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omega 3 y omega 6 en los ácidos señalados con uno y dos asteriscos, respectivamente, así como el total de 18:1 
en configuración cis). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

VIII 

Resumen 

La derivatización de inversión de carga codificada por isótopos (CS-ICD, por sus siglas en 
inglés: Charge-Switch-Isotope-Coded-Derivatization) es una estrategia utilizada en 
espectrometría de masas para asegurar abundante población de iones en la fase gaseosa en 
la fuente de ionización y al mismo tiempo permitir la detección simultánea de los iones que 
fueron derivatizados con dos isotopólogos diferentes del mismo agente derivatizante. El 
objetivo de este trabajo ha sido sintetizar agentes derivatizantes etiquetados con átomos de 
deuterio y examinar su utilidad en el análisis exploratorio y cuantitativo de ácidos grasos 
(FA) en aceites vegetales y en suplementos dietéticos. 

En particular, con base en el estado del arte de los agentes derivatizantes aplicados al análisis 
de FA así como de las estrategias para etiquetado con deuterio, se diseñaron tres 
derivatizantes CS-ICD. 

Derivatizante 1: AEPy 

La síntesis de tres isotopólogos se realizó a partir de piridina con abundancia isotópica 
natural, piridina-d3 etiquetada en el laboratorio y piridina-d5 obtenida comercialmente, 
respectivamente. Las mezclas conformadas por los dos pares de isotopólogos AEPy d0|d3 y 
AEPy d0|d5 fueron evaluadas comparando la reactividad de cada uno de los isotopólogos en 
la  derivatización de los FA y el desempeño de los derivados en el análisis por cromatografía 
de líquidos con detección por espectrometría de masas (LC-MS) con enfoque dirigido y no 
dirigido (Esquema 1). 

 

Esquema 1. Esquema general de aplicación del derivatizante 1 y estructuras de los tres isotopólogos de AEPy. 
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Derivatizante 2: AMPP 

Se seleccionó el compuesto AMPP reportado anteriormente como un derivatizante de los 
FA, explorando la posibilidad de obtener sus cuatro isotopólogos, cuyas estructuras se 
presentan abajo. De esta manera, se esperaba poder aumentar el número de canales en la 
estrategia de multiplexado. En la síntesis, se utilizaron cuatro sintones deuterados en el 
laboratorio; tres basados en piridina obtenidos mediante intercambio de isótopos de 
hidrógeno con catálisis básica y uno basado en el 1-bromo-4-nitrobenceno etiquetado con 
un catalizador de Ag(I). Siguiendo esta propuesta, las diferencias de masa entre cada 
isotopólogo del derivatizante serían de 3 Da (Esquema 2), para su uso simultáneo y potencial 
análisis comparativo de varias muestras a la vez o análisis fluxional de cambios en el tiempo 
de la síntesis de metabolitos mediante LC-MS/SM. 

 

 

Esquema 2. Estructuras químicas de los 4 isotopólogos del sistema AMPP 4-plex (arriba) y espectro de masas 
simulado in sílico de los iones esperados para los 4 isotopólogos de AMPP (2H0, 2H3, 2H6 y 2H9) suponiendo 
contenido del 100% de deuterio en cada caso. 

Derivatizante 3: combinación de AEPy y AMMP 

El tercer esquema de derivatización se basa en la combinación de AEPy y AMMP, pues estos 
derivatizantes son isómeros. Aunque típicamente la derivatización isobárica se logra con 
isotopómeros y/o isotopólogos, en este caso se propone la derivatización por separado de la 
misma muestra con AEPy y con AMMP para análisis shotgun, ambos poseen la misma masa, 
pero inducen distintos mecanismos de fragmentación. Mientras AMMP genera iones 
diagnóstico para resolver la posición de dobles enlaces en mezclas de isómeros de ácidos 
grasos, AEPy genera un solo ion a partir de todos los isómeros de un ácido de la mezcla, el 
cual se puede usar para normalizar las intensidades de los iones diagnóstico y cuantificar 

AMPP-d0 AMPP-d3 AMPP-d6 AMPP-d9 
m/z 185.10 m/z 188.12 m/z 191.14 m/z 194.16 

C₁₂H₁₃N₂, M, 185.1073
C₁₂H₁₀D₃N₂, M, 188.1262
C₁₂H₇D₆N₂, M, 191.1450
C₁₂H₄D₉N₂, M, 194.1638

0

500

1000

1500

2000

Intens.

184 186 188 190 192 194 196 m/z



 

X 

isómeros en sus mezclas de MUFAS y PUFAs en el nivel MS2 (Esquema 3). Generalmente los 
enfoques shotgun que emplean únicamente AMMP (o AMPP, el cual también induce 
formación de iones diagnóstico durante fragmentación) suelen normalizar los iones 
diagnóstico respecto a un ion de baja masa generado por el mismo derivatizante 
(representado en azul en el esquema 3), sin embargo, las interferencias espectrales causadas 
por ácidos con una insaturación más contribuyen en la producción de este ion y generan 
errores de cuantificación. 

 

Esquema 3. Amplificación de espectro experimental obtenido por infusión directa (izquierda, morado) de ácidos en muestra 
real (aceite de menhaden) derivatizados con AEPy y su respectivo espectro teórico descompuesto en colores de acuerdo con 
las contribuciones de los patrones isotópicos de cada ácido presente en la muestra (izquierda, abajo), la amplificación del ion 
de m/z 435.33 muestra las contribuciones del ácido 22:6 en el pico monoisotópico del ion 22:5 (DPA), lo que en la 
fragmentación contribuiría en el ion azul etiquetado como AMMP (espectro hipotético de MS/MS, figura derecha, pico azul) 
si se hubiese empleado tal derivatizante en lugar de AEPy. Del lado derecho se esquematiza el enfoque propuesto, basado en 
la derivatización isobárica con los isómeros AMMP y AEPy indistinguibles en MS1. Por su parte, cada uno de ellos induce 
fragmentaciones bien definidas, de migración de carga en AEPy y de carga remota en AMMP, de modo que los iones 
diagnóstico en mezclas w-3 y w-6 procedentes del ion correspondiente al ácido 22:5 se generan por AMMP (rosa y amarillo), 
mientras que AEPy genera un solo ion común por pérdida neutra de piridina conteniendo ambos analitos de la mezcla. Si 
la derivatización se realiza en paralelo y a partir de la misma cantidad de analito, la cuantificación debería ser más confiable 
que usar un ion procedente del derivatizante AMMP, el cual tiene contribuciones de interferencias espectrales de MS1 
(específicamente de 22:6). 

La tesis contiene cinco capítulos. En el capítulo uno se da una introducción de varios temas 
de relevancia para el proyecto, de inicio se abordan los desarrollos tecnológicos en la 
espectrometría de masas gracias a los cuales los isótopos estables han cobrado terreno en el 
desarrollo metodológico para el análisis cuantitativo. A continuación, se introduce el 
concepto y principio de estándar interno y de la dilución isotópica molecular, y se muestran 
ejemplos particulares de estándares internos marcados con deuterio. Se explora el estado 
del arte de dos enfoques de derivatización que muchas veces co-existen en el análisis de 
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ácidos grasos: la derivatización codificada por isótopos y la derivatización de inversión de 
carga. Se abordan también los mecanismos de fragmentación típicos de los FA derivatizados 
y se discute cómo estos mecanismos se han aprovechado para fines de elucidación 
estructural y de cuantificación. Finalmente se describen estrategias para el marcaje con 
deuterio con potencial aplicación dentro del proyecto de tesis, empleando catálisis básica y 
metales de transición, específicamente sales de Ag(I). 

En el capítulo dos se definen los objetivos particulares y generales del presente trabajo de 
tesis. 

En el capítulo tres se enlistan los reactivos utilizados, materiales y suplementos, se describen 
los equipos analíticos empleados para llevar a cabo los análisis, así como los softwares 
mediante los cuales se controlaron los equipos y se procesaron los datos. 

En el capítulo cuatro se presentan y discuten los resultados obtenidos para cada uno de los 
derivatizantes diseñados. La mayor parte de los resultados corresponden al uso del 
derivatizante 1, AEPy. Se sintetizaron y caracterizaron sus tres isotopólogos y se llevó a cabo 
la selección de parámetros de reacción para la derivatización de ácidos grasos de cadena 
corta, media y larga, además se seleccionaron los parámetros instrumentales para la 
detección de los FA derivatizados con AEPy. Se comparó el desempeño de los tres canales 
demostrando la viabilidad de los isotopólogos pesados para utilizarse como estándares 
internos. Finalmente se aplicaron los dos sistemas de derivatizante, cada uno de ellos 
compuesto por dos isotopólogos, al perfilado no dirigido de FA en aceite de menhaden 
mediante análisis LC-MS. El sistema AEPy d0|d5 fue utilizado para la cuantificación de FA 
en varias muestras de aceites vegetales y de suplementos dietéticos basados en aceite de 
pescado. En el caso de los derivatizantes 2 y 3 (AMPP 4-plex y AMMP-AEPy) solamente se 
avanzó en la síntesis parcial sin concretarla con éxito, sin embargo, para el caso de AMPP se 
prepararon varios sintones etiquetados regioselectivamente con deuterio. 

Los resultados obtenidos durante el proyecto de tesis permitieron elaborar una serie de 
conclusiones que se enlistan en el capítulo cinco. Al final del texto se pueden encontrar 
figuras anexas referidas a lo largo de la discusión de los resultados de manera 
complementaria.
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Capítulo I. Introducción 

I.1. Uso de isótopos estables en análisis cuantitativo por espectrometría de masas 

Históricamente el uso de isótopos estables (IE) en investigación y el desarrollo instrumental 
y metodológico de la espectrometría de masas (MS) han evolucionado sinérgicamente. Entre 
las primeras aportaciones en el área de espectrometría de masas se encuentra el 
entendimiento de la naturaleza isotópica de los elementos, inicialmente con el hallazgo del 
22Ne por J.J. Thompson, quién luego de aislar el [CO2]+ y descartar que la fracción de m/z 22 
observada en su espectrógrafo de masas parabólico se tratara de [CO2]2+ (figura 1), pudo 
afirmar que lo observado era “una pequeña fracción de neón” con intensidades relativas 
alrededor de 9:1 (Münzenberg, 2013a). 

 

Figura 1. Espectro obtenido con el espectrógrafo de masas parabólico de J.J. Thomson en 1913, se pueden observar en el 
cuadrante inferior derecho las líneas correspondientes a los isótopos de neón 20Ne y 22Ne. 

Unos años más tarde, su discípulo F.W. Aston encontró un tercer isótopo de Ne aún menos 
abundante (~0.3%) de masa 21 u. Debido a sus importantes contribuciones, Thomson es 
considerado el “padre de la espectrometría de masas” y Aston el “padre de los isótopos”. 

La espectrometría de masas actual ofrece alta sensibilidad y cobertura de un gran número 
de metabolitos por su capacidad de detección y de acoplamiento con técnicas separativas 
(cómo LC y GC). Además, hoy en día en MS los isótopos estables poseen un terreno de 
aplicaciones amplio y consolidado, por ejemplo, el trazado metabólico, el análisis 
cuantitativo, la elucidación de mecanismos de fragmentación de iones en fase gas (Thomas, 
1971), entre muchos otros. El etiquetado isotópico sirve como herramienta para 
investigación por espectrometría de masas, pero a su vez la espectrometría de masas resulta 
una excelente herramienta para monitorear y cuantificar procesos de 
marcaje/enriquecimiento isotópico (Gross, 2004). En ese sentido, existen dos principales 
convenciones para denotar las abundancias isotópicas: la primera es igualando la suma de 
las intensidades de las contribuciones isotópicas al 100%, y la segunda es normalizando la 
intensidad del isótopo más abundante al 100%.
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Figura 2. Línea del tiempo “Coevolución entre el uso cuantitativo de isótopos estables y el desarrollo instrumental en espectrometría de masas”, plasma algunos aspectos importantes 
recapitulados independientemente por Becker, 2007; Lehmann, 2017 y Münzenberg, 2013, sobre el desarrollo tanto de la instrumentación en espectrometría de masas como en el uso 
cuantitativo de isótopos estables aplicado al estudio de ciencias de la vida.
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La línea del tiempo mostrada en la figura 2 busca plasmar algunos eventos clave 
estrechamente correlacionados en el tiempo tanto del desarrollo instrumental de la 
espectrometría de masas, así como del surgimiento de aplicaciones cuantitativas basadas en 
isótopos estables (IE) para estudios en ciencias de la vida. Partiendo de la invención del 
principio de la dilución isotópica (atribuida a Hevesy y otros autores) en la que se requerían 
muy bajos niveles de enriquecimiento (Rittenberg & Foster, 1940; Schoenheimer & 
Rittenberg, 1938; Ussing, 1939), con el uso de la técnica MS de relación isotópica (IR-MS), la 
cual implica la conversión química de los analitos en pequeñas moléculas (Nier et al., 1940), 
ofreciendo una precisión relativa de los datos de relación isotópica del 0.001% de 
abundancia relativa de señales entre isotopólogos, de tal modo que la adición de un trazador 
marcado con un exceso del 5% de átomos de 15N resultaba suficiente con alcance a fatores 
de dilución de hasta 103 y 104 (Lehmann, 2017). Pasando luego por el acoplamiento GC-MS 
y su aplicación a compuestos orgánicos, esto incrementó los experimentos metabólicos y la 
cuantificación asistida por estándares internos etiquetados con IE (principalmente en 
pequeñas moléculas), con precisión relativa en la medición de abundancias isotópicas entre 
isotopólogos del 1-3%, para mezclas con relación entre 1:10 y 10:1 (Eneroth et al., 1966; 
Horning et al., 1974), por tratarse de fragmentos moleculares a diferencia de IR-MS. 
Posteriormente, la introducción de las técnicas de ionización suaves (ESI y MALDI) despertó 
el interés por experimentos de etiquetado in vivo con células y organismos completos (Ong 
et al., 2002). La espectrometría de masas en tándem (MS/MS) que incluye fragmentación de 
iones precursores en celdas de disociación por colisión (CID) o sistemas tales como triple 
quadrupolo (QQQ) o quadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) permitió nuevos modos de 
escaneo y adquisición. El acoplamiento con cromatografía de líquidos LC-MS/MS fue 
definitivamente más desafiante, pero expandió la cobertura hacia analitos poco volátiles y 
directo en solución (ESI) o co-cristalizados con una matriz química (MALDI). Aunque al 
inicio la proteómica cuantitativa no implicó IE, la necesidad de datos cuantitativos precisos 
para estudios biológicos por proteómica basada en MS desencadenó el surgimiento de 
nuevas estrategias de etiquetado con IE aplicadas a péptidos, proteínas, células y 
organismos completos (Chahrour et al., 2015; Flory et al., 2002). Además, la cuantificación a 
partir de espectros MS2 no sólo permitió incrementar la relación señal/ruido, sino que 
también inspiró el diseño de diversos enfoques cuantitativos entre los que se incluyen (pero 
no se limitan a) las famosas etiquetas químicas isobáricas (TMT y iTRAQ) para análisis 
simultáneo de varias muestras sin complicar los espectros MS (Ross et al., 2004a; Thompson 
et al., 2003). Antes de presentar algunos de los enfoques más populares que han surgido 
para mejorar la confiabilidad de los datos cuantitativos sirviéndose de isótopos estables, es 
importante esquematizar las dimensiones analíticas en las que se puede resolver el marcaje 
isotópico. La alta similitud de propiedades fisicoquímicas entre los análogos isotópicos 
implica que éstos se comporten igual durante ciertas etapas de los flujos de trabajo, cómo la 
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extracción/preparación de la muestra, la separación cromatográfica (con excepciones) y la 
ionización, manteniendo a los isotopólogos y/o isotopómeros en la mezcla equivalentes e 
indistinguibles. Por otra parte, el contenido específico de neutrones en sus núcleos permite 
la detección individual de isotopólogos del mismo elemento/compuesto en las dimensiones 
de masas y de masas en tándem (MS1 y MSn), dependiendo de su estructura. Por ejemplo, 
en el nivel de MS1 no podemos distinguir isotopómeros de un mismo isotopólogo (pues son 
isóbaros), pero sí en MS2 siempre que su mecanismo de fragmentación resuelva los sitios 
etiquetados. Esta estrategia ha sido explotada extensamente en el diseño de experimentos, 
de tal modo que existen (además del análisis libre de etiquetas) dos principales enfoques: (i) 
etiquetado tradicional o no-isobárico y (ii) etiquetado isobárico (figura 3). 

 
Figura 3. Dimensiones analíticas: separación cromatográfica (tiempo de retención) y de espectrometría de masas y de masas 
en tándem (m/z en MS y en MS/MS), en las que se resuelven respectivamente los experimentos libres de etiqueta (verde), 
de etiquetado no isobárico (amarillo) y de etiquetado isobárico (café), adaptado de Tyanova et al., 2016. 

Los experimentos de etiquetado no-isobárico consisten en la derivatización paralela de 
distintas muestras con dos o más isotopólogos del mismo derivatizante (o enriquecimiento 
durante el cultivo o la digestión proteica, como son los casos de SILAC o marcaje proteolítico 
con H218O, respectivamente), es el enfoque clásico para etiquetado químico (no isobárico) y 
proteómica cuantitativa. Después de la derivatización, las muestras se mezclan en conocida 
proporción de tal manera que cada especie derivatizada  presente en ambas muestras genera 
un doblete (o multiplete en función de los canales). Como resultado del análisis LC-MS(/MS) 
de la mezcla en la dimensión MS1 es fácil detectar los iones derivatizados y comparar sus 
abundancias relativas entre dos muestras en un solo cromatograma. Algunos ejemplos de 
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este tipo de enfoque son las etiquetas de dimetilo (J. L. Hsu et al., 2003) e ICPL (isotope-
coded protein labeling) (Schmidt et al., 2005), los cuales poseen el grupo amino como diana 
de derivatización. En cambio, para el etiquetado isobárico, la derivatización de distintas 
muestras/tratamientos puede llevarse a cabo utilizando variantes isotópicas de un 
compuesto que tienen la misma masa nominal, conferida por isotopómeros; tal es el caso  
de TMT (tandem mass tag) (Dayon et al., 2008; Thompson et al., 2003) e ICAT (isotope-coded 
afonity tags) (Gygi et al., 1999). Otra opción es el método iTRAQ (isotope coded tags for 
relative and absolute quantification) (Choe et al., 2007; Ross et al., 2004b), donde se emplea 
una mezcla de isotopólogos e isotopómeros los cuales distribuyen las etiquetas a través de 
un “balanceador de masa” y la región precursora de “iones reporteros” con variada cantidad 
de isotopos estables de distintos elementos, de manera que al mezclarse e introducirse al 
espectrómetro de masas coalescen en una sola señal en el espectro MS1, pero tras la 
fragmentación de dicho ion (MS2) se observa un conjunto de señales resueltas en la región 
de baja m/z generadas por los “iones reporteros”, lo que permite la cuantificación a partir de 
la comparación de intensidades relativas. Cabe señalar que TMT y iTRAQ aprovechan unión 
al grupo amino, mientras que ICAT tiene como diana los grupos cisteína. 

Una importante ventaja de TMT y iTRAQ es su alta capacidad de multiplexado de muestras 
(Werner et al., 2012, 2014). Sin embargo, los métodos de etiquetado no-isobárico también 
tienen cierta habilidad de multiplexado, por ejemplo, el etiquetado 3-plex con dimetilo 
(Boersema et al., 2009) y el derivatizante 96-plex dirigido a metabolitos con funcionalidad 
de ácido carboxílico reportado recientemente (Armbruster et al., 2023). 

Por otro lado, en el caso de análisis proteómico, se pueden obtener péptidos enriquecidos 
principalmente insertando aminoácidos pre-etiquetados durante la síntesis peptídica, 
mimetizando la secuencia de la proteína o fragmento de interés y permitiendo así la 
cuantificación absoluta de péptidos (AQUA, por Absolut QUAntitation) (Gerber et al., 
2003). PASTA (Phosphorus-based absolutely quantified standard peptides) es otra estrategia 
cuantitativa específicamente para fosfopéptidos basada en la medición de 31P mediante ICP-
MS tras desfosforilación (Zinn et al., 2009). El análisis de aminoácidos (AAA-MS) ofrece la 
posibilidad de cuantificar estándares de péptidos etiquetados usando aminoácidos ligeros 
como estándares internos, de modo que aminoácidos etiquetados y no etiquetados (método 
inverso) pueden ser usados como estándares adaptados a la composición isotópica de los 
péptidos de interés (Mirgorodskaya et al., 2012). Los estándares de proteínas para 
cuantificación absoluta (PSAQ, por sus siglas en inglés) se obtienen mediante células 
transfectadas recombinantemente, purificadas, y luego cuantificadas por AAA (Picard et al., 
2012). El estándar RISQ (cuyas siglas corresponden con: recombinant isotope-labeled and 
selenium-quantified) consiste en proteínas recombinantes (con expresión libre de células) 
que contienen aminoácidos etiquetados con isotopos estables además de SeMe, se 
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cuantifican por infusión directa por ICP-MS después de purificación por electroforésis en 
gel (Zinn et al., 2010). 

Las reacciones de sustitución, condensación e hidrólisis (por ejemplo, sobre grupos de éster, 
amidas, ácidos carboxílicos, epóxidos, etc.) se pueden trazar usando 18O, principio también 
llamado etiquetado por intercambio de oxígeno. Dicho marcaje se puede llevar a cabo de 
manera sintética o mediado por reacciones enzimáticas catalizadas por tripsina y 
transaminasas (Sprinson & Rittenberg, 1951). Se han descrito protocolos de digestión 
modificando pH, temperaturas y diferenciando las etapas de digestión/etiquetado (Qian et 
al., 2011; Staes et al., 2004), habilitando la cuantificación precisa con uso de estándares 
internos basados en 18O. Además, se ha demostrado que el desempeño cuantitativo del 
marcaje con 18O es comparable con el etiquetado SILAC (Gevaert et al., 2008). Así, la 
digestión de proteínas en H218O genera péptidos etiquetados con uno o dos 18O en el carbono 
terminal, con la característica de que los fragmentos de péptidos en MS2 conservan la 
etiqueta solamente en series de fragmentos y, mientras que las series de ion b permanece sin 
etiqueta (Schnölzer et al., 1996). El principio anterior se ha expandido a numerosos 
metabolitos de ácido araquidónico, usando estándares etiquetados con 18O para la 
cuantificación de HETE’s (acrónimo en inglés de ácidos hidroxieicosatetraenoicos) 
(Lehmann et al., 1992; Strife & Murphy, 1984; Westcott et al., 1985). 

Como se vio en la línea del tiempo de la figura 2, el marcaje con isótopos estables vía 
aminoácidos en cultivos celulares (SILAC, por sus siglas en inglés) se introdujo en 2002. Es 
una estrategia adecuada para el análisis de la expresión proteica a través de la aplicación de 
lisina y arginina etiquetadas con 13C ó 13C y 15N creciendo organismos o cultivos celulares en 
paralelo y por separado en dos medios, uno con aminoácidos ligeros y otro con los pesados 
(Mann, 2014; Ong et al., 2002), el marcaje se resuelve en el primer nivel MS. En plantas y 
microorganismos, el uso de etiquetado con aminoácidos pesados individuales se ha visto 
limitado por la naturaleza autótrofa de estos organismos, pues son capaces de sintetizar 
aminoácidos de novo. Una práctica alternativa ampliamente extendida consiste en 
suministrar los medios de cultivo celulares (Martin et al., 2012; Mastrobuoni et al., 2012) o 
los medios de enraizamiento con 15NO3- o 15NH4+ (Nelson et al., 2014). 

