con base en el ensayo ABTS llevado a
cabo en el extracto de fenolicos solubles totales (Figura 12) y los evaluados con base en la
formula 1 y Figura 17¢, indica que diez de los trece compuestos seleccionados para el calculo de
la actividad antioxidante (Tabla 5) en las fracciones 1, 2 y 142, son los que contribuyen de
manera importante en esta propiedad de los extractos. Es por ello que se decidio repetir el andlisis
multivariante de los componentes principales (PCA), reduciendo en esta ocasion el nimero de
variables para incluir las concentraciones solamente de estos diez compuestos representativos. El
modelo PCA obtenido con base en dos primeros componentes principales describe 75 % de la
variabilidad total del sistema y se presenta en la Figura 18. La grafica de scores (Figura 18a)
presenta la distribucion de los datos de manera similar que el modelo anterior (Figura 13a), es
decir se observa la separacion de los datos correspondientes a la fraccion 1 (letras en negrita en la
grafica) de los de la fraccion 2 (letras subrayadas); y también existe la distribucion de las
muestras, de acuerdo con las condiciones de exposicion a Cd(Il) y Se(IV).

Por su parte en la grafica de “X-loadings”, o variables, en la Figura 18b la capacidad
antioxidante esta directamente relacionada con la exposicion a Cd(II) e inversamente relacionada
con la exposicion a Se(IV). Estos resultados estan de acuerdo con la Tabla 4, y las figuras 12, 16
y 17 e indican que el i6n Cd(II) induce el incremento de la capacidad antioxidante en todo el
intervalo de concentraciones estudiadas, mientras que Se(IV) presenta este efecto solamente
cuando se presenta en las concentraciones < 1.5 mg L. Parece importante que el modelo PCA
revela la relacion inversa entre Cd(IT) y Se(IV), en concordancia con el efecto atenuador del
selenio observado en la exposicion simultanea de L. sativum a los dos iones estresantes (Figura
12¢c y 16). Este resultado aporta una evidencia adicional del efecto protectivo del selenio contra la
toxicidad de cadmio en esta especie vegetal [92]. En cuanto a los compuestos fenolicos solubles

que confieren la capacidad antioxidante a la planta, se puede observar la agrupacion de dicha
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variable con el 4cido sindpico, ferulico y 2,3-dihidroxibenzoico, de acurdo con los datos
presentados en la Tabla 5 y con los resultados del primer analisis PCA (utilizando mayor niimero

de variables).

La comparacion de las graficas de scores y X-loadings (Figura 18a y 18b) sugiere que,
algunos de los compuestos tienen mayor contribucidon en la fraccion 1 de fenolicos libres (4cido
p-coumarico, acido vanillico, 4cido clorogénico, acido cafeico, 4cido 2,5-dihidroxibenzoico),
mientras que otros tienden a formar enlaces con glicosidos (acido sindpico, acido ferulico, acido
trans-2-hidroxicinamico, acido 2,3-dihidroxibenzoico y el 4cido 4-hidroxibenzoico). Otro
resultado, también en concordancia con el primer modelo PCA, es la asociacion directa del acido
2,3-dihidroxibenzoico con la fraccion de fenolicos enlazados en forma de glicosidos en plantas
expuestas a altas concentraciones de Cd(Il) y Cd(II) Se(IV) y la separacion de estas muestras de
los fenodlicos libres, lo que parece reafirmar que la exposicion a relativamente altas
concentraciones de iones estresantes provoca la disminucién de los fenolicos libres, debido a su
oxidacion y posterior formacion de glicdsidos. En este contexto cabe sefialar que los derivados
del &cido cindmico (4cidos p-coumarico, fertlico, sinapico), son intermediarios en la sintesis de
ligninos [113, 114]; ademads algunos de los acidos fendlicos (ferulico) juegan un papel importante
en la cohesion de los polimeros de ligninos y polisacaridos en la integraciéon de pared
celular[115], por lo que los resultados obtenidos en el presente trabajo apuntan al fortalecimiento
de la pared celular mediante incorporacion de fenolicos, como uno de los mecanismos defensivos

de L. sativum en condiciones de estrés abidtico.
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Figura 18 El modelo PCA obtenido con base en las concentraciones de los acidos clorogénico, 4-
hidroxibenzoico, cafeico, vanilico, p-coumarico, sinapico, ferulico, trans-2-hidroxicinamico, 2,5-
dihidroxibenzoico y 2,3-dihidroxibenzoico, determinados en las fracciones 1y 2 de L. sativum:
crecido en diferentes condiciones de exposicion a Cd(Il) y Se(IV): letras en negritas — fraccion 1
de compuestos libres y letras subrayadas — fraccion 2 de fenolicos solubles enlazados a
glicésidos: (a) estructura de los datos en las coordinadas de dos primeros componentes
principales (scores plot), (b) distribuciéon de variables en las mismas coordinadas (X-loadings

plot).
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IV.2.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran la utilidad del procedimiento GC-FID desarrollado en
la primera parte de trabajo en el analisis de extractos de plantas. Para evaluar la exactitud de los
resultados, se empled el procedimiento por cromatografia de liquidos en fase inversa establecido
anteriormente [93], obteniéndose para diez compuestos el error relativo no mayor de 25 %, lo que
fue considerado una concordancia aceptable y una evidencia clara de la confiabilidad del
procedimiento GC-FID.

El andlisis de trece cultivos de L. sativum, obtenidos en diferentes condiciones de exposicion a
Cd(II) y Se(IV) aportd nuevas evidencias sobre el impacto del estrés abidtico impuesto por
estresantes individuales y sus mezclas en esta especie de planta. En particular, se observé diferente
perfil de los compuestos fendlicos en plantas control respecto a las expuestas, efecto que fue mas
notorio para el Cd(II) respecto a Se(IV) y a las mezclas de los dos iones, especialmente en las
fracciones de fenolicos libres y solubles unidos a glicésidos.

Puesto que los compuestos fenolicos confieren a las plantas la actividad antioxidante, se buscé
la relacion entre los tres siguientes pardmetros: (1) condiciones de exposicion; (2) perfil de los
compuestos fenolicos solubles (libres y enlazados con glicésidos) y (3) actividad antioxidante. En
las plantas expuestas, la capacidad antioxidante de la fraccion de fendlicos solubles totales fue
siempre elevada respecto a las plantas control; sin embargo la respuesta de planta dependia de las
condiciones de la exposicion y también fue diferente para fendlicos libres y fenolicos solubles
unidos a glicosidos. Asi, la presencia de Cd(II) fue asociada con el decremento de los compuestos
fenodlicos libres e incremento de los enlazados a glicosidos, ademads su presencia se relaciond con el
aumento de la actividad antioxidante de fenolicos unidos a glicdsidos en todo el intervalo de las
concentraciones estudiadas. Estos resultados aunados a los resultados del analisis PCA aluden a que
el cadmio, al imponer estrés oxidativo, activa la respuesta de la planta en términos de la
incorporacion de fenolicos libres en precursores de los ligninos para fortalecimiento de la pared
celular y en términos del dafio oxidativo directo como lo indicé la asociacién de Cd(IT) con el acido

2,3-dihidroxibenzoico, producto de oxidacion del acido salicilico por radicales libres.
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En el caso del selenio, los cambios de los niveles de compuestos fendlicos fueron menos
notorios respecto al cadmio; siendo la mas afectada la fraccion de fendlicos libres. En el ensayo
ABTS se observd un incremento de la actividad antioxidante de esta fraccion 1 para las
concentraciones < 1.5 mg L Se(IV). Los resultados obtenidos parecen indicar que el selenio en
bajas concentraciones podria inducir la formacion de compuestos fenolicos libres, efecto muy

diferente respecto al observado para el cadmio.

En la exposicidon simultinea a los dos iones estresantes (< 1.5 mg L™ de cada uno), se
encontrd la atenuacion los efectos observados para cada uno de los iones indviduales; lo que
parece confirmar el efecto protectivo de Se(IV) contra la fitotoxicidad de Cd(II) observada

anteriormente en la misma planta [92].
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IV.3. MONITOREO DE ION OXIDO DE FOSFORO PARA LA
ESPECIACION ANALITICA DE FOSFITO Y FOSFATO EN PLANTAS
TRANSGENICAS POR HPLC-ICP-MS

IV.3.1. Introduccion

A causa de que existe una gran variedad de las especies de fosforo presentes en los tejidos
de plantas, tanto organico como inorganico, y debido a la compleja matriz quimica de las mismas
es necesario establecer criterios o puntos que permitan realizar un andlisis de especiacion
adecuado es decir, llevar a cabo la extraccion selectiva de los compuestos, contar con una buena
sensibilidad en el método de andlisis y que la cuantificacion de fosforo se encuentre libre de
interferencias para cada una de las fracciones obtenidas. En estudios previos, la extraccion de
estos compuestos fue realizada con el uso de agua, 4cido férmico o acético diluido, mezclas de
agua y metanol, con temperaturas que pueden ser en ambiente o mayor, finalmente hay casos en
los que se aplica una prolongada agitacion (mayor a 3 horas). Los extractos obtenidos usualmente
son purificados mediante extraccion en fase solida, con la finalidad de eliminar compuestos
organicos y especies ionicas co-extraidas con las especies de fosforo; sin embargo la evaluacion
del rendimiento de la extraccion de cada especie de fosforo raramente se ha llevado a acabo[67,
69, 70, 116-118].

La cromatografia de liquidos con detectores conductimétricos ha sido la técnica
predominante en la aplicacion del analisis de los oxianiones de fosforo en extractos de plantas,
permitiendo limites de deteccion del orden de partes por millon [68, 69]. Vale la pena mencionar
que la cromatografia de intercambio i6nico, aplicando un gradiente para la elucion de los
analitos, empleando elevado pH y con deteccion conductimétrica con supresion de la
conductividad de la fase movil, como la aplicada a muestras de agua, proporciond mas bajos
valores de los limites de deteccion, del orden de sub- partes por billon; sin embargo, en muestras
mas complejas ha sido dificil alcanzar estos valores, debido a la baja selectividad haciendo que
sea una limitacion importante [119, 120]. Alternativamente, la derivatizacion precolumna con
diazometano o N-metil-fert-butildimetilsilil-trifluoroacetamida fue propuesta para su andlisis
mediante GC-FID, en donde se tuvieron limites de deteccion de bajas partes por millon en el
analisis de plantas [69, 121]. La aplicacion de trampas idnicas con deteccion espectrométrica de
masas permitié una mejora en el poder de deteccion (0.1 ng en columna) [69]. Se desarrollaron

ensayos fluorimétricos especificos a fosfito, en donde se alcanzaron limites de deteccion de 5
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pumol L (alrededor de 0.4 mg L), estos ensayos estan basados en la oxidacion enzimatica a
fosfato en presencia de resazurina y la subsecuente medicion fluorimétrica de la forma reducida
de este reactivo [67]. La combinacion de técnicas de espectrometria atdbmica con cromatografia
de liquidos ya ha sido aplicada en el analisis de especiacion de fosforo en herbicidas [122],
extractos de suelos [123] y en diferentes muestras de aguas naturales [120, 124, 125], sin
embargo en estudios recientes se han realizado aproximaciones en el andlisis de estos compuestos
en plantas [64].

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente es considerada como
técnica predilecta en el analisis de elementos traza para estudios de especiacion, sin embargo su
aplicacion para fosforo monoisotopico estd comprometida, a causa de que el primer potencial de
ionizacion de este elemento es alto, asi como por las interferencias poliatdmicas que se llegan a
presentar; estas se deben a la formacion de iones poliatdbmicos que contienen principalmente
atomos de nitrogeno, oxigeno y carbono [126]. Se han propuesto muchas estrategias para mejorar
la determinacion de P por ICP-MS, las cuales se basan en la eliminacién de la matriz organica,
disminucién en la cantidad de muestra suministrada al plasma, el uso de instrumentos de alta
resolucion o la aplicacion de celdas de colisiones/reacciones. En particular, fue demostrado que
las celdas presurizadas con helio son capaces de minimizar o detener la introduccion de iones
poliatomicos al filtro de masas, mediante la discriminacion de estos iones en funcién de su
energia cinética [122, 123, 127]; se han desarrollado sistemas en donde el oxigeno puede ser
introducido a celdas de reaccion dindmicas, haciendo que se promueva la formacién del i6n oxido
de fosforo con m/z 47, con mucho menor niumero de probables interferencias poliatomicas
respecto a los que se presentan para m/z 31 [128-130]. Existen estudios que se basan en la
generacion del i6n oxido de fosforo en los que han sido optimizadas las condiciones de operacion
del plasma [131], con este mismo objetivo se han hecho analisis de soluciones de fosforo que
contienen acido nitrico o metanol [132]. Es necesario sefialar que no es posible una mejora en la
sensibilidad por el uso de la celda de reacciones dindmicas, por lo que la ausencia de este
aditamento resulta de interés debido a su potencial aplicabilidad en los més austeros instrumentos

ICP-MS.
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IV.3.2. Objetivo

Desarrollar un nuevo procedimiento de especiacion analitica de iones fosfito y ortofosfato
basado en la separacion por cromatografia de liquidos y deteccion especifica de fosforo por ICP-

MS para su aplicacion en el andlisis de plantas.

IV.3.3. Parte experimental

Muestras biologicas

Tres plantas de tabaco transgénicas crecidas en presencia de P(III) como unica fuente de
fosforo (muestras 1, 2, 3) y una mezcla de muestras, fueron amablemente proporcionadas por el
Dr. Luis Herrera-Estrella del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad, México.

El material fue recibido como biomasa homogenizada y liofilizada.

Metodologia

El ICP-MS fue usado con un nebulizador MiraMist Teflon®. Una cdmara de enfriamiento
Peltier la cual fue operada a 2 °C. El procedimiento de ajuste estdndar (tuning) se llevo a cabo
usando una solucion de Li, Y, Tl, Ce (Iug L' de cada elemento) y posteriormente se ajustaron
los parametros para la deteccion de m/z 47 usando una solucion de P(V) disuelto con la fase
movil (10 pgP L. Para la deteccion de fosforo con m/z 31, el octopolo de la celda de
colisiones/reacciones fue usado con un flujo de He de 3.5 mL min™ [127].

Para la extraccion de iones ortofosfato y fosfito, a 40-50 mg de material de planta
liofilizado se le adicion6 1.0 mL de EDTA 10 mmol L™ (pH 8.0) y la mezcla fue colocada en un
bafio ultrasonico durante 30 min a temperatura ambiente. Después la muestra fue centrifugada a
10 000 xg durante 10 min, el sobrenadante fue colectado y el procedimiento de limpieza se
realizd con tubos Supelclean LC-18 SPE. Los tubos de limpieza fueron acondicionados con 2 mL
de metanol, para evitar la posible presencia de las especies de fosforo los tubos SPE se lavaron
con 2 mL de la solucion usada para la extraccion (EDTA 10 mmol L, pH 8), finalmente se
coloco 1 mL del extracto de plantas y se hizo pasar a través del tubo a una velocidad aproximada

de 1 mL min™. Finalmente, para remover particulas que pudiesen cerrar los canales por donde
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pasa la muestra en HPLC-ICP-MS, el extracto filtrado se limpié con un filtro IC Acrodisc (0.2
um) y después de una apropiada dilucidon con la fase movil (maximo 20 veces), 100 pL de la
solucién fueron inyectados al sistema cromatografico con deteccioén por ICP-MS.

La separacion se realizé aplicando elucion isocratica utilizando como fase moévil ftalato de
hidrégeno y potasio 5 mmol L™ (ajustado a pH 2.5 con 4cido nitrico) con un flujo de 1.0 mL min’
'y a temperatura ambiente. Las condiciones de operaciéon del ICP-MS establecidas para la
deteccion de la sefial m/z 31 y m/z 47, se presentan en la Tabla 6. La cuantificacion se realizd
utilizando calibracion externa a partir de una mezcla de P(III) + P(V), las soluciones estandar se
prepararon a cinco niveles de concentracion (0, 100, 250, 500, 1000 pg L™ de fosforo como P(III)
y como P(V), respectivamente); finalmente para el método de cuantificacion se utilizo el area de
pico cromatografico. Se llevd a cabo el analisis mediante estadistica descriptiva para obtener

medias y desviaciones estandar.

IV.3.4. Resultados y discusion

El objetivo de este trabajo fue establecer un procedimiento de especiacion para
P(IIT)/P(V), en el cual la adiciéon de acido nitrico permitié una adecuada deteccion de fosforo a
m/z 47 por ICP-MS sin el uso de la celda colisiones/reacciones. En experimentos iniciales, la
separacion se llevo a cabo en una columna de intercambio anionico(SAX) con ftalato de potasio
10 mmol L™ (pH 4.0); sin embargo los picos cromatografico resultaron poco simétricos, la sefial
de fondo en el ICP-MS (> 1600 cps) y la sensibilidad para m/z 47 fue pobre [5]. Para mejorar el
estudio analitico, se propuso el uso de una columna polimérica, con fase movil mas diluida con
adicion de acido nitrico y comparar los resultados obtenidos de la deteccion elemental contra los

del 16n oxido de fosforo.

El efecto del 4cido nitrico en la determinacion de fésforo a m/z 31 y m/z 47 por ICP-MS
ya habia sido reportado anteriormente [132]. El objetivo principal del estudio citado fue evaluar
el potencial impacto del acido nitrico presente en la muestra como residuo de la digestion de
materiales organicos; por lo tanto, se utilizaron relativamente altas concentraciones de este adcido
(superiores a 2.5 mol L) y se obtuvieron limites de deteccion deteriorados para los dos iones
monitoreados; sin embargo para bajas concentraciones de acido (< 0.1 mol L™), la sefial de ruido

de fondo se incrementd a m/z 47, mientras a m/z 31el deterioro de la sefial menos pronunciado
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respecto las concentraciones mas altas [132]. Con base en este trabajo y también tomando en
cuenta que el acido nitrico debe estar presente en baja concentracion en la fase movil, en el
presente trabajo se examiné el efecto del acido nitrico sobre la sefial de m/z 47 en el rango de
concentraciones 0 — 10 mmol L. Para esta etapa, se preparé una solucion del blanco (5 mmol L~
! de ftalato o agua desionizada) y una solucién estandar de fosfato usando como disolvente la fase
movil, en ambas soluciones se evaluaron diferentes concentraciones de 4cido nitrico por medio
de su introduccion directa al plasma. Los resultados son presentados en la Figura 19, hay que
sefialar que se han aplicado las condiciones de ajuste finales en este experimento para una mejor

claridad de la presentacion (Tabla 6).

Tabla 6 Condiciones de operacion de ICP-MS.

