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1.1 Los lipidos y su clasificacion.

Los lipidos se definen comunmente como un conjunto de compuestos organicos
que son de naturaleza hidréfoba, pero solubles en disolventes organicos. Tal
definicion no es universalmente aceptada ya que es demasiado general y no
incluye aquellos lipidos que presentan polaridad suficiente y que difunden con
facilidad en la fase acuosa durante el proceso de extraccion de lipidos, lo que
causa ambiguedad en su clasificacion. Una definicion mas precisa se obtiene
cuando los lipidos se consideran desde un punto de vista estructural y una
perspectiva biosintética, debido a las diferentes transformaciones que se producen
durante su biosintesis se obtiene una gran diversidad de estructuras para los
lipidos. Este nivel de diversidad hace que sea trascendental utilizar un sistema de
clasificacion, nomenclatura y representacion quimica para dar cabida a la
diversidad de lipidos que existen en la naturaleza." El sistema de clasificacién mas
utilizado actualmente fue desarrollado y establecido por la Clasificacidon
Internacional de Lipidos y el Comité de Nomenclatura por iniciativa del consorcio
LIPID MAPS, este sistema de clasificacién se basa en las propiedades quimicas
y principios bioquimicos de los lipidos, constituyéndolos en ocho categorias (Tabla
1):%3,

Tabla 1Categorias y ejemplos de lipidos

Categoria Abreviacion Ejemplo

Acidos grasos FA Acido hexadecanoico

Glicerolipidos GL 1-hexadecanoil-2-(9 Z-octadecanoil)-sn-glicerol
Glicerofosfolipidos GP 1-hexadecanoil-2-(9 Z-octadecanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina
Esfingolipidos SP N-(tetradecanoil)-esfing-4-onina

Esterol lipidos ST Coleste-5-en-3p-ol

Prenol lipidos PR 2E,6E-farnesol

Sacarolipidos SL UDP-3-0-(3R-hidroxi-tetradecanoil)-aD-N-acetilglucosamina
Policétidos PK aflatoxin B1
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Figura 1 Ejemplo de las categorias de lipidos y estructuras representativas de cada grupo de clasificacion LIPID MAPS

Desde el punto de vista estructural, los acidos grasos (FAs) constituyen la
clase mas simple de lipidos. Estos compuestos poseen actividades biolégicas
importantes, especialmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs). Los FAs
también son componentes estructurales de los lipidos con un mayor nivel de
complejidad  estructural, tales como glicerolipidos (GL), es decir,
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, y triglicéridos (TAGs). Los glicerofosfolipidos
(GP) que se definen por la presencia de un grupo fosfato esterificado (o fosfonato)
a uno de los grupos hidroxilo del glicerol, son componentes clave de las
membranas celulares siendo los mas abundantes la fosfatidilcolina (PC),

fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS), aunque también se encuentran
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involucrados en distintas funciones tales como el metabolismo y la sefializacién.
Otra categoria bien definida son los esfingolipidos (SP); estos se derivan de
esfingosina (un aminoalcohol insaturado de 18 carbonos) que a su vez es formada
por la condensacion de palmitoil-CoA y serina. La clasificacion de los
"sacarolipidos" (SL) abarca los lipidos en los que los grupos acilo grasos estan
vinculados directamente a un esqueleto de azucar. Este grupo SL es distinto del
término "glicolipido” que fue definido por la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC) como un lipido en el que esta presente en un enlace glicosidico
a la porcion acilo graso de la molécula. La ultima categoria son los policétidos
(PK), que son un grupo diverso de metabolitos formados a partir de fuentes
microbianas y de plantas. En la Figura 1 se presentan distintos ejemplos de

lipidos utilizando este sistema de clasificacion.

Cada categoria se divide aun mas en clases, subclases, con lo que ha cada
lipido se le asigna un unico identificador de 12 o 14 caracteres (LIPID MAPS ID o
"LM ID") basado en este esquema de clasificacién. El formato de la LM ID
contiene informacion de la clasificacion, proporciona un medio sistematico para
asignar una identificaciéon unica a cada molécula de lipido. Los cuatro ultimos
caracteres del identificador de LM comprenden un unico identificador dentro de

una subclase particular y son asignados al azar (Tabla 2)*,

Tabla 2 Construccion del identificador LIPID MAPS (LM_ID)

Caracteristicas Descripcion Ejemplo
1-2 Designacion fija de base de datos LM

3-4 2-letras de codigo de categoria FA

5-6 2-digitos codigo de clase 03

7-8 2-digitos codigo de subclase 02

9-12 Unicos 4 caracteres de identificador con subclase 0016

Las distintas clases de lipidos merecen interés debido a sus propiedades y

funciones diversas, por ejemplo:

— Los GP son componentes importantes de las membranas bioldgicas.
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— Son importantes reservorios de energia.

— Importantes en la nutricion debido a la oxidacion de los FAs que proveen gran
parte de la energia fisiolégica necesaria, estos se encuentran en grasas y
aceites vegetales.

— Los TAGs en los aceites vegetables son importantes recursos para la
produccion de biodiesel, la cual alcanza de millones de toneladas al afio y son

una alternativa a los combustibles fosiles.

1.1.2 Nomenclatura de acidos grasos

Los acidos grasos comunmente reciben nombres triviales relacionados con
su procedencia, como el acido linoleico (LA) u otros incluidos en la Tabla 3. En
cuanto al nombre sistematico, existen dos sistemas de nomenclatura: (1) sistema
delta en el que se asigna el enlace doble contando atomos de carbono a partir del
grupo carboxilico y (2) sistema omega o n, donde los atomos de carbono se
cuentan a partir de grupo metilo terminal. En ambos casos, los FAs adoptan el
nombre de hidrocarburo parental. Se presenta el numero total de carbonos y se
marca el numero de enlaces dobles asumiendo que, si se presentan mas de uno,
los sucesivos son separados por un grupo metilo. La geometria del enlace
etilénico se muestra como cis o frans. De esta manera, el nombre sistematico del
LA es el acido cis-9, cis-12-octadecanoico y su abreviatura C18:2A%"'%° en
sistema delta o simplemente C18:2 cis-9,12. El isbmero del acido linoleico
conjugado (CLA) con enlaces cis y trans se abrevia como C18: 2A%'". Por su
parte, utilizando la nomenclatura w o n, los FA se describen en las familias de w-

3, w-6 y w-9: en el caso de LA la anotacion es C18: 2w-6 0 18:2n — 6.
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Tabla 3 Abreviaturas de algunos FA.

Universidad de Guanajuato

Acido graso Abreviatura  Acido graso Abreviatura
Acido Caprilico C8:0 Acido Elaidico C18:1, trans-9
Acido Caprico C10:0 Acido Oleico C18:1, cis-9
Acido Laurico C12:0 Acido Linoleico C18:2, cis-9,12
Acido Tridecanoico C13:0 Acido Araquidico C20:0

Acido Miristico C14:0 Acido Linolénico C18:3, cis-9,12,15
Acido Miristoleico (Cl14:1, cis-9)  Acido cis-11-eicosenoico C20:1, cis-11
Acido Pentadecanoico C15:0 Acido Behénico C22:0

Acido Palmitico Cl16:0 Acido Erticico C22:1, cis-13
Acido Palmitoleico Cl6:1, cis-9 Acido Ricinoleico 12-hidroxi C18:1, cis-9
Acido Estearico C18:0

En el caso de derivados de FA, la anotacion incluye los sustituyentes y su
posicion; tal es el caso de acido ricinoleico que presenta el grupo hidroxilo en el
carbono 12: 12-hidroxi C18:1, cis-9.

1.2 Lipidos en aceites vegetales

Desde un punto de vista de composicion quimica, los aceites vegetales son
mezclas complejas de compuestos, principalmente los TAGs y otros componentes
minoritarios representados por varias moléculas como son FAs y DAGs;
componentes como son los ésteres, alcanos, esteroles ftriglicéridos oxidados,
tocoferoles, tocotrienoles, compuestos fendlicos y fosfolipidos pueden estar
presentes en pequenas cantidades. La calidad de un aceite vegetal para su
aplicacién en la elaboracién de alimentos o su uso en la industria en la produccién
de cosmeéticos, jabones, lubricantes, pinturas, biodiesel, etc., depende en gran

medida de su composicion y en consecuencia, de sus propiedades fisicoquimicas.

Los aceites vegetales mas comunes tienen perfiles de TAG en los que

predominan los acidos grasos insaturados tales como el acido oleico y &cido
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linoleico, presentando también cantidades menores de &acidos grasos saturados
como el palmitico y estearico. Dependiendo del tipo de planta la variedad y la
proporcion de FAs en aceites puede cambiar de manera importante, ejemplo de
esto son el aceite de oliva donde el 70% de sus &cidos grasos corresponden al
acido oleico, mientras que el aceite de soja y el aceite de maiz contiene 50-60%
de acido linoleico. Otro ejemplo relevante en este trabajo de tesis es el aceite de
ricino, un aceite que contiene hasta el 90% de acido ricinoleico (12-hidroxi C18:1,
cis-9). En la Tabla 4 se presentan la composicion de algunos aceites vegetales

obtenidos de diferentes semillas de plantas.

. ez . o - . . 5
Tabla 4 Composicion en porcentaje de acidos grasos en aceites vegetales en diferentes semillas de plantas’ .

Aceite = — = — I\ en S I ) — N = — =
& ) 0 0 0 0 0 S S > I I o
vegetal |5 |5 | T |D [T [T | |0 |0 OO0 |8 |8
Canola 437 - 20 | 61.6 | 2038 | 847 - 066 ]| 1.35 - 1033 | 006 | -
Algodén 26.23 - 13 | 133 | 59.13 - - - - - - - -
Maiz 11.9 - 20 | 249 | 33.65 - - - - - - - -
Avellana 593 | 024 | 2.86 | 66.92 | 21.31 | 0.22 - 0290165 - 0.7 | 0.05 -
Jojoba 1.08 | 021 - 7.22 - - - | 023(3755| - | 029 | 1115 -
Moringa 6.5 2 6 72.2 1 - 4 2 - - - - -
Mostaza 432 | 021 | 125 | 926 | 1379 | 1879 | - |095| 527 | 0.7 | 1.09 | 40.10 | -
Olivo
ernel 5 0.3 1.6 | 747 | 176 0 08 | - - - - - -
Olivo
Pormance 1222 | - - | 7437 | 9.84 | 0.59 - - - - - - -
Palma 3983 | 0.17 | 533 | 419 | 1146 | 0.15 - - - - - - -
Girasol 7.95 - 191 | 12.59 | 77.54 - - - - - - - -
Soja 1213 | 03 | 349 | 2341 | 5418 | 6.5 3 - - - - - -
Ajonjoli 11.2 - 522 | 4191 | 40.08 - - - - - - - -
Nuez 72 02 | 225 | 168 | 5835 | 145 - - - - - - -
Amapola 11.19 | 0.11 | 3.46 | 1867 | 6433 | 0.55 - - - - - - -
RicinoMY™ | 1.3 - 12 | 55 7.3 0.5 - - - - - - | 842
Ricino BT" | 0.7 - 0.9 2.8 4.4 0.2 - - - - - - | 902
Ricino IN” - 1.0 - 43 - - - - - - - - 94.0
Ricino MX™ | 0.23 - 072 | 2.08 | 238 | 029 - - - - - - 943

* MY= Malasia, BT= Brasil, IN=India, MX = México
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Ademas del tipo de planta/semilla, existen otros factores que influyen en la
composicion de los aceites vegetales, entre ellos: el método empleado para su
extraccion/elaboracion, la regidon geografica de procedencia, contaminacion
medioambiental en el lugar de cultivo de planta, parametros meteoroldgicos y
también factores asociados con almacenamiento. En un reciente estudio, Thays H.
Borges et al. analizaron una serie de aceites de olivo extra virgen (EVOO) de
semilla Arbequina procedentes de distintas regiones de Brasil y Espafia, donde
evaluaron parametros de calidad, estabilidad oxidativa, pigmentos, color y
principalmente el perfil de acidos grasos buscando posibles correlaciones entre
estos parametros y las condiciones geograficas y climaticas®. Los autores sugieren
que las diferencias significativas encontradas en el perfil de acidos grasos se
deben a las condiciones geograficas y climaticas. Sin embargo, la variabilidad en
la composicidon de un aceite especifico puede deberse a la adulteracién del
producto con la sustitucion de componentes de menor calidad’. Por esta razén la
caracterizacion de aceites vegetales es de suma importancia, la cual puede ser
abordada por el analisis de TAGs y de FAs utilizando diferentes métodos

analiticos.

Este trabajo de tesis se enfoca en el andlisis de acidos grasos en aceites de

ricino utilizados como productos cosméticos.

1.2.1 Analisis de lipidos de aceites vegetales

Los componentes mayoritarios de aceites vegetales son triglicéridos de
acidos grasos saturados e insaturados. El punto clave en la caracterizacién de
aceites vegetales, es hallar la composicion de acidos grasos enlazados mediante
el grupo acilo a glicerol enfocandose en la longitud de la cadena de carbono, el
grado y posicion de instauracion, isomeria cis- y trans- y presencia de otros
sustituyentes en la cadena alifatica (por ejemplo, grupos hidroxilo, amino, etc.). La
determinacion de acidos grasos presentes en TAGs tradicionalmente se lleva a

cabo mediante la reaccidn de transesterificacion obteniéndose esteres metilicos
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de los acidos grasos (FAMEs por sus siglas en Inglés) que posteriormente son
analizados por cromatografia de gases con detector de ionizacion en flama (GC-
FID) 8. En la determinacion de los FAMEs no se obtiene la informacién estructural
de los TAGs sino la identidad y cantidad de acidos grasos que los constituyen.
Utilizando el detector FID, la asignacion de los compuestos individuales requiere
el uso de estandares de los FAMEs para fijar los tiempos de retencion de
compuestos individuales. Estos estandares son también imprescindibles para fines

del analisis cuantitativo.

En la transesterificacién de aceites vegetales, un triglicérido reacciona con
un alcohol en presencia de un acido fuerte o base fuerte, produciendo una mezcla
de ésteres alquilicos de acidos grasos (FAMEs si el alcohol utilizado es el
metanol) y glicerol. El proceso global es una secuencia de tres reacciones
consecutivas y reversibles, la reaccion estequiométrica requiere 1 mol de
triglicérido y 3 moles del alcohol, un exceso de alcohol se utiliza a menudo para
aumentar los rendimientos de los ésteres alquilicos y su separacion de fases del
glicerol formado. De manera de ejemplo, en la figura 2 se presenta el esquema de
reaccion de transesterificacion de TAGs compuesto por tres moléculas de acido

ricinoleico (componente principal del aceite de ricino).

Ricinolato de metilo

Figura 2 Esquema de la reaccion de transesterificacion del triglicérido del acido ricinoleico, el cual es el componente
mayoritario en el aceite de ricino.
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Para la formacién de estos derivados (FAMEs) se utilizan distintas técnicas

Ccomo Sson,

- La transesterificacién catalizada por base, es utilizada para formar FAMEs
de lipidos saponificables por lo tanto los acidos grasos libres no son
esterificados. El metéxido de sodio (NaOMe) en metanol es el agente mas
comunmente utilizado utilizando hidréxido de sodio como catalizador.