Además de explorar la dimensión analítica en la que se resuelve el marcaje isotópico, es 
importante tener en cuenta en qué etapa del flujo analítico se introduce dicha etiqueta. La 
figura 4 compara las etapas en las que cada una de las estrategias antes descritas introduce 
las respectivas etiquetas de isótopos estables (o no, en el caso libre de etiqueta): (i) in vivo 
(SILAC y etiquetado con 15N a partir de sales inorgánicas), (ii) in vitro, (a) etiquetado químico 
tanto no-isobárico (ICAT, Dimetil, ICPL, etc.) como isobárico (TMT e iTRAQ), y (b) de 
intercambio de oxígeno 18O asistido por catálisis enzimática y (iii) análisis libre de etiqueta.  
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Figura 4. Los estados 1 y 2 representan dos muestras o condiciones experimentales a comparar. Las líneas continuas indican 
la etapa en que se reúnen las muestras de ambos estados (marcadas con par de reactivos conteniendo isótopos ligero/pesado, 
con reactivos isóbaros o libres de marcaje) para tratarse por igual en las etapas procedentes. Las líneas discontinuas indican 
los puntos de tratamiento individual de ambos estados. Adaptado de X. Chen et al., 2021. 

Pese a las virtudes y ventajas de algunos de estos enfoques, la introducción de etiquetas en 
etapas tardías implica más pasos de procesamiento de muestras por separado antes de 
reunir los tratamientos, lo que puede acarrear errores de cuantificación y variaciones 
experimentales (X. Chen et al., 2021). Si bien el marcaje in vivo permite reunir y procesar las 
muestras juntas desde etapas tempranas, la incorporación de isótopos pesados en las 
condiciones de crecimiento de los organismos puede implicar efectos isotópicos, y 
desencadenar perturbaciones (en menor o mayor medida) del desarrollo de cada estado a 
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comparar. Las magnitudes de estos efectos son proporcionales a la diferencia relativa de 
masa entre las especies isotópicas (Wieser & Brand, 1999), por lo que el tritio seguido por el 
deuterio presenta más fuertes  efectos isotópicos respecto al hidrógeno (J. Yang, 2016), entre 
los distintos bioelementos. 

Los procesos de variaciones de relación isotópica son otra área importante de análisis 
cuantitativo por MS, se dividen en tres categorías generales: (1) Reacciones de intercambio 
isotópico, de tal manera que los isotopos de un elemento se redistribuyen en diferentes 
moléculas o en diferentes fases dentro de un equilibrio termodinámico; (2) procesos 
unidireccionales donde las velocidades de reacciones de las especies isotópicas difieren; y 
(3) decaimiento radiogénico (éste último no se abordará). 

Los efectos isotópicos de equilibrio implican la redistribución de los isótopos (sea pX el 
pesado y lX el ligero) de un elemento (X) a lo largo de diferentes fases o compuestos (A y B). 
La descripción matemática de las relaciones de abundancia isotópica de diferentes especies 
en la reacción se expresa como el factor de fraccionamiento “”. 

𝛼𝐴−𝐵  ( 𝑋𝑝 𝑋𝑙⁄ )𝐴( 𝑋𝑝 𝑋𝑙⁄ )𝐵 

Los efectos isotópicos cinéticos son observados en procesos unidireccionales (cómo la 
difusión, evaporación, reacciones químicas) donde la velocidad de reacción depende de las 
masas de las moléculas reaccionantes, afectando las frecuencias vibracionales (y por ende 
las energías de punto cero) y la energía de activación para alcanzar el estado de transición 
en la superficie de energía potencial durante la ruptura/formación/transposición de 
enlace(s) (Ingemann et al., 1989; Maccoll, 1974; Veith, 1979). Dada la misma cantidad de 
energía cinética, las moléculas de baja masa m1 reaccionarán a velocidad √( 2  1⁄ ) más 
rápido que las moléculas pesadas de masa m2. 

HRMS posee la capacidad para distinguir entre dos especies isotópicas, y como ya se ha 
mencionado el etiquetado isotópico es utilizado para aplicaciones tanto mecanísticas como 
analíticas (Robinson & Holbrook, 1972). La espectrometría de masas mide abundancia de 
iones contra su relación m/z, y es una práctica común que se use la relación IH/ID = kH/kD como 
una medición directa del efecto isotópico. El procedimiento típico para determinar efectos 
isotópicos a partir de las relaciones de intensidades es resolviendo una serie de ecuaciones 
simultáneas (Benoit & Harrison, 1976; Bertrand et al., 1973; Howe & Mclafferty, 1971; Lau et 
al., 1974), sin embargo, esta aproximación sólo es válida cuándo las especies estudiadas 
pueblan una distribución pequeña de energía interna (Gross, 2004; Ingemann et al., 1991), 
la cual se puede determinar mediante espectrometría de masas por análisis de rendimiento 
de supervivencia (survival yield analysis) (Kertesz et al., 2009). 
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Finalmente, con el fin de garantizar la consistencia inter e intra-laboratrio, los menores 
cambios en las relaciones isotópicas son expresados por convención usando la notación 
delta () declarando la desviación de la relación de abundancia isotópica de un elemento en 
una muestra respecto a un estándar definido en partes por mil (0/00), que refleja las 
abundancias nominales terrestres de dicho elemento. Es una de las aplicaciones vigentes de 
IR-MS. 

𝛿𝑝𝑋  [( 𝑋𝑝 𝑋𝑙⁄ )𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎   ( 𝑋𝑝 𝑋𝑙⁄ )𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 ( 𝑋𝑝 𝑋𝑙⁄ )𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 ] 𝑥     

Valores  positivos indican que la muestra es relativamente enriquecida en el isótopo pesado 
(pX) del elemento (X) con respecto a la referencia, mientras que los valores negativos de  
representan muestras que están relativamente agotadas en el isotopo pesado comparado 
con el materia de referencia (Wieser & Brand, 1999). 

I. . Compuestos deuterados como estándares internos 

El análisis cuantitativo por espectrometría de masas (al igual que otras técnicas) busca una 
función que describa la relación entre la respuesta analítica y la concentración del analito. 
Los principales factores que influyen en el desempeño cuantitativo de MS están 
relacionados con el instrumento (parámetros de la fuente de iones, eficacia de transmisión 
de iones, eficacia de detección y contaminación de las partes del espectrómetro) y con la 
composición de la muestra (eficacias de ionización, concentración, estabilidad/degradación, 
preparación de la muestra y distintos tipos de interferencias). Estos factores en su conjunto 
producen  una importante variación de resultados entre distintos analitos y entre distintas 
corridas analíticas (Urban, 2016). El método de calibración externa implica la construcción 
de curvas de calibración con estándares auténticos, asumiendo que el factor de respuesta 
instrumental permanecerá inmutable en muestras reales, sin embargo, en la práctica real la 
variada composición de las muestras problema causan a menudo el  “efecto de matriz”. 
Dicho efecto provoca cambios en los factores de respuesta instrumental para los analitos de 
interés (Villanueva et al., 2014). En ese sentido el método de estándar interno y el análisis 
por dilución isotópica son ampliamente utilizados para corregir estos problemas. 

El método de estándar interno se basa en la comparación de la señal analítica de la especie 
a cuantificar con la de un compuesto de referencia llamado “estándar interno” (IS). 
Idealmente la molécula a usar como estándar interno debe ser lo más similar posible al 
analito en cuanto a sus propiedades fisicoquímicas de importancia en el procedimiento 
realizado, con el fin de que sufran los mismos efectos durante las distintas etapas del flujo 
de trabajo. La normalización de la señal del analito por el de IS permite corregir diferentes 
tipos de errores tanto procedurales como debidos a la adquisición de la señal. En el método 
de IS, el IS se agrega a todas las soluciones de calibración y a las muestras manteniendo la 
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concentración del IS constante y definiendo la señal analítica cómo MX/MIS. La función de 
calibración se obtiene por el método de regresión lineal a partir de la relación de 
intensidades de señales (IX/ISI) correspondientes al compuesto de interés (X) y al estándar 
interno (IS), y con dicha ecuación se puede hacer un despeje simple para calcular la cantidad 
de compuesto presente en la muestra (MX). Los estándares internos se pueden clasificar en 
tres categorías: isotopólogos del analito también conocidos como ILIS (Isotope-Labeled 
Internal Standard), análogos estructurales AIS (Analog Internal Standard) y compuestos de 
estructura no relacionada (aunque muchas veces pertenecen a la misma familia química que 
el analito) también llamados URIS (Structurally Unrelated Internal Standard) (Bodnar-
Broniarczyk et al., 2019). Los de tipo ILIS son los mejores para corregir las pérdidas en las 
extracciones y los efectos de matriz durante la introducción de muestra. 

El método de dilución isotópica (también conocido como método de dilución de isótopo 
estable, SID por sus siglas en inglés) suele considerarse un caso especial del método de 
estándar interno (específicamente de tipo ILIS) (Meija & Mester, 2008), siendo necesario 
contar con isotopólogos de cada analito como estándares internos. Con este método se 
cuenta con una referencia absoluta, que son los coeficientes de respuesta entre ambos 
isotopólogos, incluso se suele emplear este método para establecer concentraciones de 
estándares. El procedimiento consiste en la adición de una cantidad conocida de estándar 
interno a una muestra con concentración desconocida, de modo que la relación de 
intensidades de ambos isotopólogos es utilizada para medir sus proporciones relativas 
(Hoffmann Edmond de, 2007). Suponiendo que hay N átomos o moléculas en la mezcla que 
rinden un pico cuya característica es la masa m, y que hay M átomos o moléculas del 
compuesto etiquetado en la sustancia que rinde un pico característico con masa m + n = o, 
donde n corresponde al desplazamiento de masa causado por la introducción de isotopos 
en el IS. La relación Rmo de las intensidades de los iones sobre las masas m y o viene dado 
por:  𝑅𝑚𝑜  𝑁𝑃𝑚 +𝑀𝑄𝑚𝑁𝑃𝑜 +𝑀𝑄𝑜  
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Dónde Pm, Po, Qm, Qo son las abundancias isotópicas relativas que contribuyen en los picos 
m y o, tanto del compuesto natural (P) así como del producto etiquetado (Q). Debido a que 
Pm, Po, Qm, Qo y M son conocidos, y Rmo puede ser deducido a partir del espectro de la mezcla 
de isotopólogos, luego, el valor de N puede ser precisamente calculado (figura 5). 

Figura 5. Principio de la dilución isotópica para una especie con dos isótopos de masa m y o, del lado izquierdo arriba se 
muestra la distribución isotópica natural del analito a cuantificar, abajo a la izquierda el patrón isotópico del spike o estándar 
interno enriquecido del isótopo con masa m + n = o; del lado derecho se observa la combinación de los patrones isotópicos 
luego del mezclado de ambos en cantidades N y M, respectivamente. Adaptado de (Hoffmann Edmond de, 2007). 

Si A representa el número de Avogadro, x e y representan la cantidad de producto natural 
y de producto etiquetado añadido a la muestra, respectivamente, mientras que E y F 
representan las masas moleculares del producto natural y del producto etiquetado, 
respectivamente, entonces la ecuación es: 𝑅𝑚𝑜  (𝐴𝑥 𝐸⁄ )𝑃𝑚 + (𝐴𝑦 𝐹⁄ )𝑄𝑚(𝐴𝑥 𝐸⁄ )𝑃𝑜 + (𝐴𝑦 𝐹⁄ )𝑄𝑜  

O, simplemente: 𝑅𝑚𝑜  (𝑥 𝑦 × 𝑃𝑚/𝐸⁄ ) + 𝑄𝑚/𝐹(𝑥 𝑦 × 𝑃𝑜/𝐸⁄ ) + 𝑄𝑜/𝐹  

Esta ecuación corresponde a la ecuación de la curva (la cual no es una línea recta en todos 
los casos, más bien depende de las abundancias isotópicas relativas normalizadas, de la 
naturaleza y porcentaje de enriquecimiento de los isótopos introducidos). 
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Si Po y Qm son cero (esto implica que los isotopólogos no producen interferencia espectral o 
solapamiento de patrones isotópicos que interfieran en la medición de cada uno de ellos, al 
ser mezclados), entonces la ecuación se convierte en: 𝑅𝑚𝑜  𝑥𝑦 × 𝑃𝑚𝑄𝑜 × 𝐹𝐸 

Esta ecuación corresponde a una línea recta que pasa por el origen. 

Existen muchos estándares internos etiquetados con isotopos pesados que pueden ser 
adquiridos comercialmente cubriendo un amplio intervalo de compuestos de interés 
analítico, sin embargo, son compuestos de costo elevado y no cubren toda la gama de 
posibles analitos. En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos. 

Compuesto Precio1 Cantidad CAS No. 

Ácido palmítico-2,2-d2 $8,453.00 1 g 62689-96-7 
Ácido esteárico-2,2-d2 $11,507.00 1 g 19905-58-9 
Ácido indol-3-acetico-2,2-d2 $10,753.00 100 mg 24420-86-8 
Colestanol-d5 $10,482.00 1 mg 2260669-14-3 
Campesterol-d6 $20,254.00 1 mg 2260669-13-2 
Colesterol-2,2,3,4,4,6-d6 $27,409.00 100 mg 92543-08-3 
Mezcla de aminoácidos deuterados2 $6,184.00 10 mL SMB009173 

1 Precio en peso mexicano (MNX). 
2 Los aminoácidos contienen diferente cantidad de deuterios (entre 2 y 10 átomos de deuterio). 
3 Corresponde a un número de catálogo. 

Tabla 1. Ejemplos de isotopólogos deuterados de algunos compuestos de interés analítico disponibles comercialmente en 
Sigma Aldrich®, con utilidad como estándares internos en el análisis por espectrometría de masas. 

Típicamente los IS disponibles comercialmente contienen entre 2-5 deuterios, con alta 
pureza isotópica, pero es importante considerar que a menor número de hidrógenos 
sustituidos por deuterios en el IS (o en general baja diferencia de masa entre el analito y su 
isotopólogo) incrementa la probabilidad de solapamiento espectral y esto compromete el 
rango dinámico, por lo tanto, es deseable que el IS contenga al menos 3 deuterios y sea de 
adecuada pureza isotópica (Murphy, 2014). Además del incremento de masa al menos de 3-
5 u, resulta ventajoso que la contribución isotópica de remanente natural en el compuesto 
enriquecido (Qm) sea menor al 0.5%, para conseguir adecuados rangos de ratio entre ambos 
isotopólogos y lograr la corrección por estándar interno en un amplio rango de 
concentraciones de analito (Triebl & Wenk, 2018). 
Algunas casas comerciales que ofrecen en sus catálogos diversas moléculas enriquecidas 
con isótopos pesados (principalmente 2H, 13C, 15N, 17O ó 18O) son Laboratorio de Isótopos pesados 
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de Cambridge, Isotec de Sigma Aldrich, Alsachim de Shimadzu, Medical Isotopes Inc., Trace Science 
International, Omicron Biochemicals Inc. entre otros. 
Teniendo en cuenta el alto precio y la limitada accesibilidad de los IS comerciales, una 
alternativa extensamente utilizada es sintetizar por cuenta propia los IS en el laboratorio, 
pero la complejidad estructural, la naturaleza multietapa de las síntesis y la necesidad de 
contar con precursores enriquecidos isotópicamente lo convierte en una tarea altamente 
desafiante. Cómo ejemplo en la figura 6 (a y b) se muestran alternativas de síntesis total de 
ácido linoleico y de ácido araquidónico (Osbond et al., 1961; Raphael & Sondheimer, 1950; 
Stoffel, 1965; Zografos, 2016). 

 

 
Figura 6. Primera síntesis total del ácido linoleico reportada por Raphael y Sondheimer (a) y primera síntesis total del 

ácido araquidónico reportada por Osbond (b). 
 

Considerando que una potencial estrategia para la introducción de deuterio es a partir de 
D2 por vías reductivas, resulta evidente que las últimas etapas en las figuras 6 a) y b) tienen 
el potencial de generar compuestos con dos deuterios (tres en el caso de alquinos terminales) 
por cada insaturación generada a partir de alquinos. 
Lógicamente, existe una relación directa entre el grado de enriquecimiento o pureza 
isotópica, el elemento en cuestión y los costos de las moléculas enriquecidas, influyendo 
además el tamaño de la molécula y su complejidad estructural (cómo se puede inferir en la 
tabla 1). Resulta atractivo utilizar compuestos relativamente fáciles de enriquecer con algún 
isotopo como sintones de moléculas más complejas que son requeridos para un tipo de 
análisis dado. 
Además de la compra y la síntesis, los compuestos de interés pueden ser generados y 
etiquetados in vivo, mediante la actividad metabólica de algún tipo de organismo; el isótopo 
a enriquecer debe ser introducido al medio de los nutrientes del dicho organismo.  (Acién 
Fernández et al., 2005). Cuando el etiquetado se realiza in vivo, es necesaria la extracción y 
purificación de los compuestos de interés a partir de biomasa; típicamente se obtienen de 
esta manera aminoácidos u otros metabolitos celulares con las etiquetas incorporadas 

(a) (b) 
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(Molina Grima et al., 2003) . Antes de utilizar los compuestos etiquetados es necesaria su 
caracterización estructural, la distribución de isotopos del elemento empleado y la 
cuantificación (Looso et al., 2010). Se han etiquetado con isótopos estables una cantidad 
importante de organismos tanto para fines de estudios cuantitativos en proteómica como 
para la obtención de spikes, tales como E.coli (Ping et al., 2013), diferentes cepas de levadura 
(Austin et al., 2011; Carpy et al., 2015; Dilworth et al., 2010; Washburn et al., 2002), 
Trypanosoma brucei (Gunasekera et al., 2012), Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster 
(Krijgsveld et al., 2003; Sury et al., 2010), ratón (Frank et al., 2009; Geiger et al., 2011), pez 
cebra (Nolte et al., 2014), tritón (Looso et al., 2010, 2012), entre otros. 

Mientras que los isótopos de 13C y 15N son incorporados sin dificultad por organismos 
durante su crecimiento (Hermann et al., 2018),  el deuterio es la excepción. La toxicidad del 
agua pesada en sistemas vivos se ha estudiado extensamente (Katz & Crespi, 1966; 
Kselíková et al., 2019; Thomson, 1960; Yaglova et al., 2023), encontrando que el contenido 
letal de D2O en el agua del cuerpo de organismos complejos ronda del 20-40% (Bachner et 
al., 1964; Lewis, 1933, 1934; Xie & Zubarev, 2014). Sin embargo, las bacterias son mucho 
menos sensibles, pues pese a que algunas cepas frenan su crecimiento y mueren al alcanzar 
el 100% de D2O, otras cepas pueden adaptarse a altas concentraciones bajo condiciones de 
crecimiento modificadas o con suplementos. Se han producido lípidos parcialmente 
deuterados vía microalga cultivadas en D2O (Saha et al., 2013), y más recientemente se ha 
incrementado el grado de deuteración de varios metabolitos cosechados de microalgas 
cultivadas en altas concentraciones de D2O, modificando las condiciones de crecimiento, 
particularmente la intensidad de luz incidente (Kselíková et al., 2022). 

Por último, los efectos isotópicos durante el flujo de trabajo analítico tienen alcances más 
allá de la reactividad de las moléculas deuteradas y de su potencial efecto en el 
desarrollo/crecimiento de organismos vivos, tal es el caso de los desfaces en los tiempos de 
retención entre isotopólogos durante la separación cromatográfica, en algunos casos los 
compuestos etiquetados con 2H eluyen antes que sus contrapartes con 1H (Iyer et al., 2004; 
Ong et al., 2003; Biemann, 1962; R. Zhang et al., 2002a), este efecto es más pronunciado en 
fase inversa que en fase normal (Incluso se observa este fenómeno, aunque en menor 
extensión, para compuestos etiquetados con 13C, 15N, y 18O). Además, el número de átomos 
de 2H tiene correlación directa con el desface del tiempo de retención (Berg & Strand, 2011; 
R. Zhang et al., 2002a). Pequeños a moderados desfaces del tiempo de retención 
cromatográficos generalmente no imposibilitan la cuantificación precisa por dilución 
isotópica, sin embargo, deben mantenerse lo más pequeño posible para garantizar 
resultados cuantitativos con optima confidencialidad. Una alternativa para la mitigación del 
desface es la incorporación de los deuterios en las moléculas cerca de regiones con grupos 



Capítulo I  Introducción 

16 
 

polares, de tal modo que se vea favorecida la interacción de la molécula con el solvente más 
que con las fases estacionarias (para el caso de fase reversa) (R. Zhang et al., 2001, 2002b). 

I.3. Compuestos deuterados como agentes derivatizantes 

La derivatización química es un enfoque metodológico implementado con el fin de remover 
limitaciones inherentes a los métodos analíticos, puede mejorar la detección, identificación, 
elucidación estructural, cuantificación, perfilado o imagen MS de analitos provenientes de 
matrices complejas. Los métodos de ionización suave son especialmente adecuados para 
especies polares, y sus procesos de ionización en modo positivo están estrechamente 
relacionados con la afinidad protónica de los analitos, por lo que la ionización ineficaz de 
algunos compuestos no polares o de polaridad baja reduce significativamente la 
sensibilidad o incluso imposibilita la detección, limitando los alcances de los métodos. Otra 
limitante ocurre con el acoplamiento LC-ESI-MS, pues como se mencionó antes, este acarrea 
consigo efectos de matriz que provocan supresión de ionización (Zaikin & Borisov, 2021). 

De acuerdo con el trabajo de revisión de Zaikin y colaboradores, para garantizar el 
desarrollo exitoso de un procedimiento analítico es deseable cumplir con los siguientes 
requisitos al llevar a cabo la derivatización sobre los analitos objetivo: 

a) Se deben de establecer los grupos funcionales diana para el diseño adecuado de 
las estrategias de derivatización. 

b) La reacción elegida debe de ser selectiva, rápida, preferentemente de una sola 
etapa, cuantitativa, evitando generación de productos laterales. Deben proceder 
bajo condiciones de reacción suaves y ser aplicables a un amplio rango de 
concentraciones de analito. 

c) La reacción empleada debe ser selectiva para grupos funcionales diana. En casos 
específicos, el grupo reactivo que no es el objetivo puede ser pre-bloqueado. 

d) La reacción seleccionada debe modificar por igual a todos los compuestos que 
tienen el mismo grupo funcional diana. 

e) El analito derivatizado debe ser suficientemente estable para ser almacenado 
durante la preparación de la muestra. 

f) El producto derivatizado debe ser soluble en agua o solventes miscibles con 
agua. 

g) La reacción debe tener buena reproducibilidad entre lote y lote para dar una 
cuantificación precisa. 

h) El derivatizante debe estar disponible comercialmente y no ser caro o ser 
fácilmente sintetizado. 

Adicionalmente, Vladimir G. Zaikin y colaboradores recopilan en su interesante y 
exhaustivo trabajo de revisión los 10 principales objetivos de utilizar derivatización para 
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ESI-MS y MALDI-MS, se rescatan los siguientes tres por su relevancia en este proyecto de 
tesis: 

i. Proveer análisis cuantitativo mejorado en términos de precisión y exactitud en 
niveles de concentración deseables de compuestos objetivo mediante el uso de 
derivatizantes etiquetados con isótopos estables como estándares internos. 

ii. Mejorar la eficiencia (o proveer la capacidad) de ionización incrementando la 
sensibilidad de los métodos y disminuyendo el límite de detección. 

iii. Obtener información estructural induciendo la fragmentación controlada a 
través de los mecanismos de fragmentación de carga remota o de carga proximal 
en espectrometría de masas en tándem. 

A continuación, se desglosan con mayor profundidad (y bajo acepciones convencionales) 
los puntos anteriores. 