Deteccion por ICP-MS m/z 31 m/7 47
Potencia del plasma 1500 W

Flujo de gas nebulizador 0.9 L min™" 0.85 L min™
Gas Make-up 0.1 L min™' 0.4 L min”
Nebulizador MiraMist Teflon®
Camara de rociado Peltier cooled chamber, 2 °C
Conos de muestra y skimmer Platinum
Profundidad de antorcha 9 mm 8.5 mm
Lentes de extraccion de iones 1 25V -180 V
Lentes de extraccion de iones 2 -130V -60V
Entrada de celda 30V 36V
QP focus -15V 3V
Salida de celda 50V -60 V
OctP RF 100 V

OctP Bias -18V -12V
Modo de adquisicion Time resolved analysis
Tiempo de captura 100 ms

Celda de colisiones/reacciones 3.5 mL min" He No
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Como se puede observar, el incremento en la concentracion de acido nitrico causé un
gradual incremento de la sefial de fondo para las tres soluciones analizadas. La sefial neta
evaluada para el estandar de fosfato (25 ugP L") aument6 de 2517 cps, en ausencia de acido, a
3260 cps para la concentracién de 10 mmol L™ (un incremento del 30%) y atin més importante, la
sefal se mantuvo relativamente estable en el rango de concentracion de acido nitrico de 4-8 mmol
L' (3092 + 73 cps), indicando que este rango puede ser usado sin problemas en la separacion

cromatografica con la sefial de m/z 47.
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Figura 19 Efecto del acido nitrico en la sefial m/z 47 porICP-MS: (--¢--) agua desionizada;
(-—e—-) ftalato de potasio 5 mmol L' (---m---) 25 pgP L' de P(V) en ftalato de potasio 10 mmol
L"'; (—A—) sefial de fosforo menos la de ftalato.

La siguiente tarea fue el ajustar apropiadamente las condiciones del equipo para la
deteccion del ion elemental y el 6xido del mismo, en presencia de la fase mévil. Para m/z 31, los
parametros de ajuste y las condiciones de la celda de colisiones/reacciones se tomaron de un
trabajo previo [127] (Tabla 6). Se prepar6 una solucion estdndar de fosfato y un blanco (ftalato 5
mmol L conteniendo 4cido nitrico 8 mmol L), las cuales se introdujeron al equipo para
corroborar la posible presencia de interferentes isobaricos o poliatomicos a m/z 47 ('Ti", *zr*",
Li*Ar+, 2CCl’, “N'0'"0'H"), asi como el efecto del flujo de He en el rango de 0 — 5 mL
min”'. Como se puede observar en la Figura 20, la sefial del blanco siempre se encontrd por
debajo de 830 cps, la sefial de la solucion estandar de fosfato (25 pugP L) disminuy6 de manera

importante con un flujo de gas He mayor a 0.5 mL min™ y la concentracién equivalente de fondo
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(BEC) increment6 gradualmente, los resultados que en su conjunto indicaron que no es necesario
el uso de la celda de colisiones/reacciones para m/z 47. Las condiciones de operacion del plasma
y los voltajes de QP focus, salida de celda y OcP bias fueron ajustados variando un parametro a la
vez tomando como criterio de ajuste la mayor sensibilidad (sefial neta para 10 ugP L como
fosfato, mediante su introduccion directa al ICP-MS). En este aspecto, la potencia del plasma se
mantuvo a 1500 W, los voltajes de octopolo RF a 100 V para ambos valores de m/z. Un corto
tiempo de residencia en el plasma favorece la formacion de oxidos, por lo cual el flujo del gas
make-up y la profundidad de la antorcha fueron examinados en el rango de 0.1 — 0.8 mL min™' y
4 - 9 mm, respectivamente; los valores seleccionados para la deteccion de 6xidos fueron de 0.4
mL min™ y 8.5 mm (Tabla 6). Debido a que la celda del octopolo no se presurizé con He para m/z
47, los valores seleccionados para QP focus, salida de la celda y OcP bias fueron diferentes

respecto a m/z 31 (Tabla 6).
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Figura 20 Efecto de la velocidad del flujo de He en la celda del octopolo en la sefial m/z 47 por
ICP-MS: (---m---) BEC, ugP L™'; (") 25 ugP L™ de fosfato en la fase movil; (—e—) ftalato de
potasio en 8 mmol L™ de 4cido nitrico.

Finalmente se hizo el ajuste de los voltajes de los lentes que dirigen los iones, la sefial
neta para 10 pgP L' como P(V) se registré usando tres diferentes valores en la entrada de celda (-
44 V, -36 V y -30 V), mientras se variaban otros dos parametros de acuerdo a lo establecido en
un disefo factorial de cuatro niveles. Especificamente, los voltajes probados fueron: -180 V, -150
V,-100 V, -50 V para el lente denominado Extract 1 y con valores de -130 V,-120 V, -90 V, -60

V para el lente Extract 2. La optimizacién de estos parametros se llevo a cabo mediante un
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analisis estadistico de superficie de respuesta, usando el software The Unscrambler, y los
resultados obtenidos revelaron relativamente altas intensidades para la sefial de P cuando la
entrada de celda presentaba un voltaje de -36 V respecto a -44 V y -30 V. En la Figura 21, Ia
superficie de respuesta para entrada de celda de -36 V es presentado y se puede observar que a
voltajes menores en Extract 1(-180 V) y mayores voltajes en Extract 2 (-60 V) se obtiene la mejor
sensibilidad en la deteccion de fosforo a m/z 47. Los pardmetros de todos los ajustes finales se

encuentran resumidos en la Tabla 6.
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Figura 21 Superficie de respuesta para la sefial neta de 10 pgP L' como P(V) obtenido en con un
voltaje en la entrada de celda de -36 V, y diferentes voltajes en los lentes de extraccion 1 (180V -
-50V) y extraccion 2 (-130V - -60V).

Para la separaciéon cromatografica se utilizd6 una columna Hamilton PRP-X100 con
soporte polimérico quimicamente inerte, esperando una mejor simetria en los picos y una linea
base mas baja en el ICP-MS comparando con lo reportado con columnas basadas en silica, en las
cuales los grupos residuales silanol presentan afinidad a especies idnicas, con lo que
potencialmente pueden afectar en la retencion y recuperacion de los oxianiones de fosforo de la
columna. En la cromatografia de intercambio i6nico con deteccion conductimétrica, han sido
usadas con regularidad fases mdviles alcalinas para la separacion de oxianiones de fosforo
completamente desprotonados [119, 120], sin embargo elevados valores de pH fueron evitados en
este trabajo con la finalidad de proteger los componentes del sistema HPLC-ICP-MS y mas
importante, para la deteccion y cuantificacion de PO", era necesaria la presencia del 4cido nitrico

en la fase movil en el rango de concentraciones 4-8 mmol L (Figura 19). Varios autores
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reportaron la separacion de oxianiones de P en el rango de pH 2.5 - 4.0 con fases moviles a base
de iones organicos como ftalatos, succinato, malonato, citrato, etcétera [69, 124, 133, 134]. La
carga unica de los aniones H,PO3; y H,PO4, como se presentan estas especies a las condiciones
establecidas [135], presentarian baja retencion respecto a los aniones doble- o triplemente
cargados asi como tiempos de analisis menores, especialmente importante cuando un instrumento
como el ICP-MS es usado como sistema de deteccion. Debido a que la técnica no tolera altos
valores de pH, se intentd trabajar con bajas concentraciones de la mezcla ftalato de hidrogeno y
potasio: acido nitrico. Con el objetivo de establecer las condiciones que permitan la separacion
hasta linea base de las dos especies en corto tiempo y con buena simetria de los picos, se
obtuvieron varios cromatogramas para la mezcla de estandares de P(III) + P(V), esto se realizo
variando las concentraciones de ftalato (2 — 10 mmol L), ajustando el pH con é4cido nitrico de
concentracién 1 mol L™ (pH 2.5 — 3.5), se probaron diferentes velocidades de flujo en la columna
(0.6 — 1.5 mL min™) asi como distintas temperaturas (de temperatura ambiente a 40 °C). Las
condiciones finales se encuentran descritas en la seccion de Parte experimental; es importante
indicar que la concentracion de 4cido nitrico en la fase movil fue de aproximadamente de 6 mmol
L' (ftalato 5 mmol L', pH 2.5), encontrandose este valor dentro del rango previamente
seleccionado (Figura 19). En la Figura 22, se presentan los cromatogramas de las dos mezclas de
soluciones estandar; los resultados de la calibracion y los pardmetros analiticos estudiados se
presentan en la Tabla 20. Aunque la linea base para m/z 47 estuvo mas elevada respecto a m/z 31,
el monitoreo de oxido de fésforo con las condiciones establecidas tanto para la separacion
cromatografica como para el ICP-MS presenté mayor sensibilidad, menores limites de deteccion
y mejoras en cuanto a la precision respecto a los valores obtenidos para m/z 31 (Tabla 7). Los
limites de deteccion evaluados como la concentracion de P inyectada a la columna fue
comparable con lo reportado en trabajos de especiacion por LC- ICP-MS de diferentes especies
de fosforo y tipos de muestras [123, 124, 127, 136, 137] aunque significativamente menor con
respecto a otros procedimientos aplicados en este andlisis de oxianiones de P en plantas [67-69,
121]. Como se describe en la seccion de Metodologia, 50 mg de biomasa fue tratada con 1 mL de
la solucion de extraccion y el extracto obtenido fue diluido veinte veces antes de introducirlo al
sistema HPLC — ICP-MS, por lo cual el limite de deteccion evaluado en la biomasa de la planta a
m/z 31 fue de: 0.82 pgP g P(III), 0.87 ugP g P(V) y para m/z 47 de: 0.70 pugP g P(III), 0.63
ngP g' P(V) (Tabla 7). Estos bajos valores son importantes caracteristicas del procedimiento

propuesto en este trabajo, debido a que puede llevarse a cabo la evaluacion cuantitativa de la
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conversion de P(IIT) a P(V) en plantas transgénicas. Las muestras reales analizadas fueron plantas
transgénicas de tabaco disefiadas para el metabolismo de fosfito. En un primer intento, agua
desionizada fue usada como extractante, como ya se ha reportado anteriormente [63, 116, 117].
Se agregd6 1 mL de agua a 50 mg de una mezcla de las muestras, y se colocé en un bafo
utrasonico durante 30 min a temperatura ambiente y los extractos obtenidos se limpiaron con un
cartucho SPE C18.

Es importante indicar que los extractos acuosos presentaban un color verde y contenian
materia organica, y que por lo tanto no podian ser introducidos al HPLC-ICP-MS. La eliminacién
de los componentes organicos en la muestras mediante cartuchos SPE es una practica comun y se
ha reportado que es un método adecuado para limpiar las muestras en el analisis de oxianiones de
P en muestras de plantas [67, 117]. Posteriormente los extractos se filtraron por membranas de
0.2 um Supor®, certificadas para cromatografia ionica, para la eliminacion de particulas finas
residuales. Por ultimo, el extracto se diluy6 veinte veces antes de introducir al HPLC-ICP-MS.
En el andlisis por triplicado usando m/z 31 para la deteccion de fosforo, el fosfito no se encontro
en esta muestra (< 0.8 pugP g") y la concentracion encontrada para fosfatos fue de 0.204 + 0.032
mgP g"'. Para examinar la recuperacion de este procedimiento, a otra porcién de esta misma
mezcla de muestras se adicionaron 200 pL de la solucidon estdndar de la mezcla de fosfatos y
fosfitos (50 mgP L' de cada uno) y 800 pL de agua desionizada, el resultado obtenido fue de
0.193 + 0.020 mgP g™ para P(IIT) y 0.368 + 0.037 mgP g™’ para P(V), indicando 96.5% y 82.0%
de recuperacion para las dos especies, respectivamente. Como ya se menciond anteriormente,
varios metales forman compuestos poco solubles con fosfatos, por lo que ademas a la solucion de
extraccion se le adicion6 EDTA 10 mM a pH 8 para formar complejos con los iones metalicos
(principalmente Ca, Mg) y asi mejorar los rendimientos de extraccion de P(V). Soluciones
alcalinas de EDTA (0.1M de EDTA en 0.25 mol L™ de NaOH) son tipicamente usadas para la
extraccion de fosforo del suelo (16 h en agitacion) [138]; sin embargo, para la extraccion de
fosfato que esta disponible para las plantas en el suelo, fueron usadas mas bajas concentraciones
de EDTA (< 50 mmol L™) y condiciones menos alcalinas (pH 8 — 8.5) [139, 140],por lo que estas
condiciones intermedias parecieron mas adecuadas para la extraccion de los oxianiones de P de la

biomasa de tabaco.
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Tabla 7 Parametros analiticos evaluados para la separacion por intercambio anionico de fosfato y
fosfito con deteccién de *'P y *’PO por ICP-MS (valores medios, desviacién estandar y CV

obtenidos de cinco réplicas).

m/7 31 m/z7 47

Parametro

P(V) P(III) P(V) P(III)
Linea base+DE, cps" 521 + 17 576 + 20 832 +29 858 + 24
Tt DE, min 6.95 + 0.03 7.90 + 0.04 6.95 + 0.03 7.90 + 0.04
Calibracién®® 71.2¢ +23 84.1c + 43 110.3¢+86.4 | 115.1c+101
R’ 0.9994 0.9997 0.9997 0.9998
LD, pgp L'® 2.18 2.04 1.58 1.74
LD, ugP g'™ 0.87 0.82 0.63 0.70
LD, pmol[P(IIN)/P(V)] g 9.20 10.4 6.63 8.86
LC, pgp L' 3.64 3.42 2.65 2.89
cv, %" 1.0 1.1 0.7 0.7
CV, %® 2.7 2.5 1.5 1.4
CV, % 3.9 3.7 2.1 2.2

T A - =, s
) valor adquirido en la region de elucién de cada especie;

(@)

., -1
¢ — concentracion, pgP L™

3 ” . ., . . . , , .
) limite de deteccion evaluado en base a seis desviaciones estandar de la linea base medido en

la region de elucion del analito;

4) 1s - ., . . .
@ limite de deteccion referido como masa de fosforo por gramo de biomasa;

®1LD como pumol de cada especie (fosfito y fosfato) por gramo de biomasa;

© limite de cuantificacién evaluado en base a diez desviaciones estandar de la linea base

medido en la region de elucion del analito;

(

(

(

7 coeficiente de variacion representando la precision instrumental para 250 pgP L™ ;
® coeficiente de variacion representando la precision dentro de la corrida 250 ugP L™';

? coeficiente de variacion representando la precision entre corridas para 250 ugP L™




Los resultados obtenidos para esta misma mezcla de muestras en el Segundo experimento
fue de 0.231 + 0.037 mgP g’ para P(V) y no fue detectado P(III); para la muestra con adicién de
estandar se encontrd 0.419 + 0.035 mgP g como P(V) y 0.197 + 0.028 mgP g como P(III), los
valores en los porcentajes de recuperacion fueron de 94.2% y 98.6% para las dos especies
respectivamente. En base a estos resultados la extraccion con EDTA y dos etapas en el proceso
de purificacion fueron aplicados en los subsecuentes analisis.

En la Figura 22, son presentados los cromatogramas adquiridos a m/z 31 y m/z 47 para el
extracto de planta (muestra 3) y para la muestra con adicion de estdndar. Especificamente, 100
uL de la mezcla de solucion estandar (50 mgP L™ P(II) y 50 mgP L'P(V)) fueron adicionados a
50 mg de biomasa, la cual posterior a la extraccion, limpieza y dilucion, la adicion de estandar
resulto en una concentracion de 250 pgP L de cada especie en la solucién final.

En la Figura 22, también se incluyen los cromatogramas de dos soluciones de calibracion,
las cuales permiten la confirmacion de la identidad de las especies. Se puede observar que la linea
base para m/z 31 fue menor al compararla con m/z 47; sin embargo en ella se presenta mayor
ruido que concuerda con las figuras 19, 20 y Tabla 7. Tres muestras de diferentes plantas fueron
analizadas y los resultados obtenidos para la deteccion de los dos valores de m/z presentaron
valores similares; sin embargo el ion 6xido de fésforo resulto presentar mejor precision
comparado contra el ion elemental (Tabla 8). Efectivamente, lo mencionado anteriormente puede
ser confirmado, ya que la desviacion estandar relativa para la determinacion de P(V) estuvo
alrededor de 5% para m/z 47 y 9% para m/z 31 (Tabla 8). Para el chequeo de la exactitud, la
determinacion se realizé mediante la adicion de estandar de dos puntos (250 pgP L™ y 500 pgP
L"' de las dos especies en la solucion inyectada al sistema cromatografico). Los resultados
cuantitativos fueron concordantes con los obtenidos por la cuantificacion por calibracion externa
(Tabla 8). En las muestras 2 y 3, solo se encontr6 fosfato, mientras que en la muestra 1 se
encontro una baja cantidad de fosfito. La interpretacion biologica de los datos analiticos no forma
parte de este trabajo, sin embargo ha de ser recalcado que los resultados obtenidos en este trabajo
fueron consistentes con los previamente reportados para estas mismas plantas transgénicas [64].
En particular, las muestras 1-3 corresponden a plantas crecidas con fosfito como unica fuente de
fosforo y los resultados de especiacion confirman la eficiente oxidacion de P(III) a P(V) por las

plantas.
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Figura 22 Cromatogramas obtenidos por HPLC — ICP-MS: (—) mezcla de estdndares de fosfato
+ fosfito, 250 pugP L' de cada uno; (-"-"-) mezcla de estandares de fosfato + fosfito standard mix,
1000 pgP L™ de cada uno; ()extracto de planta; (----)extracto de planta con adicién de estandar
de P(III) + P(V), 250 pgP L de cada uno: (a) m/z 47, (b) m/z 31.
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Tabla 8 Resultados de la cuantificacion obtenidos en el analisis de muestras de plantas por los
procedimientos propuestos con deteccion en m/z 31y m/z 47 por ICP-MS. Valores de
concentracion medios con su respectiva DE son presentados basados en el analisis por triplicado
de cada biomasa.

Muestra Calibracion externa Adicion estandar Recuperacion, %
PAI) | P(V) PAI) | P(V) PAID) | P(V)
m/z 47, mgP g'l (ps) £ DE
0.035+0.009 | 0.296 +0.015 | 0.032+0.016 | 0.304+0.019 | 99.1 97.2
Nd 0.266 + 0.012 0.270 +£0.023 | 101.2 99.7
Nd 0.203 +0.016 0.215+0.027 | 98.6 94.2
m/z 31, mgP g (ps) £ DE
0.025+0.010 | 0.274+0.024 | 0.028 +0.015 | 0.289+0.031 | 97.2 94.5
Nd 0.255+0.021 0.283+0.019 | 98.0 93.2
Nd 0.179+0.017 0.202+0.024 | 97.8 95.1

IV.3.5. CONCLUSION

Ha sido demostrada la factibilidad del monitoreo de fosforo a m/z 47 para la
determinacion de fosfito y ortofosfato en material de plantas por cromatografia de intercambio
anionico con deteccion por ICP-MS. En este procedimiento, usando ftalato de hidrogeno y
potasio como fase moévil, la cual contiene concentracion milimolar de acido nitrico, permitié en
un tiempo de diez minutos el analisis de las dos especies con una resolucion hasta linea base,
favoreciendo la formacion de iones de 6xido de fosforo en el plasma. Los resultados obtenidos en
el analisis de plantas transgénicas usando dos modos de deteccion (m/z 31 y 47) fueron
concordantes, sin embargo el monitoreo del ion 6xido de fosforo presentd limites de deteccion
mas bajos y mejor precision. Mas importante es que la celda de colisiones/reacciones no fue
necesaria para el monitoreo del ion 6xido de fésforo, por lo cual este procedimiento puede ser
llevado a cabo en cualquier instrumento ICP-MS. Varios estudios biotecnoldgicos se enfocan
actualmente en el fosfito como fuente alternativa de fosforo para las plantas; el utilizar fosfito
recae en el hecho de que existe una oxidacion in vivo a fosfato, la implementacion del
procedimiento propuesto proveerda informacion analitica util y complementaria en dichos

estudios.
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IV.4. DETERMINACION DE ACIDO GIBBERELICO EN PRODUCTOS
AGROQUIMICOS POR ESPECTROMETRIA UV/VIS CON EL USO DE
ESTANDAR INTERNO

Las gibberelinas (GAs) son acidos diterpenos tetraciclicos naturales, cuya estructura
basica estd constituida por un anillo de ent-gibberelano Figura 23, algunos de los cuales poseen

actividad hormonal [141].

