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Resumen 3

El desarrollo de un nuevo método analitico implica numerosas etapas, de entre las cuales,
el tratamiento de la muestra es, posiblemente, la mas compleja a la vez que decisiva para el
éxito del método. Por ello, en los ultimos afos, la investigacion en el campo de la Quimica
Analitica se ha centrado en el desarrollo de técnicas miniaturizadas de preparacion de muestra
que, ademas de simplificar la matriz y preconcentrar los analitos, van en consonancia con los

principios de la Quimica Analitica Verde.

Los procesos miniaturizados han dado lugar a las técnicas conocidas como técnicas de
microextraccién que permiten la extraccién y concentracion de los analitos tanto en fases
liquidas como sélidas, utilizando cantidades de fase extractante del orden de los microlitros o
microgramos. Los métodos analiticos desarrollados en esta Tesis Doctoral siguen las pautas
marcadas por los principios de la Quimica Analitica Verde ya que los tratamientos de muestra
utilizados se basan en procedimientos de microextraccion, tanto en fase liquida como en fase
sélida magnética, y han permitido mejorar la sensibilidad de los métodos propuestos en
comparacion con la aplicacion de metodologias convencionales. Ademas, las técnicas de
microextraccion proporcionan de forma simultanea una limpieza de la matriz de la muestra, lo

que resulta en una mejora de la selectividad del método.

El uso de las técnicas de separacidon cromatogréficas resulta de gran utilidad ya que permite
la separacion de compuestos quimicos estrechamente relacionados con estructuras
moleculares y propiedades fisicoquimicas muy similares. La combinacion de las técnicas de
microextraccién con cromatografia liquida acoplada a deteccidn por espectrometria de masas
de alta resolucion (LC-HRMS) ha permitido el desarrollo de métodos analiticos sensibles,
selectivos y precisos de acuerdo con los principios de la Quimica Analitica Verde, debido a que
tanto el consumo de disolventes organicos téxicos como la generacién de residuos es muy

reducido.

La deteccion de los analitos una vez separados se ha llevado a cabo utilizando HRMS,
concretamente la combinacién hibrida de analizadores tipo cuadrupolo y tiempo de vuelo (Q-
TOF), que permite no solo la identificacion y cuantificacion de los analitos estudiados en analisis
dirigido, sino que también posibilita ampliar la busqueda de otras especies quimicas al llevar a
cabo el analisis desde un enfoque no dirigido. Asi, aplicando las mismas condiciones
experimentales optimizadas para analisis dirigido se ha estudiado la presencia de posibles
metabolitos y otros compuestos relacionados con la familia quimica de los analitos objeto de

estudio.



4 Resumen

Los métodos analiticos desarrollados en esta Tesis Doctoral se centran en el analisis de
protoalcaloides en muestras bioldgicas de origen humano, concretamente orina y suero. De
entre las diferentes matrices biolégicas, orina y suero son las mas utilizadas en bioanalisis
debido a que de forma general es posible detectar un gran nimero de compuestos organicos
que proporcionan informacién sobre el estado de salud del individuo. Ademas, ambos tipos de
muestra se recolectan de forma relativamente sencilla y de forma minimamente invasiva. El
trabajo desarrollado a lo largo de esta Tesis Doctoral se ha estructurado en tres capitulos en los
que se describen los tres métodos analiticos desarrollados y que ponen de manifiesto los buenos

resultados que proporciona la combinacién de las técnicas de microextracciéon con LC-HRMS.

Asi, en el Capitulo | se ha propuesto la determinacion de capsaicinoides (capsaicina,
dihidrocapsaicina y pseudocapsaicina) mediante microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME) en orina humana procedente de pacientes tratados con cremas analgésicas a base de
capsaicina. Los resultados del andlisis de las muestras se estudiaron mediante enfoque no
dirigido, ampliandose la busqueda a la deteccion de posibles metabolitos derivados de los
capsaicinoides estudiados en andlisis dirigido y a especies conjugadas formadas por union de

los analitos a biomoléculas.