- La esterificacidn y transesterificacién catalizada por acidos es utilizada para
el analisis de acidos grasos libres por medio de una esterificacién directa,
esta se realiza por calentamiento con un exceso de metanol anhidro en
presencia de un catalizador acido. Algunos agentes usados con frecuencia
son el HCl y el H,SO4 en solucion metandlica. Para el caso de la

transesterificacion TAGs se utiliza trifluoruro de boro (BF3) en metanol.

Cabe mencionar que la reaccion de transesterificacion es utilizada en la
produccion de biodiesel a partir de aceites vegetales y el analisis de FAMEs es

muy demandado en el control del proceso de produccién®.

Los FAMEs volatiles o semivolatiles (dependiendo de numero de carbonos
en la cadena alifatica), se someten a la separacién por GC. Para realizar dicha
separaciéon de manera eficiente y en tiempo razonable, se emplean columnas
capilares con fases polares como polietilenglicol o cianopropil ya que éstas
permiten la separacion de los FAMEs de acuerdo con numero de carbonos, grado
de saturacién y configuracion cis-trans. Para muestras complejas de FAMEs, con
el objetivo de lograr la separacion de algunos isomeros geométricos se utilizan
columnas de longitud de 100m, 0.25mm de didmetro y de 0.2um de grosor de
pelicula (Agilent HP-88, Varian CP-Sil 88, Supelco SP 2360, SP 2340, SP 2380)°.
En los afios recientes, ha aumentado el uso de detectores masicos en el analisis
de los FAMES por GC. Las principales ventajas en este caso es un aumento de
selectividad, posibilidad de confirmar/identificar compuestos no esperados y el alto
poder de deteccién alcanzable cuando la cuantificacion se lleva a cabo mediante
el monitoreo de iones selectivos (SIM) o monitoreo de reacciones multiples
(MRM)™.
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Otra manera de analizar los lipidos presentes en aceites vegetales es el
analisis directo de los TAGs, la ventaja de utilizar el analisis de TAGs en
comparacién con el perfil FAs es que se conserva la estructura quimica y
distribucion estereoespecifica de las cadenas de FAs enlazadas al glicerol. Entre
las técnicas utilizadas para el analisis de los TAGs hay que mencionar: la
cromatografia en capa delgada (TLC), la cromatografia liquida de alta resolucion
en fase inversa (RP-HPLC), la RP-HPLC combinada con la cromatografia de ion
plata (Ag-RP-HPLC) utilizando diferentes tipos de detectores, entre ellos
espectrometria de masas. La separacion de los TAGs tipicamente se obtiene por
RP-HPLC, ya que esta técnica permite separar compuestos con diferente longitud
de cadena y grado de insaturacion'. Sin embargo, la complejidad de la
composicion de muestra obliga en muchos casos combinar procedimientos de
fraccionamiento/separacion para aumentar la selectividad. Para las separaciones
en fase liquida, los detectores comunmente usados son el espectrofotométrico de
ultravioleta (UV) y del indice de refraccion (RI), donde el UV es mas sensible y el
RI tiene la desventaja de ser compatible unicamente con flujos isocraticos, es
decir, no permite el gradiente de elucion que es deseable para reducir los tiempos
de retencién para TAGs saturados de mayor masa molecular y mejorar la
resolucién cromatografica. El detector espectrofotométrico permite el uso de
gradientes de elucion usando disolventes de baja absorcién UV, sin embargo,
diferencias en absorcion tienen que ser consideradas por el coeficiente de
correlacién de area de pico para solutos con baja y alta absortividad, ademas de
presentar problemas con la isomeria y conjugacién de dobles enlaces. Otra
manera para el analisis de TAGs se ha enfocado en la cromatografia liquida de
alta resoluciéon con detector evaporativo de dispersion de luz (HPLC-ELSD) ya que
es compatible con todos los disolventes de elucion, permitiendo aplicar gradientes
de flujo y gradientes de solventes, sin embargo, la cuantificacién por ELSD puede
presentar un problema, debido al factor de respuesta no lineal a niveles bajos de
TAGs™.

Divisién de Ciencias Naturales y Exactas Pagina 10




Marco Téorico Universidad de Guanajuato

El uso de espectrometria de masas (MS) es otro enfoque en el analisis de
los lipidos vegetales cual se describe brevemente en la seccién siguiente. Cabe
sefalar que la MS se puede utilizar introduciendo la muestra de manera directa o
en acoplamiento con separacion cromatografica. De hecho, el analisis directo es
de interés debido a que las técnicas de GC y HPLC generalmente son laboriosas,
requieren tratamientos de muestra, uso de reactivos y solventes adicionales e
imponen largos tiempos de analisis. En este contexto, ademas de MS, se han
aplicado otras técnicas analiticas para el analisis de lipidos como son la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier y la resonancia magnética
nuclear (NMR). De manera de ejemplo, en la Tabla 5 se presentan brevemente
algunas aplicaciones de técnicas analiticas en el analisis de lipidos en aceites

vegetales.
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Tabla 5 Resumen de técnicas aplicadas en el andlisis de aceites vegetales.

Método Muestra  Analisis Informacion Ref
) Deteccion y  cuantificacion de FAMEs pre
Semilla y ) ) ) )
concentrados por microextraccion liquido-liquido |
GC-MS  pulpade FAMEs _ ) )
dispersiva (DLLME). Se presenta solapamiento de
aguacate. ) ) ) ) )
picos, baja relacién S/N debido al alto ruido.
HPLC Mezcla de Deteccion del porcentaje de aceite de olivo y palma
CAD Aceites FAMEs  presentes en mezclas comerciales mediante el analisis '
comestibles multivariante de sus FAMEs.
Acer Desarrollo de una metodologia de transesterificacion
ceites
GC-FID FAMEs  de TAGs por medio de BFs, para conocer el perfil de '
vegetales _
acidos grasos en las muestras.
) Analisis de acidos grasos de semillas para conocer la
Semillas de o ] ) ) .
NIRS ) FA viabilidad para producir aceite, mediante un analisis
soja . .
rapido y no destructivo.
) Cuantificacion de FAMEs de aceites vegetales por
* Aceltes . o . . . aqe 18
RM FAMEs medio de un analisis multivariante utilizando la
vegetales. ) )
técnica de codigo de barras espectral.
TAGs, Desarrollo de un método para la deteccion simultanea
HPLC- Aceites DAGs, de TAGs, DAGs, MAGs, FAs libres. 0
uv Vegetales.  FAs, Comparacion de GC-FID con un método desarrollado
FFA, para la determinaciéon de FAMEs.
HPLC-  Aceites TAG Cuantificacion y discriminacion del tipo de aceite |
s
ELSD vegetales. utilizando el perfil de TAGs.
HPLC- ) Identificacion de adulteracion del aceite de ajonjoli
Aceite de TAGs, ) ) ) o "
ELSD o con aceite de soja por medio del analisis de FAs y
ajonjoli FAs
GC-FID TAGs.

*Microscopia Raman
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Si bien cada uno de estos métodos tiene sus propias fortalezas vy
debilidades, los métodos de MS recientemente desarrollados basados en la
ionizacion a presion atmosférica (APIl), electro-nebulizacion (ESI) y la
espectrometria de masas con desorcion/ionizacidén laser asistida por matriz
(MALDI-MS) surgen como las técnicas mas adecuadas para la caracterizaciéon

completa de aceites vegetales.

1.3 Espectrometria de masa en el analisis de aceites vegetales

Como se muestra en la Figura 3, un espectrometro de masas esta
compuesto por cuatro bloques principales; (i) un sistema de introduccion de
muestra; (ii) un dispositivo de ionizacion, (iii) un separador de masas y (iv) un
detector. Como ya se ha mencionado antes, la introduccion de la muestra puede
llevarse a cabo de manera directa o mediante acoplamiento con una técnica de
separacion; la etapa de ionizacibn comprende conversion del(los) analito(s) en
iones con carga positiva o negativa en estado gaseoso. Una vez generados los
iones, éstos son introducidos y separados en funciéon de su relacion masa/carga
(m/z) en el separador de masas que opera en condiciones de alto vacio.
Finalmente, los iones son detectados, y la sefial eléctrica se procesa generando
un espectro de masas, el cual es una presentacion grafica de la abundancia de
iones para diferentes valores de m/z. Por lo tanto, un espectro de masas
proporciona informacién sobre variedad y cantidad de iones formados a partir de
muestra analizada. Hoy en dia existen muchos disefios comerciales de
espectrometros de masas que presentan una amplia gama de capacidades en
cuanto al intervalo de valores m/z, la resoluciéon, el poder de deteccion vy
posibilidad de realizar fragmentacion de iones. Esta ultima opcidon es importante
para la confirmacién/identificacibn de compuestos y también para su

cuantificacion.
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Sistema de vacio

INTRODUCCION FUENTE DE ANALIZADOR DETECTOR
DE MUESTRA IONIZACION
e . TRAMPA DE Electromultipli
-GC El IONES cador
-HPLC ESI CUADRUPOLO
-INYECCION MALDI TOF
DIRECTA ORBITRAP
I
* +“ =
ANALISIS fal
DE I:> LT
DATOS o ’ |
P WtV LY

Figura 3 Diagrama de bloques de un espectrémetro de masas.

1.3.1 Fuentes de ionizacion

En la Tabla 6 se resumen brevemente diferentes fuentes de ionizacién
empleados en el analisis de lipidos por MS. Tradicionalmente se han utilizado las
técnicas de ionizacion por electrones (El) y por ionizacion quimica (Cl), lo que
permite elucidar la composicion/estructura y llevar a cabo la cuantificacion de
lipidos relativamente volatiles (simples), sin embargo, no todos los lipidos son
susceptibles al analisis por El y Cl debido al requerimiento que la molécula debe
ser térmicamente estable y tener una presion de vapor suficiente para entrar como
un gas en la fuente de ionizacién. Debido a estas caracteristicas, la El y Cl se
utilizan principalmente en combinacion con métodos de separacion por GC (GC-
MS). Cabe mencionar que la El es la fuente de ionizacion dura debido a que
proporciona alto grado de fragmentacion, mientras que los espectros obtenidos
con Cl son mas simples, con limitada o sin fragmentacion. La seleccién entre
ionizacion dura y suave depende en gran medida del objetivo de analisis y de las
propiedades del(los) analito(s) de interés. Hoy en dia se cuenta con dispositivos

de ionizacion suave que permiten adquisicion de masa exacta de moléculas
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ionizadas y éstas pueden ser fragmentadas posteriormente para obtener

informacion estructural y/o cuantitativa.

Las dos principales técnicas de ionizacion suave ESI y MALDI fueron
introducidas en la década de los 80s, por Tanaka et al. y Fenn et al. Se han
posicionado como herramientas importantes en el analisis de lipidos en sistemas
biolégicos asi como en el estudio de los componentes en aceites vegetales3’ 2
Para el caso de los aceites vegetales el uso de ESI-MS y MALDI-MS se debe a
que proporcionan informacién estructural sobre los TAGs presentes en mezclas

complejas.

Tabla 6 Resumen de distintos métodos de ionizacién utilizados en espectrometria de masas

Técnica de Naturaleza de Introduccion Intervalo L
L Descripcion
ionizacion compuestos de la muestra de masa
Volatil; M¢étodo ionizacion dura,
Ionizacion por
térmicamente CG o HPLC <1000Da  principalmente se obtienen
electrones (EI)
estable fragmentos de iones.
Volatil; M¢étodo de ionizacion
Ionizacion
) térmicamente CG o HPLC <1000Da  suave, se obtiene el ion
quimica (CI)
estable molecular.
< 5000Da
Bombardeo HPLC, M¢étodo suave de
. Compuestos ) ) rango o .
rapido de ) inyeccion _ ionizacion, requiere de una
organometalicos optimo
atomos (FAB) directa matriz.
200-2000
Desorcién/ioniza
Biomoléculas La muestra se amplio, Me¢étodo de ionizacion muy
cion laser o .
o (proteinas, co-cristaliza hasta suave, 10n€s con una carga,
asistida por
DNA, lipidos) con una matriz ~ 500kDa cationizacion favorecida.
matriz (MALDI)
Ionizacion por Compuestos
] Amplio Método de ionizacion muy
electro- orgénicos e Muestra en
o ) ) ) rango de suave, iones de multiples
nebulizacion inorganicos solucion
masas cargas.
(ESI) polares
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Como se observa en la Tabla 6 aunque ESI y MALDI pertenecen a fuentes
de ionizacion suave, pero presentan diferencias importantes. Tal vez la mas
importante es que ESI permite analisis de moléculas polares, mientras que MALDI
ha sido utilizada para estudiar moléculas polares o apolares; otra diferencia
importante es que ESI acepta muestras liquidas y MALDI sirve para el analisis de

muestras solidas (co-cristalizadas con matriz).

En ESI la muestra se introduce en forma de solucién, utilizando solventes
polares como son el metanol, isopropanol, acetonitrilo, etc. por lo que el
acoplamiento de HPLC con ESI para el analisis de los TAGs es adecuado. Las
moléculas que han sido ionizadas por ESI preservan casi intacto el estado de
carga que tenian en solucion, los lipidos ionizados por ESI son especies con carga
unica que se forman por medio de protonacion (modo positivo) o desprotonacién
(modo negativo), o bien por la formacion de aductos cationicos (NH;", K*) o
aductos anidnicos (CI) causados por la inclusion de sales que contengan estos
iones. ESI se ha utilizado para el analisis cuantitativo de TAGs en aceites
vegetales por medio de sus aductos catidnicos con amonio [M+NH4]*, potasio
[M+K]*, sodio [M+Na]" y litio [M+Li]". Por ejemplo, el andlisis cuantitativo de
isdbmeros posicionales de TAGs en aceites de girasol y olivo realizado por
RPHPLC-ESI-MS mediante el monitoreo de distintos aductos, sugiere que los
aductos que ofrecen mejor rendimiento cuantitativo son los de sodio®. Por otro
lado, en el caso de moléculas pequefas con grupos carbonilos en su estructura se
ha observado que la cationizacién con sodio se ve favorecida por la formacion de
un enlace coordinado en el oxigeno del carbonilo, obteniendo muy buena

reproducibilidad facilitando la cuantificacion.

En contraste con ESI, utilizando MALDI la muestra se encuentra en estado
solido, co-cristalizada con una matriz quimica adecuada?®®. Dicha co-cristalizacion
ocurre como resultado de evaporacion del disolvente; es muy importante obtener
el depdsito homogéneo y evitar formacion de clusteres de iones provenientes de la
muestra. La matriz debe absorber la energia del laser y promover

desorcién/ionizacion de compuestos; habitualmente es una pequefia molécula

Divisién de Ciencias Naturales y Exactas Pagina 16




Marco Téorico Universidad de Guanajuato

organica que presenta una fuerte absorcion a una longitud de onda de luz laser.
Para el caso de los lipidos, a menudo se utiliza el acido 2,5-dihidroxibenzoico
(DHB) para el analisis de fosfolipidos utilizando irradiacion por un laser UV. Otras

matrices reportadas en el analisis de lipidos se presentan en la Tabla 7.

