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RESUMEN

Los acidos grasos (AG) son importantes componentes de sistemas bioldgicos, con
funciones vitales en la estructura y funcionamiento celular. Entre ellos, los acidos
insaturados (AGls), principalmente los omega-3 y omega-6, son muy relevantes para la
salud del ser humano. El objetivo de este trabajo fue lograr el etiquetado de los atomos
de carbono presentes en enlaces dobles de AGls, mediante una reaccién de
derivatizacién que permita la identificacién/confirmacion y cuantificacion de estos
compuestos por espectrometria de masas con ionizacién suave (ESI-QTOF-MS). En una
primera etapa se obtuvieron acidos grasos libres (AGLs) y esteres metilicos de acidos
grasos (FAMEs) a partir de triacilgliceroles (TGs). Una vez demostrado que ambas
estrategias liberan compuestos individuales de manera efectiva, se adoptd un
procedimiento de bromacién de los carbonos que forman dobles enlaces C=C. Los
FAMEs bromados presentaron mejores caracteristicas para su andlisis por ESI(+)-QTOF-
MS en comparacion con los AGL bromados que fueron ionizados en modo negativo de
ESI. Tomando en cuenta las relaciones m/z de las sefiales presentes en espectros de
masas y los patrones isotopicos de iones de las moléculas bromadas, se confirmé la
bromacién efectiva de los FAMEs con hasta 3 insaturaciones, afiadiendo dos atomos de
bromo por cada insaturacion. Se realizaron curvas de calibracion para mezclas de
isdbmeros de los FAMEs C18:1, C18:2y C18:3 bromados y se obtuvieron los principales
pardmetros analiticos. Los valores de R? obtenidos se encontraron entre 0.9915 y
0.9980, los LOD instrumentales entre 6.4-47 ng mL! y LOQ instrumentales entre 21-155
ng mLL. Las curvas de calibracién se utilizaron para determinar las concentraciones
totales de isdmeros de C18:1 y C18:2 en una muestra de aceite de aguacate las cuales
en porcentajes de masas correspondieron a 62.31 + 565 % y 142 *+ 0.13%
respectivamente, con RSD < 10%. Se utilizé la plataforma web CFM-ID 4.0 para calcular
in-silico los espectros de fragmentacion de los FAMEs bromados. Los resultados
obtenidos de los cdlculos in-silico predijeron la formacion de fragmentos caracteristicos
de interés donde los atomos de bromo marcan posicién de enlaces dobles. A
continuacion, se llevaron a cabo experimentos MS/MS empleando tres diferentes
mecanismos de fragmentacion (CID, bbCID e isCID), examinando diferentes energias de

colisién en cada caso. En desacuerdo con los calculos in-silico, los resultados de los
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experimentos MS/MS no fueron alentadores porque durante la fragmentacién del ion
precursor siempre ocurria la perdida de dtomos de bromo en forma de HBr, incluso al
aplicar muy bajas energias de colisién y también utilizando isCID y bbCID. Por ello, en los
experimentos realizados no fue posible asignar la posicién de los enlaces dobles. Como
resultado final del trabajo realizado, se establecieron las condiciones de bromaciéon de
los FAMEs y de su analisis por ESI(+)-QTOF-MS, logrando la cuantificacién de AGls
agrupados como isémeros con una, dos y tres insaturaciones, pero sin poder distinguir
entre estos isdmeros ni asignar la posicion de enlaces dobles. Como prospectiva de un
trabajo futuro se propone afinar el proceso de fragmentacién en el sistema ESI(+)-QTOF-

MS para que los iones fragmento conserven atomos de bromo.
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1. Introduccion

1.1. Estructura quimica e importancia bioldgica de los acidos grasos insaturados

Los acidos grasos (AGs) son acidos organicos con al menos un grupo carboxilo. En Ila
naturaleza, la mayoria de los AGs contiene cadenas no ramificadas con un niumero par
de dtomos de carbono, entre 4 y 28 (Chen, 2020). Estos compuestos se encuentran en
diversos tejidos celulares y en algunos fluidos biolégicos como el plasma sanguineo, ya
sea en forma de moléculas libres o incorporadas en estructuras mas grandes. Los AGs
son el principal componente de los triacilgliceroles (cominmente Ilamados triglicéridos,
TGs), fosfolipidos, esfingolipidos y otros lipidos complejos (Calder, 2015). Los
organismos obtienen los AGs por medio de los alimentos o por biosintesis celular.
Algunos organismos son incapaces de realizar la sintesis de ciertos AGs o de realizarla en
cantidades suficientes para cubrir la demanda metabdlica, el crecimiento somatico y su
reproduccion (De Carvalho, 2018). A los AGs que no pueden ser sintetizados de manera
enddgena o son sintetizados en cantidades insuficientes para satisfacer su demanda
nutrimental, se les conoce como acidos grasos esenciales (AG-Es). La deficiencia en la
ingesta de AG-Es contribuye al desarrollo de desdrdenes como: dermatitis, hipertension
renal, trastornos de la actividad mitocondrial, enfermedades cardiovasculares, diabetes
tipo 2, deterioro cerebral, artritis, depresién y disminucion de la resistencia del cuerpo a

las infecciones (Simopoulos A. P., 1999)

Se conoce como acidos grasos saturados (AGSs) a aquellos AGs que poseen Unicamente
enlaces sencillos carbono-carbono en su cadena principal, mientras que los que poseen
dobles enlaces, son llamados acidos grasos insaturados (AGls). Estos ultimos a su vez,
pueden ser clasificados como acidos grasos monoinsaturados (AGMIls), cuando tienen
solo un doble enlace o como acidos grasos poliinsaturados (AGPIs), si tienen mas de un

doble enlace (Patkowska-Sokota, Usydus, Szlinder-Richert, & Bodkowski, 2009).

Existen dos tipos principales de AGls, la serie @-6 derivada de acido linoleico (LA, 18:2) y
la serie ®-3 derivada del acido a-linolénico (ALA, 18:3) (Das, 2006), en la Figura 1 se

presentan las estructuras quimicas correspondientes a los acidos LA y ALA.
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Figura 1.1 Estructuras del dcido linoleico (LA, 18:2 omega-6) y dcido a-linolénico (ALA, 18:3 omega-3)

Se ha determinado que una dieta rica en AGSs puede incrementar la concentracion la
lipoproteina de baja densidad (LDL, también conocida como “colesterol malo”) en la
sangre y aumentar el riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular (Briggs, Petersen,
& Kris-Etherton, 2017), mientras que su remplazo por AGIls puede disminuir la
probabilidad de sufrir un evento coronario mortal (Jakobsen, y otros, 2010). Muchos
alimentos de origen vegetal son ricos en LA, entre ellos podemos encontrar diferentes
especies de nueces, semillas de cartamo, girasol y calabaza, cereales integrales, aceites
de maiz, girasol, soja y azafran; en cuanto a fuentes de origen animal se deben
mencionar los huevos y carne de aves. Las nueces y el aceite de soja son considerados
de igual manera fuentes importantes de ALA, ademads este acido se presenta en el aceite
de pescado marino, los aceites de canola y linaza y en las verduras de hoja verde
(Djuricic & Calder, 2021) (Kapoor, Kapoor, Gautam, Singh, & & Bhardwaj, 2021) (Das,
2006).

Los AGs cumplen funciones importantes y son indispensables para el buen
funcionamiento fisiolégico de los organismos. Entre sus funciones destacan las de:
"bloques de construccion" de las membranas celulares, fuentes de energia y moléculas
de sefializacion (De Carvalho, 2018). Los AGSs se encuentran involucrados en la
produccién y almacenamiento de energia, el transporte de lipidos, asi como en Ia
sintesis de fosfolipidos y esfingolipidos; necesarios para la sintesis de las membranas

celulares.



Los AGMIs se encuentran relacionados con la fluidez de la bicapa lipidica, mientras que
los AGPIs juegan un papel importante en la estructura y las propiedades fisicas de la
membrana celular, ademas de estar involucrados en la produccion de eicosanoides, la

transduccion de sefiales y la activacidn de la transcripcidn nuclear (Spector, 1999).

Existen diversas notaciones en la nomenclatura de los AGls, una de las mas importantes
es la del carbono omega (). En esta notacidn se inicia con el simbolo de carbono,
seguido por el numero de atomos de este elemento en la molécula, dos puntos y la

o . n

cantidad de insaturaciones en la cadena de carbonos. Se afiade ademas la letra “n” u
“ . . . . _ . . .,
®”, seguida de un guion y un nimero indicando la posicién de la primera insaturacion
con respecto al carbono del grupo metil terminal. En la Tabla 1 se enlistan algunos de los
AGs mas comunes encontrados en la naturaleza, utilizando la notacién omega para los

AGIs.

Tabla 2. Algunos de los acidos grasos mas comunes en la naturaleza

Numero de carbonos Notacidn Nombre comun Clasificacion

12 C12:0 Acido laurico (LAA) Saturado

12 C12:1 ®-3 Acido lauroleico (LOA) Monoinsaturado
14 C14:0 Acido miristico (MA) Saturado

16 C16:0 Acido palmitico (PA) Saturado

16 C16:1 ®-7 Acido palmitoleico (POA) Monoinsaturado
18 C18:0 Acido estearico (EA) Saturado

18 C18:1 ®-9 Acido oleico (OA) Monoinsaturado
18 C18:1 ®-9 Acido elaidico (ELA) Monoinsaturado
18 C18:1 ®-7 Acido vaccénico (VA) Monoinsaturado
18 C18:2 ®-6 Acido linoleico (LA) Poliinsaturado
18 C18:3 -3 Acido a-linolénico (ALA) Poliinsaturado
18 C18:3 -6 Acido y-linolénico (GLA) Poliinsaturado
18 C18:4 -3 Acido estearidénico (SDA) Poliinsaturado
20 C20:1m-11 Acido gadoleico (GA) Monoinsaturado
20 C20:4 ®-3 Acido araquidénico (AA) Poliinsaturado
20 C20:5 ®-3 Acido eicosapentaenoico (EPA) Poliinsaturado
22 C22:1 ®-11  Acido cetoleico (CA) Monoinsaturado
22 C22:1 ®-9 Acido erdcico (EUA) Monoinsaturado
22 C22:5 -3 Acido docosapentaenoico (DPA) Poliinsaturado
22 C22:6 ®3 Acido docosahexaenoico (DHA) Poliinsaturado




Cabe mencionar que el uso de nombres comunes y en quimica, la nomenclatura
sistematica es la dictada por la IUPAC, son de igual forma empleados para referirse a los
AGs. Para los AGls, puede también, adoptarse la nomenclatura del carbono omega tal
como se describe en el parrafo anterior y se presenta en la Tabla 1. Los acidos grasos
omega-3 (AGs ®-3) son aquellos cuyo primer doble enlace de ocurre a tres carbonos del
metilo terminal, mientras que en los omega-6 (AGs ®-6) el primer doble enlace se

encuentra a 6 carbonos (Sokota-Wysoczanska, 2018).

En su mayoria los AGPIs son considerados AG-Es y deben ser adquiridos por medio de la
dieta. Los acidos poliinsaturados de cadenas largas (=20 carbonos), tales como el acido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5 »-3) y el 4cido docosahexaenoico (DHA, C22:6 ®-3) son
de interés especial; estos acidos pueden ser sintetizados in vivo a partir de precursores
insaturados C18 (principalmente LA y ALA) (Kapoor & Patil, 2011). En la Figura 2 se
muestra esquematicamente los acidos insaturados sintetizados sucesivamente in vivo a

partir de LAy ALA.

Figura 22. Ruta simplificada de sintesis de AG-Es de cadena larga a partir de sus precursores (Kapoor & Patil, 2011)

AG w-3 AG w-6
ALA (C18:3 n-3) LA (C18:2 n-6)
} |
SDA (C18:4n-3) GLA (C18:3 n-6)
} |
ETA (20:4 n-3) DGLA (C20:3 n-6)
| }
EPA (C 20:5n-3) AA (C20:4 n-3)
}
EPA (C20:5n-3)
}
DPA (C22:5 n-3)
}
DHA (C22:6 n-3)



Los AGPIs, principalmente los omega-3 y omega-6, son muy relevantes para la salud del
ser humano. En el cerebro, estos compuestos regulan la estructura y funcién de
neuronas, células gliales y células endoteliales (Bazinet & Layé, 2014). El EPA, el DHA y el
acido araquiddnico (AA, C20:4 ®-6), contribuyen en la fluidez de la membrana celular y
en la regulacién de la expresidn génica (Schuchardt, Huss, Stauss-Grabo, & Hahn, 2009).
Los AGls ®-3 presentan propiedades anticoagulantes y antihipertensivas, regulan el
metabolismo de los lipidos y apoyan el funcionamiento del sistema nervioso central y la
vista (Sokofa-Wysoczanska, 2018). Se ha demostrado que el consumo de AGIs ®-3 C20-
C22 protege contra el desarrollo del sindrome metabdlico y la intolerancia a la glucosa
(Ebbesson, y otros, 2005). Cabe senalar que sindrome metabdlico es asociado con un
mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2 y es caracterizado por sintomas como:
obesidad visceral, resistencia a la insulina, hipertensidén arterial y dislipidemia (Hwu,
Hsiung, & Wu, 2008). Aunado a esto, estudios epidemiolégicos han encontrado una
relacion entre enfermedades como la depresion y una dieta baja en AGls ®-3,
encontrando en estudios bioquimicos bajos niveles de estos acidos en las membranas
de eritrocitos tanto en pacientes depresivos como esquizofrénicos (Peet & Stokes,
2012). Por otro lado, se ha demostrado que los AGls w-6 se encuentran estrechamente
relacionados con la regulacion del proceso inflamatorio y la respuesta del sistema

inmune (Innes & Calder, 2018).