En el Capitulo Il, y siguiendo con la familia de los capsaicinoides, se ha propuesto un nuevo
metodo analitico para su determinacidon en suero humano aplicando la técnica de
microextraccion dispersiva en fase solida magnética (DMSPE) y LC-HRMS. En este capitulo
también se presenta el analisis no dirigido de las muestras y, ademas, y gracias a los datos
proporcionados por los espectros de masas se han podido dilucidar los patrones de
fragmentacion de los analitos, asi como de algunos de los metabolitos derivados de los
capsaicinoides y proponer una estrategia para la identificacion de posibles metabolitos derivados

de la metabolizacion.

Por ultimo, en el Capitulo lll, se propone un método para la determinacién de aminas
biogénicas (octopamina, tiramina, sinefrina y fenilefrina) en orina humana haciendo uso de la
técnica DLLME vy llevando a cabo el analisis de los extractos preconcentrados mediante LC-
HRMS. De forma previa a la microextraccion de los analitos se incluye una etapa de
derivatizacion que mejora la sensibilidad y la selectividad del método propuesto, ya que se
disminuye la polaridad de las aminas, incrementando asi la eficiencia del proceso DLLME.
También en este capitulo, se ha planteado un estudio no dirigido de las muestras orientado a la
busqueda de compuestos relacionados con las aminas biogénicas, asi como posibles
metabolitos y conjugados con otras biomoléculas, cuya via de excrecién mas probable es la

orina.
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The development of a new analytical method involves numerous stages, among which is
sample treatment, probably the most crucial and complex one to ensure the success of the new
method. Therefore, in the last years, the research in the field of Analytical Chemistry has been
focused on the development of miniaturized techniques for sample treatment which has led to
both the simplification of the sample and the preconcentration of the analytes contained in the
samples. The application of these procedures is also in accordance with the Green Analytical
Chemistry Guidelines. The development of the miniaturized techniques has brought about the
beginning of what is known as microextraction techniques which allow the extraction and
preconcentration of analytes contained in both liquid and solid phases in a reduced volume of
extractant phase on the order of microliters. The Green Analytical Chemistry guidelines and
principles were followed in the development of the analytical methods proposed in the present
Doctoral thesis, as the sample treatment techniques applied are based on microextraction
procedures, both in liquid and in magnetic solid phases, leading to an improvement in method
sensitivity in comparison with the results obtained when traditional extraction techniques are
used. Additionally, a cleaning matrix step is achieved simultaneously, also providing an

improvement in the method selectivity.

Chromatographic techniques prove highly useful as they are capable of providing the
separation of closely related chemical compounds due to the similar molecular structures and
physicochemical properties they show. The combination of microextraction techniques and liquid
chromatography with high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) are responsible for the
development of more accurate, sensitive, selective analytical methods, which are in accordance
with Green Chemistry as far as the decrease in the use of toxic organic solvents and waste

generation are concerned.

Once separated, analyte detection was carried out by HRMS, more specifically by a hybrid
combination of quadrupole with time-off flight mass spectrometry (Q-TOF-MS). Not only does
this combination allow the identification and quantification of analytes under targeted approach,
but also the possibility of carrying out a wider search for compounds under non-targeted
approach is also allowed. Therefore, the presence of possible metabolites and other structurally
related compounds with the target analytes has been studied by applying the same experimental

conditions optimized for targeted analysis.

The analytical methods developed in this Doctoral Thesis are focused on the analysis of
different families of protoalkaloids in biological samples, namely, serum and urine human
samples. Among the different types of biological matrices, urine and serum are widely used due

to their possibility to detect a large number of organic compounds in them which provide
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information about the health state of individuals. Another reason for their use is the fact that its

collection is relatively easy and minimally invasive.

The research carried out in this Doctoral Thesis has been organized in three chapters in
which the three analytical methods developed has been described as well as presenting the

successful results obtained when the microextraction techniques and LC-HRMS are combined.

Therefore, in the first chapter, an analytical method for the determination of three
capsaicinoids (capsaicin, dihydrocapsaicin and N-vanillylnonanamie also known as
pseudocapsaicin) by dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) in human urine collected
from patients who have been previously treated with capsaicin-based analgesic creams has been
proposed. The results obtained were also studied under non-targeted approach with the purpose
of expanding the search to the detection of possible metabolites derived from the capsaicinoids
studied under the targeted approach and to a conjugated compounds resulting from the binding

of the analytes to other biomolecules.