-~

19 18
Figura 23 Estructura quimica del ent-gibberelano

Actualmente hay mas de 140 gibberelinas aisladas de tejidos vegetales, que han sido
identificadas quimicamente. La mas conocida del grupo es la GA3 (acido gibberélico), producida
por el hongo Gibberella fujikuroi. El acido gibberélico es un metabolito secundario que ejerce la
funcion de fitohormona, mediante la regulacion del crecimiento en diferentes etapas del
desarrollo de las plantas. Es por ello que este compuesto se utiliza en la agricultura para mejorar
el rendimiento de los cultivos y para su proteccion contra diferentes tipos de estrés[142].

Para llevar a cabo el control del proceso industrial de la biosintesis del 4cido gibberélico,
la evaluacion de su rendimiento y el control de calidad de los productos agroquimicos, se buscan
los procedimientos relativamente simples y robustos, que sin embargo aseguren buena calidad de
los resultados. Asimismo, los principios de quimica verde obligan a reducir la generacion de
residuos potencialmente contaminantes en los laboratorios, lo que involucra el desarrollo de los
ensayos en micro-escala. Para satisfacer los requerimientos que se acaban de presentar, el
presente trabajo se enfoca en la modificacion del procedimiento espectrofotométrico de la
determinacion de GA3 propuesto anteriormente [143] y utilizado extensamente por varios autores
[144-147], con el fin de convertirlo en un procedimiento no-riguroso, con bajo requerimiento de

los reactivos y disolventes, pero al mismo tiempo confiable en términos de precision y exactitud.
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La modificacion consistird en la aplicacion de un estandar interno y en disefiar el protocolo en

escala micro.

IV.4.1. Objetivo

Desarrollar un nuevo procedimiento espectrofotométrico en escala micro con el uso de
estandar interno, para la determinacion de acido gibberélico en productos agroquimicos y
también demostrar su confiabilidad mediante la comparacion de los resultados con los obtenidos

por cromatografia de liquidos y de gases.

IV .4.2. Parte experimental

Solucion patron de 4cido gibberélico (GA3) 1.8 g L™, se prepar6 tomando del 100mg del
estandar comercial (90% GA3, grado HPLC) y se disolvié con 50mL de metanol al 70%.
Soluciones de los estdndares internos a 0.1g L' (3-nitrofenol, 4-nitrofenol, Azul nilo, Mordiente
azul I, Vede brillante, Rojo Congo y Azul de metileno), para cada estandar interno se prepar6 una
solucion patron tomando 10mg y disolviendo hasta 10mL con agua milli Q, posteriormente se
tomaron 100pL de la solucion patron y se disolvieron con 900 pL de agua. Se prepararon
soluciones de fosfato de amonio dibasico 100mM, los pHs de cada solucion fueron 7.0, 8.0, 9.0,

100y 11.0.

Muestras biologicas

e Se prepararon soluciones de 1g L™ de agroquimicos (GibGro(10% de GA3, Nufarm®),
Activol 40% GS(40% de GA3, Valent Biosciences®), Biogib 10PS(10% de GA3, Grupo
Bioquimico Mexicano®) y Gibiotin 101(8.2% de GA3, AGRO-GROW®)).

Procedimiento espectrofotométrico propuesto en este trabajo

Se tomaron 50 pL de muestra o del estandar de acido gibberélico agregando 50 pL del
estandar interno (mordiente azul I, 65mg L-1) y 15uLL de HCI 6N. La extraccion se llevo a cabo
con dos porciones de acetato de etilo (75 pL cada una); se re-extrajo el compuesto y el EI con 50
uL de un tampon de fosfatos 10mM a pH 10.5, se adiciond 200 pL de una mezcla de etanol:HCl

6N (1:3) y se dejo reaccionar durante 40 min. Finalmente, se registraron los espectros UV/Vis en

74



el intervalo de 240 — 600 nm, se obtuvo la primera derivada y la sefial analitica del 4cido

. ;. . 1 1
gibberelénico definida como S = Sanatito/St1 = D267.64nm/ Da21.64nm.

Procedimiento de determinacion del dacido gibberélico por cromatografia de liquidos

Se prepararon soluciones de estdndar de concentracion 0, 25, 50, 75, 100 y 125 pg mL™,
disueltas en la 40mM de H3PO4 a pH 2.5. A partir de las soluciones de las muestras se tomé una
alicuota de 20 pL, se disolvio a 1 mL con la fase movil y se inyectdé en la columna
cromatografica. Se utiliz6 el cromatégrafo de liquidos, las condiciones experimentales de

separacion se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9 Condiciones de analisis de GA3 en cromatografia de liquidos.

Volumen de inyeccion 20uL
Flujo 1.0 mL min’’
Temperatura de la columna 30°C
Tiempo(min) | Agua, % 40mM MeOH, % | MeCN, %
’ H;PO4 % ’ ’
0.0 37 25 38 0
Gradiente 8.0 37 25 38 0
9.0 27 25 38 10
11.0 27 25 38 10
11.5 37 25 38 0
Deteccion UV 206 nm

Metodologia de anadlisis por cromatografia de gases

Se prepararon soluciones de estandar de concentraciéon 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg mL"
! disuelto en piridina. Con el fin de convertir al 4cido gibberélico en una especie volatil, se llevo
a cabo la derivatizacion con la mezcla de N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida y
trimetilclorosilano (BSTFA-TMCS, Supelco) a 70°C durante 15 minutos. A partir de las
soluciones de las muestras se tomd una alicuota de 100 pL y se seco al vacio a 45°C,
posteriormente se redisolvio al mismo volumen con priridina: BSTFA-TMCS(1:1) y se hicieron
reaccionar al igual que los estdndares. Las condiciones experimentales de separacion se presentan

en la Tabla 10.
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Tabla 10 Condiciones de analisis para el GA3 por cromatografia de gases

Gas acarreador Hidrogeno Flujo 1.6 mL min™
Inyeccion Split 1:20 Volumen 1L
Temperatura del inyector 250°C
°C/min Temperatura, Permanencia,
Programa de °C min
temperatura del - 170 1
horno 20 270 0
10 340 1
Temperatura del detector 360°C
Flujos en el detector H,: 45mL/min Aire: 450mL/min

IV.4.3. Resultados y discusion

En la Figura 24 se presenta el esquema general del trabajo experimental realizado. Se
desarroll6 un nuevo procedimiento espectrofotométrico en micro escala, en el que a la muestra
original se agrega el estandar interno (EI), ambos compuestos se extraen con un solvente
organico (para eliminar la matriz de muestra) y, después de su re-extraccion a fase acuosa, se
obtiene la conversion de GA3 en el acido gibberelénico, sin afectar la estructura del EI
Finalmente se registraran los espectros UV/Vis de las muestras (o soluciones de calibracion) y se
realiza la cuantificacidon definiendo la sefial analitica como la relacion S = Sanaito/Ser. Para fines
comparativos, las mismas muestras fueron analizadas mediante dos procedimientos alternativos,

adoptados de la literatura: por cromatografia de liquidos y de gases.

+ &

estudio

—

Conversion de acido giberélicoen
acido giberelénico

Andlisisy comparacion con
HPLC-DAD i otras técnicas

Figura 24 Esquema general de trabajo.
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Desarrollo del método espectrofotométrico

La idea original del trabajo fue modificar la metodologia desarrollada por Berrios y col.
(28), con el fin de llevar el procedimiento a micro escala y asegurar buena precision y exactitud
de los resultados. Para eliminar errores analiticos aleatorios, debido a un procedimiento no
riguroso en micro escala, se propuso el uso del método de estandar interno (EI). Las etapas del
desarrollo del procedimiento fueron las siguientes. (i) seleccion de EI; (ii) estudio de las
condiciones experimentales en la conversion del GA3 en el acido gibberelénico (pH, tampodn,
temperatura y tiempo de reaccidn); (iii) seleccion de solvente organico en la etapa de extraccion
del analito e IS de la muestra original; (iv) evaluacion de las condiciones de adquisicion de senal
analitica (S = Sga3/Sg) adecuadas para la cuantificacion; (v) evaluacion de los principales

parametros analiticos del procedimiento.

Seleccion del E1

Tomando en cuenta los requisitos para El en espectrofotometria, el compuesto
seleccionado tiene que comportarse como el analito durante el procedimiento analitico; en
concreto tiene que ser extraido a solvente organico junto con GA3 y no debe afectar la estabilidad
del analito. Ademas su espectro de absorcion en la region UV/vis no debe solaparse con la banda
de absorcion del analito. Es necesario mencionar que, el GA3 al convertirlo en dacido
gibberelénico presenta su banda de absorcion con el maximo en 254 nm, asi que, se busco un El
con la banda de absorcion resuelta lo mejor posible respecto a la banda del analito. En la
busqueda de un El apropiado, se tomd en cuenta una serie de compuestos como el 3-nitrofenol, 4-
nitrofenol, mordiente azul I, rojo congo, azul de metileno, azul nilo y verde brillante(Figura 25).
Se realizaron pruebas de extraccion del analito y de EI con acetato de etilo, siguiendo la
metodologia de Berrios [147] y se encontré que Unicamente el 3-nitrofenol, el 4-nitrofenol y el
mordiente azul I podrian ser considerados como candidatos adecuados del EI, el azul de metileno
y r0jo congo no presentaban extraccion en la etapa inicial y en cuanto al verde brillante y el azul

nilo, éstos no presentaban re-extraccion de la fase organica a la fase acuosa alcalina [147].
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Figura 25 Estructura de algunos compuestos examinados como posibles EI en este trabajo. A-
Azul de metileno; B-Rojo congo; C-Verde brillante, D- 4-Nitrofenol; E- 3- Nitrofenol; F-Azul
nilo; G — Mordiente azul I

Para evaluar el cumplimiento del criterio espectral, se obtuvieron los espectros UV/Vis
del acido gibberelénico y de los candidatos a IS. Para ello, se tomaron 50 pL de la solucion
estandar de GA3, se mezcld con 50 pL de EI (100mg L™), se adicionaron 10 pL de HC1 6N y la
extraccion se llevo a cabo con 150 puL de acetato de etilo. Posteriormente, la re-extraccion a fase
acuosa se obtuvo agregando 100 pL de hidroxido de amonio al 10% y finalmente se llevo a cabo
la conversion de GA3 al acido gibberelénico adicionando 400 pL de una mezcla de HCI
12N:metanol (1:2) (10 minutos a temperatura ambiente).

Se evalué como primer compuesto el 3-nitrofenol, observandose un solapamiento de su
espectro de absorcion con la banda de absorcion del acido gibberelénico (Figura 26) y debido a

esta caracteristica fue descartado. Posteriormente se hicieron pruebas con el 4-nitrofenol, este
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compuesto presenta su banda de absorcion a 318 nm, como se puede observar en la Figura 27, en
longitud de onda 254 nm, se puede obtener la sefial del analito sin contribucion espectral del 4-

Nitrofenol, pero la banda de este candidato a EI no esté resuelta del espectro de analito.

0.87
0.67

0.47

Absorbancia

A,nanometros

Figura 26 Espectro de absorcion correspondiente a 100pg/mL de 3-nitrofenol(---), 100ug/mL de
GA3 (***) y mezcla de GA3 con 3-nitrofenol (—).

Absorbancia

450 550

250 350
A,nanometros

Figura 27 Espectro de absorcion correspondiente a 100 mg L™ de 4-nitrofenol (---), 100mg L™
de GA3 (e**) y mezcla de GA3 con 4-nitrofenol (—).

Finalmente, se procedio a la evaluacion del mordiente azul 1. La banda de absorcion de
este compuesto con el médximo en 465 nm no presentd solapamiento ninguno con el espectro del
analito. Por su parte, el mordiente azul si presentd una pequefla contribucion espectral en la
region de la banda espectral del analito, sin embargo dicha contribucion fue relativamente
constante, sugiriendo que el procedimiento de derivatizacién de espectros permita lograr una

excelente resolucion de las sefales de los dos compuestos, por lo que se decidid continuar con el
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uso de este EI (Figura 28). En primera instancia, la sefial del EI fue definida como absorbancia

en 465 nm y la senal del analito como absorbancia en 254 nm.

Absorbancia

S
o

350 450 550
A, nanometros
Figura 28 Espectro de absorcion correspondiente a 65 mg L de mordiente azul I (---), 100mg L~

"de GA3 (s++) y mezcla de GA3 con mordiente azul I (—).

250

Seleccion del concentracion de HCI

Para asegurar buen rendimiento de extraccion del GA3 a la fase organica, fue necesaria la
acidificacion del medio [147]. Ademads del analito, en el presente trabajo fue necesaria la
extraccion del El, por lo que se evalu6 el efecto de la concentracion del 4cido clorhidrico en las
sefiales de ambos compuestos. Para ello, a una soluciéon de 200 mg L' GA3 y 65 mg L™ del IS se
agregaban diferentes alicuotas del HCl 6N (0 — 15 pL), se realizé el proceso de re-extraccion,
conversion de GA3 y se obtuvieron finalmente las absorbancias en 254 nm (analito) y en 465 nm
(EI). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 18, donde se observa una tendencia de
aumento de ambas sefiales con mayores cantidades del acido agregado. Con base en estos

resultados se seleccion6 el volumen del 4cido de 15 pL (Figura 29).
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Figura 29 Sefiales de absorcion del mordiente azul 65 mg L' en 465 nm (—) y acido
giberelénico 200 mg L™ en 254 nm (---) en funcién del volumen de HC1 6N

Seleccion del solvente

Una vez elegido el EI, la acidez del medio y las condiciones para adquirir las sefiales de
los dos compuestos, se examinaron diferentes solventes organicos en la etapa de extraccion
inicial, donde hasta ahora se utilizo el acetato de etilo propuesto en el método original [147]. Se
decidio llevar a cabo la extraccion con dos porciones del solvente de 75 uL cada una (en lugar de
una porcion con 150 ul) para mejorar el rendimiento final. Se probaron varios solventes tales
como acetato de etilo, cloroformo, diclorometano, metiletilcetona y metilisobutilcetona, después
de la extraccion se procedid con las restantes etapas del procedimiento y se adquirieron en cada
uno de los casos los espectros del analito, del EI y de las mezclas de ambos. A manera de
ejemplo, en la Figura 30 se presentan los espectros de absorcién de mezclas analito + IS para
diferentes solventes. Como se puede observar, el espectro del EI no fue afectado por el cambio
del disolvente, logrando el rendimiento de extraccion de 97-100%. Este rendimiento fue evaluado
mediante comparacion de la absorbancia en 465 nm de la solucion del EI en disolvente dado
contra la absorbancia después de aplicar el procedimiento entero. Por otro lado, la seleccion del
solvente para la extraccion y adquisicion de la sefial del acido gibberelénico es muy importante,
como se puede observar el acetato de etilo y el cloroformo podrian considerarse (rendimiento de
extraccion 100 % y 94%, respectivamente) pero debido a la alta toxicidad del cloroformo, se

selecciono el acetato de etilo para los estudios posteriores.
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Figura 30 Espectros de absorcion de mezclas analito (200 mg L™") y del EI (65 mg L™") obtenidos

empleando en la extraccion los siguientes solventes organicos: Metiletilcetona(— —),
Metilisobutilcetona(— - —), Acetato de etilo(- - -), Cloroformo(- - -) y Diclorometano(—).

Seleccion del pH del tampon de fosfatos

En el método original, la re-extraccion del analito se realizé utilizando un tampén de

fosfatos (pH 7.4) [147], sin embargo en este trabajo para altas concentraciones de GA3 se

observé una disminucion de la sefial. De esta manera, se estudié el efecto del pH del tampon (50

puL, 100 mM) sobre la magnitud de la absorbancia del analito (254 nm) y del EI (465 nm). Como

se puede observar en la Figura 31, la extracciéon del GA3 a distintas concentraciones y del EI,

indican que la mejor extraccion se obtiene en el intervalo de pH entre 10-11, por lo que para
llevar a cabo el analisis se selecciond el pH de 10.5.
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Figura 31 Efecto del pH del tampdn de fosfatos en las sefiales de absorcion del mordiente azul
65mg L™ (—) (465 nm), acido gibereliénico 200 mg L™ (---) y 500mg L™ (¢++) (254 nm)

Seleccion del tiempo de reaccion

Berrios[147] reportd que el tiempo de reaccion de conversion puede ser entre 2 min y 60
min, mientras que para tiempos mas largos, la sefial tiende a disminuir. En los experimentos
preliminares de este trabajo, se observd que el tiempo de reaccidon es importante, por lo que se
realizéd un seguimiento de la conversion de GA3 a 4cido gibberelénico por cromatografia de
liquidos. Para ello, se obtuvo la separacion cromatografica de los dos compuestos, utilizando para
la deteccion de GA3 la longitud de onda de 206 nm, para el acido gibberelénico 245 nmy para el
El 465 nm. Una vez preparada la mezcla de reaccion, ésta se inyectd en el sistema
cromatografico registrando las sefiales de los tres compuestos contra el tiempo de reaccion. A
manera de ejemplo, en la Figura 32 se presentan dos cromatogramas correspondientes a la mezcla
inicial y al tiempo de reaccion de 20 min. En la Figura 33 se presentan los resultados obtenidos
para GA3 (:--), &cido gibberelénico (—) y la absorbancia del EI (---). Se puede observar que el
tiempo de reaccion no influye en la sefial analitica del IS y que después de 40 min se logra el mas

alto grado de conversion del analito, que no aumenta en tiempos mas largos.
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Figura 32 Cromatograma de la solucién estandar de 20mg L' después de 20 minutos de
reaccion, la seial A corresponde al 4cido gibberelénico y la B al GA3.
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Figura 33 Seguimiento de la conversién de 100mg L™ de 4cido gibberélico(:--) en 4cido
gibberelénico(—), se presentan las areas de los picos cromatograficos correspondientes (HPLC).
Para el EI (65mg L") se midié la absorbancia en la mezcla de reaccién en 465 nm.
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Condiciones de cruce en cero

Debido a que la sefial del acido gibberelénico no presenta un maximo definido se
procedid a evaluar, el espectro derivado del compuesto al igual que el EI para poder realizar una
mejor cuantificacion del analito. Encontrandose que los mejores parametros de trabajo fueron en
un rango de lectura de 240-600nm, un filtro de suavizado con 31 puntos, un ajuste a linea base
en 550 nm, y se calculdo la primera derivada de los espectros de absorciéon usando el
procedimiento Savitzky—Golay (AL =5 nm). Las condiciones de cuantificacion por el método de
cruce en cero fueron las siguientes: primera derivada en 267.64nm correspondié a la sefial neta

del acido gibberelénico y la primera derivada en 421.64nm fue la sefial neta del mordiente azul |

(Figura 34).
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Figura 34 Primera derivada de espectros de las soluciones de calibracion del acido gibberelénico
observando el espectro completo de lectura(A) y acercamiento a las soluciones de calibracion de
acido gibberélico 0, 20, 60, y 100 mg L™'(B) y del EI mordiente azul I 65mg L™(C)
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Procedimiento espectrofotométrico propuesto

En la Tabla 11 se resumen los principales pardmetros analiticos evaluados con base del
proceso de calibracion sin y con estdndar interno. De esta manera, en la columna 2 de la tabla se
presentan los valores obtenidos tomando la absorbancia del analito como sefal analitica (S =
Ajsanm), €n la columna 3 la sefal fue definida como la relacion de absorbancias del analito y EI (S
= Aosanm/ Asesnm), €n la columna 4 como primera derivada de absorbancia del analito (S =
1D267,64nm) y en la columna 5 tomando como la sefal analitica la relacion entre primeras derivadas

de Analito y El (S = 1D267.64nm/1D421.64nm)-

Tabla 11 Parametros analiticos del procedimiento espectrofotométrico propuesto, evaluados con

base en diferentes sefiales analiticas

Espectros de cero orden Espectro derivados de primer orden
Sin EI Con EI Sin EI Con EI
Sefal analitica, S Assanm Aosanm/ Asesnm "D167 64nm "Das7.640m/ D21 640m
Calibracion, mg/mL 0.09-0.8 0.09-0.8 0.03-1.7 0.01-1.7
Ecuacion de cal.* S=3.224x+0.078 | S=10.89x+ 0.26 | S=0.0411x+0.0003 S=30.97x+0.71
R’ 0.9867 0.9995 0.9938 0.9998
LD, pg/mL 28.0 10.1 9.28 3.30
LC, pg/mL 93.2 33.6 30.9 11.0
CV, % (0.1mg/mL
5.32 1.26 1.31 0.40
GA3)
CV, % (0.5 mg/mL
2.62 0.43 0.39 0.13
GA3)

* Funcion de regresion lineal, x — concentracion del GA3, mg/mL.