Ademas de la importancia del consumo de los AGls ®-3 y ®-6, diferentes estudios
revelan la necesidad de mantener una relacion en ingesta entre AGls ®-6/ ®-3 en los
niveles mas bajos posibles, idealmente en un rango de 1/1 a 4/1 (Simopoulos & Cleland,
2003). Cabe mencionar que los acidos @-6 son mas abundantes en los alimentos en
comparacion con @-3. El mantener la proporcién mas baja posible de AGls @-6 respecto
a ®-3 ha demostrado disminuir el riesgo de desarrollar desordenes inflamatorios
(DiNicolantonio, PharmD, & James O’Keefe, 2020), reducir la proliferacion de células
cancerigenas en pacientes con cancer colorrectal y disminuir el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y autoinmunes (Chaves, Singh, Khan, Wilczynska, &
Takahashi, 2019). Como una medida de prevencion ante enfermedades
cardiovasculares, una relacion 4/1 se ha asociado con una disminucién del 70 % en la

mortalidad total (Candela, Lépez, & Kohen, 2005). En la actualidad, la dieta occidental



promedio presenta valores de la relacion de AGls @-6/ ®-3 alrededor de 15-20/1, en la
poblacion japonesa se observan valores de 4/1, en la India rural 5-6/1, en Reino Unido y

el norte de Europa 15/1 y en la India urbana 38-50/1 (Simopoulos A., 2004).

Tomando en cuenta lo anterior, existe una alta demanda de procedimientos analiticos
gue permitan la determinacion de los diferentes AGs en alimentos y muestras bioldgicas
y que a su vez puedan ser implementados en el andlisis de largas series de muestras. Los
resultados de estos analisis facilitan la implementacion de dietas con una relacién

adecuada en la ingesta de AGls de diferentes series .

En este proyecto de tesis se plantea evaluar la factibilidad de diferentes tipos de
derivatizacion de los AGls para lograr su determinacién confiable, mediate un protocolo
simple. Especificamente, la propuesta consiste en la obtencién de esteres metilicos de
acidos grasos (FAMEs, por sus siglas en inglés) y una reaccién adicional para introducir
una etiqueta de enlaces dobles en la cadena de carbono Posteriormente, las muestras
seran sometidas al analisis mediante diferentes técnicas instrumentales, enfocandose
principalmente en el uso de espectrometria de masas con ionizacién suave (ESI-QTOF-

MS).

1.2 Desafios y estrategias para la determinacion de los AGls

Existen diferentes desafios en el desarrollo de nuevos procedimientos para el analisis de

AGs, entre los de mayor relevancia podemos destacar:

a) Diversidad estructural y diversidad de formas (isémeros cis y trans e isomeria
posicional)

b) Baja polaridad y volatilidad

c) Baja eficacia de ionizacién en sistemas de ionizacidn suave

d) Omnipresencia de lipidos



Como se menciond anteriormente los AGs pueden encontrarse en la naturaleza en
diferentes formas. Los aceites vegetales estdn compuestos principalmente por
triglicéridos (90-98%) y pueden contener pequefias cantidades de diglicéridos,
monoglicéridos y acidos grasos libres, ademds de fosfolipidos, fosfatidos, carotenos,
tocoferoles, compuestos de azufre y rastros de agua (Srivastava & Prasad, 2000). Los
triglicéridos son moléculas formadas por la esterificacidon entre una molécula de glicerol
y tres AGs, cuando uno de los AGs es remplazado por un grupo fosfato se obtiene un
fosfolipido. Los fosfolipidos son el principal constituyente de las membranas celulares en
los seres vivos. Los AGls debido a la presencia de dobles enlaces pueden presentar
diferentes isdmeros geométricos (cis-trans), aumentando el niumero de variantes de
estos compuestos en la naturaleza. Los principales AGls en aceites de semillas vegetales
son el acido linoleico y oleico, seguidos del palmitico, estearico, laurico, miristico y
erucico. Por otro lado, en grasas animales, cominmente podemos encontrar al acido
miristico, palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico, eicosenoico, araquidénico, EPA y
DHA (Gunstone, 1996). En ambos casos, aceites vegetales y animales, la concentracion

de los diferentes AGs puede variar dependiendo de la especie.

Los AGs son considerados moléculas anfipaticas, en las cuales su caracter hidrofébico
aumenta con el tamaino de la cadena de carbonos. Los AGSs de cadena relativamente
larga suelen encontrarse como sdlidos a temperatura ambiente y su punto de fusion
aumenta al aumentar el nUmero de carbonos, esto se relaciona con una tendencia a
establecer interacciones del tipo Van der Walls, lo cual ocurre como consecuencia de la
configuracion lineal de las moléculas. En el caso de los AGls, la presencia de dobles
enlaces y de isdmeros trans, disminuyen las interacciones intermoleculares del tipo Van
der Walls, por lo cual es comin encontrar este tipo de compuestos en forma liquida a

temperatura ambiente aun cuando su cadena de carbonos es larga.

Los procedimientos de analisis en base a cromatografia de gases y espectrometria de
masas requieren la formacion de los esteres metilicos de los AGs (FAMEs). En estos
sistemas tipicamente se usa ionizacién por impacto de electrones (El) con una energia
de ionizacién de 70 eV. Debido a una buena repetibilidad de espectros El, muchas de las
bases de datos existentes en el mundo incluyen espectros adquiridos en estas

condiciones permitiendo la identificacidn de los analitos de interés independientemente



del instrumento en el cual se realizé el analisis (Gross, 2004). Sin embargo, cabe
mencionar que la identificacion de compuestos, especialmente aquellos no incluidos en
bases de datos, a menudo se dificulta debido a que los iones moleculares no siempre
son adquiridos y los patrones de fragmentacién pueden ser complejos. En 2018,
Beccaria y otros utilizaron EI en un sistema GC-MS con un solo cuadrupolo,
demostrando que al disminuir la energia de ionizacién (20, 30, 50 eV en lugar de 70 eV),
se podian detectar los iones moleculares de los FAMEs, aunque la sensibilidad en el
analisis cuantitativo se vio disminuida (Beccaria, y otros, 2018). Una limitacion de El es
gue los padrones de fragmentacidon de isémeros cis y trans normalmente no pueden ser
diferenciados sin una estrategia de analisis extra, como derivatizacién o separacién

previa.

Como alternativa a El, existen técnicas de ionizacién suave, entre ellas ionizacién por
electronebulizacion (ESI), misma que se usa acoplada a sistemas de cromatografia de
liquidos con espectrometria de masas. En este caso, el caracter apolar de los FAMEs es
la causa de una baja eficacia de su ionizacién y, por lo tanto, una baja sensibilidad. El
uso de ESI es mas factible en el caso de acidos grasos no esterificados con el grupo metil
e insaturados. Cabe también mencionar que los espectros de fragmentacion, requeridos
para la identificacion contundente, dependen de la composicion de la solucion
introducida (solventes, tampones, sales) y también de las condiciones aplicadas en zona
CID (disociacién inducida por colisiones) de tal manera que hay muy pocos bases de
datos disponibles (Brugger, Erben, Sandhoff, Wieland, & Lehmann, 1996). Es necesario
resaltar que, en espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) basada en ESI, los
datos de la masa exacta, del padrdn isotépico y los espectros de fragmentacion son
elementos suficientes para confirmar la identidad de un compuesto, aunque en el caso

de 4cidos grasos no siempre es posible discriminar sus isémeros.

Ademds de problemas relacionados con similitud en la polaridad/apolaridad, con la
presencia de isdbmeros cis y trans e isdmeros posicionales, el analisis de AGs forma un
reto importante, debido a la omnipresencia de lipidos. Durante manejo de la muestra,
su pretratamiento y el analisis instrumental, los lipidos pueden provocar las
contaminaciones por el contacto con la piel humana, debido a la contaminacién de

reactivos, solventes, material de laboratorio, sistemas de introduccién a instrumentos



analiticos, etc. El uso de buenas practicas de laboratorio y una correcta limpieza del

material son indispensables.

1.3. Revision de estrategias de derivatizacion de AGls, utiles en el analisis por
espectrometria de masas

Existen diversas estrategias para poder sortear los desafios implicados en el andlisis de
los AGs, la seleccidn de la mejor estrategia a emplear dependera de factores como: la
composicion de muestra, la estructura y forma de los acidos grasos presentes en dicha
muestra, asi como de la técnica analitica que se pretenda utilizar. En la Figura 3 se
presentan un esquema de algunas estrategias enfocadas en la determinacidon de AGs
individuales reportadas previamente. Se puede observar dos etapas clave, (i) la
liberacion de los AGs de las estructuras en las que se encuentran de manera natural en
la muestra original (tipicamente triglicéridos) y (ii) una derivatizacion que permita lograr
la separacion y/o deteccidn de los compuestos de interés de una manera mas eficiente.
Obviamente, el tipo de derivatizacion dependera de la técnica analitica seleccionada. El
analisis de los AGs libres comunmente requiere una separacion previa de los
compuestos mediante técnicas cromatograficas, ya sea cromatografia de gases o de
liquidos, ademas de un adecuado sistema de deteccion, siendo la espectrometria de

masas de particular interés para el desarrollo del presente trabajo de tesis.

La liberaciéon de los AGs de sus formas nativas puede llevarse a cabo de diferentes
maneras, una opcion consiste en la reaccién de transesterificacion formando FAMEs y
liberando glicerol. Alternativamente, la hidrolisis de triglicéridos catalizada en medio
basico, acido o por enzimas, permite la obtencién de AGs libres. Cabe mencionar, que
mientras que los FAMEs tipicamente son separados por cromatografia de gases con
detector de ionizacion en flama o detector masico, los acidos grasos libres requieren

normalmente una derivatizacidn previa a su separacion por sistemas cromatograficos.



Estrategias para el andlisis de AGs

Tipo de muestra Principales formas presentes Estrategias de derivatizacién Técnica analitica

Derivatizacién de grupo —-COOH

N,N-dimetil-6,7-dihidro-5H-pirrolo [3,4-d]pirimidina-2-amina LC ESI-MS
Goroformiats de propio —  ecwms
Alimentos AGLs Colamina MALDI-MSI
4 2-picolilamina

Yoduro de N,N-dimetilpiperazina

Hidrolisis

API-MS
Andlisis directo DART TOF-MS
Termoquimiolisis GC-MS

Derivatizacion de dobles enlaces
Transesterificacion

i

Deuteriodimida GC-MS

Sistemas Biolégicos DGs Paterno-Biichi
Tetrafluoroboruro de bis(piridina) yodo
MGs FIA ESI-MS
A LC ESI-MS
FAMEs Analisis directo I CI-MS
FLs X
Derivatizacién de dobles enlaces GCMms
GLs
2-amino-2metilpropanol GC-MS
Bromacién
Epoxidacion

Figura 33. Estrategias para el andlisis de dcidos grasos (AGs: dcidos grasos, AGLs: dcidos grasos libres, TGs:
triacilgliceroles, DGs: diacilgliceroles, MGs: monoacilgliceroles, FLs: fosfolipidos, GLs: glicolipidos, FAMEs: esteres
metilicos de dcidos grasos, LC: cromatografia de liquidos, GC: cromatografia de gases, FIA: inyeccion directa en flujo,
Cl: ionizacion quimica, MALDI: ionizacién/desorcion laser asistida por matriz, DART: andlisis directo en tiempo real,
ESl: ionizacidn por electronebulizacion, TOF: tiempo de vuelo, MS: espectrometria de masas) (Li, Lin, Yu, & Cai, 2020),
(Christie, 1998), (Martinez-Lozano & Ferndndez de la Mora, 2008), (Reis, Reis, Leath, & Stelwagen, 2011), (Robert,
Casey, Cox, Kirk, & Voorhees, 2015), (Fay & Richli, 1991), (Xia, He, Ren, Xu, & Wan, 2020), (Cheng, 2022), (Jensen,
Kenneth, & Gross, 1985), (Xie & Xia, 2019), (Pelt & Brenna, 1991) (Mushtaq, y otros, 2011).

En base a una revision bibliografica, en la Figura 3 se presentan algunos agentes
derivatizantes utilizados en la determinacidon de AGs por diferentes técnicas analiticas.
Podemos diferenciar a estos derivatizantes en dos categorias, los que tienen como
objetivo el grupo carboxilico y los que tienen por objetivo el marcaje directo de los
dobles enlaces carbono-carbono en AGls. A continuacién, en el texto se desglosaran
algunas de las estrategias para el andlisis de AGs, compatibles con técnicas de

espectrometria de masas.

1.3.1. Reaccion de transesterificacion

Como se ha mencionado anteriormente, los triglicéridos son la principal forma en que

podemos encontrar a los AGs, tanto en muestras de aceites vegetales como en una
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amplia variedad de alimentos. Una de las principales estrategias empleadas para el
analisis de estos compuestos se basa en la transesterificacion de triacilglicéridos en
metanol, para la obtencion de los FAMEs correspondientes. La reaccion de
transesterificacion puede ser catalizada tanto por acidos (HCI, H2SOa, y BFs) como por
bases (NaOCHs3, KOH y NaOH), los cuales normalmente se encuentran disueltos en

metanol (Liu, 1994).

o)
R' JL CH.
L o R o~ 3
O% o) /JL Catalizador (|3I HO
+ 3 HC—OH — > + CH
0" 'R ’ , CH
} ’ R o0 HO
0
3/<

R
o CHs

O/
Triglicerido Metanaol Glicerol
Esteres metilicos de acido graso

Figura 4 4. Reaccion de transesterificacion de triglicéridos

En la Figura 4 se muestra el esquema general de la reaccién de transesterificacion con la
conversion de acidos grasos en FAMEs vy la liberacion de glicerol. Existen reportadas en
la literatura un gran nimero de variaciones de esta reaccidon en la que se modifican, los
catalizadores y las condiciones empleadas. Es indispensable tomar en cuenta el tipo de
muestra a analizar para la seleccién correcta de la técnica de transesterificacion
indicada. Cabe destacar que la eficacia en la reaccidn de transesterificacion requiere de

la eliminacién del agua presente en el medio.