La mezcla de muestra/matriz se coloca en una placa porta muestra, la cual
se introduce al instrumento donde existen condiciones de alto vacio. Mediante
pulsos de luz laser (337 nm para el caso del laser de N2) que se dirige a la mezcla
co-cristalizada, se transfiere energia para ser absorbida por la matriz y provocar
su vaporizacion/ionizacion junto con la muestra formando una nube en expansion.
Para evitar la descomposicidn térmica de la muestra, la energia del Iaser debe ser
transferida dentro de muy poco tiempo. En MALDI las moléculas TAGs son
principalmente detectadas como aductos de sodio [M+Na]*, mientras que aductos
con potasio [M+K]" son detectados con intensidades bajas en comparacion con
aductos [M+Na]". Hay que notar que en MALDI practicamente no se forman
moleculas protonados [M+H]" con lo que el analisis de TAGs por MALDI se

simplifica.

Un punto importante es el modo de deposicidn de muestra/matriz en la
placa, en la Tabla 8 se muestran los métodos mas comunes. El criterio de

seleccion siempre es obtener un depdsito homogéneo.

Para el desarrollo de esta tesis, la caracterizacion de los lipidos presentes
en distintos aceites vegetales de uso en cosmética se llevara a cabo por las
técnicas de ionizacién MALDI y ESI. El analisis de la composicion de TAGs se
llevara a cabo mediante MALDI debido a simplicidad en el tratamiento de muestra
y por la ventaja en la caracterizacion de TAGs que representa la formacién
mayoritaria de aductos de sodio. Por otro lado, se propone el uso de ESI mediante
infusion directa en el desarrollo de un método para la cuantificacion rapida de los
FAMEs por medio de sus aductos, esperando una buena respuesta principalmente

para los FAMEs de FAs insaturados.
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Tabla 7 Matrices de uso comtin en el andlisis MALDI-TOF de lipidos.

Nombre .
Estructura ) Muestras Observaciones Ref
comun
Utilizada en Proporciona pocas sefiales en espectro y
. lipidos en de baja abundancia, alta tolerancia a
COOH Acido 2,5 )
oH L ) general. contaminantes, con lo que la o
| dihidroxibe ) ) o
) TAGs en interpretacion del espectro se simplifica.
nzoico ) . o
aceites Puede utilizarse en modo de ionizacion
vegetales. positivo y negativo.
Apenas soluble en metanol. Fuertes
interferencias con sefiales de interés.
Acido o- Identificacion ~ Buenos resultados para TAGs que
GH=-cod - clano- de TAGs en contienen FA insaturados u >
CN
W/U hidroxi aceites oxigenados. %
cinamico vegetales. En conjunto con tributilamina (TBA)
forma un liquido i6nico que mejora la
identificacién de TAGs por sus GP.
Matriz muy prometedora para la
GL en ) o )
NH; 9- investigacion de lipidos.
N ) ~ extractos de o .
| Aminoacrid Mayor sensibilidad que DHB, pero los
~ ) muestras
N ina ) ) espectros dependen fuertemente de la
bioldgicas. o _ -
composicion de disolventes utilizados.
Identificacion de GP a concentraciones
NH 1,5- ) menores que DHB.
2 o Fosfolipidos en o )
diaminonaft Ideal para analisis a bajas masas por "
muestras . ) .
aleno ) ) ausencia de iones de matriz.
NH biologicas. ) ) -
2 (DAN) Identificacion en modo positivo y
negativo.
p-Nitro- TAGs, PE y PC  Util en el analisis de mezcla compleja.
NH . . - .
/©/ *  anilina en extractos Proporciona intensas sefiales de iones 2
ON (PNA) biologicos. negativos de PE y PC.
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Tabla 8 Métodos de deposicion de muestra/matriz en placa.

Método Procedimiento Caracteristicas Observaciones
0.5 a 1 pL de una Regiones ricas en Ventaja:
solucion que contiene cristales (puntos Posibilidad de cristalizacion de
volimenes iguales de dulces) asi como contaminantes separados  del
matriz saturada (exceso regiones sin matriz o analito.
molar de 100 a 1000 con analito. Gran numero de disparos en un
Cota la  muestra) con una punto.
seca
solucion de la muestra Desventaja:
son colocados en una Necesidad de busqueda de puntos
placa para MALDI que se dulces.
seca a  temperatura Resolucion limitada por cristales
ambiente. grandes.
La matriz HCCA en Moléculas de analito Ventajas:
acetona se coloca sobre la sobre la superficie de Tamafio homogéneo de los
placa para formar una matriz. cristales.
capa delgada de pequefios Alta resolucion.
Capa  cristales por la Limite de deteccion menor que el
delgada evaporacion rapida de método de gota seca.
acetona, la muestra es Desventajas:
colocada  sobre los Numero de disparos limitados
cristales de matriz. sobre un punto.
Solo se aplica con matriz HCCA.
En este método, se aplica Los cristales pequefios Ventajas:
el método de capa en la capa fina actian Cristalizacion homogénea.
Doble delgada, y sobre esta se como nucleos de Mayor numero de disparos que la
capa

aplica el método de gota

scca.

cristalizacion para la

gota seca.

gota seca, pero menor que la capa

delgada.
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1.3.2 Separadores de masa

Un separador de masas es la parte del instrumento en la que los iones son
separados de acuerdo a sus valores m/z, operando como filtros u analizadores de
masas. Los tipicos filtros de masas incluyen cuadrupolo (Q) y trampa iénica
(simple, o con cuadrupolo (QIT), trampa idnica linear (LIT) o trampa orbitante)
mientras que analizadores de masa son el de tiempo de vuelo (TOF), los de
sectores de campo (magnético y/o electrostatico) y el de resonancia de ciclotréon
con trasformada de Fourier (FT-ICR). En la Tabla 9 se presenta brevemente

informacion sobre cada uno de ellos.

En este trabajo de tesis se propone utilizar dos espectrometros de masas;
uno modelo maXis impact QTOF-MS con ionizaciéon ESI y el segundo, modelo
AutoFlex Speed MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics), es por ello que en la siguiente

seccion se presentan brevemente dos respectivos separadores de masa (Q, TOF).

1.3.3 Cuadrupolo (Q) como filtro de masas

El principio de un separador de masa cuadrupolar fue descrito por primera
vez en los anos cincuenta por el ganador del Premio Nobel, Paul Wolfgang. El
dispositivo se compone de cuatro varillas metalicas o de ceramica paralelas),

como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4 Analizador de masa de cuadrupolo.
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Tabla 9 Analizadores de masas comunes para la espectrometria de masas.

Tipo

Filtro/

Analizador

Resolucion Principio de analisis

A, M, B*

Sector

magnético

Analizador

A

Deflexion de iones en un campo magnético. Las
trayectorias de los iones dependen de su valor de
m/z.

Doble enfoque

Analizador

Enfocamiento de iones de la misma energia
cinética en el campo electrostatico y deflexion en
el campo magnético en funcion de los valores de

m/z.

Cuadrupolo

Filtro

Movimiento de los iones en un espacio entre
barras a las que se aplica crecientes valores de
potenciales de corriente directa y alterna
(radiofrecuencia) permitiendo que con un solo
ajuste al detector lleguen iones con un solo valor

de m/z.

Trampa de

iones

Filtro

Almacenamiento de iones en un espacio definido
por electrodos. El campo eléctrico y/o magnético
(dependiendo de tipo trampa) aplicado expulsa
de manera secuencial los iones a medida que se

incrementan sus valores de m/z.

Resonancia

ion-ciclotron

Analizador

Los iones son atrapados en una celda cubica bajo
la influencia de un voltaje de captura y de un
campo magnético. La frecuencia de movimiento
circular se relaciona de manera inversa con el

valor de m/z.

Tiempo de

vuelo

Analizador

Iones con energia cinética igual entran a un tubo
libre del campo y en alto vacio. La velocidad de
deriva y, por lo tanto, el tiempo de llegada al

detector depende de la masa/z.

*A=alta, M=media, B=baja.
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El movimiento de los iones en campos eléctricos es la base de la
separacion. A los pares de alambres opuestos (verticales y horizontales) se les
aplican voltajes crecientes de corriente directa (cd) y de radiofrecuencia (rf),
respectivamente. Los iones, formados en la camara de ionizacion, son impulsados
a la entrada del cuadrupolo con un potencial en el intervalo 5 -15 V. Con el ajuste
de voltajes, se crea una trayectoria estable para que solamente los iones que
tienen una cierta relacion m/z pasen a través del analizador hacia el transductor
mientras que el resto de iones son desviados. El espectro de masas se obtiene
barriendo los voltajes aplicados a los alambres. Los filtros de cuadrupolo se
caracterizan por baja resolucidon (aprox. 1uma) y relativamente baja transmision
(sobre todo para altas masas). A menudo se utilizan como guia de iones, para
aislar iones seleccionados, como dispositivos de fragmentacion y de

enfocamiento.

1.3.4 Analizador de tiempo de vuelo (TOF)

El analizador de tiempo de vuelo es caracterizado por extremadamente
cortos tiempos de adquisicion de espectros, buena transmisidon de iones,
practicamente ilimitado intervalo de los valores m/z y alta resolucion. Estas
propiedades lo hacen especialmente compatible con MALDI, aunque se utiliza
también junto con la ionizacion ESI. En el segundo de los casos TOF es

usualmente precedido por un Q con el fin de seleccién de iones.

Al salir de la camara de ionizacion, los iones son acelerados recibiendo la
misma energia cinética (3 keV) y después introducidos al tubo de vuelo donde
viajan a la deriva sobre una region libre de campo (drift) que es tipicamente de
0.50 a 3 m de longitud donde los iones se separan de acuerdo a su relacion m/z.
Especificamente, los iones de baja masa con la misma carga llegan al detector en
un tiempo mas corto que los iones de mayor masa, en consecuencia se consigue

una separacion entre los iones de diferentes valores de m/z, asi conociendo el
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voltaje de aceleracion y la longitud de la regidn drift es posible determinar el valor

de la relacion m/z por medida del tiempo de vuelo.

La relacion m/z es proporcional al cuadrado del tiempo de vuelo ty viene

dada por la siguiente ecuacion:

Los primeros instrumentos TOF no ofrecian alta resolucion. Cabe senalar
que este parametro es definido como el cambio de masa m vy la diferencia de
masa Am, la cual permite discriminar un ion de masa m + Am de un ion de masa

m.

m my

Am my,—my

En la técnica TOF, la resolucion se ha logrado afinando la etapa de
introduccién de iones, utilizando tubos de vuelo mas largos e introduciendo un
reflector, el cual trabaja como un espejo de iones. La funcién del reflector se basa
en la inversion de la trayectoria mediante aplicacion de un campo eléctrico
polarizado opuestamente a los iones. Los iones con la misma relacion m/z pero
con diferente energia cinética se mueven con diferente velocidad, pero los de
mayor energia penetran mas profundamente en la zona de reflector lo que
provoca que todos iones de la misma m/z llegan al detector simultaneamente

obteniéndose sefiales de anchura reducida (mejor resolucion) (Figura 5).
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Figura 5 Esquema de los procesos que ocurren durante el proceso de ionizacion MALDI-TOF en el espectrometro de
masas.

En este trabajo de tesis se utilizara el espectrometro AutoFlex Speed
MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics) para el analisis de TAGs y un maXis impact
QTOF-MS con ionizacion ESI para el caso de los FAMEs, debido a sus
caracteristicas de analisis de mezclas complejas con minima preparacion de
muestra, escaneo de un amplio rango de masas que ayudara en la caracterizaciéon
del tipo de aceite analizado, asi como la proporcionalidad entre la altura de pico
con la cantidad de analito presente en el aceite. Por lo tanto, las ventajas que se
obtendran sera una determinacion rapida, simple pretratamiento de la muestra,

alta resolucién, y buena estabilidad.
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1.3.5. Ejemplos de analisis de TAGs y de FAMES utilizando ESI-MS y MALDI-
TOF-MS

Se realizé una busqueda bibliografica enfocada en las aplicaciones de
sistemas MALDI-TOF-MS y ESI-QTOF-MS para el analisis de lipidos (TAGs,
FAMEs) en aceites vegetales y en la Tabla 10 se presentan algunos ejemplos
representativos. Ambos sistemas analiticos han sido utilizados para evaluar los

perfiles de los TAGs y para llevar a cabo su determinacion en muestras de aceites.

En el analisis de TAGs, MALDI tiene distintas ventajas como el hecho de
no necesitar derivatizacién del analito, por lo que ofrece una preparacién facil y
rapida de la muestra. Sin embargo, las mediciones en MALDI se ven afectadas por
problemas intrinsecos, es decir, las complicaciones que surgen de las
interferencias de senales con la matriz en la region de bajas masas, la baja
reproducibilidad de las muestras como resultado de la falta de homogeneidad en
la co-cristalizacién de muestra con la matriz. Los problemas de interferencias en
la region de bajas masas pueden evitarse al utilizar una matriz con alta masa
molecular, mientras la reproducibilidad se puede mejorar por medio de

seleccién/afinacion de métodos de colocaciéon de muestra en la placa MALDI.

El analisis de la composicion de TAGs en muestras de aceites vegetales se
puede realizar mediante HPLC- MS, las ventajas que presenta esta metodologia
son que la MS provee Informacion detallada sobre la masa molecular y la
composicion de FAs de las moléculas de TAGs, sin embargo, como se menciona
anteriormente que la cationizacion de los lipidos se encuentra comprometida con
la composicion de la fase movil, una inadecuada fase movil proporcionaria una
mezcla de distintos aductos para la misma molécula, complicando la interpretacion
del espectro. Una alternativa es el método de infusion directa, que puede ser
utilizado sin la necesidad de una derivatizacion o una extraccién con solventes
polares. El método de infusién directa en ESI requiere poca o nula preparacion de

muestra con lo que se obtiene un analisis rapido de la muestra.
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Tabla 10 Algunos ejemplos de aplicaciones de MALDI-TOF y ESI-QTOF en el andlisis de lipidos en aceites vegetales.

Técnica
Muestra Lipidos Tratamiento Observaciones ref
(matriz)
Pelicula de nitrocelulosa
. Extracto )
Aceite de o MALDI- en la placa mejoro Ia
) hexano/dietileter o 3
olivo TAGs ) TOF reproducibilidad y
) (9:1) fraccionado en o
oxidado (DHB) disminuy6 la

columna de SiO, L )
fragmentacion de iones.

Muestra mezclada MALDI-

Aceites Clasificacion de aceites en
TAGs con matriz sin TOF o
vegetales base al analisis PCA.
solventes (DHB)
Lipidos MALDI-  Extraccion de lipidos
Aceite mezclado con . . 3
en TAGs ) TOF dependiendo del tipo de
matriz
alimentos (DHB) alimento.
FAMEs

_ MALDI-  Se estudi6 eficacia de
Aceitede TAGs Muestras después de

TOF catalizadores en la

jatropha  MAGs transesterificacion ) o
(DHB) produccion de biodiesel.