Los resultados obtenidos (Tabla 11) demuestran que el empleo del EI permite mejorar la
precision del procedimiento asi como lograr mas bajos limites de cuantificacion y deteccion. Por
otro lado, se observa que la cuantificacion con base en las primeras derivadas de los espectros es
mas adecuada en términos de mejor precision y poder de deteccion.

El procedimiento desarrollado se utilizo en la determinaciéon de GA3 en los productos

agroquimicos comerciales, obteniéndose los resultados que se presentan en la Tabla 12; en esta
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tabla también se presentan los valores reportados por el fabricante. De manera general se observa
que los resultados obtenidos utilizando espectros de orden cero tienden a ser mas altos que los
obtenidos con base en espectros derivados. Por otra parte, los resultados obtenidos empleando el
método de EI presentaron valores mas bajos de DE respecto a los obtenidos, considerando
unicamente la sefial del analito. Finalmente, para los tres primeros productos comerciales, los
resultados del andlisis fueron cercanos a los valores reportados por el fabricante; sin embargo el
producto Gibiotin aparentemente no cumple con el valor de etiqueta. Para evaluar la exactitud de
resultados se llevd a cabo el andlisis de los mismos productos mediante dos procedimientos

alternativos, mismos que se describen a continuacion.

Tabla 12 Resultados de determinacion de GA3 en productos comerciales obtenidos utilizando
micro procedimiento espectrofotométrico propuesto (para fines comparativos se incluyen los

valores reportados por el fabricante

Concentracion de GA3 en la muestra + DE, % (m/m) Valor
Producto Aosanm/ reportado,

A254nm A254nm/ A465nm A254nm o

A465nm Yo (m/m)

Gibgro10% 8.29 £0.44 13.4 +0.10 7.48 £0.11 12.0 £0.03 10
Activol 40% 42.5+£2.26 37.0 £0.54 44.2 £0.56 36.1 £0.17 40
Biogib 10% 6.36 +£0.34 8.58 +£0.08 6.21 £0.08 7.11 £0.03 10
Gibiotin 101 8.2% 0.57 £0.03 1.04 £0.01 0.44 +0.01 0.65 +0.00 8.2

Determinacion del dacido gibberélico por cromatografia de liquidos con deteccion
espectrofotométrica

Siguiendo el protocolo descrito en la parte experimental, se llevo a cabo la calibracion y
posteriormente la determinaciéon de GA3 en los agroquimicos comerciales (Gibgro, Activol,
Biogib y Gibiotin 101). La identificacion del GA3 en los cromatogramas de muestras reales fue
mediante la comparacion de tiempo de retencion del compuesto eluido con el del estandar
comercial. Como ejemplo, en la Figura 35 se presenta el cromatograma del estandar del GA3 y el

cromatograma obtenido en el andlisis de un producto comercial.
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Figura 35 Cromatograma de la solucion estandar de 0.1mg mL™ (++) y la muestra Biogib (—)

En la Tabla 13 se presentan los principales pardmetros analiticos del procedimiento y en
la Tabla 14 los resultados de la cuantificacion obtenidos para todos productos agroquimicos
analizados junto con el valor reportado por el fabricante. Estos resultados fueron obtenidos
mediante la calibracidon externa, tomando el area del pico cromatografico como la sefial analitica
del GA3. Se puede observar que Unicamente el producto Gibgro posee una cantidad mayor de
GA3 y que el resto de los agroquimicos cuentan con una concentracion por debajo de lo indicado,

en el caso del producto Gibiotin 101 no se detect6 senal del GA3.

Tabla 13 Principales parametros analiticos evaluados en la determinacion del GA3 por
cromatografia de liquidos con deteccion espectrofotométrica.

Parametro Valor
Tiempo de retencion + DE, min 8.62 £0.08
Sefial analitica (S) Area del pico cromatografico
Intervalo de calibracion, pg/mL 1-1800
Ecuacion de regresion lineal S=2334x-2.54
R’ 0.9999
LD, pg/mL 0.10
LC, ug/mL 0.34
CV, % (0.1mg/mLGA3) 0.03
CV, % (05 mg/mLGA3) 0.01
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Tabla 14 Resultados de cuantificacion del GA3 en productos agroquimicos, obtenidos por el
método y los contenidos reportados por el fabricante (nd - no detectado)

resultado de este Concentracion
Producto trabajo = DE, % indicada en el
(m/m) empaque, %, (m/m)
Gibgro 10.4 £ 0.003 10
Activol 33.5+0.010 40
Biogib 7.48 £0.002 10
Gibiotin 101 nd 8.2

Determinacion de dacido gibberélico por cromatografia de gases con deteccion por ionizacion
en flama

En la Figura 36 se presenta a manera de ejemplo dos cromatogramas: el correspondiente a
la solucion estandar de GA3 y el cromatograma de la muestra comercial. Se puede observar
claramente que el tiempo de retencion del GA3 derivatizado en la solucién de calibracion
coincide con el obtenido en la muestra del agroquimico; ademds este pico esta separado hasta
linea base de otras sefiales, confirmando que la matriz de muestra y el exceso del reactivo
derivatizante no interfieren en la determinacion. La cuantificacion se realizd por el método de
calibracion externa, tomando el area del pico cromatografico como sefial analitica.

mW)

30 -

6 7 8 9 10 11 min

Figura 36 Cromatograma de la solucion estandar de 0.5mg mL™ (+++) y la muestra Biogib (—)

Los principales parametros analiticos evaluados en la etapa de calibracion se presentan en
la Tabla 15 y los resultados de cuantificacién de cada una de las muestras de agroquimicos

analizados se presentan en la Tabla 16. Al igual que en el andlisis realizado por cromatografia de
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liquidos el producto Gibgro se encuentra con una concentraciéon mayor a lo presentado por el

proveedor y que los demads estan por debajo de lo especificado.

Tabla 15 Parametros analiticos evaluados para la determinacion del GA3 por GC-FID

Parametro Valor
Tiempo de retencion £ DE, min 7.47 +0.05
Senal analitica (S) Area del pico cromatografico
Intervalo de calibracién, pg/mL 5-1800
Ecuacion de regresion lineal S=217638 x — 2695
R’ 0.9991
LD, pg/mL 0.91
LC, ug/mL 3.04
CV, % (0.1mg/mLGA3) 0.10
CV, % (05 mg/mLGA3) 0.04

Tabla 16 Cuantificacion del GA3 en productos agroquimicos por GC-FID y los valores
reportados por el proveedor. (n.d. No detectable)

Producto resultado de este Concentracion
trabajo = DE, % indicada en el
(m/m) empaque, %, (m/m)
Gibgro 10.3 £0.010 10
Activol 30.2 £0.030 40
Biogib 3.16 £0.003 10
Gibiotin 101 nd 8.2

nd — no detectado

Comparacion de los resultados obtenidos por el micro procedimiento espectrofotométrico
propuesto, por cromatografia de liquidos y de gases

Para facilitar la comparacion de los alcances de los tres procedimientos, en la Tabla 17 se
resumen los parametros analiticos obtenidos (para el procedimiento espectrofotométrico se

considera el uso de El y los espectros derivados).
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Tabla 17. Parametros analiticos evaluados en los tres procedimientos

Parametro UV/Vis HPLC-UV | GC-FID

Senial analitica, S D7 a0m’ Dant 6anm Area del pico cromatografico

Calibracion,. mg/mL 0.01-1.7 0.001-1.8 0.005-1.8

Ecuacion de calibr.* S=30.97x +0.71 S=2334x-2.54 S=217638 x - 2695
R? 0.9998 0.9999 0.9991

LD, pg/mL 3.30 0.10 0.91

LC, ug/mL 11.0 0.34 3.04

CV, % (0.1mg/mLGA3) | 0.40 0.03 0.10

CV, % (05 mg/mLGA3) | 0.13 0.01 0.04

Como era de esperar, el procedimiento por cromatografia de liquidos ofrece el mas bajo
poder de deteccion y la mejor precision de los resultados, Puesto que el analisis por
cromatografia de gases requiere una derivatizacion previa del GA3, la precision de este
procedimiento fue peor. Por su parte, el procedimiento micro espectrofotométrico con el uso del
El ofrece condiciones comparables de la determinaciéon de GA3 respecto procedimientos
cromatograficos, sobre todo cuando el objetivo es la determinacion de sus concentraciones
relativamente altas en productos agroquimicos. El protocolo simple y no riguroso, ofrece la
posibilidad de correr muchas muestras en corto tiempo y la factibilidad de implementacion en
laboratorios industriales son las ventajas importantes del procedimiento espectrofotométrico. En
la Tabla 18 se resumen los resultados obtenidos en cuatro productos agroquimicos comerciales
en todos procedimientos analiticos utilizados en este trabajo.

En primer lugar se observa muy buena concordancia entre los resultados de los dos
procedimientos cromatograficos, Asimismo, para el producto Gibgro, los resultados son
consistentes con el valor reportado por el fabricante. En el caso de productos Activol y Biogib,
los valores obtenidos en este trabajo fueron mas bajos que los reportados por los proveedores,
mientras que en el Gibiotin 101 no se detectd el compuesto activo, lo que claramente indica la
necesidad de llevar a cabo el control de calidad de los productos agroquimicos. Por otra parte, en
el procedimiento micro espectrofotométrico el uso de espectros derivados y la cuantificacion por
el método de EI proporcionaron los resultados mas acordes a los del HPLC y GC, afirmando que
este procedimiento asegura buena exactitud de resultados en el analisis de GA3 en muestras

industriales.
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Tabla 18. Resultados del analisis de GA3 en los productos agroquimicos obtenidos utilizando

diferentes procedimientos analiticos.

Microprocedimiento UV/Vis HPLC GC
Senal Ajsy 1 1 Area del pico
analitica A254nm nm/A465nm 1D 267.64nm D267.64nm/ D421.64nm Cromatogréﬁco
Gibgrol0% | 8.29 £0.44 | 13.4+0.10 | 7.48 £0.11 | 12.0 +0.03 10.4+0.01 | 10.3 +0.01
4A0°§/i"°1 4254226 | 37.0+0.54 | 442 £0.56 | 36.1 £0.17 33.5+0.01 | 30.2+0.03
Biogib
10% 6.36 £0.34 | 8.58 £0.08 | 6.21 £0.08 | 7.11 +£0.03 7.48 £0.01 | 3.16 £0.01
Gibiotin
101 8.2% 0.57+0.03 | 1.04 £0.01 | 0.44 £0.01 | 0.65 +0.01 Nd nd

IV.4.4. Conclusion

El procedimiento por espectrofotometria UV/Vis de primera derivada con mordiente azul I como

estandar interno, permite la determinacion del 4cido gibberélico en los productos agroquimicos,

proporcionando los resultados equiparables con los obtenidos utilizando las técnicas

cromatograficas, por lo que puede ser utilizado en la determinacion de este compuesto en

muestras de interés industrial y de estudios biotecnoldgicos. Las ventajas del procedimiento

propuesto son: escala micro, buenas caracteristicas analiticas, protocolo simple y no riguroso.
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IV.5. MARCAJE FLUORESCENTE DE AUXINAS CON BODIPYS Y SU
ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIiQUIDOS

IV.5.1. Introduccion

El andlisis de las auxinas presenta una serie de dificultades debido a que estas se
encuentran en plantas en bajas concentraciones y existe una gran variedad de interferentes; las
técnicas analiticas utilizadas mds frecuentemente han sido diferentes modalidades de
cromatografia y electroforesis, asi como diversas técnicas electroquimicas e inmuno-
ensayos[148].

Los derivados de borodipirrometenos (BODIPY) poseen un nucleo estructural como el que se
presenta en la Figura 37, esta estructura es muy versatil ya que durante su sintesis o posterior a
ella se le pueden adicionar varios y/o distintos grupos funcionales, haciendo que estos puedan
interactuar con un gran numero de elementos o moléculas objetivo; ademds esta modificacion
permite que se tengan absorciones a diferentes longitudes de onda, asi como varios colores de
fluorescencia que van desde el verde hasta el infrarrojo cercano; otras de las caracteristicas de
estos compuestos que los llevan a tener un alto impacto durante su aplicacion es su alta
fotoestabilidad, altos rendimientos cuanticos de fluorescencia, grandes desplazamientos de
Stokes, poca o nula toxicidad, rapida respuesta, estables en el rango de pH fisiolégico, muy
sensibles y selectivos; por lo que resultan ser sondas importantes para su aplicacion en sistemas
bioldgicos [149-153].

Las aplicaciones de estos compuestos pueden ser muy variadas, pueden servir como
marcadores en la secuenciacion del ADN del virus de inmunodeficiencia humana, sensores para
cationes de metales pesados, sondas que presentan fluorescencia cuando se encuentran con ROS
o RNS, colorantes del haz de laser, reconocimiento de péptidos que participan durante la
enfermedad de Alzheimer [154-158]. Es por ello que en este trabajo se plantea el uso de los
derivados de BODIPY como sondas fluorescentes para la cuantificacion de auxinas en extractos

de plantas que se encuentran bajo estrés abiotico.
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Figura 37 Estructura base de los borodipirrometenos (BODIPY)
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IV.5.2. Objetivo

El objetivo ha sido explorar la factibilidad del marcaje de auxinas con derivados de

BODIPY para su analisis por cromatografia de liquidos con deteccion fluorimétrica.

IV.5.3. Parte experimental

Para la esterificacion de las auxinas (4cido indolacético, acido indolbutirico y éacido
naftalenacético) con los BODIPYs se hizo reaccionar 20 pL. de cada auxina de concentracion 1.0
g L' con 40 pL de BODIPY de concentracion 2.5 g L', 40 pL de 45 g L' de
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 40 puL de 1.0 g L' de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) en
CH,Cl; seco.

En el andlisis por HPLC se realiz6 la separacion con una columna Gemini C-18 (150 x
3mm, 5um), con un flyjo de 0.6 mL min™', a una temperatura de 40 °C, un volumen de inyeccion
de 10 pL, usando cuatro fases moviles: agua (A), acetonitrilo (B), 0.1% de 4cido acético a pH 5
(ajustado con trietilamina) (C) y metanol (D) y el programa de gradiente: 0 min 15% B 30% C
15% D, 7 min 20% B 10% C 50% D manteniendo esta composicion durante 9 min. Se utilizaron
dos detectores en linea: detector de arreglo de diodos (DAD) y fluorimétrico (FLD).

El andlisis del desplazamiento de Stokes se realizé mediante la inyeccion directa de la
muestra al detector DAD para obtener su espectro de absorcion para posteriormente seleccionar
la longitud de onda en donde presentaban mayor absorbencia, a continuacion se inyectaba de
manera directa al detector FLD en donde se le indicaba la longitud de onda de excitacion que
correspondia a la de longitud de absorcion antes seleccionada, se le indicaba al detector obtener
el espectro de emision para posteriormente seleccionar la longitud de maxima emision, la
diferencia entre estos valores proporcion6 el desplazamiento base para cada compuesto.

Los derivados de BODIPYs se enviaron para la obtencion de su masa molecular a la

compaiiia Bruker Daltonics® en donde fueron analizados con un micrOTOF-Q II.
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IV.5.4. Resultados y discusion

Las auxinas seleccionadas para el estudio fueron el 4cido indolacético, indolbutirico y
naftalenacético. No solamente estos compuestos han sido mas estudiados en el pasado, sino que

también representan tipicas estructuras quimicas de todo el grupo de auxinas.
8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY

Se utilizé 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY como un posible marcador fluorescente. De esta
manera, se esperaba que la reaccion de marcaje ocurra mediante la esterificacion entre grupo
acido de la auxina y el grupo hidroxilo del BODIPY (Figura 38). El compuesto BODIPY,
presenta fluorescencia maxima en las condiciones: Acx = 495 nm y Aeyy = 517 nm (Figura 39) y su
analisis por espectrometria de masas presenta la sefial del ion molecular correspondiente al
BODIPY [M-H], m/z= 297.11 (Figura 40). Puesto que la minima diferencia entre longitudes de
onda de excitacion y emision permitida en el detector fluorimétrico disponible son 25 nm, en el

analisis cromatografico las condiciones de deteccion fueron Aex =495 nm y Aepy = 520 nm.

0
OH \ N
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\ N\B_/N+\ I N
/\ H
F F

Figura 38 Reaccion de esterificacion entre el 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY vy el acido
indolacético.

Figura 39 Espectros de excitacion(—) y emision(---) del 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY
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Figura 40 Espectro de masas del 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY utilizando la ionizacion por
electronebulizacion en modo negativo. En el eje X se presenta el rango de masas en el cual fue
analizado el compuesto, mientras que en el eje Y se presenta la intensidad de las sefales en cps.

En la Figura 41 se muestra el cromatograma de la mezcla de tres auxinas después de la
reaccion con el compuesto fluorescente, registrado con detector DAD y FLD, respectivamente.
Con la deteccion espectrofotométrica (DAD, A = 495 nm) se observa una buena separacion de los
tres compuestos; sin embargo con el detector fluorimétrico no se observd sefales de los
compuestos que contienen en su estructura el grupo indol. Para este experimento, se utiliz6 una
mezcla de tres estandares de auxinas en concentraciones de 20 mg L™ y un exceso molar del
BODIPY. Para evaluar la factibilidad de la reaccion de derivatizacion, se llevaron a cabo pruebas
con cada una de las auxinas por separado, variando la relacion entre auxina y BODIPY, sin

embargo no se logr6 obtener un derivado fluorescente de los acidos indolicos (Figura 42).
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Figura 41 Cromatograma que presenta la reaccién de A)Acido indolacético, B)Acido
indolbutirico, C)Acido naftalenacético a una concentracion de 20mg L™ con el 8-(o-hidroximetil
fenil) BODIPY, en donde el eje X representa el tiempo y el eje Y muestra la normalizacion entre
las sefales de los detectores de arreglo de diodos a 495nm(---) y el fluorimétrico con Ex 495 y
Em 520nm(—).