1.3.2. Analisis directo de FAMEs

Una vez obtenidos los FAMEs, estos pueden ser analizados por diferentes técnicas
instrumentales, una de las mas empleadas para el andlisis de este tipo de compuestos es
la cromatografia de gases con deteccion por ionizacién en flama (GC-FID). Otra opcién

de analisis es el acople de la separacion por GC con espectrometria de masas (GC-MS).
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Tabla 2. Andlisis de AGs por determinacidon de FAMEs

Referencia Tecn,u.:as 'I,'r'f\tamlento de Tipo Muestra Método de identificacion
analiticas usadas | acidos grasos
(G.P.P.Kamatoua &  GCxGC-TOF-MS Formacion de Aceite de palma refinado de Estdndares de FAMES comprados
A.M.Viljoenab, 2017) GC-FID-MS FAMES Ghana, Camerun y Nigeria. en Sigma Aldrich
(Killeen, Marshall, Burgess, GC-MS Formacion de 11 suplementos comerciales de Estdndar Supelco FAME mix
Gordon, & Perry, 2017) FT-Raman FAMES aceite de PUFA w-3 en capsulas de  (#18917)
Andlisis directo gelatina blanda.
(Silveira, y otros, 2017) uv/Vvis Andlisis directo 8 muestras de aceite de oliva extra  Estandares da AGs
GC-FID Formacion de virgen.
FAMES
(Negrete, y otros, 2018) FIA-ESI-QTOF-MS Formacion de 9 aceites cosméticos. Estdndar Supelco FAME mix
GC-FID FAMES (#18917) estandar methyl
ricinoleate (#83916 Sigma)
(Katkade, Syed, Andhale, GC-FID Formacion de  Semillas de girasol. Uso de Estandares de FAMES
& Sontakke, 2018) FAMES
(Karunathilakaa, y otros, Cromatografia en  Formacion de Suplementos dietéticos omega-3  Estandares NIST
2019) capa fina FAMES comerciales, 76 en cdpsulas SRM 3275-1
GC-FID Anadlisis Directo blandas y 19 en forma liquida. SRM 3275-2
ATR-FTIR SRM 3275-3
FT-NIR
(Mihai, NEGOITA, & BELC, GC-MS Formacion de Estandar de referencia SRM®2387-  F.A.M.E. Mix C4-C24 Bellefonte, PA,
2019) FAMES peanut butter USA, SRM®2377, NIST.
Estandar Interno FAME-IS C23:0
Sigma Aldrich.
(Ghaleshahi, H, Gh., & M.,  GC-FID Formacion de  Semillas de lino, perilla y albahaca Estdndar de FAMES de Sigma
2019) FAMES Aldrich
(Rincén-Cervera, GC-FID Formacion de 8especies de pecesy 9 especies de  Estandar  Supelco FAME mix
Gonzélez-Barriga, Romero, FAMES mariscos (#18917)
Rojas, & Lodpez-Arana,
2020)
(Nagumalli,  Jacob, &  UPLC-ESI-MS/MS Formacion de Estandares de referencia de aceite Mezcla estindar de FAMES
Costa, 2020) FAMES de semilla de algoddn, aceite de  comprado en USP
semilla de girasol, aceite de palma,
aceite de coco, aceite de canola,
aceite de linaza, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soja
comprados en Sigma Aldrich
(lwakoshi, y otros, 2021) GC-FID Extraccion en fase 2 tipos de refrescos carbonatados Estandares BVO comprados en
GC-QTOF-MS sélida en fase japoneses Spectrum  Chemical y Penta
reversa. Manufacturing Company
Formacion de
BrFAME
(Rydlewski, y otros, 2021) GC-FID Obtencién de Leche Materna FAME Mix, C4-C24 de Sigma Aldrich
FIA-ESI-MS FAMES

FAMES: esteres metilicos de dcidos grasos, UPLC: cromatografia de liquidos de ultra presién, MS: espectrometria de masas, MS/MS: espectrometria de
masas-masas, ESI: ionizacion por electronebulizacion, GC: cromatografia de gases, GCxGC: cromatografia de gases de dos, FIA: infusion directa en flujo,
TOF: analizador de tiempo de vuelo, FID: detector de ionizacién en llama, NIR: infrarrojo cercano, FT: transformada de Fourier, FTIR: infrarrojo con
transformada de Fourier, ATR: reflectancia total atenuada
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En la Tabla 2, se presentan un breve resumen de diferentes reportes de la
determinacion de FAMEs, donde se puede notar una clara preferencia del uso de las
técnicas instrumentales antes mencionadas. En particular, se puede observar que la GC-
FID es una técnica ampliamente utilizada para el andlisis de FAMEs; entre sus ventajas
hay que mencionar su simplicidad, no requerimiento de un equipo costoso, y una buena
selectividad y reproductibilidad, aunque esta técnica no es apta para realizar el andlisis
cuantitativo a nivel de trazas o ultra-trazas y no permite distinguir entre isémeros cis y

trans (Bollinger, Rohan, Sadilek, & Gelb, 2013).

Si bien la GC-FID a menudo suele ser utilizada para la evaluacion de los perfiles lipidicos
de aceites de origen animal y vegetal, el tiempo de corrida por muestra es considerable
y la informacién obtenida sobre la estructura de los AGs es limitada. Como se puede
observar en la Tabla 2, ademas de GC-FID y GC-MS, se han utilizado otras técnicas de
separacion como la cromatografia de liquidos de ultra alto rendimiento, acoplada
mediante ESI con espectrometria de masas en tandem (UPLC-ESI-MS/MS) para el

analisis de FAMEs (Nagumalli, Jacob, & Costa, 2020).

El uso ESI para la ionizacion de FAMEs en espectrometria de masas es viable para
aquellos compuestos que presentan suficiente polaridad para ser ionizados
eficientemente en modo negativo o positivo. Una de las principales ventajas de la HRMS
es su excepcional selectividad, lo que hace posible la determinacion de varios
compuestos sin su separacion previa, utilizando infusién directa (ID) de las muestras. De
esta manera, se acorta el tiempo de andlisis, manteniendo todos beneficios de HRMS,
tales como: mediciéon de masa exacta, registro de espectros de fragmentacién, uso de
compuestos marcados con isotopos estables para cuantificacidn, entre otros. Como un
ejemplo, se puede mencionar el estudio de Vivarelli y otros en 2017, donde la
determinacién de FAMEs en diésel se logré por DI-ESI (+)-HRMS, usando como estandar
interno FAME C19:0 (Vivarelli, y otros, 2017). En otro estudio, usando la misma técnica
de DI-ESI (+)-HRMS, se logré determinar concentraciones menores a 5 ppm de FAMEs en
combustible de avién con buena precision y repetitividad (Eide, Neverdal, & Westad,

2010).

En 2018 Negrete y otros, realizaron la determinaciéon de FAMEs por FIA-ESI-QTOFMS,

remplazando el sistema convencional de la infusidn directa por un sistema de inyeccion
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de pequenas alicuotas de muestra en flujo continuo de un portador (FIA, por sus siglas
en ingles). En el trabajo citado, la ionizacién se llevd a cabo en modo positivo,
observandose mayor sensibilidad en comparacién con el modo ESI negativo; los iones
monitoreados correspondieron a moléculas de los FAMEs catonizadas con sodio. La
eficacia de ionizacidn resulté ser mejor para los FAMES de AGls en comparacion con los

de AGSs, esto debido a su mayor polaridad (Negrete, y otros, 2018).

En este mismo estudio, como estandar interno se utilizé el ion de trimero de formiato
de sodio ([Na (NaCOOH)3]*) para el sistema FIA-ESI-QTOFMS y el éster metilico de acido
tridecanoico (C13:0 Me) para el sistema GC-FID. Dependiendo de la técnica instrumental
utilizada, otros estandares internos para el analisis de AGs que pueden ser empleados
son: el acido nonadecanoico (C19:0) (Schreiner, 2005) y ésteres metilicos tri-deuterados

(d3-FAMES) (Thurnhofer & Vetter, 2006), entre otros.

1.3.3. Derivatizacion de FAMEs

Si bien es posible realizar una determinacién directa los FAMEs obtenidos a partir de los
triacilglicéridos, la determinacion de las estructuras e identificacion de los diferentes
isdmeros de AGls sigue siendo un reto importante. Los FAMEs de AGS son faciles de
identificar mediante técnicas de MS gracias a sus padrones de fragmentacién sencillos,
por otro lado, los AGIs presentan padrones de fragmentacién complejos y la
identificaciéon y localizacién de dobles enlaces sin un tratamiento adicional resulta
desafiante (Furuhashi & Weckwerth, 2013). Para poder dilucidar de manera adecuada
las estructuras de los AGls presentes en las muestras es de suma importancia la
implementacidon de procedimientos que permitan localizar la posicion de los dobles
enlaces en las cadenas de carbono. Una de las estrategias mds utilizadas es llevar a cabo

una segunda derivatizacién, tomando los FAMEs como punto de partida.
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Figura 55. Formacion de DMOX (Fay & Richli, 1991)

Como ya mencioné anteriormente, la determinacién de las posiciones de los dobles
enlaces en los AGIs es uno de los mayores retos para su analisis. La obtencién de
derivados de 2-alquenil-4,4-dimetiloxazolinas (DMOX) a partir de los FAMEs ha sido
ampliamente utilizada para este fin. Por ejemplo, la reaccion entre los FAMEs con el 2-
amino-2-metilpropanol para la formacidon de un derivado de DMOX (Figura 5), con su
posterior andlisis por GC-MS, permitid la obtencion de espectros de masas
caracteristicos, con los cuales fue posible llevar a cabo la asignaciéon de las posiciones de
los dobles enlaces en AGIls mono y poliinsaturados (Fay & Richli, 1991). Cabe destacar
gue este esta estrategia no implica un marcaje de los dobles enlaces en los FAMES de
AGls, sin embargo, la simplicidad de la reaccion, la mejora en la eficacia de ionizacidn al
anadir un atomo de nitrégeno y las propiedades cromatograficas de los derivados DMOX
qgue permiten la resolucion eficaz de mezclas complejas, hacen del uso combinado de
FAMES y los derivados de DMOX un método muy atractivo para el andlisis de AGPIs

incluyendo sus isémeros (Fay & Richli, 1991).

En 2011 Svetasthev empled la misma estrategia con una modificacién en las condiciones
de reaccioén para la formacién de DMOX, permitiendo la identificacién de los AGls C24:5
n-6 y C24:6 n-3 (Svetashev, 2011), sin embargo, el andlisis de muestras complejas y los
largos tiempos de las corridas cromatograficas siguen representando importantes
limitaciones para estos procedimientos. Por ultimo, es necesario mencionar que los
trabajos citados anteriormente emplean métodos de ionizacion fuerte y no han sido
estudiados para técnicas de ionizacion suave, las cuales son el objetivo del presente

trabajo.
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Una alternativa para la localizacién de dobles en FAMEs es la cromatografia liquida de
iones de plata combinada con ozondlisis y espectrometria de masas en linea (Ag*-LC/Os-
MS), la cual permite la identificacién de isémeros del acido linoleico. En este sistema, se
implementan cartuchos de extraccidn en fase sdlida con ion-plata (a menudo varios en
serie); gracias a la interaccién del Ag* con electrones t de enlaces dobles, ocurre la
retencién de los FAMEs de &acidos grasos insaturados que posteriormente son
introducidos a la columna de fase inversa y separados dependiendo del grado de
insaturacion. Asi mismo, se logra la resolucién de isémeros cis y trans. Por otro lado, el
ozono reacciona con los dobles enlaces conjugados formando aldehidos y fragmentando
la molécula (Figura 6), los fragmentos formados dentro de una fuente de fotoionizacion
a presion atmosférica (APPI), son detectados en un espectrémetro de masas, lo cual
permite asignar la posicion de los dobles enlaces (Sun, Black, Zhao, Ganzle, & Curtis,

2013).
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Figura 66. Esquema general de la reaccion de ozondlisis del dcido oleico

En la Figura 7 se muestran los espectros obtenidos para los FAMEs de dos isémeros del
acido linoleico (9¢,11t y 10t,12c) por Sun y otros en el 2013, donde los padrones de
fragmentacion especificos obtenidos para cada compuesto permiten identificar y

discriminar entre ambos isomeros.
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Figura 7 7. Espectro O3-APPI (+)-MS de a) FAME 9c,11t-dcido linoleico y b) FAME 10t,12c-dcido linoleico (Sun, Black,
Zhao, Ganzle, & Curtis, 2013)
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Figura 88. Reacciones de bromacion de FAMEs monoinsaturados (esquema general mostrado para el FAME de dcido
oleico). NBS: N-bromosuccinimida; AIBN:2,2"-azobis(2-metilpropionitrilo) (Winkler, Steinbifs, & Michael, 2013)

En 2013, Winkler y otros investigaron la bromacién de FAMEs insaturados mediante
modificaciones a la reaccion Wohl-Ziegler. Los bromuros alilicos obtenidos fueron
posteriormente usados para la obtencién de acidos grasos conjugados mediante de

reacciones de eliminacién. En el mismo trabajo se realizd la sintesis de diaminas
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mediante una serie de reacciones que incluyen como primer paso la hidrobromacion de
FAMEs monoinsaturados, con su subsecuente funcionalizaciéon con azida y una
reduccion por hidrogenacion catalizada con paladio sobre carbdn. El objetivo principal
de esta estrategia sintética fue la obtencion de unidades monomeéricas para la posterior
formacion de poliamidas (Winkler, SteinbiB, & Michael, 2013). Si bien el trabajo Winkler
no considero el uso de herramientas de MS para la caracterizacién de los productos
obtenidos, el marcaje de moléculas de interés empleando atomos con padrones
isotdpicos caracteristicos, tal como lo es el Br, es una estrategia que favorece la
identificacién y cuantificacién de compuestos de interés por medio de HRMS. Cabe
destacar que las reacciones mencionadas anteriormente fueron utilizadas para la
bromacion de FAMEs monoinsaturados y aun queda por explorar su utilidad para el
marcaje de FAMEs poliinsaturados (Winkler, Steinbif, & Michael, 2013). Dicho lo
anterior, no podemos dejar de mencionar que las reacciones utilizadas para la
bromacion de FAMEs son de gran interés para el desarrollo del presente trabajo. En la
Figura 8 se esquematizan algunas de las reacciones de bromacion de AGMIs realizadas

por Winkler y otros en el 2013.