DAGs
HPLC- Columna de fase inversa
Aceites Extraccion/dilucion ~ ESI- del nicleo solido,
TAGs . 3
vegetales con hexano QTOF MS gradiente de

y MS-MS  metanol/isopropanol.

En esta tesis se desarrolld6 un nuevo método de determinacién de los
FAMEs por inyeccion en flujo (FIA) utilizando el sistema ESI-QTOF-MS y con
aplicacion en el analisis del aceite de ricino y de otros tipos de aceites vegetales.
Si bien, se ha reportado previamente el sistema FIA-ESI-QTOF para el analisis de
pinturas alquidicas, pero solamente se considerd la identificacion de TAGs y de los
aditivos de las pinturas®. La idea original de este trabajo fue explorar la factibilidad
de ESI-QTOF-MS con infusion directa para la cuantificacion de los FAMES,
buscando sobre todo acortar los tiempos al evitar la separacion cromatografica.

Donde se observo una buena respuesta principalmente para el caso de los FAMEs
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procedentes de acidos grasos insaturados por su afinidad a la cationizacién
sédica. Por otro lado, las ventajas relacionadas con el uso de MS de alta

resolucion, en términos de buena selectividad y sensibilidad.

1.4 Aceite de ricino

El presente trabajo ha sido centrado en el aceite de ricino que es obtenido
por extraccion de la semilla de la planta Ricinus Communis de la familia
Eurphorbiaceae. Esta planta crece naturalmente en diversas partes del mundo,
sus semillas en promedio contienen un porcentaje en peso de aceite del 46-50%.
En el aceite de ricino se encuentran presentes los principales acidos saturados
como el acido palmitico (C16:0) y estearico (C18:0), asi como los tipicos acidos
grasos insaturados acido oleico (C18:1 cis-9), acido linoleico (C18:2 cis-9,12) y
acido linolénico (C18:3 cis-9,12,15), sin embargo estos se encuentran en menor
cantidad ya que el aceite de ricino contiene una porcion de 85-90% del acido
ricinoléico. Este componente es un acido graso hidroxilado que contiene un enlace
doble (acido R12-Hydroxy-9-cis-octadecenoico, C4gH3403), se encuentra como
triglicérido, donde cerca del 70% corresponde al triglicérido triricinoleina (RRR,
triricinoleoilglicerol) se muestra en la figura 6, otros triglicéridos presentes que
contienen el acido ricinoleico son el diricinoleoilesterolglicerol (RRS), el
diricinoleoiloleolglicerol (RRO), diricinoleaoillinoleoilglicerol (RRL) y

palmitoildiricinoleoilglicerol (RRP).

— CH
OW 3

0 OH

_o\((\/\/\/\/\)\/\/\/ CHs
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CH
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Figura 6 Triglicérido triricinoleina.
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Aunque el aceite de ricino no es comestible, debe su importancia a este
acido hidroxilado que le confiere reactividad quimica; es utilizado en la
manufactura de polimeros como el Nylon-66, recubrimientos y pinturas, en la
fabricacion de lubricantes de alto grado, en el tefido de textiles, en la producir los
componentes naturales de saborizantes y fragancias como el 2-nonenal, como
materia prima importante en la produccion de biodiesel, y su uso en la industria
farmacéutica donde es ampliamente utilizado como laxante catartico, y en la
industria cosmética, algunos ejemplos de la utilidad que tienen los FA presentes

en el aceite de ricino en la industria cosmética se presentan en la Tabla 11.

o
|

HO

Figura 7 Estructura del acido ricinoleico.

La presencia del grupo hidroxilo en el &cido ricinoleico (figura 7)
cambiadrasticamente las propiedades fisicoquimicas del aceite como son la
viscosidad,temperatura de fusion, solubilidad, estructura cristalina y polimorfismo.
Por esta razon el aceite de ricino es atractivo para la industria. Las propiedades
quimicas del aceite de ricino se centran entonces en el 4&cido ricinoleico, ya que
este acido contiene tres puntos de funcionalidad en la molécula; 1) el grupo
carboxilo con el que cual puede llevar a cabo una amplia gama de reacciones de
esterificacion; 2) el unico punto de insaturacion el cual puede ser alterado por
hidrogenacion o epoxidacion o vulcanizacién; 3) el grupo hidroxilo el cual puede
ser acetilado o alcoxilado, también se puede eliminar por deshidratacion para
incrementar la insaturacién del compuesto para dar un aceite semisecante. La
posicion del hidroxilo es tan reactiva que la molécula puede romperse en ese
punto por altas temperaturas de pirolisis y por fusion caustica y producir productos

de cadena corta, en la Tabla 12 se resumen estas reacciones.
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Tabla 11 Aplicaciones de acidos grasos del aceite de ricino.

Acido graso Aplicacion

Utilizado para la elaboracion de jabones, cremas barras labiales por su propiedad

o hidratante. Presenta accion antimicrobiana por lo que es de gran alcance contra
Ricinoleico ] ) ) o ] )

las infecciones de la piel tales como eczema, dermatitis y erupciones en la piel,

también se utiliza como precursor de fragancias.

El 4cido graso insaturado mas ampliamente distribuido y abundante de la
naturaleza, se utiliza en la comercialmente en la preparacion de oleatos, lociones
Oleico y como un disolvente farmacéutico. El contenido de acido oleico se relaciona
con su potencial hidratante, por lo que se utiliza en cremas y jabones con el fin

de aumentar la capacidad de nutrir la piel.

Se utiliza principalmente para la produccion de jabones, cosméticos y agentes de

. liberacion. Estas aplicaciones utilizan palmitato de sodio, la hidrogenacion del
Palmitico ] ) ) . )

acido palmitico produce alcohol cetilico, que se utiliza para producir detergentes

y cosméticos.

Es el 4cido graso saturado mas comun, es principalmente utilizado en la
produccion de detergentes, jabones y cosméticos tales como champus y
productos de crema de afeitar. Los jabones no se producen directamente a partir
del acido estearico, pero se producen indirectamente por saponificacion de TAGs
que consisten en ésteres de acido estearico. Esteres de acido estedrico con
Estearico etilenglicol, estearato de glicol y diestearato de glicol son utilizados para
producir un efecto nacarado en champts, jabones y otros productos cosméticos.
Son afiadidos al producto en forma fundida y se deja cristalizar bajo condiciones
controladas. Los detergentes se obtienen a partir de amidas y derivados de
alquilamonio cuaternarios de acido estearico. Surfactantes, cosméticos y

productos de higiene personal son derivados del acido estearico.

Mondmero del acido ricinoleico, acido graso insaturado producido por pirolisis
Undecanoico  del aceite de ricino, se utiliza en la fabricaciéon de productos farmacéuticos,

cosméticos y en perfumeria.

Acido graso saturado se utiliza a menudo para como ingrediente de
Behénico acondicionadores de cabello y cremas hidratantes por sus propiedades

suavizantes.
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Tabla 12 Reacciones del Aceite de ricino®’

Reaccion
Reactantes Productos
natural
Hidrdlisis Acido, enzimas o agente Acidos grasos, glicerol
Twitchell Esteres
Esterificacion Glicerol, glicoles Mono- y diglicéridos
Enlace Saponificacion Alcalis, sales metalicas alcalinas ~ monoglicoles
ster Reduccion Na reductor Jabon soluble e insoluble
Amidacion Aquil aminas Alcoholes
Sales de aminas, amidas
Oxidacion, Calor, oxigeno, agente crosslink.  Aceites polimerizados
polimerizacion
Hidrogenacion Hidrégeno (presion moderada). Hidroxiesteratos
Doble Epoxidacion Pero6xido de hidrogeno. Aceites epoxidados
enlace Haloganacion Cl,, Bry, I, Aceites halogenados
Reacciones de S, 4cido malico. Aceites polimerizados
adiccion
Sulfonacién H,SO,. Aceites sulfonados
Deshidratacion, Catalisis (calor). Aceite dehidratado, acido
hidrélisis, octadecanoico.
destilacion Acido sebécico, alcohol
Fusion caustica NaOH. caprilico.
Pirolisis Temperatura alta. Acido undecanoico,
Grupo haptaldehido.
hidroxilo Halogenacion PCls, POCl;, Aceites halogenados
Alcoxilacion Etileno o oxido de propileno Aceites alcoxilados.
Esterificacion anhidridos acético, fosforico, Aquil y alquilaril éster,

Reaccion uretano

Sulfonacion

maleico, ftalico.
Isocianatos

H,SO,

ésteres de fosfato.
Polimeros de uretano

Aceites sulfonados.
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1.4.1 Caracterizacion del aceite de ricino por espectrometria de masas

El analisis del aceite de ricino se ha realizado por distintas técnicas, como
ya se menciono anteriormente las técnicas de GC-FID y HPLC-UV se emplean
para la caracterizacién de aceites vegetales incluyendo al aceite de ricino>®, las

desventajas de estas técnicas ya han sido mencionadas.

La cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS) se ha utilizado para
identificar isobmeros de acidos grasos. En el caso del aceite de ricino deshidratado
se pueden formar dos tipos de acidos, el acido linolenico conjugado y no
conjugado altamente usados en la industria de superficies de recubrimiento, se ha
reportado el uso de GC-MS para la identificacion de estos compuestos después
de su derivatizacion pre-columna con DMOX (4,4-Dimetiloxazolina);
especificamente, se logro la identificacion de la posicion del doble enlace tanto en

sistemas conjugados como no conjugados™.

La espectrometria de masas con ionizacion por electro-nebulizacién y con
filtro de masa de trampa i6nica se ha utilizado para estudiar los regioisomeros
presentes de los triglicéridos menos abundantes en el aceite de ricino mediante la
inyeccion directa de las fracciones obtenidas por HPLC utilizando los aductos de
litio de triglicéridos, diglicéridos y los fragmentos de iones de las pérdidas de

acidos grasos; mediante esta metodologia es posible la identificacion de TAGs **

41

La técnica de infusion directa en ESI-MS también se ha realizado con el
analizador de masas cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF) para el estudio de
extractos obtenidos con la mezcla agua-metanol de biodiesel, teniendo la ventaja
de una preparacion minima y una rapida identificacion del alcohol utilizado para
transesterificacion, de la variedad de mono-, di- y ftriglicéridos residuales y de
posibles adulteraciones, aunque no se reporté en este trabajo el analisis de los
FAMEs*.
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La técnica de MALDI-MS, la cual proporciona informacién sobre los TAGs
presentes en distintos aceites vegetales, ha sido utilizada para el analisis de aceite
ricino por Ayorine et al., en este trabajo se identificaron lo principales triglicéridos
del acido ricinoleico mediante una preparacion de muestra utilizando acido o-
ciano-4-hidroxicinamico como matriz en acetonitrilo/tetrahidrofurano como
disolvente®, el mismo autor sugiere el uso de MALDI-TOF para el analisis de
FAMEs de diversos aceites vegetales incluido el aceite de ricino utilizando una
solucion dopante de acetato de sodio (10 mg/mL), obteniendo una correlacion
entre la intensidad de las sefales con la cantidad de FAMEs presentes por lo que

se puede realizar un analisis cuantitativo®.

En esta tesis se realizo el estudio de lipidos de muestras de aceite de ricino
comerciales mediante el uso complementario de MALDI-TOF-MS y del ESI-TOF-
MS. En particular, el screening de TAGs se abordado por MALDI, mientras que el
analisis cuantitativo de los acidos grasos se realiz6 a partir del estudié de FAMEs

por el sistema aqui propuesto FIA-ESI-QTOF-MS.
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2.0 Objetivo General

e Contribuir en el desarrollo metodolégico en el area de analisis de acidos
grasos en aceites cosméticos de ricino, utilizando herramientas de

espectrometria de masas.

2.1 Objetivos particulares

e Implementar la técnica MALDI-TOF-MS para la obtencién de los perfiles
lipidicos en aceites de ricino cosméticos identificando los triglicéridos
mayoritarios.

e Desarrollar un nuevo procedimiento de determinacion de FAMEs en
aceites de ricino mediante sistema FIA-ESI-QTOF-MS.

e Determinar acidos grasos presentes en aceites de ricino comerciales
mediante la formacion de los FAMEs y su analisis por GC-FID.

e Evaluar comparativamente los resultados obtenidos en aceites comerciales
mediante el procedimiento FIA-ESI-QTOF-MS propuesto y por GC-FID.
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3.1 Materiales y reactivos

Los disolventes utilizados fueron: iso-octano, metanol, isopropanol,
acetonitrilo (grado HPLC/MS; Sigma-Aldrich). El metoxido de sodio (MeONa) y el
hidroxido de sodio utilizados para la reaccion de transesterificacion fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. El agua desionizada se adquiri6 de un sistema
purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO PS. Las curvas de calibracion
fueron preparadas en iso-octano a partir de una mezcla de FAMEs de C14-C22
(pureza 99%, Supelco 18917), y ricinolato de metilo (pureza 98%), el éster metilico
del acido tridecanoico (pureza 99%; Sigma-Aldrich) utilizado como estandar
interno en el analisis por GC-FID y el formiato de sodio como estandar interno en

el caso del analisis por FIA-ESI-QTOF se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Como matrices en el analisis por MALDI-TOF se utilizaron el acido 2,5
dihidroxibenzoico (DHB), 9-aminoacridina (9AA), para-nitroanilina (PAN), 1,5

diaminonaftaleno (DAN), acido a ciano 4-gidroxicinamico.

3.1.2 Muestras reales

Se utilizaron distintos aceites de ricino adquiridos en el mercado local, la
Tabla 13 muestra las marcas utilizadas, cabe resaltar que la mayoria de las
muestras presentan la leyenda de contener 100% aceite de ricino, solo la muestra

8 especifica una mezcla de aceite de ricino con aceites vegetales.

Tabla 13 Muestras de aceite de ricino empleadas.

Muestra Marca comercial Muestra Marca comercial

1 Jaloma 6 Tecnofarma
2 Guadalajara 7 Crystal
3 Wetts 8 Pris
4 Farmacom 9 Linat
5 Inodrim
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3.2 Instrumentacion

En el analisis de los TAGs presentes en las muestras se utilizd el
espectrometro MALDI-TOF-MS modelo Autoflex Speed (Bruker Daltonics),
equipado con un laser de N3 (337 nm). Para la introduccién de muestras se utilizd
la placa de acero inoxidable, la calibracion externa se realizé utilizando una

mezcla de péptidos MIX || Standard Test (Bruker Daltonics).

En el andlisis FIA-ESI-QTOF-MS se utilizé la bomba del equipo UHPLC
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific) en conjunto con una valvula de inyeccién
conectada con el sistema de infusion directa de la fuente ESI del espectrometro
de masa modelo Maxis Impact QTOF-MS (Bruker Daltonics). El loop de inyeccion
fue de 1.2 uL; las conexiones para transportar el disolvente/muestra fueron: 9 cm
de tubo PEEK de 1/16", 0,005"/0,13 mm d.i., 5 m No. Part. 5042-6461.