A

Figura 42 Fotografias bajo luz visible del A)8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY y del B)ester del
BODIPY con el 4cido indolacético, asi como su exposicion bajo luz UV con A 365 nm C) y D)
respectivamente.

2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY

Con base a los resultados anteriores, se utilizdo un compuesto que presentaba cambios en
las posiciones 2, 3, 5 y 6 en la estructura base del BODIPY, con el fin de modificar sus
propiedades fluorescentes; en concreto lograr una mayor diferencia entre Aex Y Aem del derivado
de cada una de las auxinas. Se utilizo el 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY
(Figura 43), el cual después de ser analizado en espectrometro de masas presentaba una sefial que
correspondia con el valor teorico reportado, m/z=482.96 (Figura 44). Desafortunadamente, para
el segundo candidato del marcaje, el desplazamiento de Stokes fue también por debajo de los
requerimientos del detector con A = 540 nm y Aemy = 555 nm (Figura 45). Esto se observo
analizando la mezcla después de reaccion de esterificacion con dcido indolacético encontrandose

nuevamente la ausencia de fluorescencia(Figura 46).
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Figura 43 Estructura del 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY
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Figura 44 Espectro de masas del 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetilfenil) BODIPY
obteniado en ESI con lapolarizacién negativa. En el eje X se presenta el rango de masas en el

cual fue analizado el compuesto, mientras que en el eje Y se presenta la intensidad de las senales
en cps.

C18H14BBr2F2nN20, M 450,95

Figura 45 Espectros de excitacion(—) y emision(---) del del 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-
hidroximetilfenil) BODIPY
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Figura 46 Fotografias bajo luz visible del A) del 2,6-dibromo-3,5-dimetil 8-(o-hidroximetilfenil)
BODIPY vy del B)ester del BODIPY con el acido indolacético, asi como su exposicion bajo luz
UV con A 365 nm C) y D) respectivamente.

8-(2-hidroxietoxi) BODIPY

Con el mismo fin de lograr la derivatizacion de auxinas formando compuestos
fluorescentes, se procedid con otro derivado de BODIPY. En este caso se trabajo con un
derivado que poseia una cadena alifatica como un espaciador (Figura 47), esperando que la
mayor distancia entre ambas entidades podria disminuir la influencia de las auxinas sobre la
fluorescencia del propio BODIPY. De igual manera se llevd a cabo el analisis del nuevo
BODIPY por espectrometria de masas del compuesto, confirmando su exitosa sintesis mediante
la presencia de la sefial del ion molecular, m/z=251.08, (Figura 48), El tercer compuesto presento
adecuadas propiedades fluorescentes con Aex = 440 nm y Aemy = 490 nm (Figura 49), sin embargo
en la reaccion de marcaje tampoco se logro la fluorescencia de derivados de auxinas (Figura 50).
Con base en los resultados obtenidos en esta parte de trabajo y estudios encontrados en
bibliografia, para el trabajo futuro se propone el uso de un espaciador de mayor tamafio para

evitar pérdida de fluorescencia y obtener asi una sonda adecuada para las auxinas.
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Figura 47 Estructura del 8-(2-hidroxietoxi) BODIPY
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Figura 48 Espectro de masas del 8-(2-hidroxietoxi) BODIPY obteniado en la modalidad de
lectura de aniones. En el eje X se presenta el rango de masas en el cual fue analizado el
compuesto, mientras que en el eje Y se presenta la intensidad de las sefiales en cps.
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Figura 49 Espectros de excitacion(—) y emision(---) del del 8-(2-hidroxietoxi) BODIPY
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Figura 50 Fotografias bajo luz visible del A) del 8-(2-hidroxietoxi) BODIPY y del B)ester del
BODIPY con el acido indolacético, asi como su exposicion bajo luz UV con A 365 nm C) y D)
respectivamente.

IV.5.5. Conclusion

En esta parte de trabajo se intent6 utilizar tres compuestos con la estructura base del
BODIPY, a los que se introdujo diferentes estructuras conteniendo grupo hidroxilo terminal para
el marcaje fluorescente de las auxinas mediante la reaccion de esterificacion. Entre las tres
auxinas seleccionadas, se logré el marcaje del acido naftalenacético pero para los acidos
indolacético e indolbutirico no se obtiuvieron derivados fluorescentes. Para un posible trabajo
futuro se propone llevar a cabo otra modificacion del BODIPY, con un espaciador méas largo por
un lado y, por otro lado es necesario estudiar sistematicamente y afinar las condiciones de

reaccion del marcaje.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES GENERALES
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Este trabajo ha sido disefiado como un estudio analitico, centrado en el desarrollo de
diferentes procedimientos que permitan detectar y cuantificar distintos compuestos relacionados
con las plantas amenazadas por estrés ambiental. Se analizaron muestras bioldgicas e industriales
de diferentes tipos, incluyendo las plantas de jitomate silvestre y las modificadas genéticamnete
para promover la resistencia ante patdogenos; las plantas de tabaco silvestre y modificadas
genéticamente para que sean resistentes a la toxicidad de P(IIl) y capaces de su
asimilacion/utilizacion, plantas de L.sativum crecidas en presencia de Cd(I) o Se(IV) como
agentes estresantes y también los productos agroquimicos con acido giberélico como principio
activo.

Las técncias analiticas utilizadas en el desarrollo del proyecto incluyeron las relativamente
simples y accesibles en cualquier tipo de laboratorio (espectrofotometria UV/Vis, GC-FID) y
también las técncias mas modernas y con mayores alcances en cuanto a la selectividad y
sensibilidad (HPLC-DAD, HPLC-FLD, ICP-MS, HPLC-ICP-MS).

En la seleccion de los parametros instrumentales y también en el andlisis de datos
obtenidos, se han utilizado las herramientas del analisis estadistico, incluyendo estadistica
descriptiva, andlisis de correlacion, algoritmo de optimizacion y el método de analisis de
componentes principales (PCA).

Todos los procedimientos han sido validados, mediante la evaluacion de tipicos
parametros analiticos, mediante los experimentos de recuperacion o comparando los resultados
obtenidos en el analisis de muestras reales con los resultados obtenidos para las mismas muestras
pero mediante otros procedimientos, basados en diferente principio fisicoquimico.

Los resultados obtenidos en el desarrollo del proyecto han sido reportados en dos articulos
publicados en revistas indexadas, incluidas en Thompson Reuter Journal Citation Reports (ver

anexo):

1. Julio Cesar Torres Elguera, Eunice Yanez Barrientos, Kazimierz Wrobel, Katarzyna Wrobel,

“Effect of cadmium (Cd(II)), selenium (Se(IV)) and their mixtures on phenolic compounds
and antioxidant capacity in Lepidium sativum”, Acta Physiologiae Plantarum, 2013, 35, 431-

441. (IF 1.31)

2. Julio César Torres Elguera, Eunice Yafiez Barrientos, Katarzyna Wrobel, Kazimierz Wrobel,

“Monitoring of phosphorus oxide ion for analytical speciation of phosphite and phosphate in
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transgenic plants by high-performance liquid chromatography-inductively coupled mass

spectrometry”, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2013, 61, 6622-6628. (IF 2.91)
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A continuacion de manera resumida se presentan las principales conclusiones y contribucién

del trabajo realizado.

l.

Se logro el desarrollo y aplicacion de un procedimiento para la determinacion de 29
compuestos fenolicos de interés en el analisis de plantas, mediante su derivatizacion pre-
columna con BSTFA-TMCS vy el analisis por GC-FID. Entre las caracteristicas que este
método presenta son: buena resolucion cromatografica practicamente de los compuestos
fenolicos, asi como un rango para estos compuestos que van desde 6 a 42 mg g de
biomasa liofilizada.

Se llevo a cabo la aplicacion del procedimiento, previamente desarrollado, en el analisis
de cultivos de L. sativum, crecidos hidropdnicamente a diferentes concentraciones de los
iones Cd(II) y Se(IV), este estudio aportd nuevas evidencias sobre el impacto del estrés
abidtico impuesto por estresantes individuales y sus mezclas en esta especie de planta. El
analisis de estas muestras mostr6 diferencias en el perfil de compuestos fendlicos, siendo
el efecto mas notorio para las muestras que contenian Cd(II) respecto a las de Se(IV) y a
las mezclas de los dos iones; la capacidad antioxidante, en las muestras ya mencionadas,
fue mayor respecto a las plantas control en la fraccion de fendlicos solubles totales. Estos
resultados aluden a que el cadmio, al imponer estrés oxidativo, activa la respuesta de la
planta en términos de la incorporacion de fenolicos libres en precursores de los ligninos
para fortalecimiento de la pared celular y en términos del dafio oxidativo directo, mientras
que el selenio (Se(IV)) agregado al medio en bajas concentraciones (< 1.5 mg L
aparentemente estimula la sintesis de compuestos fendlicos.

Se desarroll6 un novedoso procedimiento que permite la especiacion quimica de fosfito y
fosfato aplicando cromatografia de intercambio i6nico con deteccion especifica de fosforo
(como PO") por ICP-MS. Se favoreci6 la formaciéon de iones de 6xido de fosforo en el
plasma mediante la adicion de 4cido nitrico a la fase mévil y el ajuste de las condiciones
de operacion del ICP-MS. El monitoreo del ion 6xido de foésforo presentd limites de
deteccion mas bajos, mejor precision y exactitud, respecto el monitoreo del ion elemental.
El procedimiento fue utilizado en el andlisis de los extractos de plantas transgénicas
capaces de metabolizar fosfito; se demostrd su confiabilidad mediante los experimentos
de recuperacion ademas de la concordancia de resultados obtenidos con los reportados

previamente en muestras similares.
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4. Para la determinacion del 4cido giberélico en productos agroquimicos, se desarrolld un
procedimiento por espectrofotometria UV/Vis de primera derivada con mordiente azul I
como estandar interno, que tiene como ventajas: escala micro, buena exactitud y
precision, protocolo simple y no riguroso. Este procedimiento presentd resultados
equiparables con los obtenidos utilizando las técnicas cromatograficas, lo cual permite su
aplicacion en muestras de interés industrial y de estudios biotecnoldgicos.

5. Se examin¢ la factibilidad del uso de los compuestos BODIPY para el marcaje molecular
de tres fitohormonas del grupo de auxinas. Para verificar posible formacion de derivados
fluorescentes, las mezclas de reaccion fueron analizadas por HPLC-DAD/FLD. A pesar
de las modificaciones de las estructuras de los BODIPYs (realizado en el laboratorio del
Dr. Eduardo Pena Cabrera), solamente se logr6 el marcaje del acido naftalenacético. Estos
resultados son prometedores y en un posible estudio futuro es necesario estudiar
sistemdticamente las condiciones de reaccidon asi como emplear las herramientas de

espectrometria de masas.

En resumen, el desarrollo y aplicacion de los distintos procedimientos analiticos en este
trabajo, ha permitido avanzar en el conocimiento acerca de los cambios que sufren las plantas
cuando son sometidas a situaciones de estrés o cuando estdn modficadas genéticamente para

lograr su mayor resistencia al estrés..
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Abstract The purpose of this study was o investigate the
effects of cadmium [Cd(IT) as cadmium chloride], selenium
[Se(IV) as sodium selenite] and their mixtures on phenolic
compounds (PCs) and antioxidant activity (AOx) in Lepi-
dium sanvum. The biomass fractions corresponding to free
(F1), soluble glycoside-bound (F2) and cell wall ester-
bound phenolics (F3) were obtained for each treatment and
PCs were screened by pas chromatography (GC-FID); Fl
and F2 fractions were also analyzed by liquid chromatog-
raphy with UV and fluormmetnc detecion. The treated
plants presented different profiles of PCs as compared to
controls, specifically in Fl and F2? fractons; the plamt
response was element-, and concentration-dependent. The
cultures challenged with CA(IT) up to 5 mg L™, presented
higher AOx with respect o controls, and this increase was
associated with glycoside-bound PCs, whereas for Se(IV)
the increase of AOx was less marked and associated with
free PCs. Under simultaneous exposure to CdiIl) + Se(IV)
(0.5-2.0 mg L each), the AOx values were relatively
constant and lower than those found m the presence of
Se(IV) or Cd(II) alone, providing further evidence of the
protective role of Se(IV) against stress imposed by Cd(II)
in this plant species. The evaluation of AOx of individual
PCs and the results of principal component analysis
enabled W attain several relationships among exposure
conditions, antioxidant activity, free- and glycoside-bound
phenolic compounds.,
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Introduction

Phenolic compounds (PCs) are important plant constituents
that are required for the synthesis of lignin and pigments,
they also provide structural integrity and scaffolding sup-
port to plants. In ligher plants, these compounds are con-
sidered as secondary metabolites that, among others, are
implicated in the plant defense-related machinery (Boudet
2007; Gill and Tuteja 2010). Health promoting antioxidant,
antimicrobial and antitumor propertes of PCs contained in
edible plants enhance ther nutritional quality (Michalak
2006; Ferreres et al. 2009; Dai and Mumper 2010; Khadem
and Marles 2010). It has been reported that abiotic stress
results in the increased production of phenolic compounds
(Kovacik et al. 2008; Dutta and Maharia 2012) and
appropriate management of exposwre condiions may
simulate PCs metabolism (Cohen and Kennedy 2010
Yuan et al. 2010; Atkinson et al. 2011). In this regard,
foliar application of selenium to garlic grown m the open
field resulted in the increased antioxidant capacity of bulbs
(Poldma et al. 201 1). On the other hand, the impact of plant
exposure to heavy metals such as Cd, Cu, Ni and Zn on the
profile of phenolic compounds and related antioxidant
activity has been studied (Sivaci et al. 2007; Kovacik et al.
2008, 2009a; Kovacik and Klejdus 2008). The plant
response varied depending on the kind of element (Sghern
et al. 2003; Babar et al. 2006; Kovacik and Klejdus 2008;
Kovacik et al. 2009b) and tended to be potentated in the
presence of heavy metal mixtures (Gratao et al. 2006;
Michalak 2006). The heavy metal-activated regulaton of
phenolic metabolism has been studied and the results
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obtained indicated the importance of metal-mediated gen-
eration of reactive oxygen species at different levels
of chemical signaling pathway leading to hgnification
(Kovacik et al. 2009¢, 2010, 2011).

Selenium is an important trace element with multiple
roles in higher animals and humans (Schrauzer 2009).
There is also plenty of evidence that selenium promotes
the plant growth and may act as heavy metal antagonist
(Pilon-Smits et al. 2009). In particular, its protective role in
different plant species exposed to mercury, cadmium,
aluminum and arsenic, has recently been addressed (Filek
et al. 2008; Pilon-Smits et al, 2009; Zembala et al. 2010).
Lepidium sativiem (garden cress) is an edible vegetable of
the Se-accumulating Brassicaceae species and it is known
for its sensiivity to heavy metals (Czuba and Kraszewski
1994). The ability of this plant for selenium and cadmium
uptake and accumulation has been demonstrated (Pedrero
et al. 2008; Frias et al. 2010; Yanez Bamentos et al. 2012).
The effect of individual or simultaneous exposure to cad-
mium [Cd(Il) as cadmium chlonde] and selenium [Se(TV)
as sodium selenite] on several plant parameters had been
studied (Yanez Barnentos et al. 201 2). The results obtamned
indicated that cadmium toxicity in this plant species is
manifested by growth inhibition, lower status of micronu-
trients and increased oxidative stress. Similarly, concen-
tration-dependent but less pronounced phytotoxic effects
were observed if only Se(IV) was added to the growth
medium. In garden cress cultures grown under simulta-
neous exposure to CA(ID and Se(IV) up to 2.0 mg L_l, the
adverse effects of both elements tended to disappear. In
particular, a protective role of selemium against cadmium
toxicity was clearly observed and it was proposed that this
beneficial function of selenium might be due to the direct
interaction between two elements (Yanez Barrientos et al
2012).

The aim of this work was to gain a further insight on the
L. sativien response to stress imposed by different con-
centration levels of Cdill), Se(IV) and CdiIl) + Se{IV) in
terms of the accumulation and profile of phenolic com-
pounds and antioxidant activity. The PCs profiles in plant
fractions as free, glycosides or esters as well as the anti-
oxidant activity of individual compounds and of plant
extracts were evaluated and then investgated by mult-
vanate approach (principal component analysis). The
results obtained provide new information on the partici-
pation of individual PCs and their bound forms in antiox-
idant activity in gamden cress grown under different
exposure condiions, and also supply complementary
experimental evidences on the protective mole of selenium
against cadmium stress, reported previously in this (Yanez
Barrientos et al. 2012) and other plant species (Flek et al.
2008; Zembala et al. 2010). Finally, this contribution
supports recent studies (Kovacik et al. 2008; Cohen and
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Kennedy 2010; Yuan et al. 2010; Atkinson et al. 2011)
demonstrating that appropriate management of abiotic or
biotic stress may stmulate PC metabolism and thus
enhance both the nutritional quality and plant tolerance
under heavy metal stress.

Muterials and methods

All chemicals were of analytical reagent grade (Sigma-
Aldnch). HPLC grade solvents (Fisher Scientific) and
deionized water were used throughout (18.2 MQ cm,
Labconco, USA).

Reagents

The following phenolic compounds from Sigma were used:
benzoic acid (1), 4-hydroxybenzaldehyde (2), resorcinol
(3), salicylic acid (4), vanillin (5), cinnamic acid (6),
3-hydroxybenzoic acid (7)., 4-hydroxybenzoic acid (8),
syringaldehyde (9), 3. 4-dimethoxybenzoic acid (10), 2.3-
dihydroxybenzoic acid (11), 3-(4-hydroxyphenyl) propi-
onic acid (12), vanillic acid (13), homovanillic acid (14),
2. 5-dihydroxybenzoic acid (15), frans 2-hydroxycinnamic
acid (16), protocatechuie acid (17), shikimic acid (18), 3.4-
dihydroxyphenylacetic acid (19), homogentisic acid (20),
trans 3-hydroxycmnamic acid (21), quinic acid (22), sy-
nngic acid (23), p-coumanc acid (24), gallic acid (25),
ferulic acid (26), caffeic acid (27), simapic acid (28),
chlorogenic acid (29) and o-anisic acid as intemal standard
(IS). For the assay of antioxidant activity, 2,2"-azino-bis( 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium  salt
(ABTS) was also from Sigma.

Plant growth

Lepidinm sativim cv. Ogrodowa seeds were purchased in
the garden-specialized market in Poland. The seeds were
sterithzed 1 70 % ethanol (3 min), then m 3.1 % sodium
hypochlorite (15 min) and washed with sterile deionized
water. The seeds were soaked in deionized water for | h
and then, hydroponic germmation was carmed out in
Hoagland's nutrient solution containing calcium nitrate
0.35 mM, calcium chlonde 2.1 mM, magnesium sulfate
0.91 mM. monobasic sodium phosphate (.97 mM, potas-
siwm nitrate 1.22 mM, bonc acid 23 pM, manganese
chloride 3.9 pM, molybdenum troxide 0.5 pM, fernc
nitrate 10 pM. zinc nitrate 0.6 pM. copper sulfate (.5 pM,
pH 5.8 (Yanez Barnentos et al. 2012). After 5 days, the
germinated seeds were divided in 13 groups (250 seeds
each) and further grown for 2 weeks at different exposure
condiions. Cadmium chlonde [Cdill)]. sodiom selenite
[Se(IV)] or both salts were added to the nutrient solution
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to obtain the following concentrations of cadmium:
0.5,1.0,2.0,5.0 mg L™"; selenium: 0.2,0.5,1.0.2.0 mg L™
and their mixtures: 05+ 05 05420, 204 05,
204+ 2.0 mg L' of CdIl) and Se(IV), respectively.
Control group was also obtained. Finally, the whole plants
were harvested, washed with 00,05 M calcium chloride and
with detomzed water, ground in liquid nirogen and freeze-
dried.