Por ultimo, una estrategia para la derivatizacion de FAMEs insaturados enfocada en el
marcaje de dobles enlaces que cabe destacar, es la sintesis de epdxidos. En este caso, se
trata de la reaccién de un oxidante con un doble enlace C=C, en presencia de un
catalizador, para la formacién de un anillo epéxido. La epoxidacion ha sido ampliamente
utilizada para el andlisis de AGls y en menor medida de sus FAMEs, por esto mismo, las
particularidades de la reaccién seran abordadas posteriormente, en la seccién dedicada
a las reacciones de derivatizaciéon de AGs libres. Cominmente la formacion de epdxidos
de AGIs y de sus FAMEs se lleva a cabo en la produccion de lubricantes y
biocombustibles. Como ejemplo, podemos mencionar trabajos como los de (Rodriguez,
y otros, 2021), en el cual se utiliza H,0, como oxidante y un catalizador enzimatico
(lipasa tipo B) para la epoxidacion de FAMEs obtenidos de aceite de semilla de uva, con
el objetivo de usar estos productos como una opcidn mas sustentable a los plastificantes
convencionales. Si bien, el andlisis de los productos obtenidos de la reaccién de

epoxidacion por HRMS parece una buena opcion para el analisis de FAMEs, la alta
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reactividad de los compuestos obtenidos brinda también una plataforma interesante

para el posterior marcaje por medio de una reaccién secundaria.

1.3.4. Hidrdlisis de triglicéridos

Aunque la transesterificacién permite la liberacion de los AGs en forma de FAMEs y es
una estrategia ampliamente utilizada para el estudio de este tipo de compuestos, una
alternativa interesante se presenta en la hidrdlisis de los TGs mediante un tratamiento
enzimatico o el tratamiento quimico con bases como KOH o NaOH en presencia de agua.
La hidrdlisis de TGs permite la obtencion de los AGs libres. La reaccion de hidrélisis

alcalina de TGs reportada por Eggstein y Kuhiman en 1974 se muestra en la Figura 9.
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Triglicerido Metanol Glicerol

Acidos grasos libres

Figura 99. Hidrolisis alcalina de triglicéridos (Eggstein & Kuhiman, 1974)

1.3.5. Derivatizacion de AGls libres

Como se ha mencionado varias veces, la espectrometria de masas de alta resolucién
ofrece importantes ventajas en la caracterizaciéon estructural de los compuestos; sin
embargo, el requerimiento de la ionizacién suave por electro nebulizacién es que dichos
compuestos puedan formar iones en fase gaseosa. En el caso de acidos grasos, la
eficacia de ionizacion es generalmente baja, aunque se han reportado aplicaciones de
ESI para acidos de cadena relativamente corta, para acidos insaturados e hidroxiacidos.

Por otro lado, la identificaciéon de multiples enlaces dobles requiere del registro de
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padrones de fragmentacién y/o analisis adicionales, donde se realiza el etiquetado de

enlace(s) doble(s).
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Figura 1010. Esquema de la reaccion de bromacion de enlaces dobles entre carbonos. (Trinklein, Jiang, & Synovec,
2022)

La reaccion entre yodo y los dobles enlaces de AGIs es utilizada para la determinacion
del pardmetro conocido como indice de yodo. Esté valor se define como la medida del
grado de insaturacion de grasas y aceites y se expresa en términos del nimero de
centigramos de yodo absorbidos por gramo de muestra (por ciento de yodo absorbible).
El método se basa en la reaccién del monobromuro de yodo, en presencia de acido
acético, sobre los lipidos, y en la medicion de la cantidad de yodo libre después de la
reaccion, (NOM-F-408-5-1981). Si bien, la técnica anteriormente mencionada no
involucra el uso de HRMS, es importante de mencionar debido a la importancia de Ia
simplicidad de la reaccidon de las insaturaciones presentes en AGPIs con halégenos.
Dicho lo anterior y como fue mencionado en la seccién 1.3.3. el uso de bromo para el
etiqguetado de los dobles enlaces es una estrategia de interés para el analisis por
técnicas de MS. La bromacion, es una técnica que ha sido utilizada desde los primeros
estudios sobre instauracién de lipidos, con la ventaja de poder obtener los productos

cristalizados para su posterior caracterizacién (B. & Stoner, 1937). En 2022 Trinklein y
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otros, utilizaron la bromacion para la determinacidn de olefinas en gasolinas, por medio
de cromatografia de gases en dos dimensiones con un analizador de tiempo de vuelo
(GC X GC-TOFMS). En la Figura 10 se muestra la reaccién entre en Br, y los dobles
enlaces, para carbonos asimétricos, se obtienen dos enantidmeros del producto

(Trinklein, Jiang, & Synovec, 2022).

La reaccién Paterno-Blichi (PB) presenta una opcidn interesante para la determinacion
de la posicidon de dobles enlaces en AGls. Se trata de una reaccién fotocatalizada en la
cual una cetona se une a un doble enlace de un AGlIs formando un anillo de oxetano, el
cual es posteriormente fragmentado mediante disociacion inducida por colision (CID) en
un espectrometro de masas (Mantzourani & Kokotou, 2022). Se ha demostrado que la
reaccion es regioselectiva Unicamente para AGs conjugados, con preferencia a
reaccionar con los dobles enlaces extrémales y orientando los grupos sustituyentes de la
cetona en direccién del doble enlace mas cercano (Xiaobo & Yu, 2019). La reaccién PB
has ido utilizada para el analisis de AGs libres, TGs e incluso fosfolipidos. En la Figura 11
se muestra el esquema general para la reaccion PB para un AG no conjugado (acido

oleico) por lo cual podemos observar la formacion indiscriminada de ambos productos.
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Figurall 11. Esquema general de la reaccion Paterno-Blichi para el dcido oleico

En 2022, Xu y otros utilizaron una estrategia de doble derivatizacion, al hacer reaccionar

N,N-dietil-1,2-etanodiamina (DEEA) con los productos obtenidos de la reaccién PB, lo
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cual permitid la adicién de una carga positiva permanente a la molécula asegurando su
forma idnica de estos compuestos en ESI (+) (Xu, y otros, 2022). En la Figura 12 se
muestra el esquema general de la segunda derivatizacién anteriormente mencionada y

su posterior fragmentacion en la zona CID.

HiC
OH

DEEA

HiC

CID

Figura 1212. Derivatizacion secundaria con DEEA (N,N-dietil-1,2-etanodiamina) de uno de los dos ismeros productos
de la reaccion Paterno-Biichi con el dcido oleico (Xu, y otros, 2022)

En la Figura 13 se muestra un espectro obtenido por Xu y otros para el DHA, empleando
su estrategia de doble derivatizacién. La adicion de la carga positiva permanente
permitid obtener espectros de muy buena intensidad con patones de fragmentacién
especificos; con los cuales fue posible la localizacion de hasta 6 insaturaciones en una
molécula de AGPIs (Xu, y otros, 2022). Cabe mencionar que este y otros trabajos hacen
un énfasis especial en cémo la derivatizacién del grupo carbonilo con un compuesto
nitrogenado mejora significativamente la intensidad de los picos, permitiendo la

localizacion de los dobles enlaces y mejorando la sensibilidad del método.
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Figura 1313. Espectro obtenido por ID-ESI (+)-Qtrap-MS en tandem del DHA con doble derivatizacion 1) reaccion
Paterno-Biichi (con dimetilcetona) y 2) reaccion con DEEA (Xu, y otros, 2022)

Existen numerosos trabajos, en los que se introduce una carga idnica permanente para

el andlisis de AGs, llevando a cabo la modificacion sobre el grupo carboxilo por medio de

derivatizantes a base de aminas primarias o secundarias. Un ejemplo de esto fue

reportado por Bollinger y otros en el 2013; en este trabajo se llevd a cabo el analisis por

LC-ESI (+)-MS/MS de AGs derivatizados con N-(4-aminometilfenil)piridinio (AMPP),

mejorando la sensibilidad hasta 60 000 veces con respecto al andlisis de AGs sin su

derivatizacion (Bollinger, Rohan, Sadilek, & Gelb, 2013). En otro ejemplo, fue

demostrado que la reaccidn del grupo carboxilico con N-metil-piridinio-3-metanamina,

permite la separacién cromatografica y discriminacidon de isémeros estructurales, asi

como la localizacién de los dobles enlaces entre 4tomos de carbono (Young, y otros,

2022).
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Figura 14. Reaccidn de epoxidacion de dcido oleico (Cruz, y otros, 2021)
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En la seccién 1.3.3. se mencioné la reaccién epoxidacidn de dobles enlaces entre atomos
de carbono. Existen numeros trabajos enfocados en desarrollar y optimizar
procedimientos de epoxidacion de acidos grasos debido a sus aplicaciones industriales
en la produccion de lubricantes y biocombustibles. Por ejemplo, la reaccién entre AGPIs
y acido peracético (acido acético + H,02) da como productos los compuestos muy
estables a la oxidacién, de baja acidez y con una gran capacidad para adsorberse en
superficies metalicas; lo que lo que les confiere una gran capacidad de lubricidad vy
viscosidad (McNutt & He, 2016). En el 2021, Cruz y otros, realizaron una optimizacion de
la reaccién descrita previamente utilizando grasa de pollo como fuente de AGPIs, H2S04
como catalizador, proporciones molares 0.54 de acido acético y 2.0 de H,0; con relaciéon
a la cantidad de insaturaciones, una temperatura de 60 ° C y un tiempo de reaccién de 6
horas, obteniendo porcentajes de conversion del 94 % (Cruz, y otros, 2021). En la Figura
14 se muestra el esquema general de la reaccidén de epoxidacion descrita anteriormente

para el acido oleico.

En cuanto al potencial de la reaccién de epoxidacion para fines analiticos,
especificamente en el contexto de la identificacion de isomeros de AGPIs, Whang y otros
en el 2020 desarrollaron un procedimiento para el analisis de acidos grasos, utilizando
acido m-cloroperoxibenzoico en diclorometano como agente epoxidante y dejando
incubar a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, la mezcla de reaccidn
fue introducida por infusién directa en un sistema nanoESl (-)-MS/MS, pudiendo
diferenciar entre diferentes isémeros aprovechando los padrones especificos de su
fragmentacion. En la figura 13 se muestran los espectros MS/MS obtenidos para dos

isémeros del 4cido C18:1 (92 y 112).
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Figura 1514. Espectros nanoES| (-)-MS/MS de epdxidos a) AG 18:1 (92) y b) AG 18:1 (11Z) (Wang, Li, Jiang, Meng, &
Nie, 2022)

Existe una gran variedad de derivatizantes para acidos grasos compatibles con MS
reportados. En la Tabla 3, resumida de (Mantzourani & Kokotou, 2022),y
complementada con informacién de otras fuentes bibliograficas, se enlistan diversos

procedimientos de derivatizacion para AGSs y AGls, compatibles con el andlisis por

HRMS.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo explorar diferentes estrategias de
etiquetado de enlaces dobles en AGls para su determinacién por espectrometria de
masas. El enfoque particular esta en localizacién de los dobles enlaces, empleando para
ello herramientas de espectrometria de masas como ESI-QTOF-MS. Se busca probar
estrategias que permitan eliminar el largo tiempo de las corridas cromatograficas de los
métodos convencionales y analizar muestras de alimentos ricos en TGs, mediante el

etiquetado homogéneo de los carbonos del doble enlace, de manera sencilla.
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Tabla 3. Ejemplos de reacciones de derivatizacion compatibles con el anélisis de AGs por MS

(Mantzourani & Kokotou, 2022).