 I.3.1 Derivatización codificada por isótopos (ICD) 

De manera análoga al ICPL y en general a los enfoques de etiquetado químico o in vitro que 
están en boga para proteómica (Dayon & Affolter, 2020), en los campos de metabolómica se 
ha reportado dicho enfoque bajo distintas acepciones: (a) derivatización codificada por 
isótopos o ICD (El-Maghrabey et al., 2020; Higashi & Ogawa, 2016a; Leng et al., 2013), (b) 
derivatización codificada por isótopos y mejoradora de ionización por electronebulización 
o ICEED (Higashi & Ogawa, 2016b), (c) etiquetado químico con isótopos o CIL (Gao et al., 
2023), (d) LC-ESI-MS/MS (o sólo MS) asistida por etiquetado con isótopos estables (Hao et 
al., 2015; Yu et al., 2015), (e) multiplexado de muestras basado en derivatización (Ogawa et 
al., 2016), entre otras. Para fines prácticos dentro de este trabajo se utilizará ICD. El objetivo 
de ICD es hacer frente a las dificultades antes enlistadas para disponer de estándares 
internos ILIS para cada analito de interés en un análisis, proporcionando una (o varias) 
fracción(es) molecular(es) isotópicamente enriquecida(s), con un enlazador capaz de unirse 
covalentemente a un grupo funcional específico presente en uno o varios grupos de analitos 
de interés. Esta estrategia permite abordar al menos tres enfoques analíticos (figura 7): 1) 
Análisis diferencial, en el que cada canal permite la detección de analitos derivatizados con 
uno de los isotopólogos del agente derivatizante en muestras o tratamientos distintos, 
respectivamente; 2) detección y/o confirmación de analitos de interés en función de su 
reactividad con el agente derivatizante; en este caso la misma muestra es separada en 2 
alícuotas, derivatizada con dos diferentes isotopólogos del derivatizante y luego mezclada 
para buscar pares de señales de m/z con diferencia de masa conocida para discernir entre 
analitos verdaderos y señales artefacto, y 3) Cuantificación absoluta (Higashi & Ogawa, 
2016a), la cual a su vez se puede llevar a cabo al menos bajo dos esquemas discutidos más 
adelante. 
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Figura 7. Tres principales alternativas de enfoque experimental con derivatización codificada por isotopos pesados 

estables adaptado de Higashi & Ogawa, 2016. 

 

La cuantificación absoluta se puede lograr por dos vías: la primera es combinando el método 
de dilución de isotopo estable (SID) con el método ICD, consiste en la adición de estándares 
internos (tipo ILIS) de cada analito al inicio del flujo de trabajo a cada muestra, seguido del 
pretratamiento por separado, para después llevar a cabo la derivatización usando los 
diferentes isotopólogos del derivatizante ICD. Este enfoque permite la cuantificación 
absoluta exacta de compuestos objetivo en múltiples muestras y en una sola corrida analítica 
(figura 8), pues considera los porcentajes de recuperación o potenciales pérdidas durante el 
pretratamiento. El método SID es reconocido como el más confiable para análisis 
cuantitativo por LC-MS(/MS), sin embargo, ya se ha mencionado la limitada disponibilidad 
de IS etiquetados con isotopos estables. Por lo tanto, la segunda vía para cuantificación 
absoluta permite superar esta limitación, se le conoce como método de estándar interno 
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“parcial” (figura 8) y consiste en utilizar uno de los canales del agente ICD para derivatizar 
una mezcla de estándares (o un material de referencia certificado) con composición y 
concentración de analitos conocida, para después utilizar los derivados codificados por 
isotopos resultantes como estándares internos tipo ILIS, mientras que las muestras a 
determinar se derivatizan bajo condiciones iguales con los canales restantes del 
derivatizante. Se le conoce como “parcial” por el inconveniente de que se adiciona el 
estándar después del pretratamiento de muestra (y porque no emplea ILIS tal cuál, más bien 
los generados con el reactivo ICD y el material de referencia), impidiendo conocer con 
precisión los porcentajes de recuperación, al usar este enfoque es recomendable emplear 
protocolos de pretratamiento simples, bien establecidos y con altos porcentajes de 
recuperación, o en todo caso, apoyar el análisis con adición de estándar tipo AIS o URIS. 

 

Figura 8. Enfoques alternativos de cuantificación absoluta empleando derivatizantes codificados por isótopos pesados 
estables (caso particular con capacidad de multiplexado de 4 canales), (a) método SID + ICD y (b) método de IS “parcial”. 

Algunas de las limitaciones de la cuantificación con ICD se originan al combinar múltiples 
matrices de las muestras (extractos de muestras) para su medición simultánea lo que puede 
implicar incremento en los efectos de matriz y supresión de ionización. Además, el reactivo 
derivatizante también puede suprimir la ionización, aunque esto puede solucionarse con un 
quencher que reaccione con el exceso de reactivo. Otra potencial limitante es que al formar 
múltiples derivados con diferentes masas a partir de un compuesto diana, se emplean 
múltiples canales de detección simultánea (o transiciones SRM  si se cuantifica en MS2) en 
paralelo dentro de un corto tiempo para cuantificar los respectivos derivados, 
comprometiendo los tiempos de permanencia e implicando un decremento de la intensidad 
de los iones (sensibilidad) de los derivados. Además, si los tiempos de permanencia son 
reducidos, esto reducirá la reproducibilidad del ensayo (Higashi & Ogawa, 2020). 
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 I.3.  Derivatización de inversión de carga 

Con el fin de asegurar una alta población de iones de analitos en la fuente de ionización y 
así mejorar la sensibilidad, se han desarrollado diversas estrategias para la modificación 
selectiva de los grupos funcionales objetivo enlazando etiquetas cargadas o introduciendo 
grupos con alta afinidad protónica. Dentro de dichas modificaciones, en la bibliografía se han 
propuesto subdivisiones: (a) derivatización de generación de carga, (b) derivatización de 
inversión de carga (o interruptor de carga, en inglés charge-switch), y (c) derivatización vía 
reacción de intercambio selectiva con reactivo precargado. 

La derivatización por generación de carga involucra moléculas neutras de un analito y de uno 
o varios reactivos para dar una sal orgánica. Estos procesos pueden consistir en dos o en 
una etapa: la de dos etapas implica la reacción preliminar del analito con un reactivo 
bifuncional, cuya reactividad en una de las funcionalidades está dirigida al grupo diana en 
el analito, mientras que la otra funcionalidad es posteriormente convertida en residuo con 
carga fija, usualmente se trata de etapas separadas en el tiempo. Un ejemplo es la aplicación 
de anhídrido yodoacético o cloruro de yodoacetílo (reactivo bifuncional) a aminas primarias 
(las cuales reaccionan preferentemente sobre los derivados de ácido carboxílico) y 
posteriormente adicionando un compuesto nitrogenado básico capaz de cuaternizar 
(generando el residuo de carga fija) con el haluro terminal del reactivo bifuncional (Stults et 
al., 1993; Zaia & Biemann, 1995). Lo anterior ha sido aplicado al secuenciado parcial de 
péptidos y a la determinación a nivel de ultratrazas de péptidos por ESI-MS (Ba̧chor et al., 
2014; Setner et al., 2014). La acilación y cuaternización secuenciales, también se han aplicado 
en el análisis de varios alcoholes y fenoles (Ilyushenkova et al., 2017). Otro ejemplo de 
generación de carga en dos etapas consiste en la determinación de ácidos grasos de cadena 
larga por LC-ESI-MS/MS, en este caso se partió de la conversión de ácidos en cloruros de 
acilo seguida por la reacción secuencial con dimetilaminoetanol y yoduro de metilo [RCOCl 
+ HO(CH2)2N(CH3)2 + 3 CH3I → RCOO(CH2)2N+(CH3)3I-]. Este enfoque se ha usado en el 
análisis de ácidos grasos hidroxilados saturados e insaturados en varias matrices biológicas 
(X. Li & Franke, 2011). En cambio, durante la derivatización por generación de carga en una 
etapa no está implicado un reactivo bifuncional, solo se genera directamente la carga por 
reacción de las especies neutras (incluido el analito). Un ejemplo perfecto es la trimetilación 
en vacío de grupos amino primarios alfa y épsilon en péptidos en fase sólida en presencia 
de yoduro de metilo y/o yoduro de trideuterometilo (técnica IVICAT) [péptido-NH2 + 3 CX3I 
(X = H ó D) → péptido-N+(CX3)3I-] (Blagojevic et al., 2010). Otro ejemplo interesante es la 
cuaternización del grupo amino usando diazometano etéreo [R-NH2 + 3 nCH2N2 → R-
N+(nCH3)3Hal-] (nC=12C, 13C) (Betancourt et al., 2017; Wasslen et al., 2014), el diazometano 
reacciona con los grupos amino de los péptidos en una resina de intercambio catiónico 
fuerte, los derivados proveen alta sensibilidad cuando la muestra es multiplexada 
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utilizando diazometano etiquetado con 13C (técnica TrEnDi). La reacción de transformación 
de alcoholes alifáticos o alcoholes alílicos en sales cuaternarias bajo la acción de piridina y 
anhídrido trifluorometanosulfónico (Qi et al., 2020) también pertenece a esta categoría, y al 
igual que la anterior, tiene el potencial de combinarse con ICD, pero en este caso mediante 
el empleo de piridina-d5. 

La derivatización de inversión de carga (charge-switch) involucra la conversión de un grupo 
funcional que típicamente se observa en modo de ionización negativo (principalmente 
grupo ácido carboxílico como carboxilato [M-H]-), en uno cargado positivamente por una 
reacción con un reactivo que posee la carga fija o con un grupo con alta afinidad protónica. 
Este enfoque generalmente provee alta población de iones en fase gaseosa y por ello, alta 
sensibilidad (Somasundaram et al., 2016; Zaikin & Borisov, 2021) debido a que los iones con 
carga positiva permanente sólo son liberados de la fase liquida a la gaseosa y transferidos 
al espectrómetro de masas durante el proceso de electronebulización. 

La derivatización vía reacción de intercambio selectiva con un reactivo precargado cumple el mismo 
objetivo expandido a otros grupos funcionales no polares o difíciles de ionizar, pero que no 
necesariamente se observan de manera original en modo de ionización negativo, este 
principio se ha aplicado con aminas, carbonilos (aldehídos y cetonas), tioles, así como con 
alcoholes y fenoles. 

Los derivatizantes se desarrollan con base en los grupos funcionales diana presentes en los 
compuestos de interés (Bruheim et al., 2013): pese a que la dansilación es el proceso de 
derivatización más conveniente no sólo para aminas pero incluso también para alcoholes y 
fenoles, otros enlazadores típicamente empleados consisten en ésteres activos (de 2-halo-N-
metilpiridinio, de N-hidroxisuccinimida y de pentafluorofenilo), tioésteres de 
pentafluorofenilo, haluros de acilo, isotiocianatos (para aminas) y epóxidos (para alcoholes). 
Los fenoles y tioles comparten derivatizantes basados en haluros primarios y tosilato de 2-
fluoro-N-metilpiridinio. Los enlazadores usados exclusivamente para tioles consisten en 
fragmentos conteniendo haluros primarios, acrilamidopropilo y maleimida. Los carbonilos 
(aldehídos y cetonas) se suelen derivatizar con enlazadores basados en hidrazinas, 
hidrazonas, hidroxilaminas e incluso con aminas. Los ácidos carboxílicos por lo general se 
derivatizan a través de reacciones de amidación y menos frecuentemente de esterificación, 
empleando agentes de acoplamiento como las carbodiimidas, pero también sales de haluro 
de 2-halo-N-alquilpiridinio o incluso se puede realizar la conversión previa a haluros de 
acilo, típicamente por tratamiento con cloruro de tionilo o tribromuro de fósforo. 
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I.3.3 Fragmentación: una herramienta para cuantificación y elucidación estructural 

La fragmentación depende de la estructura del ion precursor, del modo de activación y de 
la energía requerida para el rompimiento de enlaces en fase gaseosa. Las fragmentaciones 
de los iones tipo [M+H]+ y [M-H]- se clasifica en dos grandes grupos de reacciones: (1) 
fragmentaciones de retención de carga y (2) fragmentaciones de migración de carga (CRF y 
CMF por sus respectivas siglas en inglés). El primer tipo genera fragmentos que preservan 
la carga en la localización original, se caracteriza por proceder a través de mecanismos 
concertados a bajas energías y se clasifica en nueve principales mecanismos: i) 
reordenamiento de hidrógeno remoto, ii) retro-Diels-Alder (RDA), iii) retro-eno, iv) retro-
heteroeno, v) fragmentación de carga remota, vi) eliminación aromática, vii) otros procesos 
pericícliclos, viii) eliminación de CO a partir de compuestos carbonilos cíclicos y ix) 
eliminaciones radicalarias. El segundo tipo (CMF) implica el desplazamiento de la carga 
respecto de su posición inicial dentro del ion precursor, difiere significativamente entre 
iones positivos y negativos (figura 9). En modo positivo se encuentran algunos subgrupos 
de CMF: i) rupturas inductivas simples, ii) rupturas inductivas asistidas por heteroátomos 
adyacentes, iii) reacciones de desplazamiento, iv) rupturas inductivas asistidas por 
remoción de hidrógeno , y v) fragmentación de Grob-Wharton (Demarque et al., 2016). 

 
Figura 9. Reacciones CMF de iones positivos (a), en los que usualmente se elimina como grupo saliente (y perdida neutra) 
al residuo en el que inicialmente se ubicaba la carga, y de iones negativos (b), en los que usualmente se elimina un grupo 
saliente con la carga en un sitio que inicialmente se encontraba en una región neutra de la molécula, mientras que la pérdida 
neutra contiene al grupo inicialmente cargado. 

A lo largo del estudio de ácidos grasos por espectrometría de masas se han reportado ambos 
casos de fragmentación, por ejemplo, CRM fue observada desde 1990 por E. Davoli y M. 
Gross en aductos de ácidos grasos con Ba2+ y Li+ del tipo [M-H+Ba]+ y [M-H+2Li]+, 
reconociendo la capacidad de MS para la exploración estructural en este grupo de analitos 
(Davoli & Gross, 1990). Veinte años más tarde Bollinger y colaboradores desarrollaron un 
nuevo reactivo charge-switch, el N-(4-aminometilfenil)piridinio (AMPP), el cual fue diseñado 
con base en cálculos de orbital molecular (Bollinger et al., 2010), buscando el incremento de 
la barrera energética de la ruptura del enlace C-N en la amida de ácidos grasos derivatizados 
con AMPP con el fin de favorecer la fragmentación de carga remota y la subsecuente 
obtención de fragmentos con información estructural. Adicionalmente, el AMPP ha 
demostrado proveer mejor relación señal/ruido (S/N) e incrementos drásticos de la 

a) 

b) 



Capítulo I  Introducción 

23 
 

sensibilidad (>102) al utilizar sistemas  ESI y MALDI (F.-F. Hsu, 2021; Wang et al., 2013). A 
diferencia de la CRF inducida por aductos metálicos, la cationización covalente con AMPP 
ha permitido de manera complementaria el desarrollo de enfoques ICD empleando su 
isotopólogo AMPP-d5, esto ha sido extensamente usado en el estudio de eicosanoides, 
oxilipinas entres otros analitos (Frankfater et al., 2018; Meckelmann et al., 2017). 
Recientemente el grupo de Ibrahim Kaya y colaboradores han expandido con éxito las 
aplicaciones de AMPP a la creación de imágenes por espectrometría de masas con MALDI 
y a la derivatización de aldehídos vía formación de bases de Schiff para el mapeo de ambos 
sub-metabolomas (metabolitos con funcionalidad aldehídica o de ácido carboxílico) en 
secciones de tejido cerebral de ratones y primates no humanos como modelos de la 
enfermedad del Parkinson (Kaya et al., 2023). Como ejemplo, se muestra el patrón de 
fragmentación del ácido araquidónico derivatizado con AMPP (20:4-n-6-AMPP) en la figura 
10. 

 

Figura 10. Patrón de fragmentación en espectro MALDI-MS/MS obtenido con MALDI-CID-FTIRC del ion m/z 471.33 
correspondiente al ácido araquidónico derivatizado con AMPP a partir de sección de tejido cerebral de rata (Kaya et al., 
2023), además de los iones diagnóstico para la asignación de las posiciones de cada doble enlace originadas por mecanismos 
CRM, se observan dos iones producto de alta intensidad correspondientes a fragmentos del derivatizante, específicamente 
los iones de m/z 169.08 y 183.09. 

Wang M. y colaboradores realizaron experimentos para comprender mejor la capacidad de 
AMPP para inducir CRF, compararon una serie de 4 derivatizantes (incluido AMPP), entre 
los cuales el derivatizante 4-aminometil-1-metilpiridinio (AMMP, figura 11) genera un 
patrón de fragmentación idéntico al de los derivatizados con AMPP (Wang et al., 2013), 
Wang enfatiza en su trabajo la importancia de la distancia entre la carga y el enlace amida 
dentro de los ácidos grasos derivatizados, resultando crucial un sistema conjugado como 
espaciador entre la carga y la amida para garantizar la fragmentación de carga remota. Los 
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isotopólogos de cada derivatizante son fácilmente accesibles a partir de sintones pre-
etiquetados comercialmente disponibles, piridina-d5 para AMPP y ICD3 para AMMP. 
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H

H

H

H N
+
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3
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Figura 11. Agentes derivatizantes de carga remota utilizados típicamente para la derivatización de lípidos y 
compuestos con un grupo ácido carboxílico en su estructura, y los hidrógenos fácilmente reemplazables por 
deuterio. 
En la figura 12 se muestran los patrones de fragmentaciones del ácido araquidónico 
derivatizado con AMPP (figura 12 A) y con AMMP (figura 12 B) reportados por Wang. 
Además de observar que AMPP y AMMP comparten la capacidad de generar iones 
diagnóstico estructuralmente valiosos, es claro que los espectros de MS2 del ácido 
araquidónico derivatizado con AMPP tanto reportados por Kaya (figura 10) cómo por Wang 
(figura 12), son consistentes. 

 

Figura 12. Patrones de fragmentación inducidos en el ácido araquidónico derivatizado con AMPP (A), y con AMMP (B). 
Las amplificaciones en líneas punteadas describen los iones en función de las diferencias de masas (o pérdidas neutras) a 
partir del ion precursor, ilustrando la equivaalencia de los derivatizantes como herramienta de elucidación estructural. 
Extraídos de Wang. et. al 2013. 

Un estudio reciente realizado por el grupo de Reuben Young reveló el primer caso de 
mecanismo de fragmentación de PUFAs derivatizados con AMPP o con AMMP mediante 
pérdida neutra de H2 a partir de dobles enlaces exclusivamente cis (figura 13d), comprobado 
mediante experimentos de disociación inducida por ozono OzID de los fragmentos 
obtenidos por este mecanismo, esta información es muy importante debido a que da mayor 
rigor y soporte al mecanismo de fragmentación, además denotan alta preferencia de los 
isómeros -cis respecto a los -trans para transcurrir por esta vía de fragmentación, logrando 
el máximo nivel de exploración estructural en PUFAs mediante espectrometría de masas 
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(Young et al., 2022). Las fragmentaciones de carga remota en ácidos grasos saturados, 
insaturados y poliinsaturados derivatizados con AMPP y AMMP generan iones diagnóstico 
mediante mecanismos de fragmentación bien definidos (figura 13). 

 

Figura 13. Típicos mecanismos de fragmentación de carga remota inducidos en FFAs derivatizados con AMPP ó AMMP. 
a) Reordenamiento de hidrógeno , escisión carbono-carbono ’’-’’. b) Eliminación 1,4 de hidrógeno. c) Fragmentación vía 
mecanismo alílico (tipo ) ’’-’’. d) Eliminación de hidrógeno a partir exclusivamente de dobles enlaces conjugados en cis. 

La fragmentación por migración de carga también se ha reportado para ácidos grasos 
derivatizados, particularmente con los derivatizantes AETMA (o colamina), DMED ó DEEP 
(figura 14). La fragmentación con estos agentes derivatizantes sólo genera iones diagnóstico 
para FA hidroxilados o que poseen grupo(s) epóxido(s) a lo largo de la cadena alquílica (Gao 
et al., 2023), para otros ácidos grasos convencionales (SFA, MUFA y PUFAS) la 
fragmentación ocurre siempre por perdida neutra constante vía CMF (Somasundaram et al., 
2016; Zaikin & Borisov, 2021). Pese a que estos derivatizantes no en todos los casos permiten 
inferir demasiada información de la estructura fina, sí mejoran la sensibilidad por introducir 
una carga permanente y ofrecen la capacidad de codificación isotópica (Figura 14). 

 

Figura 14. Estructura general de ácidos grasos derivatizados con AETMA, DMED ó DEED, y sus potenciales 
mecanismos de fragmentación vía CMF con perdida neutra constante. Aziridinación (rojo), remoción de hidrógeno  

(azul) o formación de 2-oxazolina (morado). 

a
) 

b
) 
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Las perdidas neutras son claras y constantes entre analitos derivatizados con cada uno de 
los tres derivatizantes (45, 73 y 59 Da para los respectivos isotopólogos ligeros de DMED, 
DEED y AETMA), sin embargo, no hay un consenso acerca del mecanismo de fragmentación 
de los ácidos carboxílicos derivatizados con AETMA, DMED y DEEA. Algunos reportes 
sugieren la formación de aziridina (Gao et al., 2023; M. Liu et al., 2018; J. Zhang et al., 2021; 
Zhu et al., 2016) correspondiente a un mecanismo de reacción de desplazamiento o cierre 
de ciclo 3-exo-tet (flecha y producto en rojo, figura 14), otros sugieren la vía de ruptura 
inductiva por remoción de hidrógeno  (W. J. Cai et al., 2019; Han et al., 2023), también 
conocida como eliminación de Hoffman (flecha y producto azul, figura 14) y apenas hace 
poco Dong Sun y colaboradores consideraron la potencial vía de cierre de ciclo 5-exo-tet 
(flecha y producto morado, figura 14) para formar la 2-oxazolina (Sun et al., 2018). Cabe 
mencionar que ésta vía es altamente favorable de acuerdo con las reglas de Baldwin 
(Gilmore et al., 2016). Una de las ventajas de contar con una transición única y altamente 
específica es el rendimiento en la generación de ion producto para enfoques cuantitativos 
por MRM o NLS. Una aplicación particular importante de mencionar es la desarrollada 
dentro del grupo de Shuling Xu, quienes implementaron una estrategia de doble 
derivatización combinado AETMA y Paternò-Büchi (PB). En este trabajo se consideró que la 
derivatización PB junto con las derivatizaciones de aziridinación catalizadas por Rh2esp2 
(Feng et al., 2022) son de las más populares dirigidas a los dobles enlaces para conseguir 
información estructural de MUFAs y PUFAs, pero que su desventaja consiste en la 
generación de pares de iones diagnóstico en modo negativo (a partir de los respectivos 
carboxilatos) y transcurre con baja efectividad generando señales débiles. Es por ello que Xu 
y colaboradores combinaron la derivatización sobre los dobles enlaces con una 
derivatización de inversión de carga sobre el grupo carbonilo empleando AETMA a través 
de etapas separadas en el tiempo, mejorando la intensidad de los iones diagnóstico y 
logrando la elucidación de la localización de dobles enlaces en ácidos grasos con hasta 6 
insaturaciones, expandiendo los alcances comparado con enfoques que emplean 
únicamente la reacción PB, cuyos alcances se limitan a PUFAs con 3 insaturaciones (S. L. Xu 
et al., 2020). Algunas limitaciones que acompañan este enfoque consisten en que los iones 
precursores ideales para obtener información estructural son aquellos que reaccionan con 
un sólo equivalente de acetona en la reacción de PB (o productos con una única etiqueta, 
dispersa en los distintos dobles enlaces), sin embargo, es bien conocido que a medida que 
aumenta el grado de insaturación de los ácidos se obtienen productos con múltiples 
etiquetas y el analito de interés se distribuye en múltiples iones (Esch & Heiles, 2018), en 
otras palabras, la reacción PB es divergente, aunado además a la baja abundancia de estos 
analitos en muestras biológicas y a la baja eficacia de reacción PB (~30%). Xu asegura en un 
comentario que su metodología ofrece abundancias de iones diagnóstico comparables o 
superiores respecto a AMPP, argumenta además que el empleo de AMPP requiere 



Capítulo I  Introducción 

27 
 

“habilidades sofisticadas de interpretación espectral”, pero algo importante a considerar 
para hacer una comparación objetiva es la naturaleza multietapa de la doble derivatización 
de Xu, la divergencia de productos en PUFAS de la etapa PB (para MUFAS no hay 
inconveniente), y las condiciones especiales requeridas para lograr la doble derivatización 
(atmósfera inerte y 1 hora de irradiación UV). En contraste, utilizando AMPP, la reacción 
ocurre con alto rendimiento bajo condiciones suaves y se obtiene un solo producto para cada 
ácido (reacción convergente) y a partir de dicho ion único se obtienen los fragmentos de 
interés. 

La vía de fragmentación de cierre de ciclo 5-exo-tet propuesta por Dong Sun y colaboradores 
para la fragmentación CMF de AETMA, DMED y DEED (en conjunto con la vía de 
aziridinación, y aunado a la ausencia de hidrógenos  en ácidos grasos derivatizados con 
AMPP y AMMP), podría contribuir a explicar cómo las estructuras de AMPP y AMMP 
inducen la fragmentación CRM mientras deslocalizan electrones (figura 15). 