In the second chapter, the knowledge of the three capsaicinoids studied in the previous
chapter is expanded under another methodology. Thus, a new analytical method for its
determination has been used, which consists in applying dispersive magnetic solid phase
microextraction (DMSPE) and LC-HRMS. In this chapter, the non-targeted approach is also
addressed. Additionally, thanks to the spectrum data provided by the mass spectrum, the
fragmentation patterns of both the analytes and some metabolites derived from the capsaicinoids

have been able to be elucidated.

Finally, in the third chapter, a new method for the determination of four biogenic amines
(octopamine, tyramine, synephrine and phenylephrine) in human urine by DLLME has been
proposed. The analysis of the enrichment extract has been carried out by LC-HRMS. Prior to
analysis, a derivatization step was applied in order to improve the sensitivity and selectivity of
the method, which is responsible for a decrease in the polarity of the selected amines while an
increase in the efficiency of the DLLME procedure is also achieved. In this chapter, a non-
targeted analysis of the samples was also carried out to focus on the search for amine-related
compounds as well as possible metabolites and bioconjugates whose most likely route of

excretion is urine.
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El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se enmarca en la linea de trabajo que el grupo
de investigacion “Métodos Instrumentales Aplicados” ha ido desarrollando en los ultimos afios
en el Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Murcia. El objetivo principal de
esta linea de investigacion es el desarrollo y aplicacion de nuevos procedimientos analiticos
orientados a la determinacién de compuestos organicos en una amplia variedad de muestras,
haciendo uso de diferentes técnicas instrumentales y procedimientos para el tratamiento de las
muestras, que proporcionen caracteristicas adecuadas de sensibilidad y selectividad a los

métodos de analisis desarrollados.

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha sido la propuesta de metodologias de
analisis innovadoras para la determinacién de compuestos de interés en muestras biolégicas de
origen humano. Para ello, diferentes técnicas de microextraccion, tanto en fase liquida como en
fase sdlida, se han optimizado con el objetivo de garantizar un aislamiento eficiente de los
compuestos de interés con simplificacion simultanea de la muestra. En consecuencia, se ha
perseguido el desarrollo de nuevos métodos analiticos alineados con los principios de la
Quimica Analitica Verde en cuanto a la miniaturizacion del sistema analitico y la reduccion en el
uso de disolventes organicos y de residuos generados en el proceso. El analisis de los extractos
de las muestras se ha llevado a cabo mediante la combinacién de la cromatografia liquida con
la espectrometria de masas de alta resoluciéon (LC-HRMS), bajo condiciones de adquisicion de

datos que permiten llevar a cabo analisis dirigido y no dirigido de las muestras.

La Memoria de esta Tesis Doctoral se divide en tres capitulos cuyo nexo de unién es la
determinacion de diferentes tipos de protoalcaloides en muestras bioldgicas, de gran utilidad en
los ambitos biosanitario y forense, ya que estos compuestos se consideran marcadores de
ciertos trastornos de la salud o indicativos del consumo de sustancias controladas por
determinados organismos internacionales para ciertas actividades. A su vez, los capitulos
primero y tercero tienen en comun el uso de la técnica de microextraccion dispersiva liquido-
liquido (DLLME), mientras que el segundo capitulo presenta la aplicacién de la técnica de
microextraccion dispersiva en fase soélida magnética (DMSPE) en la preparacion de las
muestras. Por otro lado, y desde el punto de vista de los analitos determinados, los dos primeros
capitulos abordan la determinacién de capsaicinoides en orina y en suero, mientras que el tercer

capitulo se centra en la determinacion de aminas biogénicas en orina.
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Objetivos

Los objetivos especificos establecidos para la realizacion de esta Tesis Doctoral se

estructuraron como se describe a continuacion:

Identificacion del problema analitico y seleccion de los compuestos de interés y de la
matriz objeto de analisis, incluyendo un estudio previo de las propiedades fisicoquimicas

de los analitos y la muestra.