Determination of selenium and cadmium in freeze-
dried biomass

Three aliquots (100 mg) of each sample were wet digested
with concentrated nmitric acid and hydrogen peroxide as
described elsewhere (Cormrales Escobosa et al. 2010). The
volume was brought to 25 mL with deionized water, the
samples were fivefold diluted and imtemnal standard was
added (IS. In, final concentration 4 pg L_'j.

A model 7500ce inductively coupled plasma mass
spectrometer (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) with a
Meinhard nebulizer and Peltier-cooled spray chamber
(2 *C) was used. The instrument operating conditions were
as follows: forward power 1.500 W, plasma gas flow rate
15 L min™", camrier gas flow rate (.89 L min~', make-up
gas flow rate 0.15 L min ™', sampling depth 10 mm, nickel
sampling and skimmer cones, dwell time 100 ms per iso-
tope. collisionreaction cell gas He, 4 mL min~'. The
isotopes mSc, ""'4 were monitored [”5[11 as IS).

Extemnal calibration was performed using multi-element
standard solution [(0.1 % nitric acid (wv)] at element con-
centration levels 0-10 pg L' with the addition of the
internal standard (4.0 pg L' In). The analytical accuracy
was demonstrated by analyzing two certified reference
materials NIST 1643d and NIST 1572,

Extraction of phenolic compounds

Three biomass extracts were obtained for each pooled
sample that comesponded to the followng fractions of
phenolic compounds: (F1) free, (F2) soluble glycoside-
bound and (F3) ester-bound in the cell wall. For this pur-
pose, the procedure reponed previously (de Ascensao and
Dubery 2003) was slightly modified. In brief, intemal
standard (15 ng o-anisic acid) was added to 50 mg of the
freeze-dried material, the mixture was homogenized
(polytron) with 1.5 mL of 70 % (v/v) methanol and cen-
trifuged at 10,000g for 10 min. The pellet was re-sus-
pended in 1 mL 90 % (v/v) methanol, vortexed | min, and
centrifuged. The two supernatants were combined and
evaporated at 45 °C (SpeedVac). Then, 200 pL of tri-
chloroacetic acid 5 % (m/v) was added and the F1 fraction
was extracted with two 500 pL portions of ethyl ace-
tatexcyclohexane (1:1). The organic phases were combmed

and evaporated to dryness. For glycoside-bound soluble
fraction (F2). the aqueous phase remaming after ace-
tate:cyclohexane extraction was acidified with 12 mol
L™' HCI (final HCL concentration 4 mol L™') and incu-
bated for 1 h at 80 °C. After hydrolysis, the reaction
mixture was extracted 2 times with 500 pL of ethyl ace-
tate:cyclohexane (1:1) and the combmed extmact was
evaporated to dryness. Similarly as for Fl, 15ng of
c-amisic acid was added as IS. The fraction of phenolics
bound to cell walls was exwacted from the pellet:
4 mol L' sodium hydroxide, internal standard {15 ng of
o-anisic acid) were added and the mixture was incubated at
25 °C for 4 h to release the ester-bound compounds (F3).
Then. the sample was acidified to pH 2 with HCL. centri-
fuged at 10,000g for 1) min, the supernatant was extracted
2 dmes with 500 pL of ethyl acetatezcyclohexane (1:1) and
the combined extract was evaporated to dryness.

Gas chromatography procedure (GC-FID)

About 50 mg of each freeze-dried extracts (FI-F3) were
re-dissolved in 50 pl. of pyridine and 350 pL of
BSTFA 4 TMCS (99:1) were added. The derivatization
reaction was completed at 70 °C for 15 min.

A Clarus 500 gas chromatograph with flame 1omization
detector (Perkin-Elmer, USA) was used with a ZB-5 cap-
illary column (30 m x 0.25 mm, film 0.25 pm, Phenom-
encx, UUSA) and hydrogen 1.6 mL min~' as a carrier gas.
The injection volume was 1 pL (split 1:10), inlet temper-
ature 250 °C, temperature gradient 100-340 °C, separation
tme 27 min, detector temperature 360 °C and hydrogen
45 mL min "', and air 450 mL min~' as detector gases.
Five-point calibration was performed using a series of
mixed standard solutions containing 29 PCs in the con-
centration range 0-200 mg L™" each (R? (1.9972-0.9999),
The identification of phenolic compounds in the plant
extracts was based on their retention times.

Liguid chromatography procedure (HPLC-DADVFLD)

The extracts Fl and F2 obtaned from 50 mg of plant
sample were re-dissolved in 300 pL of the initial mobile
phase and 40 pl. was introduced to the chromatographic
system, adopting the procedure previously used (Corrales
Escobosa et al. 2010). The phenolic compounds deter-
mined were (1), (4), (6). (8), (11}, (13), (15), (16), (24).
(26), (27), (28), (29) and o-anisic acid as IS.

An Agilent series 1200 hguid chromatograph equipped
with an autosampler, a diode armay detector (DAD), a
spectrofluorometric  detector (FLD) and Chemstation
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used. The
chromatographic column was Luna CI8(C2) (250 = 4.6
mm, 5 pm) with an extended guard column, both from
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Phenomenex. The column was kept at 35°C and the
separation was achieved in 14 min, using gradient elution
with 3 mobile phases [deionized water, acetomitrile—
methanol (1:1, wiv), 30 mmaol T phosphate buffer pH 2]
and the total flow rate 1.0 mL min~'. Diode array detector
was set at 280, 254 and 310 nm, lucrimetric detecion was
camried out with exatation wavelength 305 nm and emis-
sion at 365, 407, and 436 nm. For extemal calibration, the
mixed standard solutions in the concentrabon range
0-20.0 mg L' of each PC were used with acceptable
linearity (F* = 0.999), In plant extracts, phenolic com-
pounds were identified by their retention tmes, UV/Vis
and FLI spectra.

ABTS mdical-scavenging assay

The procedure was used as reported elsewhere (Huang
et al. 2005). In brief, the mdical was generated by mixing
equal volumes of 7.0 mmol L~' ABTS and 2.5 mmol L'
potassium  persulfate (final concentration) followed by
storage m the dark at room temperature for 16 h. After-
ward, the solution was diluted with methanol to give an
absorbance of 0.70 = 0.05 AU at 735 nm (spectropho-
tometer Spectronic 3000, Milton Roy). Gallic acid m the
concentration range 0-0.25 mg L' (0-8.75 pmol L™ Yin
75 % methanol (viv) was used for calibration [Rl = 0.997).
For each plant sample, 100 mg of the freeze-dned material
was extracted with 2 mL of 75 % (v/v) methanol (vortex,
5 min), the mixture was centrifuged (10,000g, 10 min) and
the supernatant was ten times diluted. The aliquot (20 pL)
of diluted sample extract, or calibration solution was mixed
with 120 pl. of deionized water, 10 pL. of phosphate buffer
100 mmal L™", pH 7.0 and. 50 pl. of ABTS radical solu-
tion were added. After 10 min, the absorbance was mea-
sured at 735 nm and at 470 nm. Analytical signal was
defined as § = Ay35 — Ay7p in order to avoid the contn-
bution of possible turbidity and. blank was run in parallel.
The capacity of free radical scavenging in plant material
was expressed as nmol of gallic acid per mg of the freeze-
dried material The antioxidant activity of individoal
compounds [(1), (). (6], (8), (11), (13), (15), (16), (24),
(26), (27), (28), (29)] was also evaluated using this same
procedure and the results were expressed as nmol of gallic
acid per nmol of phenolic compound.

Statistical analysis

The results presented are the mean obtamed for three
replicates, standard deviations were calculated and graphs
were plotted using Microsoft Excel 2007. To observe
possible relationships among variables measured, principal
component analysis (PCA) was performed (Unscrambler
7.5, Camo, Norway).
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Results and discussion

Selenium and cadmium concentration levels
in the exposed plants

The concentration ranges for Gd(II) (0.5-5.0 mg L_l} and
Se(IV) (0.2-2.0 mg L_I} m the nutnent solubon were
selected based on the results of earier studies (Yanez
Barnientos et al. 2012). For each exposure condition, the
two elements were determmed in the biomass obtained and
the results are presented in Table 1. In agreement with our
previous experiments with the same plant species yet
slightly different exposure conditions, concentration-
dependent uptake of selemum and cadmium was observed
under imdividual exposure to any of these element forms
(Yanez Barmentos et al. 2012). Furthermore, when two
elements were added simultaneously to the growth medium
their uptake decreased with respect to individual exposure
conditions, the same effect being observed and discussed
by Yanez Barrientos et al. (2012) but also reported for
other plant species (Zembala et al 2010) and different
organisms (Serafin Mufioz et al. 2007; Caballero Amuz
et al. 2008). Once the uptake of selenium and cadmium by
L sativien under different exposure conditons had been
confirmed, this study focused on the possible impact of the
two elements on phenolic compounds and antioxidant
activity in the plant cultures.

Analysis of phenolic compounds

The GC-FID procedure was set for the resolution of 29
compounds that were found in the L sativien extracts. In

Table 1 Selenium and cadmivm concentration levels determined in
the fresee-dried plant material at different e xposure conditions

Concentrmation found in the freeze-dried
biomass + 5D (pg g"‘]

Concentration in the
nutrient solution (mg L 1]

Cd(m) Se(1V) Cd Se

na na 0:29 £ 005 038 £ 0.08
na 02 027 + 007 11.0 £+ 0.41
na 05 031 + 008 27.2 £+ 0.66
na 1.0 026 £+ 003 436 + 227
na 20 0.26 £ 007 932 £ 296
0.2 na 52.1 + 079 0.55 + 0.01
1O ni 78.1 + 360 0.40 + 0.01
20 ni 148 + 461 0.52 + 0.04
50 na 359 4+ 984 0.50 +0.12
0.5 05 50.1 £ 151 29.6 £ 0.81
20 05 130 & 249 27.5 £ 097
0.5 0 40.3 £ 104 975 £ 287
20 20 11+ 339 802 £2.19

na not added o the growth medium
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the control plants, the concentration levels evaluated as a
sum of three fractions (F1-F3) for bemzoic (1), cinnamic
(6), syringic (23), gallic (25), ferulic (26), chlorogenic (29)
3 A-dimethoxybenzoic (10), 4-hydroxybenzoic (8), proto-
catechuic (17), caffeic (27), simapic (28), quinic (22),
pcoumaric (24), salicylic (4), vamllic (13). homogentisic
(20} acids and syrmgaldehyde (9) were found in the mnge
50-200 pg g~ '; while 3 4-dihydroxyphenylacetic (19),
shikimic (18). rrans 2-hydroxycinnamic (16), rrans
3-hydroxycimmamic (21), 2.3-dihydroxybenzoic (11), 2,5-
dihydroxybenzoic (15), homovanillic (14), 3-hydroxyben-
zoic (7)), 3-4hydroxyphenyl)propionic acids (12),
resorcinol (3), 4-hydroxybenzaldehyde (2) and vanillin (5)
were in the concentrations below 50 pg g_'. In general,
these results are consistent with data reported for other
plants; however the variety of compounds and their con-
centrations always were dependent on the plant species,
growth  conditions, analyzed and extracton
procedure applied (Fiamegos et al. 2004; Arimboor et al.
2008; Kovacik et al. 2009b; Khadem and Marles 2010;
Rabahah et al. 201 1). For L. sarivum grown in the presence
of Cd(II) or Se(IV), different distribution of individual PCs
was observed, specifically in the fractions F1 and F2 cor-
responding to soluble PCs. On the contrary, no significant
differences were observed m PCs contained in cell-bound
fraction F3, possibly due to the short tme of experiment
(14 days). Based on these preliminary results, the fractions
F1 and F2 were considered in further work.

It should be noted that GC-FID was used as a screening
method; in order to confirm the results obtained and to get
additional data on the relationships among exposure con-
ditons. soluble phenolic compounds (F1, F2) and ant-
oxidant activity in L. sativeem, the determination of
compounds (1), (4). (6), (8), (11}, (13), (15). (16), (24),
(26). (27). (28). (29) was carried out by reversed phase
liquid chromatography with spectrophotometric and spec-
trofluorimetric detection (HPLC-DADJ/FLD), using the
procedure established previously (Corrales Escobosa et al.
2010). For individual compounds, relative differences
between the GC-FID and HPLC-DAD/FLD results were in
the mange 15-25 %. mdicating reasonable consistency of
the analytical data. As already mentioned, GC-FID enabled
screening of up to 29 phenolic compounds, whereas
HPLC-DAD/FLD provided higher sensitivity and
precision.

The HPLC-DAD/FLD results obtained for individual
compounds in Fl and F2 fractions are presented in
Tables 2 and 3, respectively. It can be observed that for
plants exposed to cadmium, the PCs levels in Fl fraction
tended to decrease with imcreasing concentration of stressor
ion, while in F2 fraction the effect apparently was opposite.
For plants exposed to selenium, the observed changes were
marked in F2, in Fl

nssues

less while the augmenting

concentrations of Se(IV) were associated with the raise of
PCs levels. Fimally, in plants exposed to the Cd(II) and
Se(IV) mixtures, the changes observed in the presence of a
sigle stressor were clearly attenuated.

Analysis of antioxidant activity

ABTS radical-scavenging assay was selected because it has
often been used to evaluate contribution of individual PCs
o total antioxidant capacity of plants and food (Benavente-
Garcia et al. 2000; Chun et al. 2003; Pellegrim et al. 2003;
MNenandis et al. 2004; Huang et al. 2005). In this procedure,
the absorbance maximum of radical cation comesponds o
734 nm, the radical presents high solubility in polar and
non-polar solvents and a wide range of pH can be used.

The results obtained in plant extracts for three indepen-
dent replicates performed in different days are presented in
Fg. 1. It can be observed that relatively low concentrations
of Cd(T), Se(IV) or their mixture were associated with the
increased antioxidant activity as compared to the control
Plants. For plants exposed to Cd(IT), the increased activity
was observed for all concentrations tested (Fig. l1a); how-
ever for Se{TV) =0.5 mg L' the antioxidant activity tended
to decrease down to the value slightly elevated with respect
o that found in the control plamt (Fig. 1b). It seemed
interesting that for simultaneous exposure to Cd(IT) and
Se(I'V) in the concentration range 1.5-2.0 mg L each, the
effect observed under exposure o individual stressor was
attenuated and the antioxidant activity remained at rela-
tively unvarying lewvel (Fig. lc); however, by further
increasing the concentration of any stressor above 2.0 mg
L™' the observed stabilization effect of simultaneous
exposure disappeared and AOx activity was similar as that
observed for elevated Cd(II) concentration.

General limitations of radical-scavenging specrropho-
tometric assays involve the instability of mediator radical
and the lack of selectivity (Huang et al. 20035; Osman et al.
2006). Consequently, antioxidant activities of pure com-
pounds were assessed in various studies m order to eval-
uate their potential contribution t© the antioxidant
properties of food-related products or plants (Rice-Evans
et al. 1996; Benavente-Gareia et al. 2000; Chun et al. 2003;
Pellegrini et al. 2003; Nenandis et al. 2004; Huang et al.
2005). These authors used preferentially the ABTS assay
and this strategy was also employed in the present work, as
described in “Materials and methods”. Gallic acid was
used as calibrator and the relative antioxidant activity of
mdividual PCs (k) was expressed as the molar ratio
between the ABTS equivalent amount of gallic acid (ng,)
and phenolic compound taken for the assay (npc). Due o
higher reliability of HPLC-DAD/FLD results, the 13 PCs
quantified by this procedure were examined and the results
obtamed are presented in Table 4. The highest antioxidant
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Table 2 Concentration levels of individual phenolic compounds determined by HPLC-DADFLD in F1 fmction, for plants grown in different

exposure conditions

PCs PC concentration {pg g~") (frecze-dried biomass)

Exposure conditions: Cd{Il) or S&1V) in the growth medium (mg L ]]

Contml  Cd(Il) SeV) Se(lV) + Cdill)

LI} 0.5 1.0 20 50 0.2 05 1.0 2.0 05405 20405 05420 20420
Femlic acid 352 M9 294 244 256 358 34.1 321 352 372 M2 260 301
Chlorogenic acid 214 5 20.8 15.2 137 269 34.8 352 202 2215 21.0 189 19.4
Cinnamic acid 182 20.1 20.0 19.6 182 1346 220 199 204 192 202 189 17.1
Benroic acid 172 165 16.9 14.6 140 169 181 174 185 182 15.9 164 18.8
Caffeic acid 72 4.1 327 291 He 45 438 431 476 368 321 301 323
WVanillic acid 43.1 406 408 386 358 539 6LY H9 355 3046 25.8 320 363
p-Coumaric acid 26 216 197 205 212 33 25.3 234 231 213 21.1 216 225
Sinapic acid 184 30 13.1 125 84 168 17.0 162 187 194 17.1 170 206
Salicylic acid 4.1 29 252, 237 22 2.1 249 38 255 245 136 258 280
p-Hydrox yhenzoic 212 28 20.5 19.7 182 243 205 W9 231 246 219 36 273
1-2-Hydromycinmamic  nd nd 410 nd 25 47 45 32 al 33 nd nd 5.0
2 5-Dihydmxybenzoic  nd nd md 5.4 33 md nd 6.6 57 mnd 4.7 a2 54
2 3-Dihydmxybenzoic  nd nd md 6.2 42 md 29 4.7 49 mnd nd 4.9 6.9
Tuotal 256.6 2650 2431 25 2259 XMLE 3106 213 M25 26 457 2404 269.7

nd not detected

Table 3 Concentration levels of individual phenolic compounds determined by HPFLC-DADVFLD in F2 frmction, for plants grown in different

exposure conditions

PCs PC concentration {pg g~ ]J (freeze-dried hiomass)

Exposure conditions: Cd{Il) or S&1V) in the growth medium (mg L~ h

Contmol  CdilIl) SelV) SellV) + Cdill)

LI} 05 1.0 20 50 02 05 1.0 20 054+05 20405 05420 204 20
Femlic acid 486 582 517 59.1 TE2 473 497 03 523 491 6.0 A f 505
Chlorogenic acid nd .t 25 4.7 113 md 43 49 nd nd nd 32 85
Cinnamic acid 103 103 121 126 140 95 99 w2z 122 11.4 1.4 10.1 1.0
Benzoic acid 13.1 139 135 17.1 175 141 149 47 157 121 12.7 112 136
Caffeic acid 199 42 19.1 211 225 M7 250 49 175 16.0 17.6 109 236
Wanillic acid W6 138 344 3T 428 304 310 322 334 233 2.4 266 335
p-Coumaric acid 41 414 468 497 521 368 348 329 M2 36.2 385 33 46.8
Simapic acid 171 192 213 254 336 151 159 157 165 15.1 16.1 148 19.7
Salicylic acid 105 104 1.7 124 125 104 11.2 1.1 103 85 14 7.7 1.9
p-Hydrox ybenzoic 38 5.1 26.2 74 202 2B 265 74 2635 19.2 19.8 190 2.7
r-2-Hydromycinnamic  nd nd nd 7.0 57 mnd nd 21 48 nd nd nd nd
2 5-Dihydmxybenzoic  nd nd 38 a2 L IR 1 30 40 45 nd 27 mnd 44
2 3-Dihydmxybenzoic  nd nd 27 4.2 25 27 25 Z1 32 nd 2 L3 35
Tuotal 2120 2393 2478 2836 3275 2208 2284 2325 MIL1 1928 1988 183.7 2487

nd Not detected

activity was found for p-coumaric acid (24) and sinapic
acid (28) (k>09), in agreement with earlier reports
Relatively
(0.54 < k < 0.66) were obtained for ferulic acid (26), 2,
3-dihydroxybenzioc acid (11), vanillic acid (13) and trans

(Nenandis et al.