 

 
Figura 15. Analogía del mecanismo de fragmentación por cierre de ciclo 5-exo-tet observado en sistemas que inducen CMF 
y cómo las formas resonantes de derivados de AMPP y AMMP podrían estabilizarse en forma de spiro-2-oxazolina 
facilitando la fragmentación de la cadena alquílica. Adaptado parcialmente de Dong Sun, 2018. 

AMPP y AMMP han sido utilizados satisfactoriamente en enfoques Shotgun, sin embargo, 
Dong Sun discute en su trabajo el inconveniente de que en el nivel de MS2 la cuantificación 
relativa de mezclas de isómeros se realiza normalizando los iones diagnóstico de mezclas 
de isómeros respecto a los iones procedentes del derivatizante (de m/z 169 ó 183), pero estos 
iones pueden proceder de contaminaciones isobaras o interferencias espectrales entre 
analitos y producir errores de cuantificación (Sun et al., 2018). Es importante encontrar un 
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balance o de ser posible una sinergia en las metodologías que permitan aprovechar ambos 
mecanismos de fragmentación CMF y CRM. 
En otro tema, varios de los derivatizantes isobáricos utilizados en proteómica comparten 
una región estructural en común (figura 16) que garantiza la liberación efectiva del grupo 
reportero (Chahrour et al., 2015; X. Chen et al., 2021; Higashi & Ogawa, 2016b, 2020). 

 

Figura 16. Homología estructural de los derivatizantes isobáricos en la región cercana al precursor del grupo reportero, 
Rn (n: 1, 2, 3 y 4) son distintas cadenas alquílicas y X un heteroátomo. 

 I.3.4 Misceláneo 

En la figura 17 y la tabla 2 se recopilan derivatizantes dirigidos a ácidos carboxílicos que 
confieren una o varias de las interesantes propiedades descritas en los apartados anteriores: 
ICD, switch-charge y/o fragmentación CRM ó CMF. 

 

Figura 17. Derivatizantes con carga fija y codificados por deuterio con enlazador basado en aminas primarias 
o secundarias dirigido al grupo funcional ácido carboxílico.
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Tabla 2. Derivatizantes con distintos enlazadores dirigidos al grupo carbonilo que poseen alta afinidad protónica o carga permanente y codificados por isotopos pesados 
estables (en algunos casos, ver figura 17 ). 

Derivatizante Técnica analítica 
Condiciones de 
derivatización 

Límite de 
detección y/o 
cuantificación 

Incremento 
de la 

sensibilidad 

Analitos 
determinados y/o 

cuantificados 

AMPP 

LC-IM-QTOF-
MS/MS 

LC-QqQ-MS 

 
EDC, OHBt en ACN/DMF 

(5:1; v/v). 40 °C, 40 min. 

0.2- 10.0 nM (1.0-
50 pg en 

columna) (LOD) 
--- 

Oxilipinas en cultivos 
celulares, suero y 
plasma humano 

UPLC-TQ-MS/MS 
EDC.HCl, OHAt en 

ACN/DMF (4:1; v/v). 60 
°C, 30 min. 

50-10 fg (LOQ) 60000 veces 
UFAs (C20) en suero de 

ratón 

nanoESI-TSQ-MS 

Mismo protocolo de 
Bollinger seguido de 

extracción con butanol/agua 
para infusión directa. 

--- 
100 veces en 

modo PIS 
PUFAs en suero 

humano 

nanoESI-TSQ 
y Q-Exactive MS 

EDC.HCl, OHBt en 
ACN/DMF (4:1; v/v). 70 

°C, 90 min. 

1.0 fmol/L 
(LOQ) 

--- 
Ácidos grasos en 
plasma humano 

(Hellhake et al., 2020; Bollinger et al., 2013; K. Yang et al., 2013; Wang et al., 2013). 

 
3 ó 4-I-AMPP 

 

HPLC-ESI-LTQ-
MS 

EDC, HOBt en ACN:DMF 
(4:1, v/v) 
65 °C, 1 h 

72 fmol en 
columna 

--- 

Ácidos grasos 
ramificados en piel de 

humanos recién 
nacidos 

(Narreddula et al., 2019) 
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AMMP 

nanoESI-TSQ 
y Q-Exactive MS 

EDC.HCl, OHBt en 
ACN/DMF (4:1; v/v). 70 

°C, 90 min. 
--- --- 

Ácidos grasos en 
plasma humano 

(M. Wang et al., 2013) 

 
BAPI 

 
MALDI-TOF-MS EDC, HOAt, t.a. 10s --- > 42 veces Péptido sintético 

(Qiao et al., 2013) 

 
APBQ 

 
HPLC-ESI-TSQ-MS 

DCC, piridina, 60 °C, 60 
min 

0.19-0.51 fmol 
(LOD) 

63 veces FA y ácidos biliares 

(Mochizuki et al., 2013) 

 
AETMA 

 

UHPL-ESI-QTOF-
MS 

TEA, HOBt + HATU, t.a. 1 
min 

0.01-5 pg (LOD), 
10-5000 fg (LOQ) 

> 2000 veces 
PUFAs en humanos 

asmáticos 

HPLC-ESI-QTOF-
MS 

TEA, HOBt + HBTU, t.a. 
toda la noche 

15-30 fmol (LOD) 1.5-3 veces 
Ác. Mirístico, oleico y 

araquidónico 

HPLC-ESI-LTQ-
Orbitrap-MS 

TEA, HOBt + HBTU, t.a. 
toda la noche 

--- 1.5-3 veces 
FFAs en huevos de 

gallina 

(Bian et al., 2017; Lamos et al., 2007; Torde et al., 2013) 
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DMED 

LC-TSQ-MS/MS 
y 

LC-QTOF-MS/MS 
TEA, CMPI, 40 °C, 60 min. 200 fg - 5.8 pg 9-323 veces UFAs (C2-C22) 

UHPLC-ESI-LTQ-
Orbitrap-MS 

TEA, CMPI, 40 °C, 60 min. --- --- Ácidos orgánicos 

HPLC-ESI(+)-
QQQ-MS/MS 

(MRM) 
TEA, CMPI, 40 °C, 1 h 

8.4-130 pg/mL 
(LOQ) 

14-398 veces 
5 ácidos retinoicos 

endógenos en suero 
humano 

UPLC-ESI(+)-QQQ 
-MS/MS (MRM) 

TEA, CMPI, 40 °C, 1h 
0.02-10 ng/mL 
(LOD), 0.05-25 
ng/mL (LOQ) 

5-138 veces 
HETEs, EETs y DHETs 
en diferentes muestras 

biológicas 

(An et al., 2020; Gong et al., 2022; Zhu et al., 2015, 2016) 

 
DEED 

 

ESI(+)-LIT-MS 
(shotgun-NLS) 

TEA, CMPI, 40 °C, 10 min 
0.03-0.4 nmol/L 
(LOD), 0.1-1.5 
nmol/L (LOQ) 

375-6667 
veces 

SFAs, MUFAs y PUFAs 
en Hígado de ratón con 

hígado graso no-
alcohólico 

ESI(+)-LIT-MS 
(shotgun-NLS) 

TEA,CMPI, 40 °C, 5 min 
baño de ultrasonido 

0.1-0.3 nmol/L 
(LOD), 0.3-1.0 
nmol/L (LOQ) 

2200-6670 
veces 

SFAs (C14-C20) 
UFAs (C18) 

aceite comestible 

UPLC-ESI(+)-LIT-
MS 

(MRM) 
TEA, CMPI, 50 °C, 40 min 

0.5-3 nM (LOD), 
1.5-6 (LOQ) 

--- 

SCFAs en muestras 
fecales de humanos con 

carcinoma 
hepatocelular 
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(M. Liu et al., 2018; S. L. Xu et al., 2020; J. Zhang et al., 2021) 

 
TMPP 

HPL-ESI-QTOF-
MS/MS 

CMPI/TEA (1.5:3) en 
ACN. t.a. baño de 

ultrasonido 30 min. 
--- --- 

Ác. levulínico 
Ác. glucorónico 

Ác. benzóico 
Ác. fenilacético 

Ác. Undecanoico 
Ác. Mirístico 
Ác. Palmítico 
Ác. Esteárico 

(Leavens et al., 2002) 

 
DMPP 

HPLC-ESI-QTOF-
MS 

SIM y SRM con 
LC-ESI-TQ-MS 

EDC, HOAt en MeOH. 
Secado y reconstitución en 

ACN. 

5-15 pM (FAs) 
10-200 pM (á. 

orgánicos) 

20-25 veces 
(péptidos) 

>2500 veces 
(FAs) 

375-1000 
veces (ácidos 

orgánicos) 

Péptidos de: Lisozima, 
-caseína, albumina de 

suero bovino. 
18 ácidos grasos libres 
y 6 ácidos orgánicos. 

(Leng et al., 2013) 
 

DAPPZ 
 
 
 

LC-ESI-TQ-MS/MS 
(SRM) 

DMT-MM en EtOH, t.a. 5 
min. 

Secado y reconstitución en 
ACN 

100-120 fg 

300 y 100 
veces 

(respectivam
ente) 

Ác. Araquidónico 
Ác. Eicosapentaenoico 

(Ogawa et al., 2016) 
 
 

TMPA 
 
 

MALDI-MSI HATU, HOBt, 60 °C, 1 h --- 
Más de 3 

órdenes de 
magnitud 

Ácidos grasos de 
cadena corta en 

microbiota intestinal 
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(Han et al., 2023) 
 

DMPI 
 
 

MALDI-MSI 
Activación con HATU 

sobe tejido seco, 10 min 
--- 

2-4 órdenes 
de magnitud 

FA en secciones de 
tejido de cáncer de 

tiroides 

(S. S. Wang et al., 2019) 
 

HMMP 
 

UPLC-ESI-MS 
(MRM) 

TEA, CMPI, 50 °C, 30 min --- > 2000 veces ´Ácidos grasos furanos 

(L. Xu et al., 2020) 

AMPP: N-(4-aminometilfenil)piridinio 
DMED: N,N-dimetiletilendiamina 
DEEA: N-dietiletilendiamina 
DMPP: 2,4-dimetoxi-6-piperazin-1-ilpirimidina 
DAPPZ: 1-[(4-dimetilaminofenil)carbonil] piperazina 
TMPP: propilamina tris(trimetoxifenil)fosfonio 
TEA: trietilamina 
EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

HOBt: Hidroxibenxotriazol 
HOAt: Hidroxiazabenzotriazol 
CMPI: yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio 
DMT-MM: 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio 
HETEs: ácidos hidroxieicosatetraenoicos 
EETs: ácidos epoxieicosatreinoicos 
DHETs: ácidos dihidroxieicosatrienoicos
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I.4. Ejemplos de reacciones de deuteración regioselectiva con potenciales aplicaciones 
en espectrometría de masas

I.4.1 Estrategias generales para marcaje con deuterio 

La incorporación de deuterio en centros de carbono es un proceso desafiante y altamente 
demandado en varias áreas, incluyendo ciencias de la vida, se le puede considerar cómo el 
proceso más fundamental de funcionalización del enlace C-H. Existen dos principales vías 
sintéticas para conseguir la incorporación: 1) síntesis multietapa convencional, en la que se 
suelen usar sustratos pre-etiquetados y/o incorporar los isótopos mediante las 
transformaciones inherentes a las reacciones, por ejemplo la reducción con reactivos 
deuterados (NaBD4 y LiAlD4) o la deuteración catalítica de compuestos insaturados con D2, 
entre otros y, 2) intercambio H/D directo sobre la molécula objetivo, ya sea mediante catálisis 
ácido/base, o con el uso de diversos catalizadores (tanto homogéneos como heterogéneos) 
inorgánicos y organometálicos, generalmente la catálisis heterogénea produce moléculas 
enriquecidas sin regioselectividad, mientras que la catálisis homogénea plantea el panorama 
de la deuteración regio e incluso enantioselectiva de diversos sustratos (Chatterjee & 
Chidambaram, 2018; Y. Li et al., 2022a; C. Liu et al., 2018; Salamanca & Albéniz, 2020; X. 
Yang et al., 2021), éste enfoque se caracteriza por preservar la identidad de la molécula al 
final del marcaje. Es frecuente que se combinen ambas vías de incorporación, intercambio 
H/D con síntesis multietapa, dependiendo de las moléculas objetivo, pues no siempre existe 
la alternativa de enriquecer directamente las especies objetivo. 

A continuación, se describen ejemplos de intercambio H/D ampliamente usados, basados 
en catálisis básica y con el uso de metales de transición. 

 I.4.  Intercambio de isótopos de hidrógeno vía catálisis básica 

Las reacciones de deuteración vía catálisis ácido/base se encuentran entre las más antiguas 
metodologías empleadas para mediar procesos de etiquetado isotópico, en la actualidad 
continúan cobrando importante atención, algunos ejemplos interesantes de catálisis  básica 
son la deuteración de fenoles empleando NaOH y D2O a 180 ºC en baño de microondas 
(Atzrodt et al., 2018). El sistema KOtBu/DMSO-d6 se ha empleado extensamente, Zhan, Yan 
y colaboradores demostraron su utilidad en la deuteración de bencilaminas (en presencia 
de NaH) (Y. Hu et al., 2015), este sistema también demostró alta eficacia de deuteración 
sobre sustratos difluorometilarenos (Huang et al., 2021). Recientemente, dos grupos 
reportaron independientemente la deuteración  y  de piridina y derivados (Kopf, Liu, et 
al., 2022a; Y. Li et al., 2022b), las condiciones consisten en tratamiento térmico en presencia 
del anión tert-butóxido como base, el cual es capaz de extraer un deuterón del DMSO-d6 
(fuente de deuterio) generando su base conjugada denominada dimsil, facilitando además 
la deprotonación de la piridina y permitiendo con ello el intercambio H/D entre Py/DMSO-
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d6. Los autores exploraron los posibles mecanismos llegando a la conclusión de que la 
reacción transcurre por vía aniónica, de hecho, el contraión del -OtBu juega un rol crucial en 
la estabilización del anión piridinio. Se demostró que al secuestrar el catión con éter corona 
la reacción no transcurre, además el K+ ofrece la mejor estabilización respecto a Na+ y Li+ 
(según los respectivos porcentajes de deuteración); además, los cálculos computacionales 
mostraron que la regioselectividad del proceso de deuteración está conferida por el orden 
relativo de estabilidad de los isómeros del anión piridinio (figura 18). 

 

Figura 18. Perfil de energía libre de Gibbs relativa (al anión de menor energía, D4) de los aniones soportados en 
,  y , y las distribuciones experimentales del grado de deuteración. (la cantidad en azul y entre paréntesis 
corresponde a la diferencia de energía libre de Gibbs entre el sustrato y el isómero aniónico más estable). Tomado 
del material suplementario de Kopf y colaboradores (Kopf, Liu, et al., 2022a). 

La piridina es un sustrato interesante para la síntesis de agentes derivatizantes codificados 
con deuterio y efectivamente, existen derivatizantes reportados en la bibliografía que 
contienen piridina en su estructura, tales son los casos del reactivo P de Girard y el AMPP. 
Cabe también mencionar que la piridina es un compuesto relativamente económico, su 
isotopólogo d5 se usa como solvente para experimentos de NMR. Una vía para acceder a la 
piridina pentadeuterada es la reportada por Werstiuk y Ju en 1988 (Henry Werstiuk & U, 
1989), la síntesis no emplea catalizadores, pero requiere condiciones extremas de 
temperatura y tiempo de reacción prolongado (figura 19). 

 

Figura 19.  Perdeuteración de piridina en condiciones neutras a elevadas temperaturas con D2O cómo fuente de deuterio, 
reproducido de la publicación de Westiuk y Ju. 

I.4.3 Intercambio de isótopos de hidrógeno asistida por metales de transición 

Los catalizadores basados en varios metales de transición, tales como Ir, Pd, Ru, Rh, Pt, Fe, 
Ni y Co se han adoptado para el intercambio de isótopos de hidrógeno directo sobre 
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moléculas de interés, tanto a compuestos con actividad biológica cómo sintones moleculares 
(para post-transformación) con amplias aplicaciones (Atzrodt et al., 2018; Grocholska & 
Bachor, 2021; Kopf, Bourriquen, et al., 2022). Además de los ejemplos enlistados antes para 
acceder a los isotopólogos ,-d3 y d5 de piridina (vía catálisis básica y condiciones neutras 
con alta temperatura, respectivamente), existen ejemplos basados en metales de transición 
para acceder al isotopólogo d5 (aunque con ligeramente menor grado de enriquecimiento) 
empleando el tri-hidruro de rutenio soportado por un carbeno estable Cp(NHC)RuH3 (figura 
20) con benceno-d6 como fuente de deuterio (Mai et al., 2019). 

 

Figura 20. Intercambio hidrógeno/deuterio en hetero-arenos nitrogenados (específicamente piridina) bajo condiciones 
suaves catalizado por rutenio con baja carga de catalizador (0.1 mol %), reproducido de Mai y colaboradores, 2019. 

Otros ejemplos de deuteración de hetero-arenos nitrogenados deficientes de electrones 
cómo la piridina, son los reportados por Chirik y colaboradores (H. Yang et al., 2018) 
empleando catalizadores de hidruro de níquel con ligantes diimina electrodonadores 
altamente voluminosos, a través de la cuál accedieron al isotopólogo -d2 de la piridina con 
D2 como fuente de deuterio (figura 21). 

 

Figura 21. Esquema general para la obtención del isotopólogo -d2 de piridina mediante intercambio de isótopos de 
hidrógeno catalizado por níquel (izquierda), y precatalizador de primera generación de hidruro de Ni(I) de -diimina 

(derecha). Reproducido de Chirik y colaboradores, 2018. 
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El precatalizador de primera generación del grupo de Chirik con sustituyentes diisopropilo 
es altamente estable en su forma dimerica, sin embargo, la forma activa del catalizador 
consiste en el hidruro de su monómero. A partir del criterio anterior Chirik y colaboradores 
desarrollaron una segunda generación del catalizador utilizando un ligante voluminoso no 
electro-atractor con el fin de desestabilizar el dímero hidruro (precatalizador) e incrementar 
la actividad del catalizador (Zarate et al., 2019), lo que permitió no sólo mejorar la actividad 
catalítica, sino que además consiguieron extender los sitios de marcaje en varios sustratos 
(incluida la piridina), accediendo al isotopómero ,-d3 del isotopólogo trideuterado de 
piridina ( figura 22), aunque con deuteración parcial en la posición gamma. 

 
Figura 22. Esquema general para la obtención del isotopólogo -d3 de piridina mediante intercambio de isótopos de 
hidrógeno catalizado por níquel (izquierda), y precatalizador de segunda generación de hidruro de Ni(I) de -diimina 

(derecha). Reproducido de Chirik y colaboradores, 2019. 

Las sales de plata son frecuentemente adicionadas como base en ciertas reacciones de 
acoplamiento cruzado, en las que el Pd juega un rol protagónico en la activación del enlace 
C-H. Aunado a ello, recientemente se ha reconocido la capacidad independiente de especies 
de Ag(I) en la activación de enlaces C-H y en el acoplamiento cruzado (Platt et al., 2023), de 
hecho, se ha reportado la deuteración como caso de funcionalización del enlace C-H 
mediante sistemas conformados por carbonato de plata con fosfinas voluminosas sobre 
varios sustratos cómo hetero-arenos de cinco miembros y fármacos (E. C. Li et al., 2019; 
Sheng et al., 2022; Tlahuext-Aca & Hartwig, 2021) con alta selectividad del sitio marcado, así 
como multideuteración en sustratos arenos y hetero-arenos bromados (G. Q. Hu et al., 2021) 
y multideuteración de compuestos aromáticos nitrados (Tang et al., 2023). Estos últimos 
fueron obtenidos utilizando Ag2CO3/PPh3 (1:3), cabe mencionar que este sistema catalítico 
es muy dinámico debido a la labilidad del enlace Ag-PPh3, por lo que genera múltiples 
especies en solución, de las cuales se han caracterizado tres principales (Bowmaker et al., 
2011; Platt et al., 2023), incluyendo {Ag(PPh3)}2(-2, 2-CO3), {Ag(PPh3)2(2-HCO3)}2 y 
{Ag(PPh3)2}2(-2, 1-CO3) (figura 23). 
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Figura 23. Especies generadas en solución por la mezcla Ag2CO3 y PPh3 (caracterizadas por NMR de baja temperatura de 
1H y 31P{1H}, NMR de ángulo mágico e IR in situ). Específicamente se muestran de izquierda a derecha: {Ag(PPh3)}2(-

2, 2-CO3), {Ag(PPh3)2(2-HCO3)}2 y {Ag(PPh3)2}2(-2, 1-CO3), de acuerdo con Patt, 2023 y Bowmaker, 2011. 

Dentro de los reportes actuales de deuteración mediada por sales de Ag(I) con fosfinas 
voluminosas hay un consenso del mecanismo propuesto, como ejemplo se muestra el 
mecanismo para la multideuteración (en orto y en meta) del 1-bromo-4-nitrobenceno 
reportado por Tang, partiendo del complejo {Ag(PPh3)}2(-2, 2-CO3) (figura 24). 

 

Figura 24. Mecanismo de deuteración en orto y en para de compuesto nitroaromático. Reproducido de Tang, 2023.
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➢ Objetivos generales 

 

Sintetizar al menos dos compuestos etiquetados con deuterio para su aplicación como 
agentes derivatizantes o estándares internos en la determinación de algunos compuestos 
por espectrometría de masas, considerando como analitos de interés los ácidos grasos. 

 

➢ Objetivos particulares 
 

a. Diseño, síntesis y caracterización de agentes derivatizantes ligeros y etiquetados con 
deuterio. 

b. Evaluación de: i) reactividad de los agentes sintetizados frente a analitos modelo, ii) 
estabilidad de isótopos incorporados durante análisis y, iii) condiciones de reacción de 
derivatización. Aplicación de los derivatizantes obtenidos en el análisis de muestras 
reales. 

c. Diseño, síntesis y caracterización de potenciales estándares internos deuterados para su 
aplicación en el análisis cuantitativo de aminoácidos, ácidos grasos u otro tipo de 
compuestos. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
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Capítulo III. Parte experimental 

Reactivos: Los reactivos utilizados para la síntesis de los isotopólogos de los derivatizantes 
AEPy, AMPP y AMMP así como en las reacciones de derivatización (entre paréntesis el 
respectivo número CAS) fueron los siguientes: piridina (110-86-1), piridina-d5 (7291-22-7), 
bromhidrato de 2-bromoetilamina (2576-47-8), DMSO-d6 (2206-27-1), KOtBu (865-47-4), 1-
bromo-4-nitrobenceno (586-78-7), AgNO3 (7761-88-8), Na2CO3 (497-19-8), PPh3 (603-35-0), 
K2CO3 (584-08-7), terc-butilmetil éter (1634-04-4) , KCN (151-50-8), Zn (7440-66-6), 1-bromo-
2,4-dinitrobenceno (584-48-5), 2-piridincarboxaldehído (1121-60-4), 3-
piridincarboxaldehído (500-22-1), 4-piridincarboxaldehído (872-85-5), clorhidrato de 
hidroxilamina (5470-11-1), acetato de sodio (127-09-3), amoniaco acuoso (1336-21-6), acetato 
de amonio (631-61-8), dicarbonato de di-terc-butilo (24424-99-5), clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimda (EDC, 25952-53-8), hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol HOBt.xH2O (123333-53-9), ICH3 (74-88-4), 2-bromopiridina (109-04-6), 
2-cloropiridina (109-09-1), NiCl2 (7718-54-9), NaBH4 (16940-66-2), TEA (121-44-8), se 
compraron en Sigma Aldrich, México, grado reactivo. 