Agente derivatizante Técnica de analisis Analitos Diana de | Referencia

de interés | derivatizacién
Cloramina UHPLC-ESI (+)-Q-TOF-MS AGCL Grupo carboxilo (Bian y otros, 2017)
5-(diisopropilamino)amilamina UHPLC-ESI (+)-Q-TOF-MS AGs Grupo carboxilo (Bian, y otros, 2018)
3-(perfluorooctil)-propilamina UHPLC-ESI (+)-MS/MS AGICLs Grupo carboxilo (Yuhki, y otros, 2005)
N-(4-aminometilfenil)-piridinio LC-ESI (+)-MS/MS AGs Grupo carboxilo (Bollinger, y otros, 2010)
4-aminometilquinolina UPLC-ESI (+)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Narreddula, y otros, 2019)
1-(3-aminopropil)-3-bromoquinolinio bromuro HPLC-ESI (+)-MS/MS AGs Grupo carboxilo (Fu, y otros, 2020)
(R)-(+)-1-feniletilamina LC-API (+)-DAD-MS AGLs Grupo carboxilo (Algarra, y otros, 2010)
2,4-dimetoxi-6-piperazin-1-il pirimidina LC-ESI (+)-MS/MS AGLs Grupo carboxilo (Leng, y otros, 2013)
5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonil piperazina / 5-dietilamino-  LC-ESI (+)-MS/MS AGLs Grupo carboxilo (Jiang, y otros, 2017)
naftaleno-1-sulfonil piperazina
Anilina LC-ESI (+)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Chan, y otros, 2017)
3-nitrofenilhidrazina UPLC-ESI (-)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Han, y otros, 2015)
Cloruro de trimetilaminoacetohidrazida LC-ESI (+)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Song, y otros, 2020)
Bromuro de fenacilo LC-ESI (+)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Ma, y otros, 2019)
Bromuro de dimetilaminofenacilo UPLC-ESI (+)-MS/MS AGLs Grupo carboxilo (Willacey, y otros, 2020)
O-bencilhidroxilamina LC-ESI (+)-MS/MS AGCCs Grupo carboxilo (Zeng & Cao, 2018)
Acetona, luz UV ESI (-)-MS/MS AGls Doble enlace (Ma, y otros, 2016)
Acetona, luz UV ESI (-)-MS/MS AGPIs Doble enlace (Murphy, y otros, 2017)
Acetilpiridina ESI (+)-MS/MS AGls Doble enlace (Esch & Heiles, 2018)
2’4’ ,6’-trifluoroacetofenona ESI (+)-MS/MS AGls Doble enlace (zhao, y otros, 2020)
2-acetilpiridina ESI (+)-MS/MS AGILs Doble enlace (zhao, y otros, 2021)
3-piridincarboxaldehido UHPLC-ESI (+)-MS/MS AGls Doble enlace (Han, y otros, 2022)
Dimetildisulfuro GC-MS AGls Doble enlace (Nichols, y otros, 1986)
Tetrafluoroboruro de bis(piridina)yodo HPLC-ESI-MS/MS AGls Doble enlace (Cheng, y otros, 2022)
Acido m-cloroperoxibenzoico ID-nanokESlI (-)-MS/MS AGILs Doble enlace (Wang, y otros, 2022)

MALDI-TOF/TOF-MS

AGLs: dcidos grasos libres, AGCL: dcidos grasos de cadena larga, AGCL: dcidos grasos de cadena corta, AGPIs dcidos grasos poliinsaturados, AGls: dcidos grasos
insaturados, AGILs: dcidos grasos insaturados libres, LC: cromatografia de liquidos, HPLC: cromatografia de liquidos de alta presién, UPLC: cromatografia de liquidos
de ultra presion, UHPLC: cromatografia de liquidos de ultra alta presion, MS: espectrometria de masas, MS/MS: espectrometria de masas-masas, ESI: ionizacién por
electronebulizacion, ID-nanoESl: ionizacion por nano con infusion directa, API: ionizacion a presion atmosférica, DAD: detector de arreglo de diodos, GC-MS:
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases, ID-nanoESI(-)-MS/MS: espectrometria de masas/masas, MALDI: ionizacién/desorcidn laser asistida por

matriz, TOF: analizador de tiempo de vuelo, TOF/TOF: analizador de tiempo de vuelo con modo reflector.
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2. Objetivos

2.2. Objetivo general

Lograr el etiquetado de los dtomos de carbono presentes en enlaces dobles de AGls,
mediante una reaccion de derivatizacion que permita la identificacion/confirmacion y
cuantificacién de estos compuestos por espectrometria de masas con ionizacion suave
(ESI-QTOF-MS).

2.2. Objetivos especificos

a) Examinar las estrategias del etiquetado de enlaces dobles en la cadena de
carbonos de los AGls, enfocandose en la reaccién de bromacion.

b) Explorar la factibilidad de introducir atomos de Br como una etiqueta de enlaces
dobles en la cadena de carbonos para AGls libres y para sus FAMEs.

c) Analisis mediante técnicas instrumentales, enfocandose principalmente en el uso

de espectrometria de masas con ionizacion suave por infusion directa ESI-QTOF-
MS.

27



3. Desarrollo experimental

3.1. Instrumentacion para el andlisis y procesamiento de muestras

= Espectrometro de masas de alta resolucidn maxis Impact con dispositivo de
ionizacion ESI y analizador de masas cuadrupolo-tiempo de vuelo, ESI-QTOF-
MS, Bruker Daltonics.

= Purificador de agua Mili Q WaterPro Ps, Labconco

=  Microcentrifuga MC-12, Benchmark

= Speed Vac Vacufuge plus, Eppendorf AG

= Balanza analitica

= Parrilla de calentamiento

3.2. Reactivos y estandares

= Agua desionizada (18.2 MQ cm, Labconco)

=  Bromo, Sigma-Aldrich

= Hidréxido de Potasio, Karal R.A.

= Sulfito de sodio, J. T. Baker

= Metanol HPLC, Karal R.A.

= [sooctano HPLC, CHEM SERVICE

= Acido sulfurico, Fluka

= Carbonato de amonio, Sigma-Aldrich

= Aceite de pescado de menhaden F8020, Sigma-Aldrich
= F.A.M.E. Mix C14-C22, SUPELCO (Lote: XA21573V)

* Tridecanoato de metilo solucién 1 mg mL?, Sigma-Aldrich
» trans-9-eleadic methyl esther 10 mg mL?, SUPELCO

= trans-Vaccenic acid 299% (capillary GC), Sigma-Aldrich

3.3. Analisis de datos y analisis estadistico

= Data Analysis 4.1, Bruker Daltonics
=  Microsoft Excel
=  ChemSketch
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4. Resultados y discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo principal lograr la determinacion de AGIs en
muestras reales, enfocandose en el desarrollo de un procedimiento de derivatizacién
gue permitiera el etiquetado de los carbonos presentes en dobles enlaces C=C, y que a
su vez fuera compatible con sistemas de ionizacidn suave en espectrometria de masas
de alta resoluciéon. Después de una profunda revision bibliografica y de evaluar la
factibilidad de varias estrategias previamente reportadas por diversos autores para el
etiquetado de carbonos insaturados, se optd por una reaccién de bromacién, con bromo
molecular. La simplicidad de la reaccidon y la posibilidad de utilizar los patrones
isotdpicos caracteristicos de las moléculas bromadas para su identificacién por medio de
técnicas de MS, son las principales ventajas de esta estrategia de derivatizacion. El
desarrollo experimental consistio de varias etapas, las cuales se describen a
continuacion: 1) Obtencion de AGLs y FAMEs a partir de sus formas nativas (TGs), 2)
desarrollo de un protocolo de derivatizacién para el etiquetado de los carbonos
insaturados de los compuestos obtenidos para su posterior analisis mediante ESI-QTOF-
MS introduciendo la muestra por infusion directa, 3) puesta a punto del procedimiento
para el andlisis cuantitativo de AGls, y evaluacion de los principales parametros
analiticos para el procedimiento desarrollado, y 4) realizacion de experimentos de
MS/MS que permitan la evaluacidon de la bromacion como estrategia para obtener

informacién estructural de los compuestos de interés.

4.1. Liberacion de AGs de los triacilgliceroles

4.1.1. Hidrolisis de TGs

Con el fin de obtener AGLs para su posterior bromacion se decidié trabajar con el aceite
de menhaden. Se tomaron 200 uL del aceite y se diluyeron con 1.8 mL de i-octano. Se
tomd una alicuota de 20 plL del aceite diluido y se le agregaron 200 uL de KOH 2N en
MeOH a 80 C durante 20 min. Pasado el tiempo, se agregaron 200 pL de agua y se dejé
reaccionar a la misma temperatura 20 min mas. Con la finalidad de neutralizar el exceso

de KOH y bajar el pH de la mezcla para asegurar una correcta extracciéon de los AGs con
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un solvente organico, se afadieron 300 plL de H2SO4 2N y posteriormente, se realizaron
dos extracciones con 500 pL de i-octano, agitando 3 min y centrifugando 5 min a 10 000
X g cada ocasion. El extracto obtenido (20 pL) fue diluido con 980 uL de MeOH vy
posteriormente se afiadieron 200 pL de (NH4),COs 20 mM, llevando el pH de la mezcla
aproximadamente a 8, para asegurar una correcta ionizacién de los AGLs al operar ESI
en el modo negativo. La solucidn previamente preparada se centrifugd 10 min a 10000 x
g para precipitar cualquier particula suspendida presente y se analizd por infusidn
directa en ESI(-)-QTOF-MS. Los parametros analiticos del equipo fueron los siguientes:
flujo de inyeccidon de 3 puL min’, con un flujo de nitrégeno como gas de secado de 4 L
min? y temperatura de gas de secado 220°C, voltaje del capilar 4500 V, voltaje de

desplazamiento en placa -500 V, tiempo de transferencia de 80 us y un intervalo de 200-

600 m/z.
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Figura 16 15. Espectro de masas obtenido para aceite de menhaden después de hidrolisis de TGs y extraccion de AGs
libres, obtenido por infusion directa en ESI(-)-QTOF-MS

En la Figura 16 se muestra un tipico espectro de masas adquirido para un estandar de
aceite de menhaden de Sigma F8020, tratado con el protocolo de hidrolisis previamente
descrito. En la Tabla 4 se enlistan los valores m/z de iones correspondientes a los iones
[M-H] observados para cada uno de los AGLs, respectivos errores de masas respecto la

masas exacta calculada in-silico y la asignacion de las férmulas de los AGLs
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correspondientes. La asignacion se realizé considerando los errores de masas no

superan las 5 ppm en ningun caso. Los AGLs identificados en el estdndar de aceite de

menhaden concuerdan con la descripcion del producto proporcionada en la hoja de

informacién del fabricante y lo reportado previamente por Nwosu en 1997 y Beccaria, y

otros en 2015. Cabe mencionar que siempre se tomd en cuenta el ion monoisotdpico

del compuesto.

Tabla 4. Lista de iones de AGLs en base a espectro de masa mostrado en Fig. 16. En cada caso, se

presenta el valor m/z experimental, la formula elemental del ion [M+Na*]*, error de masay la

anotacioén de tipo del acido (saturado o insaturado).

o oo
C14H2702 227.2016 -0.1 C14:.0
C15H2902 241.2172 -0.4 C15:.0
C16H2502 249.1859 0.3 C16:3
C16H2702 251.2016 -0.2 Cl6:2
C16H2902 253.2174 0.4 Cl6:1
C16H3102 255.233 -0.2 Ci16:0
C17H3102 267.233 0.3 Cl7:1
C17H3302 269.2486 0.1 C17:.0
C18H2702 275.2017 -0.3 (C184
C18H2902 277.2174 -0.4 (C18:3
C18H3102 279.2331 -0.6 C(C18:2
C18H3302 281.2489 -0.9 C(Ci18:1
C18H3502 283.2642 -0.1 C(C18:.0
C20H2902 301.2179 1.9 C20:5
C20H3102 303.2332 0.8 C20:4
C20H3302 305.2488 -0.5 C20:3
C20H3502 307.2647 1.6 C20:2
C20H3702 309.2805 2 C20:1
C20H3902 311.296 -1.3  C20:0
C21H3102 315.2338 -2.6 (C21:5
C22H3102 327.234 -3.2  (C22:5
C22H3302 329.2496 -2.9 (C224
C22H3502 331.2642 0 C22:3
C22H4102 337.3122 -29 (C22:0

1: Valores calculados con Smart Formula, Data Analysis 4.1; 2: valor experimental; CX:n; nomenclatura de AG asignado en base a la

formula obtenida.
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4.1.2. Transesterificacion de TGs

Para la obtencion de los FAMEs a partir de una muestra de aceite se tomaron 200 pLy
se disolvieron en 1.8 mL de i-octano. Posteriormente se siguid el protocolo descrito por
Negrete y otros 2018. A 20 ulL de la mezcla anterior se le afiadieron 400 puL de una
solucién de KOH 2% m/v y NaOMe 0.5% m/v, en MeOH, agitando vigorosamente
durante 2 min. Los FAMEs se recuperaron empleando dos extracciones con 500 pL de
isooctano, agitando durante 3 min y centrifugando 5 min a 10 000 x g en cada ocasién.
Para comprobar que la reaccién se habia llevado a cabo y los FAMEs habian sido
obtenidos, se mezclaron 200 pL del extracto con 800 uL de MeOH y 20 pL de esta
solucidén se diluyeron con MeOH 970 pL. Por ultimo, se anadieron 10 pL de formiato de
sodio 10 mM para promover la formacién de aductos de sodio. La solucién se analiz6 el
por infusién directa en ESI(+)-QTOF-MS. Las condiciones instrumentales para el analisis
fueron las siguientes: flujo de inyeccién de 3 uL min, con un flujo de gas de secado de 4
L min? y temperatura de gas de secado 220 °C, voltaje del capilar 4500 V, voltaje de
desplazamiento en placa -500 V, tiempo de transferencia de 80 us y un intervalo de 200-

600 m/z.
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Figura 1716. Espectro de masas obtenido para aceite de menhaden después de la transesterificacion de TGs y
extraccion de AGs libres, obtenido por infusion directa en ESI(-)-QTOF-MS
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El espectro de masas de los FAMEs obtenidos a partir de un estandar de aceite de
pescado de menhaden por medio del protocolo de transesterificacién previamente

descrito se muestra en la Figura 17.

Tabla 5. Lista de iones de FAMEs en base a espectro de masa mostrado en Fig. 17. En cada caso,
se presenta el valor m/z experimental, la formula elemental del ion [M+Na*]*, error de masa y la

anotacidn de tipo del acido (saturado o insaturado).