@ Springer
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2-hydroxycinnamic acid ( 16), while for the rest of PCs the
k value was below 0.44. ABTS assay did not detect anti-
oxidant activity of salicylic acid (4), benzoic acid (1) and
cimnamic acid (6), so these three PCs were not considered
further.
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Fig. 1 Antioxidant activity L5 (a) 125 (h)
assessed by ABTS assay in L.
sativien extracts at different
exposure conditions: a only o 1154 = 115
CA(IT), b only SedV), ¢ all £ 3
exposure conditions E %
2 L5 - £ 1.05
& "
-
095 4 % 0.95 4
[LE.1 T T T T T 1 085 T T T T |
LLx Lo R} 0 4.0 30 (] 0.0 05 Lo 15 0 15

ADx (mmolimed

From the results of PCs determination in fractions Fl
(Table 2) and F2 (Table 3), for each plant culture the
antioxidant activity (AOx) corresponding to these two
fractions was calculated, using the following formula:

li (k; % o)

=1

‘4{}.‘{ —

{c;/—molar concentrration of individual PC, k—
respective value from Table 4). The results obtained are
shown in Fig. 2. For plants exposed to CdiII) alone, a
decrease of antioxidant activity conferred by free phenolics
(F1) was found in the concentration range (.5-2.0 mg |
Cd(Il) (Fig. 2a), whereas in these same exposure
conditions the antoxidant activity related to glycoside-
bound phenolics (F2) increased with respect to the control
plant (Fig. 2b), in agreement with the results presented in
Table 3. Different results were obtaimed for plants exposed
individually to Se(IV); for concentration <15 mg L™ the
antioxidant activity associated with free PCs (F1) increased
as compared to the control plants and plants exposed to
Cd(II), whereas selenium effect on glycoside-bound PCs
was less pronounced with respect to that observed for
Cd(II) (Fig. 2a, b). On the other hand, for plants grown in
the presence of the two stressors [Cdill) + Se(IV),

Se (mg/L)

0.5-2.0 mg L™ each], the AOx values were relatively
stable and lower with respect to those assessed in plants
exposed only to Cd(IT) or Se(IV), as shown by a flat region
of the response surfaces in Fig. 2a, b,

In Fig. 2c, the contribution of ten phenolic compounds
determined in F1 4 F2 fractions to AOx activity is pre-
sented and it can be observed that the response surface
resembles that obtained by ABTS assay performed directly
in methanol plant extracts (Fig. 1c). These results indicate
that ten compounds used for the evaluation of AOx in Fl
and F2 as the sum of individual PCs (Tables 2, 3, 4) would
contribute significantly to the overall antioxidant activity of
free- and glycoside-bound phenolics in L sanvum. Fur-
thermore, these results confirm that AOx m L sarivien
increased under exposure o a single stressor, however for
Cd(II) this effect was associated with the increase of gly-
coside-bound PC, whereas for Se(IV) it was apparently due
o the higher concentration levels of free PCs (considering
ten PCs, Tables 2, 3, 4). The attenuation of AOx values
under simultaneous exposure to Cd{Il) + Se(IV) in their
concentration range (1.5-2.0 mg L' seems to strengthen
previously reported experimental evidence on the interac-
ton between these two stressors in L. sarivien (Yanez
Barrientos et al. 2012). It should be noted, however, that at
elevated concentration levels of the two elements (=2.0 mg
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Table 4 Antioiidant activity of andividual phenohe compounds,
evalunted by ABTS radical-scavenging assay

PCs Phenalic R Rga k=
numher  compound (PC) nmol)  (nmol)  ngsf
fpe
24 pCoumaric acid 2.00 1.54 0.92
28 Sinapic acid 2.00 1.85 0.92
11 2 3-Dihydroxybenzoic acid 2.00 1.31 0.66
26 Ferulic acid 2.00 1.32 0.66
13 Vanillic acid 2.00 1.08 0.54
16 truns 2-Hydroxyemnarmic acid 2.00 .89 0.44
27 Calfeic acid 200 072 0.36
29 Chlorogenic acid 200 073 0.36
15 2 5-Dihydroxybenzoic acid 200 058 0.29
8 4-Hydroxybe meoic acid 0.0 2.80 014
1 Benzoic acid 0.0 nd -
4 Salicylic acid 2.0 nd -
& Cinnamic acid 2.0 nd -

npe nanomoles of phenolic compound in testing  solution, mg,
equivalent nanomales of gallic acid, nd not detected

L") the beneficial effect disappeared, which calls for
further investigation on putative selenium-cadmium
interaction in this vegetable species.

Fig. 2 Antioxidant activity
eviluated as the sum of
individual PCs contribulions in
fraction F1 (a), fraction F2
(h) and the sum Fl1 + F2 {e)

A0 (mmol/mg)
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Multivariate analysis

In search of possible relationships among the variables
measured, multivariate statistical analysis was carried out.
Principal component analysis (PCA) was used, since this
method reduces the number of variables observed o a
smaller set of artificial vanables (called principal compo-
nents) that would account for most of the variance in the
raw data. As a result, partial visualization of the data
structure im a reduced dimension is obtamed (Rodriguez
Flores et al. 2009).

In the first approach, the GC-FID results and the anti-
oxidant activity evaluated directly in the plant extracts
were considered. For all analytical data obtamed for 13
plant cultures and 2 fractions (F1 and F2), the first 3
components in PCA accounted for less than 45 % of total
data vanability, for which it was decided o reduce the
number of vanables and to use only HFLC-DAD/FLD data
and the results of ABTS assay for individual compounds
(Fig. 2). In the PCA model obtained, the first 2 principal
components accounted for 75 % of total data variability. In
Fig. 3a, the two-dimensional plot of the sample scores is
presented. As observed, there exists a good separation of
samples corresponding to fraction F1 (bold letters) and
fraction F2 (underlined, mnalic letters) with respect to the

(h)

g €8s

- =
-

-

Ak (mmel/mg)

-
I In
e
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first principal component (PC1). The second principal
component (PC2) is apparently related to the exposure
conditions, since control samples are located close to its
zero vialue and samples comesponding to elevated exposure
conditions are moved toward higher PC2 values.

Im Fig. 3b, two-dimensional plot of variable loadings is
presented, where antioxidant activity is associated directly
with exposure to cadmium and mversely with selenium. In
this regard, PCA model confirms that challenging L. sari-
vum with cadmium would result in the Cd(II) concentra-
tion-dependent increase of AQx, in agreement with the
results presented in Figs. land 2 and those reported for
other plant species (Sivaci et al. 2007; Kovacik and
Klgjdus 2008; Marquez-Garcia et al. 2010). In the case of
selenium, PCA model indicates the inverse relationship
between the exposure conditions and AOx; element levels
=15 mg L™" in the growth medium promote antioxidant
activity but the increase of Se(IV) concentraton would
result in the drop of AOx, in support to the previous studies
performed on garlic (Poldma et al. 2011) and broccoli
(Finley et al. 2005) and in agreement with data shown in
Figs. 1 and 2. The inverse relationship between Se and Cd
variables is consistent with putative interaction between
these two elements in L. sativeen (Yanez Bardentos et al,
2012), that would be responsible for attenuation of plamt
response under simultaneous exposure to Cd(II) 4 Se(IV)
with respect to that observed in the presence of one stressor
(Figs. 1, 2, 3). Similar effects were found for other vegetal
species, where selenium supplementation helped the plant
to minimize cadmium phytotoxic and. in particular oxidant
effects (Pedrero et al. 2008). It should be also noted that in
PCA model (Fig. 3), selenium varable is located together
with chlorogenic (29), 2,5-dihydroxybenznic (15), caffeic
(27), pcoumaric (24) and vanillic (13) acids in the space of
free phenolics (F1), suggestng that Se might challenge the
synthesis of at least these PCs. On the other hand, cadmium
variable is located in the same plane with sinapic (28),
ferullic (26), trans 2-hydroxycimamic (16), 4-hydroxy-
benzoic (8) and 2,3-dihydroxybenzoic (11) acids in the
space corresponding 1o glycoside-bound PCs (F2), which
suggests that Cd stress would favor formation of lignin
precursors to aid cell wall reinforcement, a defensive
mechanism often reported in plants exposed to biotic and
abiotic stress (de Ascensao and Dubery 2003; Comrales
Escobosa et al. 2010; Kovacik et al. 2010).

Conclusions

The results obtained in this work provide further experi-
mental evidences on the impact of abiotic siress imposed
by Cd(II), Se(IV) and Cd(Il) + SeIV) in L sarivum. In
particular, the exposed plants presented different profiles of

(a) X-expl: 45 % 30%
a

4{Pcz Scores
1 2Cd
27 sCd 50
] e e
0.5 5S¢ LN T
0] b b
Ctrl 05852Cd e
e
H 2
24 e 2305 Od
25 050Cd
-3 PCi
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
(b} X-expl: 45%30%
o6 JPC2 X-loadings
Cd
4 A ADx
p-coumaric acid
2
vanillic acid
sina pic acid
0 TErmmT &eTe
g & R
0.2 1 chlorogenic acid
2.5-dilydroxybenzo|c acid 2.3-dihydroxybenzoic acid
caffeicacid
Lol POl
44 H3 02 D ] o1 02 03 04

Fig. 3 PCA model obtained for F1 and F2 phenolic fractions from 13
plant cultures. a Scores plot—baold letters cormspond o Fl fractions
und underdined, italic letters 10 F2 fractions, both from plants exposed
to Cd(I), Se(IV) or their mixtures: b X-loadings plot, the variabies
correspond (o the exposure conditions (Cd or Se concentration in the
growth medium), individual PCs determined in Fl and F2 by liquid
chromatography (HPLC-DAIVFLD) and antioxidant activity evalu-
ated as the sum of contributions of individual PCs

phenolic compounds as compared to control, pardcularly in
the fractons Fl and F2 that correspond to free PCs and
water soluble glycoside-bound PCs, respectively. The plant
response was element-, and concentration-dependent, and
it was different when only one or two stressing agents were
present [Cd(ID), SedV), Cd(II) + Se(IV)]. Challenging
with Cd(II) resulted in the increased antioxidant activity
conferred by glycoside-bound phenolic  compounds,
potentially participating in the lignifications processes,
whereas for selenium the increase of AOx was less marked
but associated with free phenolic compounds. In this
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regard, the controlled exposure to Se(IV) might be an
interesting approach to enhance nutritional quality of gar-
den cress in terms of antioxidanmt activity conferred by
bioavailable, free PCs and in terms of micronutrent sele-
nium content. Furthermore, under simultaneous exposure
to CdiIl) and Se(IV) (0.5-2.0 m L_]}, the changes in
antioxidant activity associated with the presence of only
one stressor were attenuated, supporting previously repor-
ted data on the protective role of Se(IV) against oxidative
stress imposed by Cd(II) in L sativeen (Yanez Bamrientos
et al. 2012). The evaluation of antioxidant activity for
individual PCs and the results of mulovanate analysis
(PCA) enabled affirmation of the above relationships, and
reinforce the perception that selenium exposure might
activate the synthesis of free PCs, while cadmium stress
would initiate PCs binding possibly resulting in the cell
wall strengthening.
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ABSTRACT: Large amounts of phosphate fertilizers utilized in agriculture and their relatively poor efficiency are of high
ecological and economic concern. Therefore, transgenic plants capable of metabolizing phosphite are being engineered. In
support of this biotechnological task, analytical speciation of phosphorus in biological tissues is required In this study, plant
extracts were analyzed by liquid chromatography—inductively coupled plasma mass spectrometry at m/z of elemental
phosphorus and phesphorus oxide ions. Using polymeric-based anion exchange column and millimolar concentration of nitric
acid in potassium phthalate mobile phase (pH 2.5), phosphite and phosphate ions were baseline resolved with retention times
6.95 + 0.03 and 7.90 + 0,03 min and with a total chromatographic run time 10 min. The detection limits were 1.58 and 1.74 ug
P L' at m/z 47, as compared to 2.18 and 2.04 ug P L™" at m/z 31, respectively. The results obtained in real world samples for
the two detection modes were in good agreement, yet signal acquisition at m/z 47 enabled better precision without collision/
reaction cell (RSD below 2%) as compared to RSD around 4% obtained at m/z 31 using He-pressurized cell (3.5 mL min™").

KEYWORDS: phosphite, analytical speciation, HPLC, ICP-MS, transgenic plants

M INTRODUCTION

Phosphate-based fertilizers have long been used in agriculture
even though these products present several drawbacks. In
particular, phosphate [P(V)] tends to form insoluble
compounds in soil and is also readily converted to organic
forms by soil microorganisms; plants are able to take up and
effectively use only a small part of phosphorus contained in the
supplied fertilizers. The excessive utilization of P(V) seriously
contributes to eutrophication processes and results in depletion
of nonrenewable phosphate rock resource.' Another form of
phosphorus in agricultural applications is phosphite [P(III)],
commonly used as a crop fungicide and sometimes considered
as a biostimulator or an alternative source of P for plant
growth.”® Owing to better mobility of P(III) and similar uptake
rates as compared to P(V), a reduced amount of fertilizer might
be applied; phosphite, however, cannot be metabolized by
plants, and its adverse effects have been reported’ A
biatechnological approach toward the efficient delivery and
assimilation of phosphorus relies on the generation of
transgenic plants that can use phosphite as a sole source of
this element.” Because the specific target is to obtain plants
capable of oxidation P(IIT) to P(V), quantitative data on these
two phosphorus forms in biological tissues are required in
support of plant engineering, It should be stressed at this point
that in the majority of studies related to P(III)/P(V) in crop
cultivation, total P was routinely evaluated, whereas speciation
analysis of two phosphorus oxyanions in plants has seldom
been undertaken.gﬂ_'gh v f

Owing to the variety of organic and inorganic phosphorus
species present in the plant tissues and because of the complex
chemical matrix, selective extraction and cleanup procedure as
well as sensitive and interference-free quantification of
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phosphorus in the obtained fractions are the most challenging
issues in any spectation scheme. In the reported studies, water,
diluted formic or acetic acid, water/ methanol mixtures at room
or elevated temperature,and prolonged shaking time (up to 3
h) have been used; the obtained extracts were further purified
by solid phase extraction for elimination of coextracted organic
compounds and ionic species; however, evaluation of the
extraction yield of individual phosphorus species has rarely
been undertaken,” "

Liquid chromatography with conductivity detector has been
the predominant technique used in the analysis of phosphorus
oxyanions in plant extracts, providing detection limits in the
low parts per million concentration range*” Tt is worth
mentioning that ion chromatography with gradient elution at
elevated pH and with suppressed conductivity detection, as
applied to chemically simple water samples, provided low- or
even sub-parts per billon detection limits; however, in more
demanding samples, poor selectivity was highlighted as an
important limitation.'™" Alternatively, precolumn derivatiza-
tion with diazomethane or N-methyl-ferf-butyldimethylsilyltri-
fluoroacetamide was proposed for gas chromatography with
flame ionization detector and, again, low parts per million
detection limits were reported in plant a.nalysis.q"é The
application of ion trap mass spectrometry detection enabled
an enhanced detection power (0.1 ng on column).” Selective
phosphite fluorometric assay with a detection limit 5 gmol L™
(about 0.4 mg L™") was also developed, on the basis of the
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enzymatic oxidation to phosphate in the presence of resazurin
and subsequent fluorometric measurement of the reduced
reagent form.” The hyphenation of atomic spectrometry
techniques with liquid chromatography was used in speciation
analysis of phosphorus in herbicides,”” soil extracts,'® and
different natural water matrices, "% yet the feasibility of such
an approach in plant analysis has been only recently tested.”

Inductively coupled plasma mass spectrometry is generally
considered a technique of choice in trace element speciation
schemes; however, its application for monoisotopic phosphorus
is compromised by the relatively high first ionization potential
of this element and troublesome nitrogen-, oxygen-, and
carbon-based polyatomic interferences.”" Several strategies have
been proposed to enhance the analytical performance of P
determination by ICP-MS such as elimination of organic
sample matrix, minimization of plasma sample load, and use of
high-resolution instruments or collision/reaction cell technol-
ogy. In particular, it was demonstrated that cells pressurized
with helium stop polyatomic ions from being introduced to the
quadrupole mass filter by discrimination of kinetic en-
ergy,' "™ whereas oxygen introduced to dynamic reaction
cells promotes formation of phosphorus oxide ion with m /z 47,
which has less pronounced interferences than m/z 31372 On
the other hand, the enhanced generation of phosphorus oxide
ion was achieved by optimization of plasma operating
conditions™ and also when the analyzed solution contained
nitric acid or methanol*” Even though as high enhancement of
sensitivity as observed in the dynamic reaction cell cannot be
expected, this latter option seems quite attractive due to its
potential applicability even in the most austere ICP-MS
instruments.

In this work, speciation analysis of phosphite and phosphate
in transgenic plants had been undertaken by coupling anion
exchange liquid chromatography with ICP-MS. Addition of
nitric acid to the mobile phase was proposed with the aim to
enhance the formation of phosphorus oxide for P detection at
m/'z 47, thus eliminating the need for oxygen introduction via
collision/reaction cell. The sample cleanup procedure,
chromatographic separation, and instrumental operating
conditions were experimentally selected, and the analytical
figures of merit were compared for the elemental and
phosphorus oxide ion detection.

M MATERIALS AND METHODS

Instrumentation. An Agilent series 1200 liquid chromatographic
system equipped with a quaternary pump, a well plate autosampler, a
diode array detector, and a ChemStation (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) was used. The chromatographic column was a
Hamilton PRP-X100 (250 X 4.6 mm, 5 um). For detection of
phosphorus, the column effluent was online introduced to an
inductively coupled plasma—mass spectrometry system via a shor
length (10 ecm) Teflon tubing (0.3 mm id.).

A model 7500ce ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo, Japan ) was
used with a MiraMist Teflon nebulizer. A Peltier-cooled chamber was
operated at 2 °C. Standard tuning procedure was performed using Li,
Y, Tl, and Ce (1 pg L™ each), and the obtained parameters were
further refined for detection at m/z 47 using a P(V) standard solution
in mobile phase (10 yg P L™'). For phosphoms detection at m/z 31,
an octopole collision reaction cell was used with a He flow rate of 3.5
mL min~! 2

Reagents and Samples. All chemicals were of analytical reagent
grade. Deionized water (182 MQ cm, Labconco, Kansas City, MO,
USA) and HPLC-grade methanol (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
USA) were used throughout.
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Sodium phosphate dibasic [P(V)], sodium phosphite [P(II)],
potassium hydrogen phthalate, nitric add, EDTA, Supelclean LC-18
SPE tubes (3 mL), and Supelco and IC Acrodisc filters (0.2 ym) were
obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Homogenized and freezed-dried transgenic tobacco plants grown in
the presence of P(IIT) as a sole phosphorus source (samples 1, 2, and
3) and one pooled sample were kindly provided by Dr. Luis Herrera-
Estrella from the National Laboratory of Genomics for Biodiversity,
Mexico.