Solventes y suplementos: Los disolventes utilizados fueron agua, acetonitrilo (ACN), 
diclorometano (CH2Cl2), tetrahidrofurano (THF), dimetilsulfóxido (DMSO), acetato de etilo 
(EtOAc), dimetilformamida (DMF), oxido de deuterio (D2O), cloroformo deuterado CDCl3, 
dimetilsulfóxido deuterado DMSO-d6, todos ellos se compraron en Sigma Aldrich, México. 
El agua desionizada (18.2 MΩ cm) se obtuvo mediante un sistema purificador de agua Milli 
Q Labconco Water PRO PS tras previa destilación. El aceite de menhaden (CAS No. 8002-
50-4) se compró en Sigma Aldrich, el material de referencia certificado aceite de hígado de 
bacalao (No. de certificado LRAC8228) se adquirió con Supelco. Los aceites vegetales 
comestibles y suplementos de aceite de pescado analizados fueron adquiridos en tiendas 
departamentales locales en la ciudad de Guanajuato capital, México. 

Sistemas de reacción, almacenamiento y muestreo: Tubo J-Young con tapa de teflón, 
matraces bola (25 mL) y Erlenmeyer (10, 25 y 50 mL), línea Schlenk, viales de vidrio de 30 
mL, tubos Eppendorf de 1.5 y 2 mL, tubos falcón de 15 mL, tubos para RMN, viales para 
automuestreador e insertos de 350 L. 

Instrumentación analítica y condiciones de los análisis:  

-Para el análisis por espectrometría de masas con infusión directa se utilizó un 
espectrómetro de masas de alta resolución equipado con sistema de ionización por 
electronebulización y analizador de masas en tándem cuadrupolo tiempo de vuelo (ESI(+/-
)-QTOF MS) modelo Maxis-Impact de Bruker®. Las muestras se introdujeron al equipo por 
infusión directa mediante una bomba de jeringa de 1 vía de la marca KDScientific. 
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-Para el análisis por LC-MS de los ácidos derivatizados se utilizó un cromatógrafo de 
líquidos UltiMate 3000 de Dionex, Thermo Sientific equipado con bomba binaria, 
desgasificador, compartimento con termostato para columna y automuestreador, acoplado 
con un espectrómetro de masas de trampa iónica de la serie amaZon equipado con una 
fuente de ionización por electronebulización (ESI-ITMS) de Bruker Daltonics. La separación 
cromatográfica se llevó a cabo utilizando una columna kinetex de 2.6 m C18, 150 x 3.00 mm 
de phenomenex. 

-Para el análisis mediante experimentos 1D y 2D homo y hetero multinucleares (de protón 
1H, carbón desacoplado de hidrógeno 13C{1H}, 2H, Attached Proton Test ATP, Correlation 
Spectroscopy COSY, Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy NOESY, Heteronuclear Single 
Quantum Correlation HSQC, Heteronuclear Multiple Bond Correlation HMBC) en CDCl3 o 
DMSO-d6, se utilizó un equipo de Resonancia Magnética Nuclear de 500MHz modelo 
Avance III HD Ultrashield de Bruker®. El secado de muestras tras purificaciones o 
extracción líquido-líquido para retirar disolventes, o como etapa preparativa para análisis 
se llevó a cabo en evaporador rotatorio marca Heidolph modelo G1. 

Softwares para procesamiento de datos: Las estructuras químicas y los esquemas se 
ilustraron usando los siguientes softwares: a) ChemSketch de ACD labs, b) ChemDraw 
Professional o c) Inkscape. Para la configuración del método y el control del espectrómetro 
de masas, así como para la adquisición de datos se utilizó el Software otofControl 
(BrukerDaltonics). Para la configuración y control del método cromatográfico se utilizó el 
software HyStar. El procesamiento de datos se realizó con el Software Compass 
DataAnalysis 4.1 (BrukerDaltonics). La substracción de línea base se realizó con algoritmo 
Gauss con filtración de 3 puntos, 7 ciclos y llanura de 0.5. La asignación de fórmula 
molecular se hizo con la función “SmartFormula Manually” con tolerancia de 2 ppm. La 
cuantificación se llevó a cabo con los datos preprocesados usando el software 
QuantAnalysis  (BrukerDatltonics). Las curvas de calibración para calcular el porcentaje de 
sustitución %D/H unido a carbono se realizaron con apoyo del plug-in Periodic Table Editor 
declarando nuevas relaciones hipotéticas de abundancia isotópica de 1H y 2H asociadas a un 
símbolo para distinguir el elemento declarado. Posteriormente, se utilizó la herramienta de 
simulación de patrón isotópico (Simulate Pattern) para registrar las variaciones teóricas de 
las contribuciones isotópicas de acuerdo con el porcentaje de deuterio contenido en las 
fórmulas químicas encontradas experimentalmente para n deuterios contenidos entre 0 y 
100% con incrementos de 20%. Las intensidades y/o áreas de los picos más sensibles al 
cambio de relación isotópica entre hidrógeno y deuterio para los iones de relevancia se 
graficaron en Excel ajustando por regresión la línea de tendencia con funciones lineales o 
polinómicas según el caso y generando la ecuación de calibración asociada. Los espectros 
de NMR se procesaron con el Software TopSpin 4.2.3 de Bruker®. 

Para el tratamiento estadístico se utilizó Excel, de la paquetería Ofoce.
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Capítulo IV. Resultados y discusión 

IV.1. Síntesis de los isotopólogos d0, d3 y d5 del agente derivatizante AEPy 

IV.1.1 Deuteración de piridina vía intercambio  /D empleando el sistema 
KOtBu/DMSO-d6 

Inicialmente se llevó a cabo la deuteración de piridina en las posiciones  y  de acuerdo con 
lo descrito recientemente por dos grupos de investigación de manera independiente (Kopf, 
Liu, et al., 2022b; Y. Li et al., 2022b), empleando el sistema KOtBu/DMSO-d6 bajo atmosfera 
de nitrógeno con calentamiento convencional (100 °C) durante tres días (Figura 23). 

 

Figura 23. Deuteración de piridina mediada por base. 

 

Luego de reproducir exitosamente la deuteración reportada, se evaluó el intercambio 
inverso (D/H) permutando los isotopólogos de piridina (Py/Py-d5) y de dimetilsulfóxido 
(DMSO-d6/DMSO) para obtener el isotopólogo bideuterado de piridina--d2 a partir de la 
piridina perdeuterada adquirida comercialmente (Figura 24). 

 

Figura  24. Condiciones de intercambio D/H empleados para la obtención de la piridina--d2. 

 

La regioselectividad de la deuteración en ambos sistemas está conferida, de acuerdo con 
experimentos y estudios teóricos realizados por los autores, por la estabilidad relativa de 
intermediaros aniónicos sobre los átomos de carbono del heterociclo, resultando más 
estables los carbaniones soportados en las posiciones  y  respecto a la posición . 

La caracterización de ambos productos se realizó por dos técnicas: para el porcentaje global 
de deuteración se utilizó espectrometría de masas de alta resolución (Figura 25), y a su vez 
la posición de los deuterios fue confirmada por espectroscopía de resonancia magnético 
nuclear de protón (Figura 26). 
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Figura 25. Comparación de espectros de masas de alta resolución de la piridina con composición isotópica 
natural (a) y de los isotopólogos sintéticos -d2 (b) y ,-d3 (c), adquiridos por infusión directa en ESI-QTOF-

MS. 

 

Figura 26. Espectros de 1H NMR de los tres isotopólogos de piridina, d0 o distribución isotópica natural (a), 
isotopólogo ,-d3 (b) e isotopólogo -d2 (c). 
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En los espectros de masas se puede apreciar el pico pseudo-monoisotópico D2 del ion [Py-
-d2+H]+ con m/z 82.06, así mismo se observan los picos de m/z 80.02 y 81.01 (espectro b en 
figura 25) correspondientes al dimetilsulfóxido parcialmente enriquecido con deuterio 
[DMSO+H]+. El pico pseudo-monoisotópico D3 del ion [Py-,-d3+H]+ se observa en m/z 83.06, 
y en este caso de manera análoga al anterior se observan las señales del [DMSO-d6+H]+ 
parcialmente agotado con relación m/z 83.04 y 84.07 (espectro c en figura 25). 

La comparación de los espectros de 1H-NMR de los dos isotopólogos sintéticos respecto a la 
piridina con abundancia natural, evidencian la tendencia regioselectiva para el intercambio 
de isótopos de hidrógeno (figura 26) así como el alto grado de incorporación de deuterio. El 
intercambio isotópico en las posiciones  y  se confirma de manera indirecta por la ausencia 
de señales en los desplazamientos 7.28 y 7.68 ppm, respectivamente, mientras que para el 
sistema etiquetado en  la ausencia de señal en 8.55 ppm confirma la presencia de deuterios 
en esta posición, además, los cambios en las multiplicidades por pérdida de acoplamiento a 
tres enlaces entre hidrógenos complementan lo discutido previamente (J−= 4.35 Hz para 
Py-d3, J−= 1.85 Hz y J−= 4.35 Hz para Py-d2). 

IV.1.  Síntesis y caracterización de los isotopólogos d0, d3 y d5 de AEPy 

La síntesis de los isotopólogos del agente derivatizante AEPy (bromhidrato del bromuro de 
1-(2-aminoetil)piridinio) consistió en la cuaternización independiente de tres isotopólogos 
de piridina: el de abundancia natural, la Py-d3 previamente etiquetada en nuestro 
laboratorio (la piridina bideuterada se reservó para la posterior construcción de otro 
derivatizante) y la Py-d5 obtenida de una casa comercial, mediante una reacción de 
sustitución frente al bromhidrato de 2-bromoetilamina (Figura 27) con modificaciones de un 
procedimiento reportado para el isotopólogo de abundancia natural (X. L. Chen et al., 2020). 

 

Figura 27. Reacción general para la obtención del derivatizante codificado por isótopos AEPy (d0, d3 y d5). 
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Los productos obtenidos tras la síntesis se 
confirmaron por análisis de HRMS y NMR, 
siguiendo las etiquetas y verificando la consistencia 
del grado de enriquecimiento para los isotopólogos 
pesados respecto a sus sustratos de partida. 
Particularmente los espectros de masas permitieron 
la observación de los iones previstos para los tres 
isotopólogos AEPy-d0, AEPy-d3 y AEPy-d5, con 
relaciones m/z 123.08, 126.10 y 128.12, 
respectivamente. En la figura 28 se muestran los 
espectros MS de los tres isotopólogos adquiridos 
por separado vía infusión directa, es claro que 
ambos isotopólogos pesados (AEPy-d3 y AEPy-d5) 
no poseen contribuciones en su patrón isotópico 
que interfieran con el pico monoisotópico de AEPy-
d0, haciéndolos adecuados hasta este punto para su 
utilización cómo estándares internos tipo ILIS. 

El espectro de 1H NMR de AEPy-d0 mostró las tres señales esperadas en la región de los 
aromáticos a 9.19, 8.67 y 8.23 ppm, cómo doblete, triplete y triplete, respectivamente, dos 
tripletes en la región de metilenos a 4.98 y 3.57 ppm y un singulete correspondiente a la 
amina primaria en 8.32 ppm, los isotopólogos tri- y penta-deuterados se confirmaron por 
ausencia de la señal  y de las tres señales aromáticas, respectivamente. Puntualmente, el 
isotopólogo AEPy-d3 se obtuvo con menor pureza, se decidió continuar utilizándolo tal cuál, 
pues no se observaron inconvenientes de comportamiento durante el análisis por HRMS. 

 

Figura 29. Espectros de 1H NMR de los tres isotopólogos del derivatizante AEPy. AEPy-d0 (azul), AEPy-d3 
(naranja) y AEPy-d5 (rojo). 
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Figura 28. Espectros de masas de los tres 
isotopólogos del derivatizante. AEPy-d0 
(azul), AEPy-d3 (naranja) y AEPy-d5 (rojo). 
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IV.  Síntesis del reactivo de Mukaiyama 

Se preparó el haluro de 2-halo-N-metilpiridinio haciendo reaccionar la 2-cloropiridina con 
yoduro de metilo (Figura 30) de acuerdo con la reacción reportada originalmente por Teruaki 
Mukaiyama (Mukaiyama, 1979). 
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Figura 30. Reacción para la obtención de la sal de Mukaiyama. 

Se verificó la formación del producto esperado yoduro de 2-cloro-N-metilpiridinio (CMPI) 
por 1H NMR (figura 31) y HRMS (figura 32), se observó adicionalmente la formación de 2-
yodo-N-metilpiridinio sin sorpresa, pues se ha reportado con anterioridad el intercambio 
de halógenos  Py+-X + Y- → Py+-Y + X- en estos sistemas (Leon Bradlow & Vanderwerf, 
1951). 

 

 

Figura 31. Espectro de 1H NMR del producto de reacción entre la 2-cloropiridina y el yoduro de metilo, las cuatro señales 
mayoritarias (9.2, 8.6, 8.3 y 8.1) corresponden al producto 2-cloro-N-metilpiridinio mientras que las minoritarias (7.6, 7.3, 
6.3 y 6.1) son atribuibles al producto 2-yodo-N-metilpiridinio, además se observan las señales de los metilos en campo alto. 

El discernimiento entre las señales y sus correspondientes especies se apoya en un 
experimento complementario utilizando la 2-bromopiridina en lugar de su análogo clorado. 

Transcurrido el tiempo de reacción se colectaron los cristales formados, se decantaron, se 
lavaron dos veces con acetona fría y se secaron para utilizarse en las etapas posteriores. 
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Figura 32. Espectros adquiridos en ESI(+)-QqTOF-MS por infusión directa de los productos obtenidos de la reacción entre 
la 2-cloropiridina y el ICH3. Se observan los productos 2-cloro-N-metilpiridinio, 2-yodo-N-metilpiridinio y además algunos 
dímeros del tipo [2M.X]+ formados en fase gas. Las m corresponden a la diferencia de masa entre el yodo y el cloro. 

IV.3 Comparación del rendimiento del reactivo de Mukaiyama (CMPI) y la 
carbodiimida EDC como agentes de acoplamiento para la derivatización de ácidos 
grasos modelo 

Luego de realizar pruebas de derivatización preliminares en ácidos grasos de cadena corta 
y verificación de estabilidad del deuterio después de la reacción (Anexo 1), se llevaron a cabo 
una serie de experimentos para comparar la eficacia relativa de reacción al emplear CMPI ó 
EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) como agentes de acoplamiento en la 
reacción de derivatización (obtención de amidas) entre AEPy-d0 y una mezcla de seis ácidos 
grasos saturados (SFA) con cadenas de 6, 7, 9, 11, 12 y 18 carbonos y concentración de 50 
mM c/u. Para examinar el efecto de temperatura, las reacciones se llevaron a cabo a 30 y 40 
ºC. Las cuatro condiciones se designaron con las claves CMPI-30, CMPI-40, EDC-30 y EDC-
40 de acuerdo con el agente de acoplamiento y la temperatura, los experimentos se 
realizaron por triplicado y en todos los casos el tiempo de reacción fue de 30 minutos, al 
terminar las soluciones de reacción se diluyeron 500 veces en ACN:H2O (1:1) para su análisis 
por infusión directa. Para comparar la eficacia relativa de reacción entre los cuatro 
tratamientos, se adicionó al final de la reacción una solución con 2 equivalentes de cada uno 
de los 6 ácidos derivatizados con AEPy-d3 (empleando las condiciones del experimento 
CMPI-30 en paralelo) a todas las condiciones de reacción. Las intensidades de los ácidos 
derivatizados en las condiciones comparadas se normalizaron respecto a las intensidades 
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de sus respectivos isotopólogos deuterados adicionados por igual tras la reacción. Los 
resultados se reportan en la Figura 33. 

 

Figura 33. Comparación de la eficacia relativa de derivatización entre dos agentes de acoplamiento a dos temperaturas 
distintas, los resultados para cada ácido se muestras normalizados respecto a su isotopólogo trideuterado adicionado por 

igual a los cuatro tratamientos. (n=3) 

El gráfico de la figura 33 arrojó información clara e interesante, la temperatura no influye 
significativamente en la reacción de derivatización cuando se utiliza CMPI cómo agente de 
acoplamiento, en cambio, al utilizar EDC para activar los ácidos, el rendimiento relativo se 
favorece consistentemente al emplear más alta temperatura. En general, para incrementar 
el rendimiento de derivatización la mejor opción resultó ser el EDC como agente de 
acoplamiento y la temperatura de reacción de 40 º C. Cabe mencionar que la repetibilidad 
de los resultados no es excelente (valores de DE) debido a que fueron obtenidos antes del 
mantenimiento del espectrómetro de masas. 

IV.4 Efecto de la composición de solventes en la derivatización de ácidos grasos 
empleando el reactivo de Mukaiyama y el agente derivatizante AEPy 

La etapa clave para favorecer el rendimiento durante la formación de amidas en reacciones 
que implican agentes de acoplamiento es la formación del “éster activo”, pues la generación 
del producto de sustitución deseado depende de la cantidad y estabilidad de este 
intermediario. La presencia de solventes nucleófilos promueve la reacción de solvólisis, 
evitando la formación del producto (Figura 34); además, la baja solubilidad del clorhidrato 
de AEPy en ACN absoluto despertó el interés por evaluar el efecto del solvente portador del 
derivatizante sobre la eficacia de la reacción. Se utilizaron mezclas ACN/H2O y MeOH/H2O 
en distintas proporciones (en las que AEPy sí es soluble), así mismo se probó la reactividad 
en presencia de trietilamina ACN:Et3N y en un solvente polar aprótico (DMF). 
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Figura 34. Formación del éster activo y del producto de sustitución entre un ácido carboxílico y un nucleófilo (AEPy o 
solvente nucleófílo) utilizando la carbodiimida EDC (a) o el reactivo de Mukaiyama CMPI (b) cómo agentes de acoplamiento. 

Como un ejemplo de los ácidos a derivatizar, se utilizó el ácido propiónico al 75 mM en 
ACN:DMF (4:1) agregando CMPI al 75 mM en ACN/Et3N al 0.1 M. En este sistema, se 
compararon 7 opciones con distinta composición de solventes para el derivatizante AEPy: 
A) Et3N 0.1 M en ACN, B) ACN/DMF (4:1), C) H2O 100%, D) ACN/H2O (1:1), E) ACN/H2O 
(80:20), F) MeOH 100% y G) MeOH/H2O (1:1), en todos los casos con concentración de AEPy 
50 mM, manteniendo constantes la temperatura y el tiempo de reacción (40 °C y 30 minutos, 
respectivamente). Terminada la reacción las mezclas se diluyeron 100 veces en ACN/H2O 
(1:1) y se analizaron por HRMS realizando infusión directa (Figura 35). 

 

Figura 35. Espectros de masas tras las reacciones utilizando las distintas composiciones de solventes, el ion de m/z 123.19 
corresponde al derivatizante sin reaccionar, mientras que el ion de m/z 179.11 corresponde ácido propiónico derivatizado (el 
agente de acoplamiento fue CMPI). 
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Los experimentos llevados a cabo únicamente con H2O ó MeOH y con cualquier relación de 
ACN/H2O o MeOH/H2O ponen en evidencia que la reacción fue incompleta, pues se observa 
baja intensidad del ion de m/z 179 (correspondiente al producto de derivatización del ácido 
propiónico), y por la presencia de un ion de gran intensidad en m/z 123, correspondiente al 
AEPy sin reaccionar, esto sugiere que está ocurriendo la solvólisis del éster activo, evitando 
el desplazamiento de la reacción hacia la formación de los productos; la relación entre 
intensidades de los iones 179/123 ofrece una noción de la tendencia a solvólisis de las 
distintas composiciones de solventes. Como se observa en la Fig. 35, dicha relación para las 
mezclas ACN/H2O presentó la tendencia E > D > C  con valores de 0.5, 0.4 y 0.2, 
respectivamente. En el caso del solvente compuesto por MeOH 100% y por MeOH/ACN 
(1:1), la tendencia observada fue G > F, con valores 179/123 de 0.6 y 0.2 respectivamente. En 
los experimentos llevados a cabo en mezclas compuestas por solventes no nucleófilos 
(ACN/Et3N y DMF) no sólo se observa mayor intensidad del ion de interés (m/z 179), sino 
que también se observa el consumo casi completo del derivatizante AEPy, con relación de 
iones 179/123 de 176.2 para A y 111.6 para B. A simple vista parece no existir una 
contribución importante de la trietilamina en la reactividad, sin embargo, tanto por la 
compatibilidad del acetonitrilo con columnas cromatográficas como por la presencia de base 
que potencialmente puede inhibir la protonación de especies indeseadas en mezclas 
complejas, se eligió al ACN/Et3N como la mejor alternativa para las reacciones posteriores. 

IV.5 Condiciones instrumentales para análisis de ácidos derivatizados con los 
isotopólogos de AEPy 

IV.5.1 Efecto del voltaje del capilar en la intensidad de la señal y relación S/N 

Se analizaron por infusión directa tres soluciones equivalentes conteniendo 23 ácidos grasos 
(CRM LRAC8228), derivatizados independientemente con los tres isotopólogos de AEPy-
(d0, d3 y d5), se realizó un barrido de 7 niveles de voltaje en el capilar sostenidos cada uno por 
intervalos de 0.5 minutos en una única adquisición, en la fig. 36 se muestra el resultado del 
experimento con los niveles de voltaje representados en el eje x. 

 
Figura 36. Variación de la intensidad de la señal en el modo TIC (total ion current por sus siglas en inglés) adquirida para 
las mezclas de los ácidos grasos en hígado de bacalao derivatizados con cada isotopólogo de AEPy (d0 en azul, d3 en naranja 
y d5 en rojo) respecto al cambio de voltaje en el capilar con decrementos de voltaje de 500 Volts, desde 4500 hasta 1500 
durante intervalos de tiempo de 0.5 minutos. 
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Por su parte, en la figura 37, se muestran los mismos datos, pero presentando las 
intensidades de iones extraídos para algunos ácidos de interés (18:2, 18:3, 18:4, 20:4, 20:5 y 
22:6) junto con las gráficas representando la relación señal/ruido. Está claro que para todos 
los casos la más alta relación S/N se obtiene empleando un voltaje de 3100 Volts, por lo que 
se estableció este voltaje para el trabajo futuro. 

  

  

  

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido linoleico 18:2 n-6 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido -linolénico 18:3 n-3 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido estearidónico 18:4 n-3 
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Figura 37. Efecto del cambio del voltaje en el capilar sobre la intensidad de la señal y la relación señal/ruido de algunos de 
los ácidos grasos poliinsaturados presentes en el material de referencia de aceite de hígado de bacalao, perfiles normalizados 
entre isotopólogos respecto a la S/N en 3100 Volts y a la intensidad en 3500 Volts del canal d0. 
 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido 
araquidónico/eicosatetraenoico 20:4 n-6/n-3 con relación 29.79% : 70.21%, respectivamente. 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido eicosapentaenóico 20:5 n-3 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido docosapentaenoico 22:5 n-3 

Respuestas de relación S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del ácido docosahexaenoico 22:6 n-6 
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IV.6 Evaluación de desempeño de sistemas de isotopólogos d0|d3 y d0|d5 de AEPy 
en la reacción de derivatización de ácidos grasos 

Con las condiciones de reacción y parámetros instrumentales seleccionadas a partir de los 
experimentos previos, se procedió a comparar el desempeño de los pares de isotopólogos 
AEPy-d0/AEPy-d3 y AEPy-d0/AEPy-d5, inicialmente se evaluó la uniformidad de reactividad 
de los tres isotopólogos en una mezcla compleja de ácidos saturados, mono- y 
polinsaturados presentes en el material de referencia certificado usado en experimentos 
anteriores (CLO, con clave LRAC8228). Luego, se compararon los factores de respuesta entre 
dos isotopólogos para cada sistema de pares a partir de resultados obtenidos por HPLC-
ESI(+)LIT-MS. Los espectros fueron adquiridos para mezclas 1:1 de los dos isotopólogos, 
obteniendo el registro de los “canales” ligero y pesado. Los datos MS se adquirieron para 
cinco  distintos niveles de dilución. 

IV.6.1 Uniformidad de reactividad de los 3 isotopólogos 

Se llevaron a cabo reacciones de derivatización paralelas usando cada u o de los tres 
isotopólogos de AEPy (d0, d3 y d5) sobre los FA del material de referencia certificado 
empleando las condiciones de reacción previamente seleccionadas (concentración de FA 
totales de 10 mg/mL, EDC en agua al 620mM, HOBt 75mM en ACN, AEPy 75mM en 
ACN/Et3N 0.1M de Et3N, 40 °C por 30 minutos). Se adquirieron los espectros de masas para 
cada una de las muestras y para cada uno de los isotopólogos de AEPy por infusión directa.  