Por ultimo para el analisis cromatografico de FAMEs se utilizd un
cromatégrafo de gases modelo Clarus 500 equipado con detector de ionizacién en
llama (Perkin-Elmer, USA) y una columna capilar HP-88 (100 m x 0.25 mm, film
0.20 um, Agilent Technologies,USA).

3.3 Resumen de procedimientos analiticos.

3.3.1 Perfil de TAGs por MALDI-TOF (procedimiento adaptado)

Para el analisis se triglicéridos por MALDI-TOF la preparacion de muestra
se llevo a cabo por triplicado mediante el método de gota seca, donde 1 pL de
soluciones de 10 mg/mL de los distintos aceites de ricino disueltos en
isopropanol/acetonitrilo (60:40) se mezclaron con 1 pL de soluciones de distintas
matrices, 1 L de la solucion resultante se coloco en una placa de acero pulido, se
dejo secar a temperatura ambiente para obtener la co-cristalizacion de la muestra-
matriz, las condiciones instrumentales utilizadas en el analisis se presentan en la
Tabla 14.
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Tabla 14 Condiciones instrumentales utilizadas en el analisis de TAGs mediante MALDI-MS.

Método RP_500-1500
Intensidad del laser 60%
Frecuencia de disparo 2000 Hz
Intervalo de m/z 500-1500
Ganancia de detector 20x
Smartbeam Parameter Set 3

3.3.2 Determinaciéon de FAMEs por FIA-ESI-QTOF (procedimiento
desarrollado en este trabajo).

El procedimiento utilizado en la construccion de la curva de calibracion para
el andlisis de FAMEs por FIA-ESI-QTOF se muestra en la Figura 8, para la
obtencién de los parametros analiticos se evalué como sefal analitica el area y
altura de pico, obteniendo para ambos las correspondientes curvas de calibracion

(anexo A) para el rango de calibracion lineal para cada FAME.

La transesterificacion de los TAGs presentes en los aceites de ricino para la
obtencion de sus correspondientes FAMESs se llevo a cabo de la siguiente manera;
0.1g de una muestra de aceite se diluyo a 1 mL con una mezcla de isooctano-
cloroformo (1:1) (vortex), 40 uL de esta mezcla se colocaron en un eppendorf de 2
mL agregando 400 pL del agente derivatizante (KOH 2%-CH3;ONa 0.5% en
metanol). La mezcla se agité por 2 min y se agregaron 500 pL de isooctano para
la extraccién de los FAMEs, para la separacién de fases se llevd a centrifugacion
por 5 min a 10000 g, la solucién de FAMEs obtenida se utilizara posteriormente en
el analisis mediante FIA-ESI-QTOF y GC-FID.
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FAMES FAMES
INSATURADOS SATURADOS
1)7.543 pg/mL 5)1.905 pg/mL 9 ) 3.810pg/mL
| || || 2)4.762 ng/mi 6)1.905ug/mL
1 3)32.28 pg/mL 7)5.714 pg/mL
4)23.81 pg/mL 8)9.524 pg/mL
1)3.771 pg/mL 5)0.952 pg/mL_ 9) 1.905 pg/mL
|| || || 2)2.381 pg/mt 6)0.952 pg/mL
2 3)16.14 pg/mL 7)2.857 pg/mL
4)11.90 pg/mL 8)4.762 pg/mL
1)1.886 pg/mL 5)0.476 pg/mL_ 9) 0.952 pg/mL
|| || || 2)1.190 ug/mt 6)0.476 pg/mL
4 3)8.071 pg/mL 7)1.429 pg/mL
4)5.952 ug/mL 8)2.381 ug/mL
1)0.943 pg/mL 5)0.238 pg/mL_ 9) 0.476 pg/mL
- || | | || 2)0.595 pg/mt 6)0.238 pg/mL
S E 8 s 3)4.036 pg/mL 7)0.714 pg/mL
c ? = 4)2.976 pg/mL 8)1.190 pg/mL
‘®
= S Q 1)0.471 pg/mL 5)0.119 pg/mL  9) 0.238 pg/mL
c38 | 2 | 1| = || 2)0.298 pg/mt 6)0.119 pg/mL
O < < 16 - 3)2.018 pg/mL 7)0.357 pg/mL
g L r o) o 4)1.488 pg/mL 8)0.595 pg/mL
3 = S
c = S
n < < EZ o o 1)0.236 pg/mL 5)0.060 pg/mL 9) 0.119 pg/mL
w c & D @
s 23l 2 || Ll o || 2)0.149 pg/mL 6)0.060 pg/mL
& S8 S 32 o 3)1.009 pg/mL 7)0.179 pg/mL
o 8 o) 4)0.744 pg/mL 8)0.298 pg/mL
16 S8 ¢ ©
g o v © £ 1)0.118 pg/mL 5)0.030 pg/mL  9) 0.060 pg/mL
L O SwS S ] || & || 2)0.074 pg/mL 6)0.030 pg/mL
S = E =S = 64 = 3)0.504 pg/ml 7)0.089 yig/mL
T 0= %) ° c
CSED E 14 P ) 4)0.372 pg/mL 8)0.149 pg/mL
. g ° 9
= 0
$ T O 6 & 1) 0.059 pg/mL 5)0.015 pg/mL  9) 0.030 pg/mL
c o8 | 5 U | = [ ] 20.037 yg/mt 6)0.015 pg/mL
OB & 128 p 3)0.252 pg/mL 7)0.045 pg/mL
8o L 0 4)0.186 pg/mL 8)0.074 pg/mL
= ey )
05 =
%) é X = 1)0.029 pg/mL 5)0.007 pg/mL_ 9) 0.015 pg/mL
~ || 1| © | | 2)0.019 pg/mL 6)0.007 pg/mL
256 3)0.126 pg/mL 7)0.022 pg/mL
4)0.093 pg/mL 8)0.037 pg/mL
1)0.015 pg/mL 5)0.004 pg/mL  9) 0.007 pg/mL
|| | | || 2)0.009 pg/mL 6)0.004 pg/mL
512 3)0.063 pg/mL 7)0.011 pg/mL
4)0.047 pg/mL 8)0.019 pg/mL
1)0.007 pg/mL 5)0.002 pg/mL  9) 0.004 pg/mL
1 | | | | 2)0.005 ug/mL 6)0.002 pg/mL
1024 3)0.032 pg/mL 7)0.006 pg/mL
4)0.023 pg/mL 8)0.009 pg/mL
1)0.004 pg/mL 5)0.001 pg/mL  9) 0.002 pg/mL
|| | | || 2)0.002 pg/mt 6)0.001 pg/mL
2048 3)0.016 pg/mL 7)0.003 pg/mL
4)0.012 pg/mL 8)0.005 pg/mL

*1)Ricinolato de metilo, 2) linolenato de metilo, 3) linoleato de metilo, 4) oleato de metilo, 5) docosanoato de metilo, 6)eicosanoato de metilo, 7)
estearato de metilo, 8) palmitato de metilo, 9)miristato de metilo.

Figura 8 Esquema de preparacion de las soluciones de calibracién y concentraciones finales para cada FAME para el
sistema FIA-ESI-QTOF.
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A partir de la solucion anterior de FAMESs, se tomaron 50 uL y se agregaron
950 pL de isopropanol. En la segunda etapa de dilucion, se tomaron 100 uL de
esta solucion agregando 300 uL de isopropanol. Finalmente, se tomaron 50 uL de
la solucién resultante y se agregaron 1000 pL de formiato de sodio 1.16 mM en
isopropanol-agua (75:25) como estandar interno. Las muestras se centrifugaron a
10000 g por 5 minutos para evitar la introduccién de particulas que puedan causar
la obstruccion del sistema de infusién (Dilucion 1600 veces respecto a las
muestras introducidas al GC-FID). Las condiciones instrumentales se presentan
en la Tabla 15.

Tabla 15 Condiciones instrumentales utilizadas en el analisis de FAMEs por FIA-ESI-QTOF-MS.

Solucion portadora

75% Isopropanol al 75% en agua.

25% Acetonitrilo
Velocidad de flujo 80 puL/min
Loop de inyeccion 1.2 uL/min
Fuente de ionizacion ESI(+)
Voltaje de desplazamiento 550V
en placa
Voltaje en capilar de 4500V
electro-nebulizacion
Presion de gas en 0.4 Bar
nebulizador
Gas de sacado (N,) 4.0 L/min
Temperatura de secado 180°C
Tiempo de transferencia 80 ms
Modo de escaneo MS
Intervalo de m/z 50 - 1000
Frecuencia de adquisicion 0.5 Hz
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Cada una de las muestras se analizd por triplicado, las inyecciones se
hicieron en intervalos de tiempo de 2 min por triplicado, pudiéndose realizar 27
corridas por 70 minutos. En la Tabla 16 se presenta la lista de valores m/z

monitoreados para los distintos FAMEs.

Tabla 16 lones monitoreados por FIA-ESI-QTOF

Compuesto Abreviatura  [M+Na]*
Formiato Na IS 226.9500
Miristato de metilo C14:0 265.2138
Palmitato de metilo C16:0 293.2451
Linolenato de metilo C18:3, cis-9,12,15  315.2294
Linoleato de metilo C18:2, cis-9,12 317.2457
Oleato de metilo C18:1, cis-9 319.2607
Estearato de metilo C18:0 321.2764
Ricinolato de metilo Cl18:1, OH 335.2557
Eicosanoato de metilo C20:0 349.3077
Docosanoato de metilo C22:0 377.3390
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3.3.3 Determinaciéon de FAMEs por GC-FID (procedimiento adaptado)

El procedimiento realizado en la construccion de la curva de calibracion

para el analisis de FAMEs por GC-FID se muestra en la Figura 9.

A) Estandar FAME 4.00 mg/mL B) Estandar ricinolato de metilo 3.95

mg/mL
A) 150 pL A)300 L A) 450puL A) 600puL A) 750uL
B) 10uL B) 20 uL B) 30uL B) 40uL B) 50uL
200 pL estandar interno C13
Aforara 1 mL conisooctano
Solucién | Solucién i Solucion il Solucién IV SoluciénV
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1) 39.60 1)79.20 1)118.8 1)158.4 1)198.0
2) 30.00 2)60.00 2)90.00 2)120.0 2)150.0
3)203.4 3) 406.8 3)610.2 3)813.6 3)1017
4)148.8 4)297.6 4)446.4 4)595.2 4)744.0
5)12.00 5)24.00 5)36.00 5)48.00 5)60.00
6)12.00 6)24.00 6)36.00 6)48.00 6)60.00
7)36.00 7)72.00 7)108.0 7)144.0 7)180.0
8)59.40 8)118.8 8)178.0 8)237.6 8)297.0
9)24.00 9)48.00 9)72.00 9)96.00 9)120.0

*1)Ricinolato de metilo, 2) linolenato de metilo, 3) linoleato de metilo, 4) oleato de metilo, 5) docosanoato de metilo, 6)eicosanoato de metilo, 7)
estearato de metilo, 8) palmitato de metilo, 9)miristato de metilo.

Figura 9 Esquema de preparacion de las soluciones de calibracion y concentraciones finales para cada FAME para el
sistema GC-FID.

Para el analisis de muestras reales se utilizaron las soluciones FAMEs
obtenidas de la reaccion de transesterificacion descrita anteriormente en la

seccion 3.3.2, a partir de ellas se tomaron 200 pL los cuales fueron transferidos a
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un tubo eppendorf y se adicionaron 200 yL de &cido tridecanoico 1 mg/mL en
isooctano como estandar interno, las soluciones se llevan a 1 mL con isooctano,
20 mg de sulfato de sodio anhidro son afiadidos para eliminar el agua residual, se
introduce 1 uL al sistema GC-FID para su analisis, en la Tabla 17 se muestran las

condiciones instrumentales utilizadas.

Tabla 17 Condiciones instrumentales para el andlisis de FAMEs por GC-FID.

HP88 (100 m x 0.25 mm, film 0.20 um, Agilent
Columna )
Technologies,USA).
Gas .
Hidrogeno
acarreador
Flujo gas
108 2 mL/min
acarreador
Inyector Split 1:10
Temperatura
225°C
de inyector
Volumen de
I L
inyeccion
Tasa .
o . Temperatura | Permanencia
de C/min N .
. C min
tiempo
Programa de Inicial 0.0 80 1.0
temperatura 1 10.0 175 6.0
2 5.0 210 3.0
3 20.0 230 6.50
Tiempo total )
34 minutos
de analisis
Temperatura
260 °C
del detector
Gas del Hidrogeno 45 mL/min.
detector Aire 450 mL/min
Atenuacion -5
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3.4 Analisis de datos.

La obtencion de datos en el analisis de TAGs por MALDI se utilizé
programa FlexControl (versién 3.0 Bruker Daltonics) para controlar el Autoflex
Speed, donde se controla la frecuencia de disparo y la intensidad del laser, el
método utilizado fue RP_500-1500 el cual fue modificado a partir de un método
base de BrukerDaltonics. Para el analisis de datos MALDI-TOF-MS se utilizé el
software FlexAnalysis (BrukerDaltonics), mientas que para el analisis estadistico

se utilizé el software ProfileAnalysis (Bruker Daltonics).

Para el andlisis de FAMEs por el sistema FIA-ESI-QTOF se utilizd el
programa Chromeleon Xpress para controlar la bomba del equipo UHPLC Dionex
UltiMate 3000, la adquisicidon de datos se realizé mediante el software TOFControl,
el andlisis de datos se llevd a cabo por medio de DataAnalysis (BrukerDaltonics),
donde a partir del cromatograma de iones totales (TIC) se generaron los
cromatogramas de iones extraidos (EIC) para cada uno de los iones
monitoreados, obteniéndose los fiagramas correspondientes. Para la substraccion
de linea base, se adoptd el parametro de llanura 0.5, se utilizé algoritmo de Gauss
para filtracién con 3 puntos y 7 ciclos. La integracion de los picos en fiagramas se
realizd6 de manera automatica o bien por integracion manual si fue requerida. Las
listas de alturas y areas generadas fueron exportadas al programa Excel para
obtener curvas de calibracion por regresion lineal y para la cuantificacion de los

FAMEs en las muestras reales.

Finalmente, en el analisis de FAMEs por GC-FID se utilizé el software
TotalChrom Navigator version 6.2.1 para controlar el cromatégrafo de gases
modelo Clarus 500 de Perkin-Elmer. EI programa Gramms 8.0 se utilizé para la
conversion del formato de los archivos adquiridos por TotalChrom Navigator con la

finalidad de procesar los datos en el programa Agilent Chemstation.
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4.1 Perfil de TAGs por MALDI-TOF-MS

Para el analisis de los TAGs, la preparacién de muestra inicialmente fue
basada en el articulo del Calvano et.al. quienes siguieron el método Bligh-Dyer,
disolviendo la muestra en CHCls/MeOH (1:2) %°; posteriormente, se agregé agua y
se realizé la extraccion con CHCI3. En preparacion para MALDI de los extractos
obtenidos, se examinaron distintos disolventes como son el cloroformo-metanol
(1:2), metanol-agua (9:1), isopropanol-acetonitrilo (60:40), hexano-etanol-agua
(60:30:8), en estos experimentos preliminares se utiliz6 como matriz la solucion de
DHB preparada de acuerdo con el protocolo de la compafia Bruker (20 mg/mL
acetonitrilo 30:70 (v/v): TFA 0.1% en agua). En cuanto a la aplicacion de la
muestra en la placa, se examinaron diferentes métodos de mezclar/depositar la
matriz’muestra, obteniéndose los depdsitos de mejor homogeneidad con el
meétodo de gota seca para lo cual se mezclé 1 uL de muestra con 1 yL de matriz y
se depositdo 1 yL de mezcla en la placa de acero inoxidable, como se describié en

la Tabla 8 de la seccioén 1.3.