Procedures. For extraction of phosphate and phosphite ions, 1.0
mL of 10 mmol L™ EDTA, pH 80, was added to 40—50 mg of freeze-
dried plant material, and the mixture was placed in an ultrasonic bath
for 30 min at room temperature. Afterward, the sample was
centrifuged (10000g, 10 min), and the supematant was collected
and deaned up with Supelclean LC-18 SPE tubes 3 mL (product
57012 Supelco). The tubes were conditioned with 2 mL of methanol
and then washed with 2 mL of 10 mmol L™! EDTA, pH & (solution
used for extraction ), and 1 mL of the aude extract was passed at a flow
rate of | mL min™". Finally, the sample was filtered through an IC
Acodisc flter (0.2 gm) and, after appropriate dilution with the mobile
phase (maximum 20-fold), 100 uL was introduced to the chromato-
graphic system coupled with ICP-MS. Separation was achieved by
isocratic elution with § mmol L™' potassium hydrogen phthalate
adjusted to pH 2.5 with nitric acid at total flow rate of 1.0 mL min™ at
room temperature. The ICP-MS instrument operating conditions
established for detection at m/z 31 and 47 are presented in Table 1.

Table 1. ICP-MS Instrument Operating Conditions

ICP-MS detection m/z 31 m/z 47
forward power 1500 W
nebulizer gas flow 09 L min™ 0.85 L min™*
makeup gas 01 Lmin™" 0.4 L min"
nebulizer MiraMist Teflon
spray chamber Peltier cooled chamber, 2 °C
sample and skimmer cones platinum
sample depth % mm 8.5 mm
ion lenses extract 1 25V =180V
extract 2 =130V —60V
cell entrance =30V =36V
QP focus -5V -3V
cell exit =50V —60 VY
OctP RF 100 V
OctP bias -1V -2V
acquisition mode time-resolved analysis
dwell time 100 ms

collision /reaction cell 35 mL min™' He no

Quantification was performed by extemal calibration using mixed
P(I) + P(V) standard solutions at five concentration levels (0, 100,
250, 500, and 1000 pg L™" of phosphorus as P(II) and as P(V),
respectively) with five successive injections of each solution; peak area
was always used as a signal mode.

Statistical Analysis. Descriptive statistics were performed to
obtain means and standard deviations. For the tuning procedure, the
surface responses were obtained using The Unscrambler 7.5 software
package (CAMO, Oslo, Norway ).

M RESULTS AND DISCUSSION

The goal of this work was to establish a P(III)/P(V) speciation
procedure in which nitric acid addition would enable reliable
ICP-MS detection of phosphorus at m/z 47 without use of the
collision /reaction cell. In the initial experiments, the separation
was carried out on a SAX anion exchange column with 10
mmol L™ potassium phthalate, pH 4.0; however, the
chromatographic peaks were tailed, the background signal for

dedolong/101021/f40122781 L Agric. Food Chem. 2013, 61, 68226628



Journal of Agricultural and Food Chemistry

ICP-MS detection at m/z 31 was elevated (>1600 cps), and
sensitivity for m/z 47 was pocr.“ To enhance analytical
performance, it was proposed to use a polymeric-based column
and a more dilute mobile phase with the addition of nitric acid
and to compare the results obtained for the detection of
elemental and phosphorus oxide ions.

The effect of nitric acid on ICP-MS determination of
phosphorus at m/z 31 and 47 had already been repcrted.v The
main focus of the cited study was to evaluate the potential
impact of nitric acid as introduced for the digestion of organic
samples; therefore, relatively high acid concentrations (up to
2.5 mol L™") were used, and deteriorated detection limits were
obtained for the two ions monitored; however, for lower acid
concentrations (<0.1 mol L™"), the undesirable background
increase at m/z 47 and the signal decrease at m/z 31 were
much less prcnounced.z? For this reason and also because low
concentration would be required in the mobile phase, the effect
of nitric acid on the ICP-MS m/z 47 signal was examined in the
concentration range from 0 to 10 mmol L™'. To this end,
phosphate standard solution prepared in mobile phase and
blank solution (5 mmeol L™! potassium phthalate or deionized
water) containing different concentrations of nitric acid were
directly aspirated to the plasma The results are shown in
Figure 1. It should be noted that the final tuning conditions

g ¢ 0§ ¢

Abundance, cps

g
-

4
Nitric acid, mmol L'

6 8

Figure 1, Effect of nitric acid on ICP-MS m/z 47 signal for (#)
deionized water; (@) potassium phthalate, 5 mmol L™; (M) 25 ug P
L™" as P(V) in potasium phthalate, 10 mmol L7'; and (&)
phosphorus—phtalate signal.

were applied in this experiment for better clarity of presentation
(Table 1). As can be observed, the increasing concentration of
nitric acid caused a gradual increase of signal for all three
solutions tested. The net signal evaluated for phosphate
standard (25 pg P L™') rose from 2517 cps in the absence of
acid to 3260 cps for its concentration of 10 mmol L™ (30%
increase) and, most importantly, this signal remained relatively
stable in the concentration range of 4—8 mmol L™ nitric acid
(3092 + 73 ¢ps), indicating that this range can be safely used in
chromatographic separation for phosphorus detection at m/z
47.

The next task was to set appropriate instrumental conditions
for the detection of elemental and oxide ions in the presence of
mobile phase. For m/z 31, the tuning settings and collision/
reaction cell conditions were adopted from the previous work**
(Table 1). To check for possible polyatomic interferences at m/
z 47 (YTiY, MZr*, Li'%Arf, 2B, YN'C0S0'HY), the
effect of He flow rate in the range from 0 to 4 mL min™" was
examined for phosphate standard prepared in the mobile phase

and for blank (5§ mmol L™ potassium hydrogen phthalate
containing 8 mmol L™! nitric acid). As shown in Figure 2, the

5000 300
4000 150
200 +
é‘ 3000 ;
g 150 =
H &)
= 2000 s
£ 100 =
=
1000 50
] r 0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
He, mL-min"!

Figure 2. Effect of He flow rate in the octopole cell on ICP-MS signal
at m/z 47: (W) BEC, ug P L™"; (®) phosphate, 25 ug P L™ in the
mobile phase; (®) potassium phthalate in 8 mmol L™ nitric acid.

blank signal was always below 830 cps, the signal of phosphate
standard solution (25 ugP L") decreased significantly at a gas
flow rate of >05 mL min™', and background equivalent
concentration (BEC) gradually increased, indicating no need
for reaction/collision cell at m/z 47. Plasma operating
conditions and QP focus, cell exit, and OcP bias voltages
were refined by varying one parameter at a time under a
criterion of the highest sensitivity (net signal for 10 ug P L7 as
phosphate, direct aspiration to ICP-MS). In this regard, forward
plasma power was kept at 1500 W and octopole RF voltage at
100 V for both m/z values. A short residence time in plasma
favors oxide formation, for which the makeup gas flow and the
sampling depth were examined in the ranges of 0.1—-0.8 mL
min~" and 4—9 mm, respectively; the values finally chosen for
oxide detection were 0.4 mL min~" and 85 mm (Table 1).
Because the octopole cell was not pressurized with gas for m/z
47, the selected values for QP focus, cell exit, and OcP bias
were different with respect to m/z 31 (Table 1). Finally, for
setting voltages of the ion lenses, net signal for 10 yg P L™' as
P(V) was registered using three different values at cell entrance
(—44, —36, and —30 V) while the two other parameters were
varied according to the four-level factorial design. Specifically,
the voltages tested were —180, —150, —100, and —50 V for
extract 1 and —130, =120, =90, and —60 V for extract 2. The
optimized response surfaces were evaluated using The
Unscrambler software, and the obtained results revealed
relatively higher P signal intensities for the cell entrance
voltage —36 V as compared to —44 and —30 V. In Figure 3, the
response surface for cell entrance —36 V is presented, and it can
be observed that as low as possible voltage at extract 1 (—180
V) and as high as possible voltage at extract 2 (—60 V) would
provide the best sensitivity of phosphorus detection at m/z 47.
The tuning parameters finally selected are summarized in Table
1

For chromatographic separation, a Hamilton PRP-X100
column with chemically inert polymeric support was selected
with the expectation of better peak symmetry and lower ICP-
MS baseline as compared to a silica-based column, in which
silica and residual silanol groups present affinity to ionic species
and, thus, may potentially affect the retention and column
recovery of phosphorus oxyanions. In ion chromatography with
conductivity detection, alkaline mobile phases have been

dedolong/101021/f40122781 L Agric. Food Chem. 2013, 61, 68226628
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Figure 3. Response surface for net signal of 10 ug P L7 as P(V)
obtained at cell entrance voltage —36 , and variable voltages at extract
1 (=180 to —50 V) and extract 2 (—130 to —60 V).

typically used for separation of completely deprotonated
phosphorus oxyanions;'*'* however, elevated pH values were
avoided in this work to protect the components of the HPLC-
ICP-MS system and, most importantly, for PO detection/
quantification, nitric acid had to be present in the mobile phase
at the concentration of 4—8 mmol L' (Figure 1). Several
authors reported separation of P oxyanions in the pH range
from 2.5 to 4.0 with the mobile phases containing or§a.n.ic ions
such as phthalate, succinate, malonate, and citrate.” "5 The
single-charged H,PO,” and H,PO,” anions, as the primary
species in such conditions,™ would present lower retention
with respect to double- or triple-charged anions and ako
shorter total chromatographic runs, especially advantageous
when ICP-MS is to be used as the detection system. Because
this technique does not tolerate high pH values, the intent was
to apply low millimelar concentrations of potassium hydrogen
phthalate /nitric acid mixture. To set the conditions enabling
baseline separation of the two species in a short time and with
good peak symmetry, several chromatograms for P(III) + P(V)
standard mix were obtained, by varying the concentration of
potassium hydrogen phthalate (2—10 mmol L") with pH
adjusted by the addition of 1 mol L™ nitric adid (pH 2.5-3.5)
and testing different column flow rates (0.6—1.5 mL min™")
and temperatures (from room temperature up to 40 °C). The
finally selected conditions are listed under Materials and
Methods; it should be noted that the concentration of nitric
acid in the mobile phase was about 6 mmol L™ (§ mmol L™!
hydrogen phthalate, pH 2.5), within the previously selected
concentration range (Figure 1). In Figure 4, typical chromato-
grams of two mixed standard solutions are presented; the
calibration results and typical figures of merit are summarized in
Table 2. Even though baseline at m/z 47 was more elevated
with respect to m/z 31, monitoring phosphorus oxide in the
established chromatographic and ICP-MS conditions provided
higher sensitivity, lower detection limits, and better short-term
precision with respect to m/z 31 (Table 2). The detection
limits evaluated as P concentration injected on column were
comparable with those reported for LC-ICP-MS speciation of
different phosphorus species and sample types'® ™% yet
significantly lower with respect to other procedures employed
in the analysis of P oxyanions in pla.nt,s.?_q*"(' As described
under Materials and Methods, a 50 mg aliquot of biomass was
treated with 1 mL of extracting solution, and the obtained
extract was diluted up to 20 times before its introduction to the
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Figure 4. HPLC-ICP-MS chromatograms obtained for (—)
phosphate + phosphite standard mix, 250 g P L™ each; (---)
phosphate + phosphite standard mix, 1000 ug P L' each; (--) plant
extract; () plant extract with P(III) + P(V) standard addition, 250
ug P L7 each: (a) m/z 47; (b) m/z 31

HPLC-ICP-MS system, for which the detection limits evaluated
in plant biomass at m/z 31 were 0.82 ug P g P(III) and 0.87
pg P g ' P(V) and at m/z 47 were 0.70 ug P g~' P(1II) and
0.63 ug P g~ P(V) (Table 2). These low values are important
features of the procedure proposed here, because the
quantitative evaluation of P(III) to P(V) conversion in
transgenic plant becomes possible.

The real world samples analyzed were transgenic tobacco
plants engineered for phosphite metabolization. In the first
attempt, deionized water was used for extraction as reported
elsewhere. """ To do so, 1 mL of water was added to 50 mg of
the pooled biomass, the mixture was placed in an ultrasonic
bath for 30 min at room temperature, and the obtained extract
was further cleaned up on a C18 cartridge. It should be noted
that agueous extract presented green color and contained
organic matter; therefore, it could not be introduced directly to
the anion exchange column or to ICP-MS. The reversed phase
SPE is a common approach for the elimination of organic
sample components, and it has also been reported as a deanup
step in the determination of P oxyanions in plant materials.””"
Afterward, the extract was filtered through a 0.2 pm Supor
membrane, certified for ion chromatography, for elimination of
residual fine particles. Finally, the sample extract was 20 times
diluted prior to the HPLC-ICP-MS procedure. In triplicate
analysis using m/z 31 for phosphorus detection, phosphite was
not detected in this sample (<0.8 pg P g7'), and the
concentration found for phosphate was 0204 + 0032 mg P
¢~'. To examine the recovery of the procedure, 200 uL of
phosphate and phosphite mixed standards (50 mg P L' each)
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Table 2. Analytical Figures of Merit Evaluated for the Anion Exchange Separation of Phosphate and Phosphate with 1CP-MS
Detection at *'P and *'PO (Mean Value, Standard Deviation, and CV Obtained for Five Replicates)

m/z 31 m/z 47

parameter P(V) P(III) P(V) P(1I)
baseline® + 5D, cps 521+ 17 576 + 20 832 + 29 858 + 24
te + SD, min 695 + 0.03 7.90 + 0.04 6.95 + 0.03 790 + 004
calibration® 7126 +23 84.1c + 43 110.3¢ + 864 115.1¢ + 101
B 09994 0.9997 0.9997 09998
DL  pg P L™ 218 2,04 158 174
DL g P g™ 087 0.82 0.63 070
DL’ nmol P g™ 28 26 20 23
QL pgP L™ 364 342 265 289
CVF % 10 155 0.7 07
oVt e 27 25 L5 14
v % 39 37 21 22

“Acquired in the elution region of each spedes. ¥ = concentration, g P L7 “Detection limit evaluated on the basis of six standard dewiations of
baseline measured in the elution region of the analyte. “Detection limit as referred to phosphoms mass per gram of biomass. “DL as nmol of each
species (phosphite or phosphate) per gram of binmass.'pranuﬁcatiDn limit evaluated on the basis of 10 standard deviations of baseline measured in
the clution region of the analyte. #Coefficient of variation representing instrumental predsion for 250 ug PL™" "Coefficient of variation representing
within-run predsion for 250 ug P L™, ‘Coefficient of variation representing between-run predsion for 250 ug P L™\

Table 3. Quantification Results Obtained in the Analysis of Plant Samples by the Proposed Procedures with ICP-MS Detection

at m/z 31 and 47°

external calibration standard addition
sample P{mI) P{V) P{mI) P(V)
m/z 47, mg P g”' (dw) + SD
1 0.035 + 0009 0.296 + 0.015 0032 + 0.016 0304 +0.018
2 nd 0.266 + 0.012 0270 + 0.023
3 nd 0.203 + 0.016 0215 +0.027
m/z 31, mg P g (dw) £ SD
1 0.025 + 0010 0.274 + 0.024 0028 + 0.015 0289 =+ 0.031
1 nd 0.255 + 0.021 0283 +0.019
3 nd 0.179 + 0.017 0202 + 0.024

“Mean concentration values with respective SD based on triplicate analysis of each biomass are presented.

and 800 pL of deionized water were added to another portion
of this same pooled sample, and the results obtained were 0.193
+ 0.020 mg P g~" for P(III) and 0.368 + 0037 mg P g™ for
P(V), indicating 96.5 and 82.0% recoveries for the two species,
respectively. As already mentioned before, many metals form
poorly soluble phosphates; therefore, in further development
extraction was carried out with 10 mmol L' EDTA at pH 8 for
complexation of metal ions (principally Ca and Mg) and so to
improve the extraction yield of P(V). An alkaline solution of
EDTA (0.1 mol L' EDTA in 025 mol L™" NaOH) is typically
used for efficient extraction of phosphorus from soil (16 h in
ag,ilalion);"“ however, lower concentrations of EDTA (<50
mmol L™") and less alkaline conditions (pH 8—8.5) were used
for the extraction of soil phosphate available to planls,'x"”‘5 and
these milder conditions seemed suitable for the extraction of P
oxyanions from tobacco biomass. The results obtained for this
same pooled sample in the second experiment were 0.231 +
0.037 mg P g~' P(V) and P(III) not detected, whereas in the
spiked sample 0.419 + 0.035 mg P g™" as P(V) and 0.197 +
0.028 mg P g™' as P(1I1) were found, yielding recovery values of
94.2 and 98.6% for the two species, respectively. On the basis of
these results, EDTA extraction and a two-step purification
procedure were applied in further analyses,

In Figure 4, the chromatograms acquired at m/z 31 and 47
for plant extract (sample 3) and for the spiked sample are
presented. Specifically, 100 yL of the mixed standard solution

(50 mg P L™" P(1II) and 50 mg P L™P(V)) was added to the 50
mg sample aliquot, which means that after extraction, cleanup,
and dilution, the standard addition resulted in the concen-
tration 250 pg P L' of each species in the final solution. In
Figure 4, chromatograms of two calibration solutions are also
included, which enables confirmation of species identity. It can
also be observed that the baseline for m/z 31 was lower as
compared to m/z 47; however, it presented higher noise, in
agreement with Figures 1 and 2 and Table 2. Three samples
from different plants were analyzed, and the results obtained for
the detection at two m/z values were in good agreement;
however, monitoring phosphorus oxide ion resulted in better
precision as compared to elemental ion (Table 3). Indeed, the
relative standard deviation for P(V) determination was around
5% for m/z 47 and 9% for m/z 31 (Table 3). For accuracy
checking, the determination was accomplished by a two-point
standard addition (250 and 500 ug P L™ of two species in the
solution injected to the chromatographic system). The
quantitative results were in good agreement with those
obtained by external calibration (Table 3). In samples 2 and
3, only phosphate was found, whereas in sample 1 low
phosphite concentration was also present. Biological inter-
pretation of analytical data is out of scope; however, it should
be noted that the results obtained in this work were consistent
with those previously reported for these same transgenic
plants® In particular, samples 1-3 corresponded to plants
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grown in phosphite as a sole P source, and the speciation
results confirmed efficient oxidation of P(III) to P(V) by plant
In condusion, the feasibility of phosphorus menitoring at m/
z 47 for the determination of phosphite and phosphate in plant
material by anion exchange chromatography with ICP-MS
detection has been demonstrated. In this procedure, potassium
phthalate mobile phase containing a millimolar concentration
of nitric acid enabled baseline resolution of the two element
species within 10 min and favored the formation of phosphorus
oxide ions in plasma. The results obtained in the analysis of
transgenic plants using two detection modes (m/z 31 and 47)
were in good agreement; however, phosphorus oxide
monitoring yielded a slightly lower detection limit and better
precision. Most importantly, the collision/reaction cell was not
needed for phosphorus oxide ion monitoring, for which the
procedure can be accomplished on any ICP-MS instrument.
Many biotechnological studies focus today on phosphite as an
alternative phosphorus source for plants; because phosphite
utilization relies on its in vivo oxidation to phosphate, the
implementation of the proposed procedure would provide
useful, complementary analytical information in such studies.
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