 
Figura 38. Espectros de masas de los ácidos grasos presentes en el aceite de hígado de bacalao derivatizados en soluciones 
individuales con los isotopólogos de AEPy (d0 en azul, d3 en naranja y d5 en rojo) adquiridos por infusión directa en un 
sistema ESI-QqTOF blancos de reacción en anexo 2. 
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La Figura 38 muestra tres espectros adquiridos; se observa que cada uno de ellos contiene 
señales de las mismas especies  con las etiquetas y diferencias de masas esperadas para cada 
clúster de FA de acuerdo con el isotopólogo del derivatizante empleado. 

Además, los iones registrados están en concordancia con la lista de los ácidos reportados 
por el proveedor del material de referencia certificado. Para comparar la eficacia de 
derivatización para tres isotopólogos, en la figura 39 se presentan las intensidades de los 
iones correspondientes a cada uno de los ácidos en material de referencia, que fueron 
normalizados por la señal de C16:0 en el mismo espectro. 

 
Figura 39. Intensidades de los iones de ácidos grasos en aceite de hígado de bacalao derivatizados con tres isotopólogos de 
AEPy (-dn, donde n= 0, 3 ó 5) relativas a la intensidad del ion C16:0-dn, adquiridos independientemente para cada serie de 
isotopólogos por infusión directa  en un sistema ESI-QqTOF. 

Aunque para la mayoría de los ácidos se pueden notar muy uniformes intensidades relativas 
entre los tres isotopólogos, también existen algunos ácidos que presentan diferencias 
importantes. Una posible causa a considerar son las diferencias de contribuciones en el 
patrón isotópico de cada isotopólogo, particularmente para AEPy-d3 los iones [M-d3+1]+ y 
[M-d3+2]+ presentan intensidades relativas al ion pseudo-monoisotópico distintas respecto a 
las de AEPy-d0 y AEPy-d5. Cabe también recordar que en el espectro adquirido con la 
introducción por infusión directas aparecen todos iones generados a partir de la muestra 
con varios iones  para cada ácido graso, reflejando patrones isotópicos naturales o alterados 
por la presencia de deuterio; estos clústeres son distribuidos en escala de valores m/z en 
función de su tamaño de cadena y con separaciones de dos Da para cada instauración en la 
cadena y desplazamientos por la incorporación de deuterios; por ello pueden formarse 
diferentes solapamientos entre iones de diferentes compuestos y sus isotopólogos, como 
una fuente de potenciales interferencias espectrales. Otras fuentes de error podrían 
originarse a partir de componentes de matriz procedentes de la muestra derivatizada, 
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afectando diferenciadamente a los ácidos derivatizados con cada isotopólogo en función de 
sus relaciones m/z. 

Para evitar este tipo de interferencias, se puede incorporar una etapa de separación 
cromatográfica de los derivados de los ácidos grasos para su acoplamiento on-line con el 
sistema ESI(+)-QTOF-MS. 

IV.6.  Comparación de los factores de respuesta de los sistemas de 
isotopólogos 

Para emplear un compuesto como estándar interno, es deseable que éste presente un error 
relativo < 5 % en el factor de respuesta respecto al analito de interés. Para evaluar lo anterior, 
para cada sistema de isotopólogos se preparó una solución madre de concentración 10 
mg/mL del material de referencia con mezcla 1:1 de los ácidos del CRM derivatizados con 
cada isotopólogo, posteriormente se realizaron 5 diluciones (con factores de dilución x1, x10, 
x20, x50 y x100), se graficaron curvas de cambio de intensidad respecto al inverso del factor 
de dilución (1/FD) de los iones en ambos pares de sistemas utilizando entre 3 y 5 puntos, se 
consideró la pendiente de la función obtenida por el método de regresión lineal como factor 
de respuesta en cada uno de los casos. 
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Figura 40. Comparación de factores de respuesta entre pares de isotopólogos d0|d3 y d0|d5 de los ácidos grasos en hígado de 
bacalao derivatizados con AEPy, específicamente se muestran los espectros de los pares de señales con concentración 
decreciente (de acuerdo con grado de dilución), así como sus correspondientes curvas de respuesta y parámetros de regresión 
lineal y ecuación de la función. 

para encontrar la mejor R2, se compararon los canales d0 y d3 para cada ácido en el primer 
sistema, así como los d0 y d5 en el segundo sistema (fig. 40). 

Para cada uno de los sistemas de isotopólogos, se analizaron simultáneamente y bajo las 
mismas condiciones los dos canales de cada ácido graso en los distintos niveles de dilución, 
lo anterior gracias a las mezclas 1:1 tanto para d0|d3 cómo para d0|d5, encontrando errores 
relativos de la pendiente de las curvas de calibración menores al 5% (entre 0.05 y 3.63%) en 
todos los casos, lo que demuestra que ambos sistemas cumplen con el criterio para 
emplearse como estándares internos, en la tabla 3 se muestran los resultados para los cuatro 
PUFAs de interés presentes en la muestra evaluada e ilustrados en la figura 40. 
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Ácido 
graso 

Mezcla de isotopólogos  
d0 | d3 

Mezcla de isotopólogos  
d0 | d5 

%Error 
(m) 

No. de 
puntos 

R2 
%Error  

(m) 
No. de 
puntos 

R2 

18:3 0.05 4 
0.9647 (d0) 
0.9742 (d3) 

2.79 3 
0.9997 (d0) 
0.9996 (d5) 

20:4 1.85 4 
0.9998 (d0) 
0.9999 (d3) 

3.63 3 
0.9994 (d0) 
0.9994 (d5) 

20:5 0.400 5 
0.9987 (d0) 
0.9986 (d3) 

0.22 4 
0.9931 (d0) 
0.9913 (d5) 

22:6 1.61 5 
0.9965 (d0) 
0.9997 (d3) 

2.9 4 
0.9996 (d0) 
0.9996 (d5) 

 

Tabla 3. Parámetros obtenidos de la comparación de factores de respuesta para ambos pares de isotopólogos (d0|d3 y d0|d5) 
de AEPy de cuatro ácidos grasos poliinsaturados presentes en la mezcla de reacción, denotando principalmente los errores 
relativos de las pendientes entre isotopólogos de cada par, utilizando entre 3 y 5 puntos de dilución y con coeficientes de 
regresión lineal altos (0.9647-0.9999). 

IV.7 Derivatización de ácidos grasos en muestras reales utilizando los 
isotopólogos d0, d3 y d5 de AEPy 

En el primer intento, se realizaron derivatizaciones de ácidos extraídos de diferentes aceites 
vegetales comestibles; estos extractos se prepararon y analizaron por ESI(+)-QTOF-MS 
utilizando las condiciones seleccionadas previamente. El perfil de ácidos grasos encontrado 
en cada muestra fue comparado con reportes anteriores sobre el contenido de ácidos grasos 
en estos productos con  el fin de verificar si las condiciones de reacción e instrumentales 
propuestas en este trabajo son adecuadas para el análisis de muestras reales de composición 
compleja. 

 IV.7.1 Derivatización de ácidos grasos en muestras reales 

Se utilizaron 7 aceites vegetales adquiridos en tiendas departamentales locales en la ciudad 
de Guanajuato, Gto. México, aceites extra virgen de chía, linaza, ajonjolí, oliva 1 y 2 (dos 
marcas distintas) y aceites puros de semilla de uva y de aguacate, cuyas declaraciones 
nutrimentales reportadas en las respectivas etiquetas se describen en la tabla 4. 

Antes de la derivatización, se llevó a cabo la liberación de ácidos grasos de triglicéridos y su 
extracción, utilizando el procedimiento desarrollado por Quehenberger y colaboradores 
(Quehenberger et al., 2011) en apego al consorcio de LIPID MAPS. Cabe mencionar que el 
protocolo citado fue desarrollado para el análisis de matrices biológicas, pero este fue 
adaptado a las condiciones adecuadas para aceites vegetales (anexo 3). Específicamente, a 
100 mg de cada aceite se adicionó 1 mL de MeOH:KOH al 15% (m/m), se incubaron las 
mezclas por media hora a 37 °C, transcurrido el tiempo se acidificó hasta alcanzar un pH <5  
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Aceite 
Tamaño de la 

porción 
Lípidos 
totales 

Saturados 
Mono-

insaturados 
Poli-

insaturados 

Chía 100 mL 93 g 11 g 8 g 
74 g (20 g -6 y 

54 g -3) 

Linaza 100 mL 92 g 9 g 17 g 
66 g (16 g -6 y 

50 g -3) 

Oliva (1) 100 g 100 g 15 g 78 g 7 g 

Oliva (2) 14 g 14 g 2.1 g 10.9 g 1 g 

Uva 10 g 9.97 g 1.12 g 2.43 g 6.42 g 

Aguacate 5 mL 4.6 g 0.9 g 3.0 g 0.7 g 

Ajonjolí 100 mL 99.6 g 15.1 g 40.5 g 43.9 g 

Tabla 4. Composición de lípidos de los aceites empleados para las pruebas de derivatización de acuerdo con las etiquetas de 
los proveedores, notablemente los proveedores de aceite de chía y de linaza especificaron los porcentajes de omega 3 y 6 dentro 
de la composición de los lípidos poliinsaturados de dichos aceites. 

adicionando 2.3 mL de HClac 1N para después extraer los ácidos grasos libres dos veces con 
3 mL de isooctano, finalmente los extractos lipídicos se reunieron y se secaron. 

Se determinó la masa de ácidos grasos totales obtenidos a partir de los 100 mg de cada aceite 
(77.3 mg en chía, 78.9 mg en linaza, 77.4 mg en ajonjolí, 77.9 mg en aguacate, 66.3 mg en uva, 
47.2 mg en oliva 1, 46.8 en oliva 2), lo que da una noción del contenido de ácidos libres y 
ácidos en forma de triglicéridos. A partir de estas muestras se prepararon soluciones con 
concentración 10 mg/mL de ácidos grasos en ACN:DMF (4:1). Se tomaron alícuotas de 20 
L de cada una de las soluciones adicionando 20 L de EDC.HCl 620 mM y 20 L de HOBt 
75 mM y dejándolo actuar por 10 minutos a temperatura ambiente (esta etapa correspondió 
a la activación de los ácidos formando sus esteres con ECD). Posteriormente se adicionaron 
20 L de AEPy-d0 75 mM y las muestras se calentaron a 40 °C durante 30 minutos. Terminada 
la reacción de derivatización se diluyeron las mezclas de reacción 10 veces en ACN:H2O (1:1) 
para ser analizadas por ESI(+)-QTOF-MS mediante infusión directa (figura 41). 
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Figura 41. Espectros de masas obtenidos de ácidos grasos totales extraídos de diferentes aceites vegetales y  derivatizados 
con AEPy-d0. Las soluciones fueron introducidas  por infusión directa en un sistema ESI(+)-QqTOF-MS. 

Con base en los valores m/z de los iones más intensos en los espectros adquiridos, se 
confirma que los ácidos grasos mayoritarios para todos los aceites vegetales fueron los de 
18 carbonos. Incluso considerando que la respuesta instrumental no es necesariamente igual 
para cada ácido, se puede notar una distribución de intensidades de las señales de ácidos 
consistente con lo reportado en el perfil nutricional por los proveedores de los aceites. Como 
ejemplo, los perfiles de ácidos en aceites de chía y linaza son similares en la descripción 
nutricional, conteniendo ambos al ácido linolénico (C18:3, -3) de relación m/z 383 como el 
FA mayoritario; además, la linaza contiene poco más del doble de ácidos monoinsaturados 
respecto a la chía, lo cual queda claramente reflejado en las intensidades del ion 387 (C18:1) 
respecto a las de los iones 383 y 385 en cada muestra. Otra observación que confirma un 
buen desempeño del procedimiento de derivatización propuesto es la concordancia de los 
perfiles obtenidos experimentalmente con los esperados en los espectros de aceites de oliva 
(1 y 2) y de aguacate, en los que el ácido oleico (C18:1) es el mayoritario. Por último, la 
relación casi 1:1 de ácidos mono- y poliinsaturada declarada para el aceite de ajonjolí queda 
evidenciada en los iones de intensidad similar 385 (C18:2) y 387 (C18:1). 

El siguiente paso fue comparar los espectros adquiridos para las mismas muestras de 
aceites, pero utilizando AEPy-d0 y AEPy-d5 como agentes derivatizantes; dichos espectros se 
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presentan en la figura 42; para mayor claridad se presentan regiones espectrales 
correspondientes a iones de los ácidos C18 con 0-3 instauraciones. 

 

Figura 42. Sección de espectros de masas donde aparecen señales de los ácidos grasos de dieciocho carbonos con entre 0 y 3 
insaturaciones derivatizados por separado con el sistema de isotopólogos AEPy-d0 y AEPy-d5 para los ácidos extraídos de 

los siguientes 5 aceites vegetales: chía a), linaza b), aguacate c), uva d) y ajonjolí e), analizados por infusión directa en 
ESI-QqTOF. 

Es importante enfatizar que la composición de ácidos grasos C18 es representativa para cada 
uno de los aceites en términos de la variedad de número de insaturaciones y en términos de 
la distribución relativa del contenido de cada uno de estos ácidos. Dichas diferencias en los 
perfiles de los FA entre distintos aceites se observan en la figura 42. Así mismo, la 
derivatización con dos isotopólogos de AEPy (d0 y d5) arrojó perfiles de señales muy 
consistentes entre los dos canales para las cinco muestras tomadas como ejemplo. Con estos 
resultados se confirma que los isotopólogos de AEPy obtenidos en este trabajo serán útiles 
en el análisis cuantitativo de los FA en aceites vegetales. El isotopólogo deuterado puede ser 
utilizado para obtener un estándar interno o para distinguir los calibrantes de los analitos 
naturalmente presentes en la muestra en una sola corrida analítica y en el mismo espectro 
de masas.  
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IV.  Análisis de ácidos grasos en muestras reales mediante derivatización 
codificada por isótopos con enfoques dirigido y no dirigido y comparación de 
desempeño de los sistemas AEPy-d0|AEPy-d3 y AEPy-d0|AEPy-d5 

El derivatizante codificado por isótopos AEPy se aplicó al perfilado de ácidos grasos 
(enfoque no dirigido) en aceite de pescado comparando ambos sistemas de isotopólogos 
(d0|d3 y d0|d5). Además, se llevó a cabo el análisis cuantitativo de FA en varias muestras, 
incluyendo 7 aceites vegetales comestibles, 3 suplementos basados en aceite de pescado y 
un alga comestible, lo anterior empleando el sistema de isotopólogos AEPy d0|d5 mediante 
un enfoque dirigido, generando estándares internos tipo ILIS vía ICD aplicado a un material 
de referencia certificado. 

IV. .1 Enfoque no dirigido 

La idea en esta parte del trabajo fue derivatizar los FA en una muestra con tres isotopólogos 
de AEPy en tres alícuotas de esta muestra por separado y preparar mezclas 
correspondientes a AEPy-d0|AEPy-d3 y AEPy-d0|AEPy-d5 para su análisis por 
espectrometría de masas. En este caso se llevó a cabo una previa separación cromatográfica 
y el espectrómetro de masas con trampa iónica (HPLC-ESI(+)-ITMS). Esto con el fin de hallar 
los patrones isotópicos conferidos por el par de cada sistema y de esta manera anotar las 
señales correspondientes a los ácidos grasos y descartar potenciales señales artefacto y/o 
componentes de la matriz. La asignación de los FA fue en base a los patrones isotópicos de 
cada sistema que aparecen con diferencias de masa constantes de m=3.02 Da para el sistema 
d0|d3 y m=5.03 Da para el sistema d0|d5. Se utilizó el aceite de menhaden (producto de 
sigma, CAS No. 8002-50-4) como modelo de prueba debido a su diverso contenido de ácidos 
grasos. La composición de ácidos grasos en este producto reportada por el fabricante es la 
siguiente: 6-9 % de mirístico (14:0), 15-20 % de palmítico (16:0), 9-14 % de palmitoleico (16:1), 
3-4 % de esteárico (18:0), 5-12 % de oleico (18:1), < 3 % de linoleico (18:2), < 3 % de linolénico 
(18:3), 2-4 % de estearidónico (18:4 -3), < 3% de araquidónico (20:4), 10-15 % de 
eicosapentaenoico (20:5 -5), 8-15 % de docosahexaenoico (22:6 -3) y un 20% remanente de 
ácidos grasos no identificados. 

Para el análisis del aceite de menhaden se procedió con la extracción y aislamiento de los 
ácidos grasos mediante la metodología descrita en el apartado anterior, saponificación 
seguida de acidificación, extracción, secado y reconstitución en ACN/DMF (4:1). Luego, 
alícuotas iguales de 20L de una solución de la muestra (correspondiente a 10 mg/mL de 
FA) fueron sometidas a derivatización en paralelo con los tres isotopólogos de AEPy (d0, d3 
y d5), terminada la reacción se reunieron partes iguales de cada par de canales d0 con d3 y d0 
con d5 para ser analizadas por HPLC-ESI(+)-ITMS (figuras 43 y 44 y anexo 4). Las condiciones 
cromatográficas se especifican a continuación: 
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-Fase móvil A: MeOH  
-Fase móvil B: NH4HCO2 10 mM 
-Columna: Kinetex C18 150 x 3 mm, 
2.6m. 
-Tiempo de corrida: 14 minutos 
-Rango de m/z: 250-600  

Gradiente de elución 

 

Figura 43. Cromatograma de ácidos grasos en aceite de menhaden derivatizados con pares de isotopólogos AEPy-d0/d3 
visualizado como mapa de calor. 

 

Figura 44. Cromatograma de ácidos grasos en aceite de menhaden derivatizados con pares de isotopólogos AEPy-d0/d5 
visualizado cómo mapa de calor. 

El perfil de ácidos grasos es consistente con la composición reportada por el proveedor, 
siendo los ácidos mayoritarios el palmítico (16:0, 15-20 %), el palmitoleico (16:1, 9-14 %), el 
eicosapentaenoico (20:5 -3, 10-15 %) y el docosahexaenoico (22:6 -3, 8-15 %), esperados y 
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observados en rangos de concentración similares, seguidos del oleico (18:1, 5-12 %) y del 
mirístico (14:0, 6-9 %)  A continuación, se muestran amplificaciones de los pares de picos 
correspondientes a ácidos grasos procedentes de aceite de menhaden derivatizados con 
ambos sistemas de isotopólogos de AEPy (d0/d3 y d0/d5) bajo las mismas condiciones de 
adquisición, evidenciando apropiada co-elución entre ambos pares de isotopólogos y 
diferencia de masa con correcta definición de patrones isotópicos en ambos casos Figura 45. 
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Figura 45. Amplificaciones de las señales correspondientes a ambos sistemas de pares de isotopólogos (d0/d3 y d0/d5) de 
PUFAs de la serie -3 (18:4, 20:5 y 22:6, de acuerdo con lo indicado por el proveedor) y otros potenciales -3 encontrados 
en aceite de menhaden tras ICD con AEPy. (Tiempo de retención en el eje x y relación m/z en el eje y). 

Se anotaron ocho ácidos grasos adicionales a los once reportados por el proveedor, de entre 
los cuales uno consistió en un ácido graso poco convencional y que sale del rango de 
detección de la técnica de oro para determinación de ácidos grasos (GC-FID), se trató del 
ácido graso de cadena muy larga y altamente insaturado (VLC-HUFA, por sus siglas en 
inglés) 28:8 (-3) (fig. 46), reportado previamente en dinoflagelados y PUFAs concentrados 
a partir de aceites de peces (Mansour, 2005; Mansour et al., 1999; Van Pelt et al., 1999). 
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Figura 46. Amplificaciones de las señales correspondientes a ambos sistemas de pares de isotopólogos (d0/d3 y d0/d5) del 
VLC-HUFA (very long chain highly unsaturated fatty acid) encontrado en el aceite de menhaden tras ICD con AEPy, y su 
estructura optimizada en su versión extendida. 

Aunque en esta parte del trabajo se analizó el aceite de menhaden, cuya composición esta 
reportada por el proveedor, se demostró la capacidad de la estrategia de derivatización con 
dos diferentes isotopólogos pesados del agente derivatizante en la detección/confirmación 
de ácidos grasos no incluidos en la etiqueta del producto. 

IV. .  Enfoque dirigido 

Se analizaron 11 muestras reales, 7 consistieron en aceites comestibles: chía, linaza, aguacate, 
ajonjolí, semilla de uva, oliva-1, oliva-2, tres consistieron en suplementos dietéticos basados 
en aceite de pescado, y una muestra sólida de alga comestible (Porphyra yezoensis). Se 
obtuvieron curvas de calibración para 15 ácidos grasos contenidos en el material de 
referencia certificado (Cod Liver Oil SA LRAC8228) utilizando 7 niveles de concentración a 
partir de una solución madre de 2 mg/mL de ácidos totales derivatizados con AEPy-d0 
obteniendo concentraciones de FA totales (en mg/mL) de: 0.5, 0.25, 0.15, 0.075, 0.05, 0.025 y 
0.01, como estándares internos se usó una mezcla de ácidos del CRM derivatizados con 
AEPy-d5 añadido a cada punto de la curva con una concentración de 0.075 mg/mL. De los 
ácidos en el CRM, 15 consistieron en isómeros estructurales únicos de FA y 4 consistieron 
en mezclas de isómeros estructurales de FA (el proveedor no ofrece detalles sobre el perfil 
de estereoisómeros de los PUFAs contenidos en el material), a continuación, se enlistan los 
iones correspondientes a cada especie o mezcla, así como las ecuaciones de funciones 
obtenidas por método de regresión lineal para cada uno de los ácidos, sus niveles extremo 
de concentración (Cm: conc. inferior y CM: conc. superior) y coeficiente de correlación lineal: 
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Ácido graso 
(o mezcla de 

isómeros) 

Composición 
% 

m/z 

d0/d5 

Cm-CM 

(ppm) 
Función de 
calibración 

R2 

14:0 4.77 333.3/338.3 0.477-23.9 C=0.206(Rd0/d5)+0.027 0.9995 
15:0 0.36 347.3/352.3 0.036-1.80 C=1.957(Rd0/d5)+0.346 0.9993 
16:0 10.00 361.3/366.3 1.00-50.0 C=0.108(Rd0/d5)+0.0274 0.9997 

16:1 (n-7) 10.06 359.3/364.3 1.01-50.3 C=0.109(Rd0/d5)+0.0831 0.9996 
16:4 (n-1) 0.40 353.2/358.3 0.040-2.00 N.D. N.D. 

18:0 1.97 389.3/394.4 0.197-9.85 C=0.529(Rd0/d5)+0.0221 0.9997 
18:1 (n-7 ; n-9) 4.93 ; 19.14 387.3/392.4 2.41-120 C=0.0429(Rd0/d5)+0.0177 0.9999 

18:2 (n-6) 1.78 385.3/390.3 0.178-8.90 C=0.578(Rd0/d5)+0.139 0.9997 
18:3 (n-3) 0.88 383.3/388.3 0.088-4.40 C=1.281(Rd0/d5)+0.042 0.9997 

18:4 (n-3) 2.57 381.3/386.3 
0.257-
12.85 

C=0.427(Rd0/d5)+0.0932 0.9996 

20:1 (n-7 ; n-9 ; n-
11) 

0.42 ; 10.33 ; 
2.05 

415.4/420.4 1.075-53.7 C=0.0961(Rd0/d5)+0.0455 0.9992 

20:2 (n-6) 0.28 413.3/418.4 0.028-1.40 N.D. N.D. 
20:3 (n-3) 0.17 411.3/416.4 0.017-0.85 N.D. N.D. 

20:4 (n-3 ; n-6) 0.99 ; 0.42 409.3/414.3 0.141-7.05 C=0.591(Rd0/d5)+0.279 0.9998 
20:5 (n-3) 9.37 407.3/412.3 0.93746.8 C=0.116(Rd0/d5)+0.0145 0.9999 
21:5 (n-3) 0.47 421.3/426.3 0.047-2.35 N.D. N.D. 