Una vez establecidas las condiciones para el depdsito en placa, se
examinaron diferentes condiciones de tratamiento de muestra con la finalidad de
simplificar y acortar el tiempo de analisis sin sacrificar magnitud de las sefiales en
los espectros MS. En esta etapa se utilizo el aceite 1 (Tabla 13) y se sustituyo la
extraccion por una simple dilucion probando diferentes solventes y sus mezclas de
diferentes proporciones. El criterio de seleccion fue lograr la rapida y completa
evaporaciéon en la placa MALDI y tener una buena calidad de los espectros (la
mejor posible relacion S/R con buena repetibilidad). Finalmente, se optd por
disolver la muestra de aceite en isopropanol-acetonitritto (60:40) teniendo su
concentracion 10 mg/mL. A partir de esta solucion se tom6é 1 yL para el
procedimiento de depositado de gota seca. A continuacién se examinaron distintas
matrices como son el DAN, PAN, 9AA, que han sido utilizadas previamente en el
analisis de distintos lipidos, principalmente en el caso de los fosfolipidos?®. La

preparacion de la soluciones de matrices se presenta en la Tabla 18, para cada
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una de las matrices, se utilizaron dos intensidades de laser a 30 y 60%,
obteniéndose los mejores espectros en términos de repetibilidad e intensidad de
sefales para el caso de DHB a 30 mg/mL en isopropanol-acetonitrilo (60:40) con

una intensidad de laser al 60%.

Tabla 18 Preparacion de matrices.

Matriz  Preparacion Disolvente

DHB 30 mg/mL Isopropanol-acetonitrilo (60:40)
PAN 10 mg/mL Isopropanol-acetonitrilo (60:40)
9 AA 10 mg/mL Isopropanol-acetonitrilo (60:40)
DAN 35 mg/mL Isopropanol-acetonitrilo (60:40)

HCCA 10 mg/mL 85% ACN, 15% H,0, 0.1% TFA

Utilizando las condiciones seleccionadas, se registraron los espectros MS
en modo positivo de ionizacién. En la Figura 10 se presenta de manera de ejemplo
el espectro de masas de un aceite de ricino comercial y el espectro adquirido para
la matriz DHB (blanco). En el caso de la matriz, como se puede observar se
presentan un numero considerable de sefales por debajo de un valor de m/z <
600 lo que causa interferencia y complica la identificacion de senales
provenientes de la muestra en esta region de masas. Puesto que los valores m/z
reportados para TAGs en aceites vegetales se encuentran en el intervalo de m/z >

800,%" % en este trabajo se utilizd el intervalo de m/z 500 — 1200.
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Figura 10 Espectros MALDI-TOF para a) muestra de aceite de ricino y b) matriz DHB.

De manera de ejemplo, en la Figura 11 se presentan espectros obtenidos
para tres diferentes aceites comerciales de ricino ajustando la misma escala de
intensidad (eje Y) en todos los espectros, lo que permite comparar magnitudes de
las sefiales de triglicéridos correspondientes a: RRR+Na* (m/z 955.7), RRRi+Na"
(m/z 971.7) y RRL+Na* (m/z 937.6)%® **: se puede observar claramente que el
contenido de estos compuestos es diferente en los tres productos y disminuye en

el siguiente orden: Tecnofarma > Pris > Wetts.
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Figura 11 Espectros de masas obtenido para la matriz DHB utilizada, asi como tres diferentes aceites de ricino

comerciales por MALDI-TOF.
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En el caso del espectro MALDI-TOF del aceite Wetts, la caracteristica mas
notable es la ausencia de las sefales caracteristicas a m/z 955.69 de la molécula
de ricinoleina, asi como las demas sefales de TAGs de aceite de ricino, en
cambio se identificaron distintas moléculas cationizadas con sodio de TAGs como

trioleina, linoleoildioilglicerol, trilinoleina, como se puede observar en la Figura 12.
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Figura 12 Regiéon m/z 870-910 de la muestra de aceite de ricino comercial Wetts.

En la Tabla 19, se presenta la lista de una serie de sefiales que pudieron
ser asignados a diferentes TAGs con base en reportes anteriores y espectros
incluidos en bases de datos LIPID MAPS. De acuerdo a la asignaciéon de los
distintos TAGs, es de esperar que en el analisis del perfil de FAMEs se encuentren
los FAMEs de acidos correspondientes a los acidos grasos ricinoleico, oleico,

linolenico, linoleico, palmitico y estearico.
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Tabla 19 Asignaciones TAGs en aceite de ricino

tx:lsfa expe;‘i‘ﬁental Asignacién LMID MAPS
8797412 | 879.6267 [PLO+Na]’ LMGL03010121
907.7725 | 907.672 [000+Na]' LMGL03010250
905.7569 | 905.6710 [OOL+Na]’ LMGL03010288
905.7569 | 905.6710 [OLiE+Na]" LMGL03010291
905.7569 | 905.6710 [LLE+Na]' LMGL03010287
903.7412 | 903.7148 [LOL+Na]’ LMGL03010327
901.7256 | 901.6330 [LLL+Na]' LMGL03010371
901.7256 | 901.6330 [ELiLi+Na] LMGL03016150
877.7280 | 877.6080 [LLLi+H] LMGL03013037
881.7569 | 881.6827 [OOP+Na]® LMGL03010100

(R-acido ricinoleico, S-acido estearico, O- acido oleico, L- acido linoleico, Li- acido linolenico, P,
acido palmitico, enlazados al grlicerol mediante un enlace éster.)

Los resultados obtenidos sugieren que los aceites cosméticos podrian ser
elaborados mezclando aceite de ricino con otros aceites vegetales, de tal manera
que el acido ricinoleico no es el acido principal en los aceites y por lo tanto estos
aceites no cumplen con la descripcidn proporcionada por el fabricante. Por ello, es
importante contar con un método analitico que permita cuantificacion de los acidos
grasos en aceites de uso cosmético de una manera rapida para su aplicacion en el

control de calidad de estos productos.
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4.2 Desarrollo de un nuevo procedimiento FIA-ESI-QTOF-MS para la
determinacién de FAMEs en aceites vegetales.

En esta seccion se describe un nuevo procedimiento del analisis de FAMEsS,
basado en el analisis por inyeccién en flujo (FIA) y sistema ESI-QTOF-MS, los que
permite la determinacion de FAMEs en aceites cosméticos de manera mucho mas
rapida en comparacion a las técnicas tradicionales (Tabla 5), especialmente
respecto GC-FID la cual presenta un tiempo largo de corrida cromatografica que
suele ser cercano a los 30 minutos. La idea original del trabajo fue eliminar la
etapa de separacion cromatografica (posible gracias a la alta resolucion del
sistema ESI-QTOF-MS) e introducir los estandares y las muestras (extractos de
los aceites después de la transesterificacidon) por infusion directa a la fuente de
ionizacion, mediante un simple sistema de inyeccion al flujo, montado en el
laboratorio. Con este disefio, se asegura que el volumen de las
soluciones/muestras sea constante y que este volumen se transporte en forma de
un segmento en el flujo del portador, adquiriendo los espectros de masas de
manera continua. De esta manera, se puede ajustar el volumen de inyeccion
adecuado para la adquisicién de espectros en un intervalo m/z dado y también
ajustar la frecuencia de inyecciones para lograr el tiempo mas corto posible de
corrida. Posterior a la adquisicion de datos, se pueden obtener los “fiagramas” de
iones extraidos, correspondientes a los iones mas abundantes para cada uno de
los FAMEs de interés. Ademas de un tiempo corto de corrida, la importante
ventaja del sistema FIA es su muy buena repetibilidad de las sefales asegurada
por el volumen de muestra constante y por la velocidad del flujo constante,
controlada por la bomba UHPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific). Cabe
mencionar que la infusion directa al sistema ESI-MS ha sido utilizada previamente
en el analisis de aceites vegetales para la identificacion de TAGs, asi como
proporcionar huellas dactilares de acidos grasos libres, ademas de permitir la
deteccidén de contaminantes residuales provenientes de la oxidacion de los acidos
grasos, sin embargo aun no se ha explorado el potencial de este sistema en la

determinaciéon de los FAMEs. Con el sistema FIA, se evita el uso de la jeringa
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eliminado el lavado de la misma y reduciendo de manera substancial posibles

efectos de memoria.

En el desarrollo del procedimiento se utilizé la solucion de FAMEs Mix C14-
C22 la cual contiene los FAMEs mas recurrentes de los acidos grasos que
constituyen los TAGs de aceites vegetales tales como el oleico, linoleico, estearico
y palmitico, sin embargo en este estandar no se encuentra presente el acido
ricinoleico. Para poder llevar a cabo el analisis de aceites de ricino, al estandar
comercial de los FAMEs se agrego ricinolato de metilo como se describe en la

figura 9.

En primer lugar, se establecid un intervalo de calibracién adecuado para
ESI(+)-MS probando diferentes diluciones de la solucién estandar de los FAMEs
para asegurar suficiente sefiales altas (S/R > 10) y por otro lado, evitar la
saturacidon del detector. El intervalo de concentraciones seleccionado finalmente
se presenta en la parte experimental (Figura 9). Utilizado la mezcla de los FAMES,
se procedid con la seleccion de los iones mayoritarios para cada uno de los
compuestos de interés. En los espectros de masa de compuestos individuales, se
observaron distintos iones correspondientes a aductos de la molécula con
diferentes cationes: [M + H]", [M + NH4]", [M + K]*, [M + Na]’, esta complejidad de

espectros es indeseable ya que compromete la cuantificacion.

Con la finalidad de disminuir la formaciéon de multiples aductos y favorecer
la formacion de un solo ion mayoritario, a la muestra y a todas soluciones estandar
se agregd una solucion estandar de formiato de sodio 1.16 mM (tipicamente
utilizada para la calibracion interna del espectrometro Maxis Impact QTOF-MS);
como resultado, en los espectros obtenidos se favorecié la formacién de aductos
con sodio para todos los FAMEs presentes en la mezcla. En la Tabla 16 (Parte
experimental) se presenta lista de iones seleccionados para la determinacion de

los FAMEs en aceites cosméticos.

En las pruebas iniciales, como estandar interno se utilizd éster metilico de

acido tridecanoico; sin embargo, debido su baja polaridad tuvo un efecto negativo
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en la eficacia de ionizacion obteniéndose bajas sefiales. Se decidid entonces
emplear como estandar interno el mismo formiato de sodio que se agregaba a la
muestra para favorecer la formacién de aductos con sodio; las sefales analiticas
de los FAMEs individuales fueron normalizados por area o altura,

respectivamente, de la sefal registrada en el EIC del ion formiato m/z 226.9500.

Una desventaja de utilizar tipica jeringa para la infusién directa de lipidos al
ESI es que se presentan efectos de memoria; era de esperar que el sistema FIA
propuesto en este trabajo permita evitar dicho problema ya que se elimina la
jeringa y el sistema se limpia entre las inyecciones con la solucion del portador. De
acuerdo con la propuesta inicial, se monto el sistema FIA, donde la solucion de
muestra (o estandares) se inyecta al flujo de un portador mediante una valvula de
inyeccion, equipada con un loop de inyeccion de 1.2 uL; este volumen asegura
tiempo suficiente para adquisicion de espectros. El flujo continuo es controlado
por la bomba del equipo UHPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific). Se
examinaron diferentes composiciones de la solucidon portadora, buscando que
tiempo de regreso a linea base sea minimo, eligiendo finalmente la mezcla 75 %
isopropanol-agua (3:1) y 25 % ACN a un flujo de 80 pL/min. Con estos parametros
linea base para todos iones era estable entre las sefiales de las inyecciones
sucesivas realizadas cada 2 min, permitiendo una buena integracion de las
senales y confirmando que no se presentaban efectos de memoria. La valvula de
inyeccion se conecta con la entrada a la fuente ESI mediante un tubo PEEK, tal

como se describe en la Parte Experimental.

La Figura 11 muestran los fiagramas de iones extraidos para los FAMEs de
acidos grasos insaturados, obtenidos en el proceso de calibracién, donde se
puede observar una buena respuesta instrumental directamente proporcional a la
concentracion del analito. En la misma figura se presenta el fiagrama del estandar
interno (IS) adquirido en la misma corrida analitica que calibracién de todos los
FAMEs, se observan pequefias fluctuaciones de la intensidad del IS entre las
inyecciones sucesivas; confirmando la necesidad del IS en el procedimiento

propuesto. En el caso de los FAMEs de acidos grasos saturados (Figura 12), la
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sensibilidad fue peor respecto a los acidos insaturados. Puesto que ESI es
especialmente adecuado para la ionizacion de compuestos polares, la mejor
respuesta obtenida para acidos insaturados respecto a los saturados era de
esperarse. Hay que resaltar que los TAGs de acidos insaturados son principales
componentes de los aceites vegetales, por lo que el procedimiento propuesto

parece util para fines de este trabajo.
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Figura 13 Fiagramas obtenidos en la calibracion de FAMEs para acidos grasos insaturados (cada estandar inyectado
por triplicado).
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El proceso de calibracién y cuantificacion se realiz6 con base en tres
réplicas para cada estandar, tomando el area o altura de pico como sefal
analitica, se calcularon las respectivas funciones de regresion lineal junto con sus
coeficientes de regresion. Cabe sefalar que la repetibilidad de las sefales de las
FAMEs fue buena tanto para area como para altura de picos (RSD 4.7 y 3.8,
respectivamente, para 5 inyecciones sucesivas); pero se vio mejorada utilizando

las sefales normalizadas por el IS (RSD 0.9 y 2.5, respectivamente, para 5
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inyecciones sucesivas). En la Tabla 20, se presentan los parametros analiticos
evaluados para FAMEs de acidos grasos insaturados con base en el area de los
picos (normalizados por IS). De igual manera en la Tabla 21 se muestran los
resultados obtenidos para los FAMEs de acidos grasos saturados; los resultados
muestran que para los acidos grasos insaturados se logra una mejor sensibilidad
(pendiente de la curva de calibracion) y un mayor intervalo lineal respecto a los
FAMEs de &acidos grasos saturados. Hay que resaltar sin embargo que, los
coeficientes de regresién lineal para todos los FAMEs fueron aceptables (r2 >
0.99).