Férmula ion ) Error
MeNal ™ (ppm:
C15H30Na02 265.2131 -2.6 C14:0
C16H32Na02 279.2286 -2.9 (C15:0
C17H26Na0O2 285.1818 2.5 C(Cl6:4
C17H28Na0O2 287.1974 -2.7 C16:3
C17H30Na02 289.2132 -2.2 Cl6:2
C17H32Na02 291.2292 09 Clé:l
C17H34Na02 293.2449 0.9 Cl6:0
C18H34NaO2 305.2443 2.7 C(C17:1
C18H36Na02 307.2598 -2.9 (C17:0
C19H30NaO2 314.2163 -3 C18:4
C19H32Na02 315.2286 2.8 (C18:3
C19H34Na0O2 317.2445 -1.8 (18:2
C19H36Na02 319.2607 0.1 Ci8:1
C19H38Na02 322.2787 -3.5 (18:0
C20H40NaO2 335.2906 4.4 C19:0
C21H32Na02 339.2298 1 C20:5
C21H34Na02 341.2438 -3.7 C20:4
C21H36Na02 343.2593 -4.1 C20:3
C21H42Na02 349.3064 -3.6 C20:0
C22H34Na02 353.2444 19 (C21:5
C23H34Na0O2 365.2454 -0.8 (C22:6
C23H36Na02 367.2603 1.3  (C22:5
C23H44Na0O2 375.3223 -2.7 (C22:1
C23H46Na02 377.3373 -4.4 (C22:0

1: Valores calculados con Smart Formula, Data Analysis 4.1; 2: valor experimental; CX:n; nomenclatura de AG asignado en base a la

CX:n

formula obtenida.

Se llevd a cabo la asignacién de compuestos utilizando la funcién SmartFormula del

sofware Data Analysis 4.1; los errores de masa experimental respecto la masa exacta a
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los aductos de sodio no sobrepasaron 5 ppm. Cabe mencionar que, gracias a la adicion
de formiato de sodio, se obtuvo una buena eficacia de ionizacion de los FAMEs en modo
positivo de ESI registrando principalmente iones aductos de sodio [M+Na*]* en todos los
casos. Los compuestos asignados mediante las relaciones m/z y los errores de masa
calculados se enlistan en la Tabla 5.

Al comparar los espectros de masas de los AGLs y los FAMEs presentados en las Figuras
16 y 17, se observan perfiles muy similares de AGs obtenidos en cada uno de los casos,
sugiriendo que ambas estrategias podrian utilizarse en este trabajo en la etapa de
liberacion de los AGs a partir de TGs. Cabe mencionar que, el protocolo para la
obtenciéon de FAMEs presenta algunas ventajas, ya que, es relativamente mas simple y
rdpido. Una ventaja importante en el caso de los FAMEs es poder utilizar ESI(+)
formando de manera casi exclusiva aductos con sodio, disminuyendo la cantidad de
sefales en los espectros y potencialmente facilitando la cuantificacién de compuestos
individuales. En cuanto a la eficacia de ionizacidn, no se pueden hacer comparaciones en
base a los espectros presentados en Figuras 16 y 17, debido a que el aceite fue mucho
mas diluido durante la preparacion de los FAMEs. Por otro lado, una de las principales
desventajas de la transesterificacion es que la presencia de agua en los solventes, o
generada durante la reaccion, puede promover la hidrolisis de los FAMEs sintetizados
transformandolos en AGs (Ichihara & Fukubayashi, 2010), por lo cual, es indispensable
asegurar que los solventes empleados se encuentren secos y controlar el tiempo de

reaccion.

4.2. Bromacion de AGLs y FAMEs

El protocolo empleado para la bromacién se basa en los estudios realizados por Hardas y
col. en 1999, y Trinklein y col. en 2022. Se tomaron 400 pL de la solucion de FAMEs o
AGLs en isooctano, ambas preparadas como se describié en la seccidon anterior, y se
mantuvieron a -10 °C durante 20 min. Posteriormente, a cada una de ellas se afladieron
50 uL de una solucién de bromo en isooctano 2:3 (esta cantidad fue calculada para
asegurar aproximadamente un exceso de 10 moles de Br; por cada mol de insaturacién),
la cual se encontraba a la misma temperatura y protegida de la luz. Una vez afiadida la

solucion de Br; se agitaron los tubos de reaccidon suavemente durante 30 s y se dejaron
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reaccionar en oscuridad a -10 C durante 12 h. Una vez pasado ese tiempo, para eliminar
el exceso de Br;, se afiadid 1 mL de NaSOs al 20 % m/v y se agitd vigorosamente
durante 1 min, la desaparicion del color rojo caracteristico indica la reduccién del Br;
excedente. Se realizaron 2 extracciones con 500 pL de i-octano, agitando vigorosamente
durante 3 min y centrifugando 5 min a 10000 x g en cada ocasioén. Para el andlisis de los
compuestos obtenidos por infusiéon directa en ESI-QTOF-MS, 200 plL del extracto
obtenido y se diluyeron con 800 pL de MeOH para posteriormente tomar 20 pL de esta
solucién y llevar a 1 mL con MeOH. En el caso de los AGs, se afiadieron ademas 200 plL
de (NH4)2C03 20 mM, y en el caso de los FAMEs, 10 uL de formiato de sodio 10 mM. Las
condiciones instrumentales para el analisis de AGLs y FAMEs bromados fueron las
descritas previamente en los capitulos 4.1.1. y 4.1.2., respectivamente. Para ambos
casos la Unica modificacion fue ampliar el intervalo de m/z a 200-1000.

Con el fin de comparar la eficacia de bromacion de AGLs y FAMEs, se utilizd un estandar
de FAME de acido elaidico de 10 mg/mL, SUPELCO. Para obtener el FAME C18:1
bromado, se diluyeron 20 pL del estandar en 380 uL de I-octano (concentracion final: 0.5
mg mL? de FAME) y se siguid el protocolo descrito en el parrafo anterior. En el caso de
bromacion de AGL C18:1, ya que no se contaba con un estandar de este compuesto, se
decidio hidrolizar 50 pL del estandar de FAME C18:1 siguiendo el protocolo descrito en
el capitulo 4.1.1. Una vez obtenido el AGL se prosiguio con su bromacion (concentracion
final después de la extraccion: 0.5 mg mL? de AGL). En la Figura 18, se presentan los
espectros obtenidos para: a) el AGL C18:1 y b) FAME C18:1, antes y después de la
bromacion; hay que enfatizar que, en todos casos la concentracién de diferentes formas
del 4cido elaidico correspondié a 0.5 mg L™ de AGL. Podemos observar en las imagenes
superiores las sefiales m/z correspondientes a los iones del acido elaidico [M-H] y su
FAME [M+Na]* (antes de la reaccion de bromacién) los errores de masa fueron de 0.1y
0.3 ppm, respectivamente, lo cual permite confirmar la correcta asignacién de ambos
compuestos. Mas importante, las intensidades de las sefiales observadas en estos
espectros son similares (en el rango de 3-4 millones de cuentas), lo que confirma en
primer lugar una efectiva hidrolisis de FAME obteniendo C18:1 libre y, en segundo lugar,
una similar eficacia de la ionizacion de C18:1 en ESI(-) y de su FAME en ESI(+),

respectivamente.
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En la parte inferior de la Figura 18 se muestran los espectros de masas obtenidos para el
AGL C18:1 y su FAME después de la bromacidon. A primera vista se nota que los
espectros después de bromacion son mucho mds complejos en comparacién con los
obtenidos antes de la reaccién de derivatizacion. Para el acido elaidico, se esperaban
iones de un solo compuesto con la formula C1gH33Br202 [M-H]" (m/z 441.0822), pero en
el espectro se obtuvieron cuatro conjuntos de iones, mismos que fueron asignados a
diversos aductos sodiados. En base a los patrones isotdpicos y errores de masas exacta
inferiores a 4 ppm, estos aductos fueron: CigH31BriO2Na [M-H]" (m/z 381.1399),
CisH33BriOsNa [M-H]" (m/z 435.0214), CisH3:Br,0:Na [M-H]" (m/z 463.0635) vy
CisH33Brs02Na [M-H] (m/z 542.9896). La formacion de estos aductos hace el espectro
mas dificil de interpretar y pone en riesgo la cuantificacion confiable. Ademas, es
sumamente importante mencionar, que las intensidades de las senales observadas para
el acido elaidico bromado son aproximadamente 40-50 veces menores respecto a las

intensidades para este acido antes de bromacién.

a) b)
Intens. Intens.
<106 AG C18:1 6 FAME C18:1
6 x10
C18H3302, [M-H] 5 C19H3602, [M+Na]
281.2481 ] 1212760
4]
3
5 2
1
%76 278 280 282 284 286 288 290m/z 07316 318 320 322 324 326 328 330 332mz
Intens. Intens.
X105 AG C18:1 Bromado 6 FAME C18:1 Bromado
25 x10
20 CI19H36Br202, [M+Na]
20 C18H33Br3Nal02, [M-H] 4790960
L5 '
15 542.9896
C18H32Br2Nal02, [M-H] -
1.0 463.0635 4770977 | 481.0941
C18H33BrINal03, [M-H]
0.5/C18H31BrINa102, [M-H] 0.5 80.0989
~1381.1399 435.0214 781005 | 482.0966
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Figura 18 17. Espectros de masas obtenidos por infusion directa en ESI-QTOF-MS de dcido elaidico C18:1 como a) dcido
graso libre antes (arriba) y después de bromacion (abajo) y b) FAME; antes (arriba) y después de bromacion. (abajo)
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En el caso de la bromacién del FAME C18:1, se obtuvo un solo conjunto de sefales que
presentaban el patrén isotdpico caracteristico para una molécula con 2 dtomos de Br. En
base a la medicién de masa exacta y dicho padrdn isotdpico, se asignd la formula
molecular y los iones observados correspondieron al aducto del ion molecular con
sodio: Ci9H3sBr,0, [M+Na*]*, teniendo un error de masa de 1.2 ppm. La intensidad de la
sefal observada para el ion monoisotdpico, se encontraba alrededor de 1.5 millones de
cuentas, indicando mucho mejor respuesta al utilizar ESI(+) favoreciendo la formacidn
de aductos de sodio agregando formiato de sodio a la solucién. Por otro lado, cabe
mencionar que, si bien la sefal mas intensa para el compuesto bromado es 2 veces
menor que la del FAME sin bromar, esta reaccién tiene varias ventajas. La presencia de
bromo permite una rapida deteccién de sefales de compuestos bromados y provee la
informacién del nimero de enlaces dobles en base al patrén isotdpico. Obtencion de
respectivos espectros de fragmentacion deberian permitir la asignacion de la posicion
de enlaces dobles en la molécula. Los resultados presentados en esta seccidon
claramente muestran que la bromacion de los FAMEs tiene ventajas importantes en
comparacion con la bromacién de AGs. No solo la obtencién de los FAMEs a partir de
TGs es facil y rapida, ademas, se demostrd que agregando formiato de sodio después de
marcaje con bromo, se obtienen espectros de masas relativamente simples (solamente
aductos con un ion sodio) con altas magnitudes de las sefnales., Por ello, se tomé la
decision de continuar el proyecto enfocandose en la obtenciéon de FAMEs bromados y

los correspondientes experimentos complementarios.

4.2.1. Bromacion de un estandar comercial de FAMEs

Para evaluar la capacidad de la bromacién para deteccion de saturaciones en AGIs
utilizando el sistema ESI(+)-QTOF-MS, se utilizd un estandar F.A.M.E. Mix C14-C22,
SUPELCO (Lote: XA21573V). Dicho estandar contiene una mezcla de compuestos entre
los que se encuentran 5 FAMEs saturados (C14:0, C16:0, C18:0, C20:0 Y C22:0) y 3
insaturados (C18:1, C18:2 Y C18:3). La concentracion total de FAMEs en el estandar es
de 4 mg mL?! (en i-octano), de los cuales, 35 % corresponden al C18:1, 36% al C18:2, 5%
al C18:3 y el resto a los FAMEs saturados. Se prepararon 400 plL de una dilucién 1:1 del

estandar en i-octano y se procedié con el protocolo de bromacidn. Los espectros de los
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FAMEs bromados a) C18:1, b) C18:2 y ¢) C18:3 se muestran en la Figura 19. Los patones
isotdpicos observados son correspondientes a compuestos con 2, 4 y 6 &tomos de Br, es
decir compuestos con una, dos y tres insaturaciones en cadena de carbonos. Lo anterior
indica que es posible bromar compuestos con variable nimero de enlaces dobles
mediante este procedimiento, logrando un etiquetado homogéneo de los respectivos
carbonos de cada doble enlace. Las sefiales m/z fueron asignadas como aductos
[M+Na*]* de cada compuesto, con errores de masa inferiores a las 2 ppm y con ayuda de

los patrones isotdpicos obtenidos.

a) b)
Intens Intens.
5 - +
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9| 477.0956 481.0930 57010 109001
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Figura 1918. Espectros de masas de FAMES bromados a) C18:1, b) C18:2, c¢) C18:3, obtenidos por infusion directa en
ESI(+)-QTOF-MS.