22:1 (n-9 ; n-11) 0.72 ; 6.38 443.4/448.4 0.71-35.5 C=0.139 (Rd0/d5)+0.0386 0.9992 
22:5 (n-3) 1.31 435.3/440.4 0.131-6.55 C=0.693(Rd0/d5)+0. 286 0.9997 
22:6 (n-3) 10.24 433.3/438.3 1.02-51.2 C=0.113(Rd0/d5)+0.0493 0.9999 

 

Tabla 5. Composición porcentual en masa de ácidos grasos contenida en el material de referencia certificado (Cod Liver Oil 
SA LRAC8228), en el caso de isómeros se muestran agrupados por el nivel de alcance del método utilizado en este trabajo. 
En los siguientes columnas se representan los valores m/z utilizados para cada uno de los ácidos y su isotopólogo, nivel 
mínimo (Cm) y máximo (CM) de concentración, ecuación de calibración y R2 correspondientes. 
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Cómo ejemplo del principio de la calibración 
con estándar interno vía ICD, se ilustra la 
variación de relación de isotopólogos con 
cambios de concentración del isotopólogo 
ligero respecto al isotopólogo pesado 
(constante en todos los puntos), para dos 
PUFAs de interés con par de isotopólogos 
d0/d5 de relación m/z 407.20 y 412.22 para EPA 
y m/z 433.25 y 238.27 para DHA, cuyos 
isotopólogos pesados se adicionan en cada 
punto de calibración con una concentración 
conocida de  7.027 y 7.680 ppm, 
respectivamente. Se denota con un recuadro 
verde el nivel de dilución en el que se igualan 
las concentraciones del estándar derivatizado 
con AEPy-d0 de ambos EPA y DHA con sus 
respectivos estándares internos derivatizados 
con AEPy-d5 (figura 47, EIC en anexo 5y 6). 

Figura 47. Ejemplo de siete niveles de concentración donde se observan cambios relativos de intensidad entre isotopólogos, 
conteniendo en el canal ligero los estándares de EPA y DHA de concentración decreciente, mientras que en el canal pesado 
se contienen los “spikes” de estándares internos, ambos generados a partir del CRM con el par de isotopólogos AEPy d0|d5. 

Paralelamente a la construcción de las curvas de calibración, se adicionó la misma cantidad 
de estándar interno a través del canal d5 a cada una de las muestras reales (derivatizadas con 
el canal d0) a un nivel de dilución de ácidos grasos totales de 52.08 ppm para llevar a cabo el 
análisis LC-MS e interpolar el perfil de ácidos grasos de las muestra problema (figura 48). 

     

     
Figura 48. Contenidos de EPA y DHA en muestras derivadas de pescado y en alga P. yezoensis, determinadas por la relación 
de los iones con m/z 407.20 y 433.25 respecto a sus estándares internos, correspondientes a los iones con m/z 412.22 y 
438.27. 
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La cuantificación se llevó a cabo realizando cuatro replicas analíticas en dos días de una 
técnica, en la tabla 6 se muestran los resultados cuantitativos de los ácidos encontrados en la 
dilución final (52.08 ppm) para las distintas muestras como promedio +/- desviación 
estándar. La preparación de muestra para el alga P. yezoensis fue diferente al tratarse de un 
material sólido; se homogenizaron 10 g de material seco con 10 mL de H2O y 200 mL de 
CH3Cl/MeOH (2:1), el homogenizado se maceró por tres días, luego se filtró a través de un 
cartucho con zeolita y se secó, obteniendo 79.8 mg de materia seca, el producto resultante 
se trató con 800 L de potasa metanólica al 15 % a 37 °C por 30 min, seguido de acidificación 
con 1.84 mL de HClac 1N, posteriormente se extrajo tres veces con 2.4 mL de isooactano, se 
reunieron las fracciones orgánicas y se secaron obteniendo 2.8 mg de FA, se resuspendieron 
en ACN/DMF (4:1) llevándolos a una concentración final de 10 mg/mL para realizar el 
protocolo de derivatización con AEPy-d0 y agregar la mezcla de estándares internos. 

Aceite 
FA 

Chía 
C1  SD 

Linaza 
C  SD 

Aguacate 
C  SD 

Ajonjolí 
C  SD 

Uva 
C  SD 

Oliva 1 
C  SD 

Oliva 2 
C  SD 

Menhaden 
C  SD 

CLO(S) 
C  SD 

Pez 1 
C  SD 

Pez 2 
C  SD 

Alga 
C  SD 

14:0 N.D.2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.730.07 2.160.08 0.290.01 0.120.01 1.160.04 

16:0 2.680.17 2.290.10 1.630.09 3.770.14 3.690.16 4.130.16 1.790.14 3.680.14 4.810.18 0.570.01 3.510.15 5.850.10 

16:1 N.D. N.D. 0.960.05 N.D. 0.180.01 N.D. 0.240.02 3.830.10 2.740.09 0.310.01 N.D. N.D. 

18:0 1.050.04 1.270.01 N.D. 1.520.04 1.180.06 1.210.04 N.D. 0.490.02 0.680.06 0.16.0.01 1.460.05 1.340.06 

18:1 3.910.15 9.060.15 7.710.07 17.040.90 11.560.37 26.061.54 7.770.17 2.960.11 6.140.06 N.D. 11.660.52 N.D. 

18:2 7.570.57 7.520.32 2.090.09 18.191.59 20.851.55 1.030.06 1.510.08 0.580.03 0.730.03 N.D. 12.651.36 N.D. 

18:3 17.311.05 17.890.85 0.210.01 0.300.01 0.440.03 N.D. N.D. 0.760.02 0.720.04 N.D. 2.710.11 N.D. 

18:4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.260.10 3.240.07 N.D. 1.040.09 N.D. 

20:4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.410.11 N.D. N.D. 1.910.11 N.D. 

20:5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 17.310.78 16.491.22 2.020.20 11.550.56 5.570.11 

22:5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.860.12 N.D. 0.270.03 0.590.02 N.D. 

22:6 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 8.160.42 16.30.40 1.430.07 6.980.25 N.D. 

1Concentraciones en ppm en la disolución final (52.08 ppm de ácidos totales);  2No detectados; n = 4, de las cuales 4 analíticas de un mismo experimento técnico 

Tabla 6. Resultados de determinación de 12 ácidos grasos (SFAs, MUFAs y PUFAs) en muestras reales, incluyendo 7 
aceites vegetales, aceite de menhaden, 3 suplementos dietéticos basados en aceites de pescado (CLO: aceite de hígado de 
bacalao; Pez 1: aceite de pescado sin especificación y Pez 2: aceite de salmón) y alga P. yezoensis. 

Luego de la derivatización y la dilución final para la inyección de muestras se alcanzó una 
concentración de 52.08 ppm de ácidos totales, recalculando cada FA en 100 mg de aceite 
(considerando los rendimientos en masa tras la saponificación y extracción) se encontraron 
las siguientes cantidades de EPA y DHA en las muestras de alga y aceites de pez (tabla 7): 

mg FA / 
100 mg 
aceite 

Aceite de 

menhaden 
Suplemento CLO 

Suplemento  

Pez 1 

Suplemento  

Pez 2 (Salmón) 
Alga P. yezoensis 

Ea Db E D E D E D E Rc 

EPA 14.52 10-15 16.52 8.91 1.91 10.82 12.73 30 40.01 d 
36.5  

0.15 d 

DHA 6.85 8-15 16.34 8.67 1.35 7.21 7.69 20 N.D 
0.08  

0.02d 
a Encontrado (en el presente trabajo); b Declarado (por el vendedor); c Reportado (Guan et al., 2024); d % en peso seco, respecto al total de FA determinados 

Tabla 7. Cantidad de EPA y DHA en mg por cada 100 mg de aceites de suplementos dietéticos de pescado y en alga 
comestible P. yezoensis mediante el enfoque dirigido empleando derivatización codificada por los isotopólogos AEPy d0|d5. 
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Los rendimientos tras saponificación y extracción a partir de 100 mg de aceite fueron de 43.7 
mg de FA para el aceite de menhaden, 52.2 mg de FA para el aceite de hígado de bacalao 
(suplemento CLO), 49.3 mg de FA para el Pez 1 y 57.4 mg de FA para el aceite de salmón 
(Pez 2). De este grupo de muestras el perfil más confiable es el de menhaden por venir de 
un proveedor de sustancias químicas y contar con una ficha más amplia, mientras que los 
suplementos no están sujetos a procedimientos estrictos para su reporte de perfil 
nutricional. De ahí, las cantidades encontradas en menhaden y su cercanía con los rangos 
reportados por el proveedor son un buen indicador. En el caso del suplemento CLO las 
cantidades encontradas sobreestiman casi al doble las cantidades declaradas por el 
proveedor (16.52 y 16.34 mg contra 8.91 y 8.67 mg por 100 mg del producto), sin embargo, 
el suplemento contiene vitaminas A y D y la formulación final no es suficientemente clara. 
Las cantidades encontradas en el suplemento de Pez 1 se encuentran muy por debajo de lo 
reportado por el proveedor, en la etiqueta se especifica el contenido de proteínas y azúcares, 
lo que complica la matriz. En el caso del suplemento de aceite de salmón (Pez 3) las 
cantidades encontradas son inferiores a las reportadas por el proveedor (12.73 y 7.69 mg 
contra 30 y 20 mg por 100 g del producto). Independientemente de las inconsistencias entre 
las cantidades encontradas y las declaradas, los tres suplementos dietéticos presentan una 
relación EPA/DHA de las cantidades encontradas consistente con la relación en las 
reportadas. En el caso del alga P. yezoensis el contenido de EPA encontrado (en porcentaje 
en masa respecto al total de FA encontrados) está acorde con lo reportado en otras fuentes 
(Guan et al., 2024). Los límites de detección instrumentales (LOD) para EPA y DHA fueron 
0.08 mg L-1 y 0.05 mg L-1, mientras que sus límites de cuantificación (LOQ) fueron 0.26 mg 
L-1 y 0.15 mg L-1, respectivamente. 

Los aceites vegetales arrojaron resultados en algunos casos subestimados de acuerdo con 
reportes bibliográficos; en el aceite de chía el ácido linolénico (18:3) fue el mayoritario con 
33.24 mg / 100 mg, seguido del linoleico (18:2) y del oleico (18:1) con 14.53 y 7.51 mg / 100 
mg, respectivamente (mientras que los valores reportados rondan 52-63.4 mg, 19.8-20.8 y 
7.3-8.2 mg /100 mg (Ayerza, 1995)). El aceite de linaza presentó un orden de abundancia de 
ácidos distinto 18:3 > 18:1 > 18:2, con concentraciones de 34.35, 17.40 y 14.44 mg / 100 mg, 
respectivamente (algunos valores reportados para los mismos ácidos son 53.21, 18.51 y 17.25 
mg / 100 mg, respectivamente (Gruia et al., 2012)). Ambos aceites presentaron concentración 
de ácido oleico y linoleico dentro o cerca del rango de concentraciones dadas en otros 
reportes, pero la concentración del ácido linolénico fue significativamente inferior a la 
reportada. Resulta interesante el hecho de que, a mayor grado de insaturación del ácido en 
la serie, mayor es la diferencia del valor encontrado respecto al reportado en la literatura, 
esto invita a sugerir al menos tres potenciales fuentes de subestimación. La primera podría 
ser que los ácidos poliinsaturados en la muestra se están oxidando con distinto grado de 
susceptibilidad (en función del grado de insaturación), pues no se adicionó 2,6-di-tert-
butilfenol, un antioxidante ampliamente utilizado en el análisis de PUFAs; cómo apoyo a 
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este argumento, los suplementos de aceite de pescado se extrajeron de las cápsulas al 
momento del análisis, quedando menos susceptibles a oxidación. Otra potencial fuente de 
error a considerar consiste en que la subestimación provenga de algún error en el 
procedimiento y manipulación de la muestra, pues una de las desventajas inherentes al 
enfoque ICD es la naturaleza multietapa del análisis, incrementando el riesgo de 
equivocaciones. La tercera posible fuente de subestimación es que se esté trabajando fuera 
del rango dinámico lineal (pues éste no se determinó), ya que la relación de intensidades 
18:3-d0/18:3-d5 en las muestras de chía y linaza está casi 5 veces por encima de la relación de 
isotopólogos en el punto más alto de la curva de calibración. 

De entre los aceites comestibles el de aguacate y el de oliva poseen, junto con el de 
macadamia (este último no se analizó), la mayor ocurrencia natural de ácido oleico, 
conteniendo el de macadamia la mayor cantidad 80% seguido por el de oliva 74% y por el 
de aguacate 65% (Stolp & Kodali, 2022). Si bien para los dos tipos de aceites (aguacate y 
oliva) el contenido absoluto de ácidos en los resultados cuantitativos parece estar 
subestimado nuevamente, las proporciones porcentuales respecto al total de ácidos 
determinados en cada muestra se aproximan muy bien a lo reportado, conteniendo las 
muestras de aguacate, oliva 1 y oliva 2 la siguiente composición porcentual de ácido oleico: 
61.19 % (13.32 mg / 100 mg de aceite), 80.35 % (14.17 mg / 100 mg de aceite) y 68.70 % (45.03 
mg / 100 mg de aceite), respectivamente. El aceite de semillas de uva suele contener perfil 
variable de ácidos de acuerdo con la variedad y origen de la planta, pero frecuentemente 
posee al linoleico como ácido mayoritario 61-73% seguido del oleico 14-25% y del linolénico 
0-0.6% (Carmona-Jiménez et al., 2022), en el presente estudio se encontraron 
concentraciones de porcentaje en masa de 55.01 % de linoleico, 30.50 % de oleico y 1.16 % 
de linolénico. Para el caso del aceite de ajonjolí los ácidos mayoritarios fueron el linoleico y 
el oleico con porcentaje en masa de 44.56 y 41.74 % seguidos por el ácido palmítico con 9.23 
% de composición porcentual, mientras que lo reportado en 7 genotipos de ajonjolí 
(Sesamum indicum L.) para los mismos ácidos se presenta en los rangos de 44.34 – 54.85 % 
para el linoleico, 26.60 – 37.93 % para el oleico y 8.97 – 10.58 % para el palmítico (Morris et 
al., 2021). 

Se calcularon algunos índices de valor nutrimental (tabla 8) que describen el potencial efecto 
de la composición de ácidos grasos de las muestras sobre el riesgo de desarrollo de 
enfermedad cardiovascular en consumidores (J. Chen & Liu, 2020); el valor COX o índice de 
“oxidabilidad” propuesto por Fatemi y Hammond (Fatemi & Hammond, 1980) describe la 
susceptibilidad de un aceite o grasa a la oxidación, de acuerdo con la siguiente ecuación: 𝐶𝑂𝑋  [ 8:   ( ) +     ∗  8:   ( ) +     ∗  8:   ( )]    

El índice de aterogenicidad (AI)  propuesto por Ulbritcht y Southgate (Ulbricht & Southgate, 
1991), el cual está asociado con el riesgo de obstrucción arterial por consumo del aceite o 
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grasa en cuestión, pese a que se considera al ácido láurico para el cálculo y éste no se 
encuentra en el material de referencia y por lo tanto no fue determinado, se inspeccionaron 
los cromatogramas buscando el ion de m/z 305.25 correspondiente al ácido 12:0 sin 
encontrarlo, por lo que se asume como cero en la siguiente ecuación: 𝐴𝐼  [  :   ( ) + 4 ∗  4:   ( ) +   :   ( )](∑𝑀𝑈𝐹𝐴+ ∑𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−3 + ∑𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−6) 
El índice de trombogenicidad (TI) muestra la tendencia a coagulación en los vasos 
sanguíneos (también desarrollado por Ulbritcht y Southgate en 1991), descrito en la 
siguiente ecuación: 𝑇𝐼  [ 4:  ( ) +   :  ( ) +  8:  ( )](∑𝑀𝑈𝐹𝐴  ⁄ ) + (∑𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−6  ⁄ ) + ( ∗ ∑𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−3) + (∑𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−3 𝑃𝑈𝐹𝐴𝜔−6⁄ ) 
Y finalmente se calculó la relación de ácidos hipo- e hipercolesterolémicos (hH) mediante la 
formula desarrollada por Santos-Silva y colaboradores (Santos-Silva et al., 2002): ℎ𝐻  [𝑐𝑖𝑠   8:  ( ) + ∑𝑃𝑈𝐹𝐴][ 4:  ( ) +   :  ( )]  

 Chía 
C1  SD 

Linaza 
C  SD 

Aguacate 
C  SD 

Ajonjolí 
C  SD 

Uva 
C  SD 

Oliva 1 
C  SD 

Oliva 2 
C  SD 

Menhaden 
C  SD 

CLO(S) 
C  SD 

Pez 1 
C  SD 

Pez 2 
C  SD 

Alga 
C  SD 

14:0 N.D.2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.680.14 4.000.15 5.740.20 0.220.02 8.330.29 

16:0 7.470.47 6.020.26 12.940.71 9.230.34 9.740.42 12.730.49 15.831.24 7.660.29 8.900.33 11.290.20 6.480.28 42.020.72 

16:1 N.D. N.D. 7.620.40 N.D. 0.470.03 N.D. 2.120.18 7.970.21 5.070.17 6.140.20 N.D. N.D. 

18:0 2.93  0.11 3.340.03 N.D. 3.720.10 3.110.16 3.730.12 N.D. 1.020.04 1.260.11 3.17.0.20 2.690.09 9.630.43 

18:1 10.900.42 23.820.39 61.190.55 41.742.20 30.500.98 80.364.75 68.701.50 6.160.23 11.370.11 N.D. 21.520.96 N.D. 

18:2** 21.701.63 19.770.84 16.590.71 44.563.89 55.014.09 3.180.18 13.350.71 1.210.06 1.130.05 N.D. 23.352.51 N.D. 

18:3* 48.242.93 47.042.23 1.670.08 0.730.02 1.160.08 N.D. N.D. 1.580.04 1.330.07 N.D. 5.000.20 N.D. 

18:4* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 4.700.21 6.000.13 N.D. 1.910.17 N.D. 

20:4** N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.020.23 N.D. N.D. 3.520.20 N.D. 

20:5* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 36.041.62 30.532.26 40.03.96 21.321.03 40.010.79 

22:5* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.950.25 N.D. 5.350.59 1.090.04 N.D. 

22:6* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 16.990.87 30.180.74 28.321.39 12.880.46 N.D. 

SFA 10.400.58 20.110.29 12.940.71 12.950.44 12.850.58 16.460.61 15.831.24 14.360.47 14.160.59 20.200.60 9.390.39 59.981.44 

MUFA 10.900.42 23.820.39 68.810.95 41.742.20 30.971.01 80.364.75 70.82168 14.130.44 16.440.82 6.140.20 21.520.96 --- 

PUFA 69.944.56 66.813.07 18.260.79 45.293.91 56.174.17 3.180.18 13.350.71 71.493.28 69.173.38 73.67 78.464.61 40.010.79 

w-6/3 0.450.06 0.420.04 9.930.90 61.047.00 47.426.79 --- --- 0.090.01 0.020.01 --- 0.640.09 --- 

PUFA/SFA 6.72 3.32 1.41 3.49 4.37 0.19 0.84 4.98 4.88 3.65 8.35 0.67 

COX 12.760.77 12.430.57 2.680.96 5.160.43 6.220.45 9.000.07 9.960.09 --- --- --- --- --- 

AI 0.09 0.07 0.15 0.11 0.11 0.15 0.19 0.35 0.29 0.43 0.07 1.88 

TI 0.06 0.06 0.2 0.28 0.28 0.38 0.38 0.06 0.05 0.09 0.06 0.50 

hH 10.82 15.05 6.14 9.43 8.90 6.56 5.18 5.82 6.24 4.32 14.92 0.79 

-3;  **-6 
Tabla 8. Composición proporcional (%) de los ácidos grasos encontrados en las muestras analizadas y algunos índices 
nutricionales del potencial efecto en la salud cardiovascular de los aceites (se asume contenido total de omega 3 y omega 6 
en los ácidos señalados con uno y dos asteriscos, respectivamente, así como el total de 18:1 en configuración cis). 

 



Capítulo IV  Resultados y discusión 

75 
 

Las muestras de aceite de chía y linaza poseen el valor COX más alto de acuerdo con su 
composición de ácidos grasos, el alto índice de susceptibilidad a oxidación en estas muestras 
explica la diferencia de perfiles de composición porcentual encontrados de 18:3 y 18:2 
respecto a los reportados para dichos aceites. 

Dentro de los índices nutricionales, IA y IT son los más frecuentemente usados en la 
literatura y los que muestran más clara evidencia. Considerando que los ácidos grasos 
saturados son pro-arterogénicos y los insaturados son anti-arterogénicos, son deseables 
valores pequeños de IA, de tal manera que el consumo de alimentos o productos con bajo 
IA pueden reducir el colesterol y los valores de LDL-c en plasma sanguíneo humano (J. 
Chen y H. Liu, 2020), si bien algunos autores recomiendan el consumo de alimentos con 
valor IA de 0.39 con el fin de conseguir valores cardioprotectores de referencia del AIP 
(índice arterogénico del plasma) (Bei Mariana, 2019), ninguna organización oficial de salud 
ha provisto aún valores recomendables de estos índices, y además se consideran en 
constante cambio de acuerdo a nuevas investigaciones sobre efecto de cada ácido en el 
desarrollo/prevención de enfermedades cardiovasculares. Algunos rangos de valores IA 
reportados son 0.03-3.58 para algas, 0.084-0.55 para cultivos, 0.21-1.41 para peces y 0.16-1.32 
para carnes. Los rangos de valores reportados para TI son 0.14-0.56, 0.14-0.87, 0.29-1.69 y 
0.39-5.04 para cultivos, peces, carne y productos lácteos, respectivamente. Finalmente, 
algunos valores del índice hH reportados para aceite de Camelina sativa prensado en frio 
están en el rango de 11.7-14.7 (K. Ratusz, 2018). 

IV.9 Síntesis de los isotopólogos d0, d3, d6 y d9 del agente derivatizante AMPP 

Se diseñó la ruta de síntesis multietapa para obtener los cuatro isotopólogos del AMPP, de 
los cuales tres son nuevos en la bibliografía (d3, d6 y d9), en el esquema de la figura 49 se 
muestra la estrategia retrosintética. Se propuso partir de dos sintones estructurales, el 
primero consistió en los cuatro isotopólogos de piridina previamente descritos (d0, d2, d3 y 
d5), los cuales se convirtieron en sus respectivas sales de Zincke (paso 1). El segundo sintón 
fue el 1-bromo-4-nitrobenceno y su isotopólogo d4 enriquecido en el laboratorio (paso 2), 
para obtener posteriormente el producto de cianuración de ambos isotopólogos (paso 3), en 
el cuarto paso se llevaría a cabo la reducción/protección tanto del 4-nitrobenzonitrilo-d0 
como del 4-nitrobenzonitrilo-d4 dando lugar a los isotopólogos d0 y d4 de la 4-
aminobencilamina protegida con el grupo Boc sobre la amina primaria. Finalmente, para el 
último paso, se propone la generación de los isotopólogos d0, d3, d6 y d9 del AMPP mediante 
cuatro reacciones ANRORC (adición nucleofílica / apertura de anillo / cierre de anillo) 
combinando estratégicamente pares de isotopólogos de la sal de Zincke y el tert-butil-4-
aminobencilcarbamato (paso 5) como se describe a continuación: d0+d0, d3+d0, d2+d4 y d5+d4, 
respectivamente. 
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Figura 49. Análisis retrosintético de las rutas para la obtención de los 4 isotopólogos de AMPP. Adaptando y fusionando 
protocolos reportados para los isotopólogos ligeros en las distintas etapas: 1) (Chukanov et al., 2019). 2) (Tang et al., 

2023). 3) (Ushkov & Grushin, 2011). 4) (Khurana & Kukreja, 2002). 

A continuación, se describen los alcances logrados durante el desarrollo de los pasos 1-5 
para la síntesis de este derivatizante de cuatro canales, así como los desafíos encontrados a 
lo largo del desarrollo experimental. 