Por su parte, la Tabla 22 y 23 resume los principales parametros analiticos
evaluados utilizando como sefal analitica la intensidad de pico (altura) de los
FAMEs de acidos grasos insaturados y saturados respectivamente, cada uno de
ellos normalizado por la intensidad de estandar interno. Se observa el mismo
comportamiento que en el caso del area como seial analitica donde el rango lineal
de calibracion es mayor para los FAMEs de acidos grasos insaturados, a su vez,
el coeficiente de calibracién para todos los FAMEs evaluados es mayor a 0.99 las
curvas de calibracion obtenidas para cada FAME de acido se muestran en el
apéndice A.

Tabla 20 Parametros analiticos obtenidos para la curva de calibracion FIA-ESI-QTOF de FAMEs insaturados mediante
area.

Parametro Ricinoleico Linolenico Linoleico Oleico
Rango de
calibracion 58.80 -471.4 18.60 —596.4 126.3 — 8081 11.60 — 5959
(ng/mL)
- Pendiente 3004 760.3 920.6 439.0
O —
'g § Intercepto -0.067 0.0030 -0.1495 0.0023
bD p—
23
22 R? 0.9987 0.9975 0.9977 0.9995
Error de tipico -0.0670 0.0053 0.0629 0.0074
de intercepto
Error de tipico 74.80 18.99 16.86 3.422
de pendiente
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Tabla 21 Parametros analiticos obtenidos para la curva de calibracion FIA-ESI-QTOF de FAMEs saturados mediante
area.

Parametro Estearico | Docosanoico | Araquidico | Palmitico | Miristico

Rango de
calibracion, 178.6 -1429 29.8-119 7.40 —59.5 18.6—-149 | 29.8-119
(ng/mL)
Pendiente 65.61 92.60 136.9 80.08 64.02

Intercepto 0.0123 0.0026 0.0005 0.0044 0.002

Regresion
Linea

R’ 0.9997 0.9991 0.9994 0.9986 0.9981

Error de tipico

. 0.0006 0.0005 7.543E-5 0.0002 0.0002
de intercepto

Error de tipico

. 0.7708 1.901 2.199 2.101 2.721
de pendiente

Tabla 22 Parametros analiticos obtenidos para la curva de calibracién FIA-ESI-QTOF de FAMEs insaturados mediante
intensidad.

Parametro Ricinoleico Linolenico Linoleico Oleico
Rango de
calibracién, 29.50 — 477.4 2.300- 1193 63.1 - 404 2.300 — 5959
(ng/mL)
3 Pendiente 2864 753.3 838.1 421.53
~O —
S
© £ Intercepto -0.0583 2.553E-05 -0.060 0.0039
o -
[
R2 0.9976 0.9993 0.9995 0.9996
Error de tipico de 0.0195 0.0029 0.0144 0.0073
intercepto
Error de tipico de 79.98 6.767 8.187 3.177

pendiente
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Tabla 23 Parametros analiticos obtenidos para la curva de calibracién FIA-ESI-QTOF de FAMEs saturados mediante

intensidad.
Parametro Estearico | Docosanoico | Araquidico | Palmitico | Miristico
Rango de
calibraciéon 22.3-179 59.50-476.2 | 7.44 -59.5 4.70 -300 29.8-119
(ng/mL)
o Pendiente 133.2 85.83 143.5 78.63 63.81
O —
S 3
::dn % Intercepto -0.0002 0.0038 0.0005 0.0028 0.0008
(o]
~ R? 0.9978 0.9989 0.9975 0.9959 0.9965
Error de tipico de 0.0004 0.0005 0.0002 0.0003 0.0003
intercepto
Error de tipico de 4338 1.925 4.985 2.246 3.746

pendiente

Para ambas modalidades de la sefal analitica (area y altura de pico), se
obtuvo el siguiente orden decreciente de sensibilidad para FAMEs de los acidos

grasos insaturados:

a. ricinoleico > a. linoleico = a. linolenico > a. oleico

de acuerdo a su polaridad debida a la presencia de enlaces dobles y/o grupos
funcionales en su estructura:

1 enlace doble + 1 grupo hidroxilo > dos enlaces dobles = tres enlaces dobles >
un enlace doble.

De manera general, la sensibilidad (pendiente de la funcion de regresion
lineal) siempre fue mas alta midiendo el area de los picos, sin embargo el error de

la pendiente en mayoria de los casos fue menor para altura del pico.
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Con base en el proceso de calibracion, se evaluaron los limites de
deteccion (LD) y los limites de cuantificacion (LC), los cuales se presentan en la

tabla 24. En concreto, se utilizaron las férmulas:
LD = 3c/m, LC = 10c/m

donde ¢ se obtuvo como desviacion estandar con base en 11 lecturas individuales
del blanco y m corresponde a la pendiente de funcion de regresion lineal obtenida
para un FAME dado.

Tabla 24 Limites de deteccidn y limites de cuantificacién evaluados en el proceso de calibracién utilizando altura de
pico (1) y area del pico (A) de los FAMEs y del IS.

Calibracion S=Arame/Als Calibracion S=Igamre/Lis
FAME de écido
LD (ug/L) LC (ng/L) LD (ug/L) LC (ng/L)

Ricinoleico 3.12 10.4 1.57 5.23
Linolenico 5.52 18.4 0.49 1.63
Linoleico 8.85 29.51 9.29 30.95
Oleico 11.6 38.6 0.97 3.24
Docosanoico 25.9 86.3 11.0 36.7
Araquidico 9.15 30.5 13.4 44.7
Estearico 51.3 171 19.3 64.3
Palmitico 79.3 264 544 181
Miristico 72.6 242 56.4 188
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Es de notar que mas bajos valores de LD y de LC fueron obtenidos para

altura de pico como sefal analitica, practicamente para todos los FAMEs.

Las funciones de calibracion se utilizaron para la cuantificacion de FAMEs
individuales en muestras de aceites comerciales. Los resultados obtenidos se

presentan en la seccion 4.4.

4.3. Analisis de los FAMEs en aceites de ricino por GC-FID.

Para validacion de los resultados obtenidos en aceites cosméticos por el
procedimiento propuesto FIA-ESI-QTOF-MS, en las mismas muestras
transesterificadas se llevd a cabo la determinacion de los FAMEs por GC-FID,
utilizado como método de referencia. El hecho de utilizar las mismas muestras
transesterificadas en ambos procedimientos permitié evaluar el desempefio de
FIA-ESI-QTOF-MS Las condiciones instrumentales GC-FID se describen en la
seccion 3.3.1. Las condiciones de separacidn se ajustaron para asegurar la
resolucién cromatogafica de los 10 compuestos presentes en la mezcla FAME MIX

C14—-C22 a la que se agrego el estandar de ricinolato de metilo.

600

C18:1cis 9
C18:2 cis 9,12

C13:0

400

KeV
) C18:1 trans 9

— )60
C18:0

ECISZ trans 9,12

—

S ——

~ C220

C18:1 9, OH=12

Cc182 9,12, 15

200

C20:0

—— C14:0

6.66 10 13.33 16.66 20 23.33 26.66 30

Tiempo (min)

Figura 15 Cromatograma tipico para la solucion V de estandar de FAMEs de la figura 9.

En la Figura 15 se presenta un cromatograma obtenido para una solucién

de calibracién, posteriormente en la Tabla 25 se resumen los parametros
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analiticos evaluados para cada uno de los FAMEs. Las funciones de calibracién y
la cuantificacién en muestras reales se realizaron tomando el area de pico como

sefal analitica.

En la calibracion de FAMEs por GC-FID se utilizé como estandar interno el
FAME del acido tridecanoico, como se observa en la Tabla 25 los coeficientes de
correlacion para cada FAME era mayor que 0.99, para el caso de muestras reales
se analizaron nueve diferentes tipos de aceite de ricino, su descripcidn se muestra
en la Tabla 13, los resultados para la cuantificacion de los FAMEs presentes en

las distintas muestras se presentan en la siguiente seccion.

Tabla 25 Parametros analiticos evaluados en el proceso de calibracién por GC-FID.

Tiempo de Rango de
FAME retencion calibracion m b R2

(min) (mg/mL)
c14 1238 | 002 [-] 012 | 0865 | 7.40E-03 | 0.9987
C16 1465 | 006 |-| 030 | 0807 | 6.43E-03 | 0.9995
C18 1779 | 004 |-| 0.18 | 0.756 | -351E-03 | 0.9981
C18:1, n9 trans 1842 | 0.06 |-| 0.30 | 0798 | 1.35E-03 | 0.9993
C18:1, n-9 cis 1873 | 015 |-| 0.74 | 0881 | -9.13E-03 | 0.9991
©18:2,n=9,12 1945 | 020 |-| 102 | 0752 | 582E-03 | 09957
C182,n9.12cis | 2012 | 001 |-| 0.07 | 0887 | -461E-04 | 0.9993
C20 2102 | 0.01 |-| 006 | 0739 | 6.26E-03 | 0.9975
C183, 91215 1 2166 | 003 |-| 045 | 0939 | -173E-02 | 09978
C22 2395 | 0.01 |-| 006 | 0731 | 565E-03 | 0.9977
C18:1, OH-9 3119 | 004 |-| 020 | 0834 | -5.91E-03 | 0.9999

*m=pendiente, b=intercepto, R’= coeficiente de correlacion.

4.4. Resultados de determinacion de los FAMEs en aceites cosméticos por
FIA-ESI-QTOFMS y por GC-FID.
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Los procedimientos descritos en las secciones anteriores fueron utilizados
para la determinacion de los FAMEs en nueve aceites cosméticos comerciales. En
las tablas 26-34 se presentan los datos obtenidos para los dos procedimientos. En
las mismas tablas se incluye el porcentaje de recuperacion total de FAMEs

evaluado de la manera siguiente:
R = (XFAMEs/m)100

Donde LFAMEs es suma de masas de FAMEs individuales determinados en una
muestra dada (mg/g), de la cual se tomo6 para el analisis masa m (g). Es
importante sefalar que el aceite contiene triglicéridos mientras que ambos
procedimientos proporcionan concentraciones de FAMEs (mg/g). La diferencia de
masa molar entre un TAG y tres FAMEs es solo de 4Da correspondiente a 4

atomos de hidrogeno, como se muestra en la ecuacion siguiente:
Mrag = 3(Mramve - Mc -3My) + 3Mc + 5My = 3Mrame + 4My

por lo que error que se comete tomando suma de FAMEs para balance de masa

de TAGs en la muestra es despreciable.

En las Tablas 26-34 se presenta también el contenido relativo de FAMEs de
acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, el porcentaje

calculado utilizando la siguiente férmula:
Rins = (XFAMESs;ns/(ZFAMEs) 100

donde ZFAMEs;,s corresponde a la suma de los FAMEs de los acidos insaturados

y XFAMEs es suma de todos FAMEs determinados en la muestra.

Finalmente, en las mismas tablas se muestra el valor p obtenido en el test t
de dos colas empleado para comparar resultados obtenidos por FIA-ESI-MS

(altura o area) respecto GC-FID.
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Tabla 26 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Jaloma. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

FAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS, altura 0 FIA area p

C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE
Ricinoleico 185 9 189 12 >0.05 195 18 >0.05
Linolenico 5.63 0.18 4.82 1.12 >0.05 5.60 1.59 | >0.05
Linoleico 35.1 1.2 39.7 1.7 0.0093 68.4 7.1 | 0.0007
Oleico 26.3 0.9 321 2.2 0.0067 30.6 7.7 | >0.05
Docosanoico 6.61 0.71 15.4 0.7
Araquidico 6.62 0.68 21.4 1.7
Estearico 21.2 1.4 20.4 13 >0.05 45.1 3.6 | 0.0002
Palmitico 38.4 2.2 45.3 2.6 >0.05 66.8 2.7 | 0.0001
R, % 31.2 34.5 44.8
Rins, % 80.9 77.1 66.8

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %

Tabla 26 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Guadalajara. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

EAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS area b
C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico 112 4 126 6 0.0141 128 7 |0.0132
Linolenico 8.87 0.63 10.2 0.9 >0.05 11.2 1.1 |0.0167
Linoleico 293 10 308 11 >0.05 316 13 | 0.0360
Oleico 167 6 175 5 >0.05 179 11 >0.05
Docosanoico nd - 7.71 0.32 - 16.2 0.2 -
Araquidico nd - 12.8 0.3 - 25.9 1.8 -
Estedrico 38.4 1.8 36.1 4.6 >0.05 60.8 5.3 |0.0011
Palmitico 118 4 121 6 >0.05 159 17 | 0.0076
R % 73.7 80.4 89.6

Rins, % 78.8 77.7 70.8

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %
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Tabla 28 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Wetts. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

FAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS drea P
C,mg/g | DE | C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico nd - 6.71 0.67 - 8.51 1.56 -
Linolenico 68.9 1.9 76.4 2.6 |0.0166 80.8 4.1 0.0052
Linoleico 474 9 481 11 >0.05 469 18 >0.05
Oleico 224 7 234 9 >0.05 239 12 >0.05
Docosanoico nd - 9.32 1.90 - 22.6 2.8 -
Araquidico nd - 12.3 0.1 - 23.2 2.7 -
Estearico 58.5 2.1 62.1 2.4 >0.05 72.6 2.5 0.0009
Palmitico 103 3 109 6 >0.05 159 10 0.0004
R, % 92.8 99.1 107.5

Rins, % 82.6 80.6 74.2

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %

Tabla 27 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Farmacon. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

FAME del 4cido: GC_FID FléliilraMs 0 FIA-ESI-MS area ,

C,mg/g | DE | C,mg/g | DE C, mg/g DE
Ricinoleico 112 7 115 2 >0.05 121 4 >0.05
Linolenico 334 |24 38.3 3.2 | >0.05 39.7 4.2 0.0435
Linoleico 112 8 122 5 >0.05 133 6 0.0110
Oleico 215 12 221 11 >0.05 245 9 0.0129
Docosanoico nd - 5.32 0.89 - 22.6 0.2 -
Araquidico nd - 4.80 0.74 - 23.2 0.5 -
Estearico 352 |21 33.1 1.5 | >0.05 41.9 2.8 0.0147
Palmitico 51.0 |25 46.9 1.8 |0.0412 62.9 4.2 0.0068
R, % 55.9 58.7 68.9
% FAMEs ins 84.6 84.6 78.2

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %
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Tabla 28 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Inodrim. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

EAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS area 0
C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico 179 11 172 4 >0.05 197 6 [0.0338
Linolenico nd - 4.81 0.11 - 4.80 0.19 -
Linoleico 38.1 1.8 41.1 1.9 >0.05 46.2 2.8 | >0.05
Oleico 28.3 1.4 26.5 1.6 >0.05 29.6 1.5 | >0.05
Docosanoico nd - 5.09 0.29 - 9.18 0.67 -
Araquidico nd - 10.3 0.1 - 15.9 0.2 -
Estedrico 10.2 0.9 10.2 0.6 >0.05 144 4.6 | >0.05
Palmitico 18.9 1.7 36.9 1.1 |0.0001 45.0 2.1 |0.0000
R, % 27.5 30.7 36.2

% FAMEs ins 89.4 79.6 76.7

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %

Tabla 29 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Tecnofarma. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