4.2.2. Transesterificacion de TGs y bromaciéon de los FAMEs en una muestra real:
aceite de aguacate

Se realizd un experimento para evaluar la viabilidad de los protocolos de
transesterificacion y bromacién propuestos, en el analisis de muestras reales. Con este

fin, se utilizé una muestra de aceite comestible de aguacate obtenida en un mercado
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local. El aceite de aguacate tiene un alto contenido de acido oleico (C18:1 n-9),
pudiendo alcanzar hasta un 70-80% del total de AGs presentes, ademds de la presencia
de acidos saturados como el acido palmitico e insaturados como el linoleico (C18:2 n-6)
(Flores, y otros, 2019) (Qin & Zhon, 2016). El espectro de masas de los FAMEs obtenidos
a partir del aceite de aguacate por infusidn directa en ESI(+)-QTOF-MS se muestran en la
Figura 20. Tomando en cuenta los valores m/z y respectivos patrones isotépicos,
mediante la funcion de SmartFormula de Data Analysis 4.1 se llevé a cabo la asignacion
de las formulas moleculares obteniendo errores de masas menores a 2.4 ppm. De esta
manera, la sefal mds intensa corresponde al FAME C18:1 [M+Na*]*, que segun lo
esperado corresponde al dcido oleico. Asi mismo, otras sefiales en espectro obtenido se
pudieron asignar a los acidos palmitico (C17H3402, [M+Na]) y linoleico (C19H3402,
[M+Na*]*), ademds de dos sefiales C19H3403, [M+Na*]*'y C19H3603, [M+Na*]* que
corresponden a compuestos no identificados. Puesto que las fdrmulas de los ultimos dos
compuestos se asignaron con errores de masas inferiores a 5 ppm y asumiendo que se
trata de los FAMEs, estos compuestos podrian ser hidroxiacidos presentes en el aceite
de aguacate, aunque nuestros datos espectrales no permiten en esta etapa una

identificacion contundente.

Intens. E FAMEs aceite de aguacate
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Figura 2019. Espectro de masas obtenido por infusion directa en ESI(+)-QTOF-MS de FAMEs obtenidos de aceite de
aguacate mediante transesterificacion y posterior bromacion.
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Figura 2120. Espectro de masas de FAMEs bromados de aceite de aguacate, obtenido por infusién directa en ESI-
QTOF-MS

En la figura 21 se presenta el espectro de masas de los FAMEs bromados obtenidos a
partir de aceite de aguacate. Se pueden observar principalmente tres conjuntos de
sefiales con patrones isotdpicos y caracteristicas m/z correspondientes al FAME C18:1
bromado (C19H36Br202, [M+Na*]) y a dos iones de compuestos no identificados
C19H35BrOs, [M+Na*] y Ca0H39BrOs, [M+Na*], ademds de que se observa un conjunto de
senales correspondientes para el FAME C18:2 bromado, con una intensidad 100 veces
menor a las sefiales principales. Se realizd un experimento de MS/MS para los iones
C19H35BrOs, [M+Na*] y Ca0H39BrOs, [M+Na*] con el fin de tener informacion adicional de
su estructura. Estos espectros se presentan en la Figura 22, observandose la
fragmentacion de ambos iones con pérdida de un 4tomo de H y Br para CisH3sBrOs y de
un CH, extra para CyoH39BrOs (Figura 22). Si bien este resultado no permite la
confirmacién contundente que los compuestos corresponden a hidroxidcidos
propuestos, la fragmentacion de iones es sin duda una herramienta util en estudios de
estructurales y el hecho de que FAMEs bromados son eficientemente ionizados en ESI(+)
permite utilizar esta herramienta en experimentos futuros. Por ultimo, gracias a los
experimentos realizados utilizando el aceite de aguacate se concluye que el
procedimiento propuesto, consistente de la transesterificacién, bromacién y adquisicion
de espectro en sistema ESI(+)-QTOF-MS puede ser empleado para el andlisis de AGls en

muestras reales de aceites vegetales.
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Figura 2221. Espectros de masas de compuestos no identificados bromados en muestra de aceite de aguacate,
obtenidos por infusion directa en ESI(+)-QTOF-MS

4.2.3. Efecto del tiempo de reaccién en la obtencién de FAMEs bromados

Con la finalidad de examinar como el tiempo de reaccién influye en la eficacia de esta,
medida mediate intensidad de las sefiales de los compuestos bromados, se realizaron
experimentos variando el tiempo de bromacién (1, 4, 12, 24 y 48 h). Para esto, se tomd
la mas intensa sefial de FAME bromado de C18:1, (m/z 479.0955) y se monitoreo su
intensidad a diferentes tiempos. Para el experimento se utilizd una muestra de aceite de
aguacate, ya que previamente habiamos demostrado su alto contenido de acido C18:1y
pudimos obtener facilmente el FAME bromado correspondiente. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 22, donde podemos observar que a las 12 h se
obtiene la mayor intensidad, por lo que se selecciond este tiempo como el mas
adecuado para llevar a cabo la reaccién de bromacién, en las condiciones del protocolo

propuesto.
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Figura23 22. Intensidades medidas para sefial 479.0955 m/z de ion correspondiente al [M+Na*]* del FAME C18:1 Br2,
con respecto al tiempo de reaccion.

41



4.3. Proceso de calibracion y evaluacidon de parametros analiticos

Con el propésito de obtener los parametros analiticos para el método desarrollado, se
realizaron curvas de calibracidon por triplicado con el siguiente procedimiento. Se
empleo una solucion estandar F. A. M. E. Mix C14-C22, SUPELCO con una concentracién
de 4 mg mL? en i-octano. Entre los FAMEs insaturados encontrados en el estdndar se
encuentran los de los dacidos elaidico (C18:1 trans w-9), oleico (C18:1 cis w-9),
linoleaidico (C18:2 w-6), linoleico (C18:2 w-6) y linolénico (C18:3 w-3). A partir de la
solucién estandar se realizaron diluciones consecutivas 1:2, 1:4, 1:8, 1:32, 1:128 y 1:512,
con i-octano. Se tomaron 400 pL de cada solucién, ademds de un blanco de reaccién que
consistia Unicamente en i-octano y se llevd a cabo la bromaciéon de las muestras con el
protocolo descrito en el capitulo 4.2. Las concentraciones finales de los FAMEs
bromados fueron calculadas tomando en cuenta su concentracion en la solucién, la
estequiometria de la reacciéon de bromacion y las diluciones realizadas. De manera
sencilla se puede obtener la concentracion de cada FAME multiplicando la
concentracién en la solucidn estdndar en mg mL™* por un factor de correccién K dado por

la formula:

%CF

K =16(750

)(RMM)

Donde, %CF: % de concentracion de FAME en cuestion; RMM: relacién entre masa
molecular de FAME bromado sobre la masa molar del FAME sin bromar y el término 1.6
es una simplificacion que proviene de términos constantes como: el volumen usado en
la bromacién, la dilucidn para la inyeccidn y la conversion de mg a pg. Simplificando la
ecuacion anterior obtenemos que para el FAME C18:1 K=2.506, para el FAME C18:2
K=3.425y para el FAME C18:3 K=4.357. De este modo, se establecid el intervalo de para
cada uno de los FAMEs bromados. Se utilizaron 7 concentraciones diferentes para la
calibracion de cada compuesto, salvo para el FAME C18:3 bromado, ya que el punto mas

bajo utilizado para los otros dos FAMEs, no generaba una sefial detectable.
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Tabla 6. Pardmetros analiticos obtenidos a partir de la elaboracion de las curvas de

calibracion para el analisis de FAMEs bromados por infusién directa en ESI(+)-QTOF-MS

Rango de
Funcién de regresion LOD LoQ
FAME concentracién R? Em Eb
lineal ngmL! | ngmL?
pg mL*

1=8.999*10%*[C18:1
C18:1 0.007-3.508 0.9980 | 1.64*10° | 2.34*10° 6.3? 21
Br2]+9.165*10°

[=7.528%10%*[C18:2
C18:2 0.010-4.932 0.9970 | 1.69*10° | 3.40*10° 9.7? 30
Br4]+5.571*103

1=3.799*10%*[C18:3
C18:3 0.007-0.218 0.9951 | 1.24*10° | 4.69*102 47 155
Br6]+2.422*103

Los valores del rango de concentracion fueron calculados tomando en cuenta la concentracion inicial del FAME en cuestion en el
estandar, la masa del FAME bromado y las diluciones realizadas. En la funciéon de regresidn lineal, I: intensidad en ctas. y [C18:n Brn]:
concentracion de FAME bromado en cuestion. Em: error tipico de la pendiente, Eb: error tipico del intercepto, LOD: limite de
deteccidn calculado a partir del punto mas bajo en la curva y estimando una relaciéon S/N de 3, LOQ: limite de cuantificacion:
calculado multiplicando LOD x 3.3.

Para obtener las funciones de regresion lineal de las curvas de calibracién se graficaron
el promedio de las intensidades obtenidas para los iones cuantificadores (n=3), los
cuales, fueron elegidos por ser los iones de mayor intensidad en el patrdn isotdpico
caracteristico correspondiente para cada FAME bromado. Los valores m/z de estos iones
fueron 479.0955 para el FAME 18:1 Br,, 636.9145 para el FAME 18:2 Bray 794.7335 para
el FAME 18:3 Brs. En cuanto a los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se
utilizaron las formulas: LOD=3 Sp/m y LOQ=10 Sp/m, donde la S, es la desviacidon
estdndar en base a siete lecturas del blanco (n=7) y m la pendiente de la funcién de
regresion lineal. Las funciones obtenidas, los intervalos de concentraciones usadas para
la calibracion, el coeficiente de correlaciéon R? y los LOD y LOQ instrumentales para cada
uno de FAMEs bromados analizados, se enlistan en la Tabla 6.

En las Figuras 24, 25 y 26 se muestran las sefiales obtenidas para cada punto de
calibracién y las curvas de calibracién correspondientes a los siguientes compuestos:
FAME 18:1 Br;, FAME 18:2 Bray FAME 18:3 Brs, respectivamente. Se observa muy buena
linealidad en cada uno de los casos con R? que van de 0.9951 a 0.9980, los cuales

podrian mejorarse empleando un estandar interno adecuado.
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Figura 24 23. Curva de calibrado para FAME C18:1 Br2 obtenida por infusion directa en ESI(+)-QTOF-MS
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Figura 25 24.Curva de calibrado para FAME C18:2 Br4 obtenida por infusion directa en ESI(+)-QTOF-MS
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Figura 26 25.Curva de calibrado para FAME C18:3 Bré6 obtenida por infusion directa en ESI(+)-QTOF-MS

Utilizando la calibracién externa, se llevd a cabo la determinacion de tres AGls (C18:1,
C18:2 y C18:3) en una muestra de aceite comestible de aguacate. Esta muestra se habia
analizado en la etapa inicial de este trabajo, detectando las sefales de los acidos grasos
C18:1 y C18:2. Ahora, se emplearon las condiciones afinadas durante el desarrollo del
procedimiento y el analisis se llevé a cabo por triplicado. La concentracién de acido
C18:1 en porcentaje de masa fue de 62.31 £ 5.65 % (RSD 9.07%), en el caso del C18:2 la
concentraciéon media fue del 1.42% * 0.13% (RSD 9.49 %); el acido C18:3 no fue
detectado en este analisis. Cabe sefialar que la concentracion calculada para cada acido

graso corresponde a la suma de los isdmeros presentes en el aceite.
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4.4. Experimentos MS/MS enfocados en la deteccién de posicion de enlaces dobles
en AGls

4.4.1. Calculos in-silico

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los mayores retos en el desarrollo de
nuevos procedimientos analiticos para determinacion de AGls, es poder obtener
informacién estructural que permita identificar la posicién de los dobles enlaces C=C. En
este trabajo se propuso utilizar el etiquetado de los carbonos olefinicos con Br y el uso
de herramientas de HRMS, con experimentos MS/MS, con el fin de obtener fragmentos
caracteristicos para cada AGIs. Para predecir los espectros de fragmentacién de los
compuestos obtenidos se utilizd el servidor web CFM-ID (Compound Fragmentation
Method Identification) 4.0. Este servidor puede proporcionar herramientas para la
interpretacion de datos de espectrometria de masas en tandem vy es utilizado
comunmente para la predicciéon de espectros adquiridos utilizando ESI. Entre sus
funciones se encuentran la prediccion de espectros, asignacion de picos e identificaciéon
de metabolitos. El rendimiento de dicho servidor ha sido validado en pruebas de
validacién cruzada, superando a otros métodos existentes en la identificacion de
metabolitos (Wang, y otros, 2021) (Allen, Pon, Wilson, Greiner, & Wishar, 2014). Los
espectros de fragmentaciéon calculados in-silico para los FAMEs C18:1 w-7 trans-Brz y
C18:1 w-9 cis-Br», utilizando una energia de 20 eV se muestran en la Figura 27. Fue justo
la energia de 20 eV la que generd mayor cantidad de iones producto de interés para los
FAMEs n-7 y n-9 bromados, pudiéndose distinguir cuatro sefiales para el primero y dos

para el segundo.
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Figura27 26. Espectros MS/MS: 1) FAME C18:1n7 Br2 y 2) FAME C18:1 n-9 Br2, calculados in-silico empleando CFM-ID
con una energia de ionizacion de 20 eV

Tabla 7. lones producto calculados in-silico para los FAMEs C18:1 n-7 Brz(a, b, c, d) y
C18:1 n-9 Br; (e, f).

lon producto Férmula m/z calculado
+
Br
“H
i /\// C7H1Br* 175.0117
H,C
B +
b) HZCM r\H C7H14Br* 177.0273
Br+
C) HSC/\/\/\/ \H C7HlsBr 179.0430
AN
d) E|;r+ CgH14Br* 189.0273
H
e) HZC\/\/\/\/\B;H CoHsBr* 205.0586
f) HC\\/\/\/\/\B;'H CoH16Br 203.0430

La estructura de los iones formados, su formula elemental y valor tedrico m/z se

resumen en la Tabla 7. Se incluyen solamente los iones generados a partir de bromacion
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y ruptura de enlaces dobles; estos iones pueden servir para la asignacion de la posicidon

de enlace doble en la cadena de carbonos.