IV.9.1 Síntesis de los isotopólogos d0, d , d3 y d5 de la sal de Zincke 

Los isotopólogos de piridina adquiridos comercialmente (d0 y d5) así como los etiquetados 
en el laboratorio por intercambio de isótopos de hidrógeno en condiciones básicas (d2 y d3, 
ver capítulo IV.1.1) se hicieron reaccionar independientemente frente al 1-bromo-2,4-
dinitrobenceno para formar las respectivas sales de Zincke (Chukanov et al., 2019), en la 
figura 50 se ejemplifica la reacción para el isotopólogo ligero y se enumeran sus hidrógenos. 

 
Figura 50. Reacción para la formación de la sal de Zincke-d0. 

Piridina 
(d0, -d2, -d3 ó d5) 

1) 

2) 
3) 4) 

5) 

1-bromo-4-nitrobenceno 
(d0 ó d4) 4-nitrobenzonitrilo 

(d0 ó d4) 

tert-butil  
4-aminobencilcarbamato 
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Sal de Zincke 
(d0, -d2, -d3 y d5) 
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Los productos obtenidos como polvos amarillo pálido tras decantación se confirmaron 
mediante análisis por HRMS y NMR (figura 51) observando claramente los desplazamientos 
de m/z esperados, así como la ausencia de señales y cambios de multiplicidad en señales 1H. 

 

Figura 51. Espectros HRMS de los isotopólogos d0 (a), d2 (b), d3 (c) y d5 (d) de la sal de Zincke (izquierda), y sus respectivos 
espectros de 1H NMR (derecha) adquiridos en DMSO con capilar DMSO-d6. 

IV.9.  Deuteración del 1-bromo-4-nitrobenceno catalizada por 
Ag CO3(PPh3)  

La deuteración del 1-bromo-4-nitrobenceno se realizó exitosamente tras tres intentos 
siguiendo el procedimiento reportado por Tang y colaboradores (Tang et al., 2023), 
utilizando K2CO3 como base, Ag2CO3 y PPh3 como pre-catalizador, D2O como agente 
deuterante y éter metil-terbutílico como co-solvente (figura 52). El carbonato de plata fue 
preparado en el laboratorio de acuerdo con un protocolo reportado (Burley et al., 2013), 
durante los primeros intentos se protegió de la luz después de la filtración, pero al tratarse 
de un reactivo altamente fotosensible el rendimiento de incorporación de deuterio fue 
parcial, a raíz de lo observado se optó por trabajar esta reacción completamente a oscuras 
logrando con ello la incorporación de cuatro deuterios con rendimiento cercano al 100%. 
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Figura 52. Reacción de deuteración del 1-bromo-4-nitrobenceno. Se emplearon 202 mg de sustrato, 1eq de K2CO3, 1 mL 
de D2O, 200 L de MTBE y el catalizador se generó in situ a partir de 20 % mol de Ag2CO3 y 60 % mol de PPh3. 

La caracterización del producto deuterado se realizó utilizando espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear de protón 1H (figura 53) y deuterio 2H (figura 54). Verificando 
la transformación completa tanto por los cambios en la multiplicidad de las señales en el 
espectro de protón, así como por la aparición de señales de deuterio con el desplazamiento 
químico equivalente a los hidrógenos de su análogo de abundancia isotópica natural. 

 

Figura 53. Espectros de 1H NMR del sustrato (1-bromo-4-nitrobenceno) antes de la deuteración (verde), luego de los 
primeros dos intentos (naranja y azul) y después de realizar la reacción en la oscuridad (rojo), se observa la disminución 
significativa de la señal, así como el cambio de doblete a singulete por perdida del acoplamiento H-H a tres enlaces. 
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Figura 54. Espectros de resonancia magnético nuclear de deuterio 2H-NMR del 1-bromo-4-nitrobenceno-d4 (azul), se 
observan señales con desplazamiento 8.14 y 7.73 ppm, consistente con los desplazamientos de las señales de hidrógeno en 
1H-NMR del sustrato con abundancia isotópica natural (rojo), ajustando la señal residual de hidrógeno del solvente con la 
señal de su respectivo deuterio, ambos obtenidos en CDCl3. 

IV.9.3 Cianuración de los isotopólogos d0 y d4 del 1-bromo-4-nitrobenceno 

La reacción de acoplamiento C-C entre el 1-bromo-4-nitrobenceno y el cianuro se realizó 
combinando dos metodologías (Anderson et al., 1998; Ushkov & Grushin, 2011). El grupo 
de Anderson reportó la cianuración de una amplia gama de haluros de arilo y triflatos vía 
catálisis cooperativa entre catalizadores de paladio cero y especies de zinc o cobre, entre los 
sustratos evaluados reportó la cianuración de sistemas derivados de yodo-benceno 
sustituidos con distintos grupos en la posición 4. Entre los sustituyentes evaluados se 
encontraron los grupos metoxilo, acetilo y nitro, los primeros dos mostraron los mayores 
rendimientos cuando se empleó 5 % mol de Pd(PPh3)4 adicionando de 10 % mol CuI, sin 
embargo, con el sustituyente nitrado el mejor rendimiento fue en ausencia de yoduro de 
cobre. Cabe mencionar que el solvente empleado por Anderson y col. fue únicamente THF; 
trece años más tarde el grupo de Ushkov y Grushin evaluaron sistemáticamente las 
condiciones de cianuración, pues ha sido reconocido por varios autores lo desafiante de este 
acoplamiento cruzado, identificándolo como uno de los menos reproducibles debido a la 
desactivación del catalizador por el cianuro en el medio. Las aportaciones más significativas 
en su publicación son tres: (i) la utilización de fosfinas voluminosas como la P(tBu)3, (2) la 
composición de solventes, empleando THF/ACN (relación 1:4) con el fin de evitar altas 

Señal de 2H 
en CDCl3 

Señal de 1H residual 
en CDCl3 
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cantidades de cianuro disuelto y prevenir el envenenamiento del catalizar, y (3) la adición 
sub-estequiométrica de Zn metálico para regenerar el catalizar potencialmente envenenado. 
En el presente trabajo se empleó la tetrakis trifenilfosfino paladio cero Pd(PPh3)4, en 
consonancia con Anderson, pero bajo las condiciones descritas por Ushkov y Grushin (figura 
55), el catalizador se preparó en el laboratorio de acuerdo con lo reportado en la bibliografía 
(Koudehi & Zibaseresht, 2020). 

 

Figura 55. Reacción de cianuración del 1-bromo-4-nitrobenceno catalizada por Pd(PPh3)4. 

El producto de cianuración del compuesto con distribución isotópica natural se caracterizó 
por resonancia magnética nuclear de protón, observando claros cambios en los 
desplazamientos químicos del sustrato respecto al producto con conversión del 97%. Así, 
para el sustrato (1-bromo-4-nitrobenceno) se observaron dos dobletes en 7.86 y 8.16 ppm y 
en 8.19 y 8.35 para el producto (figura 56). 

 

Figura 56. Comparación de espectros de resonancia magnético nuclear 1H NMR del sustrato 1-bromo-4-nitrobenceno 
(azul) y del producto de cianuración 4-nitrobenzonitrilo (rojo), obtenidos en CHCl3 con capilar DMSO-d6. 

La cianuración del isotopólogo d4 del 1-bromo-4-nitrobenceno continúa pendiente. 
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IV.9.4 Reducción/Protección de los isotopólogos d0 y d4 del 1-nitro-4-
benzonitrilo 

La reducción/protección one-pot del isotopólogo ligero del 4-nitrobenzonitrilo se realizó con 
el catalizador “P-2 Níquel”, el cual se preparó in-situ mezclando NiCl2 con NaBH4 en EtOH 
seco y en presencia de DIBOC (Di-tert-butil dicarbonato) (Khurana & Kukreja, 2002) (figura 
57), sin embargo, el producto obtenido consistió en el di carbamato (figura 58), es decir, se 
protegieron indiferentemente la amina primaria y la amina aromática tras la reducción de 
ambos grupos, nitrilo y nitro, lo que implicó adicionar dos pasos adicionales al protocolo 
sintético, uno de desprotección y otro de protección selectiva para obtener el mono-
carbamato sobre la amina primaria. 

 

Figura 57. Ecuación de reacción esperada de reducción/protección y producto esperado 4-(N-Boc)aminobencilamina. 

 

Figura 58. Espectro del producto dicarbamato obtenido por reducción del 1-nitro-4-brenzonitrilo. 

Parece lógico pensar que la obtención del producto 4-aminobencilamina sin grupos 
protectores simplificaría el protocolo y ahorraría las etapas de desprotección y 
monoprotección en la síntesis, sin embargo, la ausencia del grupo protector genera un 
producto lateral dimérico, común en la reducción de nitrilos (figura 59), además, la 

a,g 

e 

c 
d 

b 

f 



Capítulo IV  Resultados y discusión 

82 
 

formación de complejos de Ni complica la purificación del producto deseado, en ese sentido 
la obtención del producto di protegido implica una etapa adicional pero al mismo tiempo 
dirige la síntesis al producto deseado y facilita el procesamiento del compuesto. 

 

Figura 59. Etapas en la reducción de nitrilos vía hidruros, arriba se representa la formación de un subproducto dimérico 
por eliminación de amoniaco, en la parte de abajo se puede apreciar cómo la presencia del grupo protector Boc2O “secuestra” 
la amina a medida que se forma evitando su reacción con la imina intermediaria lo que derivaría en el subproducto indeseado. 

Actualmente éste es el avance que se tiene sobre el desarrollo de los cuatro isotopólogos del 
derivatizante AMPP, las etapas pendientes para concretarlo son las siguientes: 

1. Cianuración del 1-bromo-4-nitrobenceno-d4 
2. Reducción/protección del 1-nitro-4-benzonitrilo-d4 
3. Desprotección de los isotopólogos d0 y d4 del dicarbamato derivado del punto 2. 
4. Monoprotección en la amina primaria de los isotopólogos d0 y d4 de la 4-

aminobencilamina (obtenidas del punto 3). 
5. Obtención de los 4 isotopólogos de AMPP vía mecanismo ANRORC (figura 60). 

Los puntos 1 y 2 consisten en reproducir sobre el isotopólogo d4 lo realizado con su análogo 
ligero en los apartados IV.9.3 y IV.9.4, mientras que los puntos 3 y 4 son procedimientos 
reportados, pese a que bajo las condiciones de reducción con el catalizador P-2 Níquel 
ocurre la protección tanto de la amina primaria como de la aromática, existen reportes para 
la monoprotección en la amina primaria de la 4-aminobencilamina utilizando DIBOC bajo 
condiciones sencillas (Jarre et al., 2014; Scheiner et al., 2022), y la desprotección es una 
hidrólisis típica de carbamatos empleando ácido trifluoroacético en DCM, por lo que en este 
punto, parece viable la culminación en un futuro de la síntesis multietapa planteada. 
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Figura 60. Obtención de los 4 isotopólogos de AMPP vía mecanismo ANRORC. 

IV.10. Síntesis de los isómeros  y  del derivatizante AMMP 

Para la síntesis del derivatizante AMMP y desarrollo del derivatizante 3 planteado al inicio 
del texto, se partió de los aldehídos de piridina en las tres posiciones, 2, 3 ó 4, convirtiéndolos 
en oximas (anexo 7) y posteriormente reduciéndolas a sus respectivas aminas (figura 61) de 
acuerdo con lo reportado por Cai y colaboradores (Y. M. Cai et al., 2019). 

 

Figura 61. Esquema general para la síntesis de las picolil-aminas. 

Las  y  picolilaminas se caracterizaron por 1H NMR (fig. 62), se reservaron para su posterior 
protección con diboc y la subsecuente cuaternización del heteroátomo con yoduro de metilo. 

 

Figura 62. gamma-picolilamina (Azul), beta-picolilamina (Rojo). 

Los demás pasos de reacción quedaron pendientes de realizar.
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Capítulo V. Conclusiones 

El presente trabajo se enfocó en el diseño, síntesis, caracterización y aplicación (en análisis 
cuantitativo dirigido y perfilado no dirigido), de derivatizantes de inversión de carga 
codificados por deuterio, los cuales se dirigieron hacia analitos con funcionalidad de ácido 
carboxílico, particularmente ácidos grasos extraídos de aceites vegetales comestibles y de 
suplementos dietéticos basados en aceites de pescados. 

Inicialmente, se diseñaron las rutas sintéticas de tres CS-ICD con base en el estado del arte 
de derivatizantes deuterados dirigidos hacía ácidos grasos y estrategias de etiquetado con 
deuterio, el desarrollo experimental de ambas partes, sintética y analítica, permitió elaborar 
una serie de conclusiones para los resultados con cada uno de los derivatizante: 

Derivatizante 1. AEPy 

Se obtuvo la piridina-d3 con alto grado de enriquecimiento a partir de piridina de 
abundancia isotópica natural empleando el protocolo descrito por los grupos de Y. Li y 
Kopf. Liu. Además, se adaptó dicho protocolo sintético para obtener la piridina-d2 por 
intercambio inverso (D/H) a partir de piridina-d5. 

Fueron sintetizados tres isotopólogos de AEPy: de abundancia natural a partir de piridina-
d0, trideuterado a partir de piridina-d3 etiquetada en el laboratorio y pentadeuterado a partir 
de piridina-d5 comercial, se realizó su caracterización por 1H-NMR y HRMS comprobando 
la estabilidad del marcaje en términos de posición y grado de enriquecimiento de los 
deuterios tras la síntesis. Además, por comparación de sus respectivos patrones isotópicos, 
se verificó la viabilidad de utilizar cualquiera de los dos, AEPy-d3 o AEPy-d5 como estándar 
interno al no presentar solapamiento espectral con el isotopólogo de abundancia natural, 
AEPy-d0. 

Las condiciones de derivatización se seleccionaron de acuerdo con los resultados de dos 
experimentos: 1) El agente de acoplamiento y la temperatura de reacción se seleccionaron a 
partir del mismo experimento, en el que se compararon las eficacias relativas de 
derivatización entre el reactivo de Mukaiyama (CMPI) y la carbodiimida EDC a dos 
temperaturas, 30 y 40 °C sobre SFA (C6, C7, C9, C11, C12 Y C18). 2) La composición de 
solventes del derivatizante fue definida luego de evaluar las siguientes mezclas portadoras 
de AEPy-d0, a) Et3N 0.1N en ACN, b) ACN/DMF (4:1), c) H2O 100%, d) ACN/H2O (1:1), e) 
ACN/H2O (80:20), f) MeOH 100% y g) MeOH/H2O (1:1). Las condiciones finales 
seleccionadas para favorecer la formación del producto de reacción consistieron en el uso 
de EDC como agente de acoplamiento, temperatura de 40 °C y composición de solventes 
Et3N 0.1N en ACN para el derivatizante AEPy. 

Experimentos independientes de variación de voltaje en el capilar permitieron registrar 
secuencialmente por HRMS con infusión directa los iones correspondientes a ácidos grasos 
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del material de referencia certificado, derivatizados por separado con cada uno de los tres 
isotopólogos de AEPy, concluyendo que el voltaje en el capilar de 3100 V genera las mejores 
intensidades de señal y las relaciones S/N más altas. 

A través de experimentos por HPLC-ESI(+)-ITMS se compararon los factores de respuesta 
de mezclas 1:1 de ácidos grasos del material de referencia derivatizados con cada par de 
isotopólogos AEPy-d0|AEPy-d3 y AEPy-d0|AEPy-d5 graficando la intensidad respecto al 
inverso del factor de dilución, para cada ácido derivatizado con cada par de isotopólogos se 
encontraron diferencias de la pendiente menores al 5%, confirmando nuevamente la 
viabilidad de los isotopólogos pesados de AEPy para su uso cómo estándares internos. 

Se realizaron pruebas de derivatización independientes con AEPy-d0 y AEPy-d5 sobre ácidos 
grasos extraídos de cinco aceites vegetales, los perfiles de ácidos grasos de 18 carbonos con 
0-3 insaturaciones, fue consistente para cada una de las muestra en cada canal, permitiendo 
asumir que la reacción transcurre de uniformemente entre ambos isotopólogos sobre 
muestras complejas. 

El análisis no dirigido aplicado con ambos pares de isotopólogos de AEPy d0|d3 y d0|d5 sobre 
FA extraídos de aceite de menhaden resultó en la anotación de once FA reportados por el 
proveedor y ocho ácidos adicionales no descritos por el proveedor, entre los cuales se 
encontró un ácido de cadena muy larga y altamente insaturado, específicamente 28:8, dicho 
ácido se confirmó por la observación de los clústeres isotópicos conferidos por cada par de 
isotopólogos al mismo tiempo de retención en corridas cromatográficas independientes 
para cada par. 

Dentro del análisis dirigido, el uso de FA presentes en el material de referencia certificado 
facilitó la generación de estándares internos tipo ILIS vía ICD con AEPy-d5, y a su vez el 
canal ligero (AEPy-d0) se utilizó para los calibrantes y para derivatizar los FA de las muestras 
a determinar. Se construyeron curvas de calibración con 7 niveles de concentración para 15 
de los ácidos grasos contenidos en el MRC, posteriormente, se analizaron 11 muestras, de 
las cuales 7 fueron aceites vegetales comestibles, tres suplementos dietéticos basados en 
aceites de pescados y un alga comestible P. yezoensis, encontrado valores porcentuales de los 
FA en los aceites vegetales y para el alga congruentes con lo reportado, mientras que en el 
caso de los suplementos de aceites de pescado existieron variaciones respecto a lo declarado 
en el perfil nutricional por los proveedores. Aunque los datos cuantitativos son 
prometedores, hace falta afinar y validar el método para futuras aplicaciones con mayor 
rigor. 

Finalmente, con los datos obtenidos de los perfiles de ácidos para cada muestra, se 
calcularon algunos descriptores como el índice de oxidabilidad, el de arterogenicidad, el 
trombogénico y la relación hH (relación de ácidos hipo-hipercolesterolémicos). 
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Derivatizante 2. AMPP 

Además del diseño de la ruta sintética para la obtención de los cuatro canales, se avanzó en 
la síntesis de algunos sintones deuterados, tales como las sales de Zincke (-d0, -d2, -d3 y -d5) a 
partir de los isotopólogos de piridina obtenidos tanto comercialmente como por intercambio 
H/D con catálisis básica, adicionalmente se sintetizó el 1-bromo-4-nitrobenceno-d4, el cual se 
etiquetó utilizando un catalizador de Ag(I). 

Adicionalmente, se realizaron las reacciones de cianuración del 1-bromo-4-nitrobenceno, y 
reducción/protección del 4-nitrobenzonitrilo (únicamente sobre los isotopólogos ligeros). 
Este último, generó el producto de reducción de ambos grupos obteniéndolos como sus 
respectivos carbamatos. La síntesis se llevó únicamente hasta este punto, faltando concretar 
las siguientes etapas sintéticas y la aplicación en análisis. 

Derivatizante 3. Combinación AEPy-AMMP 

En la síntesis de AMMP se prepararon las picolilaminas libres de dos de sus isómeros ( y 
), partiendo de sus respectivos aldehídos, sin embargo, quedaron pendientes las etapas de 
protección de la amina y cuaternización del nitrógeno en el fragmento aromático. 

Cómo perspectivas de este proyecto de tesis, se plantea en un futuro afinar el método para 
análisis dirigido con el sistema AEPy-d0|AEPy-d5 y compararlo estadísticamente con el 
sistema AEPy-d0|AEPy-d3 con el fin de comprobar si la alternativa de derivatizante 
etiquetado en nuestro laboratorio, efectivamente ofrece el mismo desempeño que el 
construido con piridina-d5 comercial. 

En el caso de los derivatizantes 2 y 3 (AMPP y AEPy-AMMP, respectivamente) los 
protocolos sintéticos muestran resultados alentadores sobre la viabilidad de conseguir las 
moléculas esperadas por las vías planteadas, cómo perspectiva se propone concluir la 
síntesis, y posteriormente determinar las condiciones para el mejor desempeño en análisis 
cuantitativo y perfilamiento PUFAs a un nivel estructural profundo. 
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Anexo 1. derivatización de ácidos grasos de cadena corta 

En ácidos de cadena corta se evaluaron los pares de isotopólogos d0/d3 en reacciones por 
separado, se analizaron por ESI-QTOF-MS mediante infusión directa tanto por separado así 
como sus mezclas 1:1, el primer caso mostró intensidades inferiores para los derivatizados 
con AEPy-d3, pues se utilizó una solución impura con concentración subestimada, sin 
embargo, la consistencia del patrón isotópico para cada ácido derivatizado respecto al grado 
de enriquecimiento del derivatizante permitió inferir la estabilidad de los deuterios 
incorporados durante la reacción de derivatización y durante el análisis en mezclas de varios 
ácidos saturados. En el segundo caso se ajustaron los niveles de dilución para hacer coincidir 
las concentraciones. 

 

Figura A1. Comparación de patrones isotópicos de ocho ácidos grasos saturados, de cadena corta y media, derivatizados 
con el par de isotopólogos de AEPy-d0 (Azul) y AEPy-d3 (Rojo). 
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Figura A2. Espectro de masas adquirido por infusión directa en sistema ESI-QTOF-MS de la mezcla 1:1 de soluciones  50 
mM derivatizados con el par de isotopólogos AEPy-d0/AEPy-d3,y diluidos 100 veces. 

Anexo  . Blancos de reacción de derivatización de material de referencia CLO 

 

Figura A3. Blancos de la reacción de derivatización del material de referencia para cada isotopólogo de AEPy. 
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Anexo 3. Espectro 1  NMR del aceite de Menhaden y de sus ácidos grasos libres 

 

Figura A4. Espectros de 1H NMR antes (azul) y después (guinda) de la extracción de ácidos grasos del aceite de 
Menhaden, arriba se ven las señales de los metilenos y del metino de los triglicéridos. 

Anexo 4. Análisis no dirigido de aceite menhaden con pares de isotopólogos de AEPy 

 

Figura A5. Cromatogramas de los ácidos grasos presentes en el aceite de menhaden derivatizados con los sistemas de 
isotopólogos de AEPy d0/d3 y d0/d5 (abajo y arriba, respectivamente). 
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Anexo 5 y 6. EIC de las curvas de calibración de EPA y D A y  del r.t. de EPA 

       
Figura A6. EIC de la curva de calibración de EPA derivatizado con AEPy-d0 (azul) y su estándar interno derivatizado con 
AEPy-d5 (Rojo) adicionado a concentración constante (7.027 ppm) en todos los niveles de concentración. 

 

       
Figura A7. EIC de la curva de calibración de DHA derivatizado con AEPy-d0 (azul) y su estándar interno derivatizado 
con AEPy-d5 (Rojo) adicionado a concentración constante (7.680 ppm) en todos los niveles de concentración. 

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

7x10

Intens.

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0

1

2

3

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

7x10

Intens.

11.50 12.00 12.50 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

7x10

Intens.



Anexos 

93 
 

 

 

 

10.3

10.0

10.5

10.7

10.2

9.8 10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 Time [min]

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

7x10

Intens.

I407/I412=1.7 

I407/I412=1.6 

I407/I412=1.4 

I407/I412=1.3 

I407/I412=1.2 

10.3

10.1

10.0

10.5

10.7

9.9 10.0 10.1 10.2 10.3 10.4 10.5 10.6 10.7 10.8 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

7x10

Intens.

I407/I412=1.0 

I407/I412=0.9

I407/I412=0.9

I407/I412=0.9

I407/I412=0.8

10.2

10.5

10.7

10.0

9.8 10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 Time [min]

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

7x10

Intens.

I407/I412=0.7 

I407/I412=0.6 

I407/I412=0.6 

I407/I412=0.5 



Anexos 

94 
 

Figura A8. Tres EIC ácidos EPA derivatizados con el par de isotopólogos de AEPy 20:5-d0/20:5-d5, 
con distintas proporciones, la distribución de relaciones de los iones 407/412 evidencia un ligero 
desface en los tiempos de retención, eluyendo primero el isotopólogo ligero. 

 

Curva de calibración de DHA sin corrección por estándar interno (IS) 

 

Curva de calibración de DHA con corrección por estándar interno (IS) 

Figura A9. Mejora en la linealidad conferida por el uso de estándar interno en la curva de calibración de DHA. 
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Figura A10. Posibles mecanismo de fragmentación con pérdida neutra (-P ) de los ácidos grasos derivatizados con AEPy. 

Anexo 7. Oximas precursoras de las picolilaminas 

 

Figura A11. Espectros 1H NMR de las oximas de la  y  piridincarboxaldehído. 
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