FAME del 4cido GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS area 0
C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico 189 8 182 13 >0.05 187 12 >0.05
Linolenico 5.59 1.21 5.01 0.32 | >0.05 5.18 0.17 | >0.05
Linoleico 38.9 0.9 41.1 2.9 >0.05 48.3 2.1 |0.0010
Oleico 25.5 0.5 26.5 1.6 >0.05 30.9 2.7 [0.0136
Docosanoico nd - 5.12 0.28 - 13.8 1.2 -
Araquidico nd - 10.3 0.1 - 18.6 1.6 -
Estedrico 15.6 0.6 14.3 2.4 >0.05 25.6 1.8 |0.0004
Palmitico 30.8 1.1 26.9 2.1 |0.0232 35.6 2.7 [0.0219
R, % 30.5 31.1 36.5

% FAMEs ins 84.8 81.8 74.4

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %
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Tabla 30 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Crystal. (se
presentan valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido
en prueba t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

FAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS drea p
C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico 167 7 164 11 >0.05 171 13 | >0.05
Linolenico 114 0.6 8.42 0.73 |0.0027 9.54 0.32 | 0.0045
Linoleico 42.8 1.2 43.9 1.3 >0.05 52.7 1.4 |0.0004
Oleico 23.7 0.4 27.0 2.6 |0.0478 34.7 2.2 |0.0005
Docosanoico nd - 5.56 0.61 - 11.7 1.5 -
Araquidico nd - 7.61 0.64 - 16.1 1.9 -
Estearico 12.1 0.6 10.8 0.8 >0.05 46.9 0.8 |0.0000
Palmitico 35.9 21 38.3 1.3 >0.05 55.4 0.9 |0.0001
R, % 29.3 30.5 39.8

% FAMEs ins 83.6 79.6 67.3

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %

Tabla 31 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Pris. (se presentan
valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido en prueba
t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

EAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS area 0
C, mg/g DE C, mg/g DE C, mg/g DE

Ricinoleico 47.2 1.5 48.9 4.2 >0.05 53.3 0.2 |0.0011
Linolenico 61.7 2.6 63.4 5.1 >0.05 67.7 0.3 |0.0083
Linoleico 373 13 380 13 >0.05 391 4 >0.05
Oleico 177 6 169 10 >0.05 172 3 >0.05
Docosanoico nd - 7.91 1.10 - 18.5 1 -
Araquidico nd - 8.43 0.24 - 22.8 0.2 -
Estedrico 54.7 1.2 61.7 2.8 | 0.0082 69.5 5.7 |0.0058
Palmitico 78.7 24 83.2 35 >0.05 133 11 |0.0006
R, % 79.2 82.2 92.8

% FAMEs ins 83.2 80.4 73.7

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %
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Tabla 32 Resultados obtenidos por GC-FID y mediante FIA-ESI-QTOF para el aceite de ricino marca Linat. (se presentan
valores promedio c, con respectiva desviacion estandar, DE obtenidos para tres replicas; p — valor obtenido en prueba
t de dos colas comparando los resultados del procedimiento propuesto con los del GC-FID).

EAME del 4cido: GC-FID FIA-ESI-MS altura 0 FIA-ESI-MS area 0
mean SD Mean SD mean SD

Ricinoleico 196 17 211 19 >0.05 189 22 >0.05
Linolenico 6.21 0.31 6.39 0.56 >0.05 6.91 0.62 | >0.05
Linoleico 47.6 34 50.6 4.4 >0.05 65.7 2.3 |0.0008
Oleico 29.6 2.3 333 33 >0.05 37.5 0.2 |0.0020
Docosanoico nd - 3.52 0.71 - 9.38 0.57 -
Araquidico nd - 7.19 0.21 - 15.6 0.8 -
Estedrico 18.3 1.1 16.5 1.1 >0.05 50.2 2.4 |0.0000
Palmitico 35.2 1.2 41 1.4 |0.0280 56.3 1.9 |0.0000
R % 333 36.9 43.0

% FAMEs ins 83.9 81.5 69.5

R - porcentaje de recuperacion total de FAMEs, %;
Rins - contenido relativo de FAMEs de acidos insaturados respecto a todo los FAMEs encontrados, %

De manera general, en las Tablas 26-34 se observa una mejor congruencia
entre los resultados GC-FID y FIA-ESI-QTOF-MS con base en la altura respecto
los obtenidos por el procedimiento propuesto utilizando area de los picos. Debido
a este mejor desempefo, se tomaron en cuenta los resultados obtenidos midiendo

altura de los picos.

En la evaluacion comparativa del GC-FID y FIA-ESI-QTOF-MS (altura), en
la mayoria de los analisis la prueba t no reveld diferencias estadisticamente
significativas, lo que es indicativo de la veracidad de los resultados obtenidos.
Cabe senalar también que la congruencia entre dos procedimientos fue mejor para
FAMEs de &cidos insaturados (83% de resultados con p>0.05) respecto a los
saturados (61% de resultados con p>0.05). Para los acidos saturados
docosanoico y araquidico, estos solamente pudieron ser cuantificados por el
procedimiento propuesto mientras que GC-FID no presentd suficiente poder de
deteccién para estos acidos minoritarios. Es relevante que, ademas de resultados
congruentes para los FAMEs individuales, los porcentajes de recuperacion de

FAMEs y los porcentajes del contenido relativo de FAMEs instaurados fueron muy
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similares para GC-FID y FIA-ESI-QTOF-MS (altura), confirmando aun mas la

validez de los resultados obtenidos.

En cuanto a los resultados obtenidos para nueve productos comerciales,

hay que resaltar dos siguientes aspectos:

1. La recuperacion de FAMEs totales varia desde 30.5% hasta 99.1%, lo
que indica que diferentes fabricantes utilizan cantidades diferentes de
aditivos en los aceites cosméticos (Tablas 26-34).

2. La cantidad del acido ricinoleico y la distribucion relativa de los FAMEs
individuales fue diferente en cada uno de los productos, como se
presenta en la Figura 12. Tomando en cuenta que todos aceites fueron
descritos por el fabricante como “aceite de ricino”, nuestros resultados
sugieren adulteraciones y confirman la necesidad de llevar a cabo el

control de calidad de aceites cosmeéticos.

En cuanto a los aditivos, los cosméticos suelen presentar una serie de
varias clases de aditivos a fin de obtener efectos sinérgicos entre ellos como son
humectantes, tensoactivos, aromatizantes, conservantes, antioxidantes etc. Los
antioxidantes se utilizan para retardar los procesos oxidativos en los lipidos
evitando de este modo el deterioro, el enranciamiento y la decoloracion. Entre
algunos de los antioxidantes sintéticos mas utilizados se encuentran los
antioxidantes fenolicos como el t-butil-4-hidroxianisol (BHA), 2,6-di-t-butil-p-
hidroxitolueno (BHT), y t-butilhidroquinona, su uso en productos cosméticos se
debe principalmente a su estabilidad quimica, al bajo costo y disponibilidad. El uso
de antioxidantes naturales como la vitamina E especialmente el a-tocoferol (a-t) y
acetato de a-tocoferol (a-ta) son ampliamente usados en la industria cosmética®.
Sin embargo, a largo plazo y en uso desmedido pueden resultar en riesgos para la
salud. Recientemente la administracion de alimentos y farmacos de Estados
Unidos (FDA) permite la utilizacién de BHA y BHT a una concentracion maxima de

0.02% (w/w) debido a que pueden presentar alteraciones endocrinas.

Division de Ciencias Naturales y Exactas Pagina 68




Resultados y Discusion Universidad de Guanajuato

La conservacion de productos cosméticos es necesaria para evitar la
alteracion y degradacion de la formulacion a través de la contaminacién
microbiana. Los conservantes en alimentos, bebidas, cosméticos y productos
farmacéuticos se utilizan para retardar o inhibir el crecimiento de organismos
microbianos ya que presentan actividad antibacteriana y antifungica eficaz. Los
conservantes usados comunmente son el acido benzoico, acido sorbico, y ésteres
del acido p-hidrozibenzoico (parabenos). En la industria cosmética los parabenos,
como el metil parabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP) vy
butilparabeno (BP) son aditivos importantes. Estos parabenos se utilizan en la
formulacién de la mayoria de todos los tipos de cosméticos (cremas, aceites etc.)
debido a que no presentan olor y sabor perceptible, su pH es neutro, no producen
decoloracion y no causan endurecimiento. El amplio uso de parabenos en
cosméticos surge de su baja toxicidad, amplio espectro de actividad, aceptacion
reguladora en todo el mundo, estabilidad quimica, la biodegradabilidad y bajo
costo. La directiva de la Comunidad Econémica Europea (CEE) permite el uso de
parabenos con una concentracion maxima individual de 0.4% (w/w) y la

concentracion total maxima de 0.8% (w/w).*°

Nuestros resultados sugieren que la proporcion de aceite:aditivo no es
constante en todos productos y demuestran la necesidad de contar con
procedimientos analiticos adecuados para la identificacion y cuantificacion de

dichos aditivos con fines de control de calidad.

En cuanto a segundo aspecto, el aceite de ricino tipicamente contiene TAG
de acido ricinoleico como componente mayoritario (Tabla 4), pero el intervalo del
contenido relativo de este FAME en productos analizados en este trabajo fue de
0.7 a 58.5 % (Figura 15).
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Figura 15 Distribucidn relativa de FAMEs en aceites de ricino.

Cabe resaltar que unicamente el aceite Pris en sus especificaciones

menciona que es una mezcla de aceite de ricino y aceites vegetales, la

comparacién de distribucion relativa de acidos grasos de este aceite con los

demas sugiere que los aceites Farmacom, Guadalajara y Wetts presentan una
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distribucion relativa similar donde el acido ricinoleico no es componente

mayoritario, por lo que se presenta adulteracion en los aceites.

En el caso extremo (producto Wetts), acido ricinoleico correspondié a 0.7%
de FAMEs totales y este producto parece ser una mezcla de aceites vegetales
baratos, con alta proporcion del acido palmitico. Por su parte, los aceites Jaloma,
Inodrim, Tecnorama, Linat y Crystal cumplen con la descripcion en la etiqueta
debido al alto contenido del acido ricinoileico (Figura 15). De nuevo, el analisis de
nueve aceites comerciales claramente indica la necesidad de un control rutinario
de la composicion de estos productos que se encuentran en el mercado. Para este
fin, el procedimiento propuesto (FIA-ESI-QTOF-MS (altura)) es muy adecuado,
debido a que no se requiere una separaciéon cromatografica y se acorta el tiempo
de adquisicién/analisis de datos. Al utilizar el método GC-FID el tiempo de corrida
cromatografia fue de 34 minutos, FIA-ESI-QTOF-MS se pueden correr 23

muestras por hora.
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5.1 Conclusiones

El presente trabajo de tesis se enfoco en el desarrollo de un procedimiento
analitico para la determinacion de FAMEs de acidos grasos en muestras de aceite
de ricino cosméticos adquiridos en el mercado local. En primera etapa, fue
importante conocer el perfil de los TAGs presentes en los distintos aceites, los
cuales se examinaron por medio de MALDI-TOF-MS. Los resultados obtenidos
confirmaron presencia del TAG del acido ricinoleico; sin embargo, en diferente
cantidad en cada uno de los productos y no siempre como el componente
mayoritario. En particular, para uno de los aceites (Wetts), no se detectaron
senales caracteristicas del TAGs ricinoleina. Aunado a esto, se identificaron TAGs
de acidos grasos insaturados y, en menor proporcion, de acidos grasos saturados;

datos que en su conjunto sugirieron posibles adulteraciones.

En la segunda parte de la tesis, se desarrollé6 un nuevo procedimiento para
la determinacion de FAMEs por ESI-QTOF-MS. La idea original fue eliminar
separacion cromatografica de compuestos, aprovechando alta resolucion del ESI-
QTOF-MS. Se montd un simple sistema FIA para la introduccion directa de las
muestras/estandares con el fin de: (i) eliminar el uso de la jeringa, (ii) usar una
solucion portadora adecuada para evitar efectos de memoria, (iii) establecer un
volumen constante de inyeccién y lograr buena frecuencia de muestreo. Otro
punto importante fue favorecer formacién de un ion mayoritario para cada
compuesto (aducto de sodio), para lo cual a las muestras y estandares se agrego
formiato de sodio (concentracion final 1.6 mM). Al mismo tiempo, ion formiato se
utiliz6 como estandar interno mejorando el desempefio del método en términos de
precision. El tratamiento de datos adquiridos consiste en la obtencion de
“fiagramas” de iones extraidos, correspondientes a los iones mas abundantes para
cada uno de los FAMEs de interés y al IS. Los datos de fiagramas se filtran y se
exportan a la hoja Excel para obtener funciones de calibracion y llevar a cabo la
cuantificacion. Ademas de rapidez, la importante ventaja del sistema FIA es muy
buena repetibilidad de las sefales asegurada por el volumen de muestra
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constante y por la velocidad del flujo constante, controlada por la bomba UHPLC
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific), pudiéndose procesar 23 muestras por
una hora. En cuanto a la modalidad de las sefiales analiticas, se decidi6 utilizar
altura de picos normalizada por la altura de la senal del IS. Los limites de
deteccion para FAMEs de los acidos insaturados evaluados en el proceso de
calibracion fueron en el intervalo 0.49 - 1.57ug/L y, para acidos saturados en el
intervalo 11.0 - 156.4 ug/L. Este procedimiento se empled en la determinacién de

FAMEs en nueve productos comerciales.

En la tercera parte de este trabajo, se llevd a cabo el analisis de los
mismos aceites cosméticos por GC-FID, mediante adaptacion de un meétodo
establecido. Los resultados obtenidos permitieron confirmar la exactitud del
procedimiento propuesto (FIA-ESI-QTOF-MS (altura)).

Por otro lado, los resultados obtenidos para nueve diferentes productos
revelaron la presencia de aditivos en aceites cosmeticos, cuya identidad queda
como reto para estudios posteriores. Por otro lado, la distribucion relativa de los
FAMEs en las muestras analizadas no fue uniforme, siendo el FAME del aceite
ricinoleico el componente mayoritario en cuatro aceites cosméticos, mientras que
otros productos parecieron mezclas de aceite de ricino con otros tipos de aceites
vegetales (o incluso de origen animal considerando alta proporcion del acido

palmitico en uno de ellos).

En conclusion, el procedimiento FIA-ESI-QTOF-MS es una buena
alternativa para la determinacion de los FAMEs en aceites vegetales, ofreciendo
las ventajas de: (i) adecuado poder de deteccion, (ii) sin necesidad de separacion
cromatografica; (iii) buena repetibilidad de las sefales; (iii) rapidez y (iv) facil

manejo de datos en la etapa de calibracidén/cuantificacién.
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Anexo A

Curvas de Calibracion obtenidas en el analisis de FAMEs por FIA-ESI-QTOF-MS

utilizando el area como senal analitica.
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Curva de calibracion linoleato de metilo
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Curva de calibracion estearato de metilo
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Curvas de Calibracion obtenidas en el analisis de FAMEs por FIA-ESI-QTOF-MS

utilizando intensidad como sefnal analitica.
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Curva de calibracion linoleato de metilo
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Curva de calibracion estearato de metilo
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