Una vez obtenidos los FAMEs bromados, se utilizd el sistema ESI(+)-QTOF-MS para

obtener espectros de fragmentacidon y hallar iones fragmentos, esperando detectar

aquellos calculados in-silico (como aductos con sodio). En la Figura 28 se muestra un

esquema general del equipo utilizado. Especificamente, en el cuadrupolo se selecciona

el ion precursor correspondiente a FAME bromado. Dicho ion es fragmentado en una

celda de colisiones (CID), para finalmente separar los fragmentos en el analizador de

tipo tiempo de vuelo.
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Source lon Transfer Stage Q-g-Stage TOF
Spray chamber Funnel 1 Hexapole Collision
Capillary Funnel 2 Quadrupole Cell
Nebulzer by Gas ISCID- Ien- Colision- ~Collision Gas | | 4h s
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Funnel 2 ccelerator elector
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\ End A ! : outh I out ] RF BIAS; Samd RF ~RF rector Extract
| Plate *'.ll” i Lens3 | [Fitter b L fserPull
X e - - {4 i Il | BIAS 5 'ulser Push
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Figura 2827. Esquema general de espectrometro de masas maXis impact de Bruker (Bruker Daltonik, 2011)

4.4.2. Experimentos CID

Para el analisis MS/MS se trabajé con el estandar de del FAME de acido elaidico C18:1

w-9 cis-Br, tomando como ion precursor a aquel de m/z 479.0955 aplicando una

ventana m/z 4 para asegurarnos de poder conservar r el patrdon isotdpico caracteristico.

48



Los resultados del experimento se muestran en la Figura 29 donde podemos observar el

espectro de MS/MS obtenido con 5 diferentes energias de colision.

Intens.
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O m L
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0- lLl

27 i 4.0eV
"
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320 340 360 380 400 420 440 460 480 m/z

Figura 29 28.Espectros de MS/MS de ion C19H36Br>0, [M+Na], con diferentes energias de colision obtenidos por
experimento CID, en ESI(+)-QTOF-MS

Se observa el conjunto de sefiales caracteristico para el ion precursor CigH36Br,0;
[M+Na*]* y dos conjuntos de sefiales en la regiéon de m/z mas bajos, correspondientes a
los iones productos Ci9H3sBrO, [M+Na*]* y C19H34BrO, [M+Na*]*, siendo la intensidad de
las sefiales para el primer ion de muy baja intensidad (a penas detectable) en
comparacion con las sefiales para el segundo ion producto. Las diferencias de masa de
80.9119y 161.8238(80.9119x 2) indican la perdida de uno y dos 4&tomos de Br entre el ion
precursor y los iones producto en forma de una perdida neutra de HBr. Por otro lado, se
puede observar que mientras la intensidad de las sefales correspondientes al ion
Ci9H35BrO, [M+Na*]* se mantienen constantes al aumentar la energia de colisién, las
sefales del ion CigH34BrO, [M+Na*]*aumentan mientras la senal del ion precursor
disminuye. El monitoreo de las intensidades de las sefiales correspondientes para el ion
precursor CigH3eBr,0, [M+Na*]* (479.0955 m/z) y el ion producto CigH3402 [M+Na*]*
(317.2451 m/z) se muestran en la Figura 30. Los resultados indican que, durante el

proceso CID del ion correspondiente a FAME del acido elaidico se lleva a cabo perdida
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de ambos atomos de bromo en dos pasos sucesivos y que el ion C19H3sBrO; [M+Na*]* es
muy inestable (muy baja intensidad) pasando rapidamente al ion CigH340; [M+Na*]*.
Debido a la perdida de bromo, los espectros obtenidos mediante fragmentacion
convencional en zona CID no generan iones que podrian indicar la posicién de dobles
enlaces en AGls, en desacuerdo con los cdlculos in-silico, los resultados experimentales
mostraron que, sin importar la energia de colisién empleada, siempre ocurre la perdida
de los dtomos de bromo v, al perder esta etiqueta no es posible determinar la posicién

de los dobles enlaces.
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Figura 30. Cambios de la intensidad del ion precursor (m/z 479.055) y del ion producto (m/z 317.2451) en experimento
MS/MS aplicando diferentes energias de colision en la zona CID

Al analizar los espectros MS/MS de los FAMEs bromados (C18:1 cis y trans w-9, C18:2
w-6 y C18:3 w-3) con 2, 4 y 6 dtomos de bromo (Figura 31) los resultados fueron
similares en cada caso, sin observar la formacién de iones con atomos de bromo,
necesarios para ubicar la posicidn de los dobles enlaces en la cadena de carbonos de los
AGls. Al realizar una busqueda sobre este fendmeno en fuentes bibliograficas se
encontraron varios reportes donde la perdida de dtomos de Br en experimentos MS/MS
de moléculas organicas bromadas se ha observado anteriormente (Paul Bendig, 2013)
(Alander, 2020). Los resultados obtenidos descartan que la estrategia basada en el
marcaje de dobles enlaces en los FAMEs con bromo y obtencién de fragmentos

bromados en la zona CID, podria proporcionar informacién sobre posicién de dobles
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enlaces en la cadena de carbonos. Cabe mencionar que, ademas del convencional modo
de operacion CID utilizado hasta ahora, el instrumento de Bruker ofrece otras opciones
de fragmentaciéon de iones precursores. En las siguientes secciones se describen

experimentaos realizados utilizando dos diferentes procedimientos de ionizacidon

disponibles.
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Figura 31 29. Espectros de MS/MS de iones C19H36Br202 [M+Na], C19H34Br402 [M+Na] y C19H32Br602 [M+Na]

obtenidos por experimento CID a 10 eV, en ESI(+)-QTOF-MS. Los FAMEs bromados corresponden a los dcidos C18:1 w-
9 cis y trans C18:2 w-6 y C18:3 w-3 respectivamente

4.4.3. Experimentos bbCID

La disociacién inducida por colisién de banda ancha o bbCID por sus siglas en inglés, es
un tipo de fragmentacion que alterna rapidamente entre energias de colision altas y
bajas, permitiendo realizar el monitoreo simultaneo de ion precursor y iones producto,
esto se logra variando el potencial del cuadrupolo que se encuentra antes de la cdmara
de colisién (Narciso Couto, 2018). Los resultados obtenidos con la fragmentacién bbCID
fueron muy similares a los obtenidos en la fragmentaciéon CID, observando una
diferencia en que aun 30 eV era posible observar las sefales correspondientes al ion
precursor. Sin embargo, nuevamente puede observarse el mecanismo de fragmentacion

gue involucra la perdida de los &tomos de bromo en forma de HBr. En la Figura 32 se
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presentan los espectros de MS/MS obtenidos al variar la energia de colision (0 eV-70 eV)
en modo bbCID. Se observan los mismos iones fragmento que fueron obtenidos por CID.
Al relacionar las intensidades del ion precursor y el ion producto Ci9H34BrsO, [M+Na*]*
con el valor de energia de fragmentacién aplicada, se observa que al aumentar dicha
energia el ion precursor desaparece mientras que se forma el ion producto. Para
energias mayores de 20 eV el ion producto también comienza a desaparecer (Figura 33),
lo que indica la formacion de iones mdas pequenos, no considerados en la Figura 33.
Cabe también mencionar que los iones en la region m/z 440 y 360 son impurezas
introducidas durante la preparacion de muestra y/o presentes como residuos de los

analisis realizados por otros usuarios del equipo.
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Figura32 30. Espectros de MS/MS de ion C19H36Br202 [M+Na], con diferentes energias de colision obtenidos por
experimento bbCID, en ESI(+)-QTOF-MS
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Figura 3331. Monitoreo de ion precursor (479.055 m/z) y ion producto (317.2451) en experimento MS/MS bbCID con
diferentes energias de colision

4.4.4. Fragmentacion isCID

Para conservar el atomo de bromo durante fragmentacion de los FAMEs bromados y de
esta manera poder asignar posiciones de enlaces dobles, claramente se requieren las
condiciones de fragmentacién mas suaves respecto a los existentes en la zona CID. Por
ello, se realizdé un experimento llevando a cabo la disociacién inducida por colisiones en
fuente de ionizacion (isCID). Este es el modo de fragmentacion suave, que se lleva a
cabo modificando el potencial aplicado entre la salida del embudo 1 y la entrada del
embudo 2 (Fig. 28). De esta manera ocurre la fragmentacién de los iones moleculares
antes de su entrada en el primer cuadrupolo. Nuevamente las sefiales observadas para
el FAME bromado del acido elaidico en los espectros de MS/MS indican perdida de
bromos. (Figuras35). Empleando energias entre 0 y 60 eV, se observa gradual
desaparicion del ion molecular y la aparicion del ion producto CigH34BrsO, [M+Na*],

mismo que para energias mas altas de 20 eV se comienza a fragmentar.
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Figura 35 33. Espectros de MIS/MS de ion C19H36Br202 [M+Na*]*, con diferentes energias de colision obtenidos por
experimento isCID, en ESI(+)-QTOF-MS
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En base a los resultados obtenidos en este trabajo, el etiquetado de los FAMEs con Br en
combinacidon con técnicas de HRMS como lo es el ESI-QTOF-MS puede ser util en
establecer el numero de insaturaciones y en el andlisis cuantitativo de los AGls, pero
parece no ser una buena estrategia para caracterizar estos compuestos en términos de la
posicion de enlaces dobles en la cadena de carbonos. Cabe también sefalar que los
espectros de fragmentacion obtenidos tanto para isomero cis como trans del acido oleico
(C18:1 w-9) empleando diferentes condiciones/energias de fragmentacién no

presentaron diferencias.
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5. Conclusiones

Respondiendo a la demanda de procedimientos analiticos que permitan la determinacién
y cuantificacion de AGPIs proporcionando ademds informacidon estructural sobre los
mismos, en el presente trabajo se propuso realizar el etiquetado de los dtomos de
carbono en dobles enlaces C=C, mediante una reaccién de bromacién. Esta reacciéon de
derivatizacion se lleva a cabo de manera eficaz en condiciones quimicas suaves y resulta
atractiva para el andlisis HRMS debido a que el Br confiere a las moléculas orgdanicas un
patrén isotopico especifico.
Particularmente, en base los valores de m/z e intensidad de las sefiales en espectros de
masa obtenidos, se esperaba lograr la cuantificacion de AGI agrupando sus isémeros con
una, dos o tres insaturaciones. Por su parte, mediante la fragmentacion de iones
moleculares bromados en experimentos MS/MS, se intentdé hallar la posicién de
insaturaciones en la cadena de carbonos de los AGls. Los resultados obtenidos en la
realizacion del proyecto permitieron formular las siguientes conclusiones:

1. Los acidos grasos fueron liberados de los triglicéridos mediante transesterificacion
obteniendo respectivos FAMEs y mediante hidrolisis para obtener AGs. Ambos
procesos resultaron efectivos, pudiendo analizar los productos por espectrometria de
masas con ESI en modo positivo y negativo, respectivamente.

2. Al aplicar la reaccion de bromacién para etiquetar dobles enlaces en FAMEs y en AGls,
mejores resultados se obtuvieron para FAMEs. Especificamente, la adicién de
formiato de sodio a la solucién analizada por ESI(+)-QTOF-MS, permitié obtener
espectros de masa relativamente simples, debido a la muy efectiva formacién de un
solo aducto de sodio para cada uno de los FAMEs obteniéndose sefiales de alta
intensidad. En caso de AGls, se obtenian varios iones para cada compuesto en ESI(-) y
la intensidad de las sefiales fue menor respecto a los FAMEs. En las siguientes etapas
de trabajo se decidié realizar la bromacién de los FAMEs

3. De acuerdo con lo esperado, el etiquetado de los FAMEs con bromo resulté ser una
estrategia efectiva para la deteccidon de las sefiales de los AGIs en el espectro de
masas, conocer el numero de insaturaciones en sus moléculas (en base al patrén

isétopico de bromo) y llevar a cabo cuantificacién de estos compuestos agrupados
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como isémeros de AGIs individuales con una, dos y tres insaturaciones,
respectivamente. Para afinar las condiciones de reaccidn, se estudid efecto de tiempo,
seleccionando 12 h ya que para este tiempo la intensidad de las sefales de
compuestos bromados fue mds alta. En esta etapa del proyecto, se trabajo con
mezcla comercial de estdndares de los FAMEs y se analizé el aceite de aguacate. Los
limites de deteccidn y cuantificacién instrumentales obtenidos para los compuestos
contenidos en el estdandar de los FAMES de Supelco, C18:1 w-9, C18:2 w-6y C18:3 w-
3, se encuentran entre los intervalos de 6.4-47 ng mL?! y 21-155 ng mlL?,
respectivamente. En aceite de aguacate, se encontraron y cuantificaron mezclas de
isdbmeros de los acidos C18:1 y C18:2 (los isémeros por separados no pueden ser
identificados por este procedimiento), cuyas concentraciones en porcentaje de masa
fueron 62.31 +5.65 % y 1.42 + 0.13% respectivamente, con RSD en base a tres replicas
menores al 10%.

Para poder establecer la posicion de los enlaces dobles en FAMEs bromados y poder
cuantificar isdbmeros individuales, se llevd a cabo la fragmentacion de sus respectivos
iones en la zona CID utilizando diferentes energias de colision. Asi mismo, se utilizé el
método bbCID y se realizd la fragmentacién en la fuente de ionizacién (isCID)
empleando diferentes voltajes entre dos embudos. En todos experimentos se observd
la perdida de dtomos de bromo durante fragmentacién, por lo que no era posible
identificar la posicién de enlaces dobles ni observan una posible diferencia en
patrones de fragmentacion entre isdmeros cis y trans de los AGls. En los estudios
futuros, seria necesario buscar las condiciones adecuadas de la fragmentacién de los
iones, porque los calculos in-silico realizados y descritos en la seccién 4.4.1. apuntan a

la factibilidad de conservar los atomos de bromo en los respectivos fragmentos.
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