Estudio de las condiciones de separacion cromatografica mediante LC, comparando
diferentes fases estacionarias y méviles para la seleccién las condiciones experimentales

que proporcionen la mejor resolucion de los picos cromatograficos.

Seleccion de las condiciones de deteccion mediante HRMS tras la separacion
cromatografica. En este punto se estudian distintos modos de ionizacion y condiciones
de fragmentacion, asi como el modo de adquisicién de datos que permita aplicar analisis

dirigido y no dirigido de las muestras.

4. Seleccion y optimizacion del tratamiento de la muestra enfocado hacia la aplicacion de la

5.

técnica de microextraccion mas adecuada en base a las caracteristicas de los analitos y

de la muestra.

Evaluacién de la derivatizacion quimica de los analitos en aras de mejorar la eficiencia
del pretratamiento de las muestras, asi como la resolucién cromatografica y deteccion
mediante HRMS. Para ello, se procede a la seleccion del reactivo derivatizante y de las
condiciones experimentales de reaccion en funcion de la naturaleza de los compuestos

bajo estudio.

6. Validacion de los métodos analiticos propuestos en base a los criterios establecidos por

7.

la normativa europea, obteniendo las caracteristicas analiticas de intervalos de
linealidad, sensibilidad en términos de los limites de deteccién y cuantificacion,

repetitividad y veracidad en base a los estudios de recuperacion.

Andlisis de las muestras con las metodologia desarrollada y validada y aplicacién de
estrategias dirigidas para deteccion y cuantificacion de los analitos de interés. La
identificacion de los compuestos se lleva a cabo mediante la comparacion de los datos
cromatograficos proporcionados previamente por analisis de patrones comerciales, los
valores de masa exacta obtenidos y la presencia de los iones cualificadores en los
espectros de masas. La cuantificacion implica la aplicacion del método mas adecuado

considerando la presencia 0 ausencia de efecto matriz en las muestras.
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8. Aplicacién de estrategias no dirigidas para ampliar la informacion sobre la composicién de
las muestras, orientandolo a la busqueda de posibles compuestos relacionados con los

analitos, asi como de posibles metabolitos generados en los organismos.
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1. ALCALOIDES

El término alcaloide fue acufiado e introducido por el quimico aleman Wilhelm Meissner en
1819 para designar, en términos generales, a aquellas sustancias naturales que reaccionan
como bases. Etimolégicamente, la palabra alcaloide deriva del arabe, al kaly (sosa) y del griego,

eidos (aspecto) [1].

Su descubrimiento surgio a raiz de investigaciones llevadas a cabo con plantas utilizadas en
medicina tradicional. Sin embargo, la quimica de los alcaloides empezé a desarrollarse unos
afnos antes, cuando en 1805 Sertlrner aislo6 la morfina. Desde entonces y hasta la primera mitad
del siglo XIX se sucedieron una serie de hitos historicos en este campo que sentaron las bases
para el establecimiento de un nuevo campo de estudio: la quimica de los alcaloides. Entre estos
hechos destaca el aislamiento de la estricnina por parte de Pelletier y Caveto (1817); la
extraccion de quinina, principio activo de la cinchona, por Gomes (1820) o el aislamiento de la

narcotina y la codeina (1832) por Runge y Mein, respectivamente [2].

Mas recientemente, el avance de las técnicas instrumentales ha permitido abordar el estudio,
la sintesis y la caracterizacion de estructuras mas complejas. Este hecho se intensifico cuando,
en los afos cincuenta del pasado siglo, se aislo la reserpina, que resulté ser un éxito como
agente terapéutico. Todo ello ha propiciado la realizacién de una exploracién sistematica de los
alcaloides en la que el numero de compuestos descritos no ha dejado de aumentar, asi como
los estudios realizados acerca de su uso farmacoldgico como consecuencia de su actividad

biolégica [3].

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Inicialmente, los alcaloides se definieron como “sustancias nitrogenadas, basicas, de origen
natural, de distribucion restringida y que poseen una estructura compleja”. Actualmente, los
alcaloides forman el grupo mas amplio de metabolitos secundarios de plantas y se definen como
compuestos heterociclicos principalmente derivados de aminoacidos que contienen uno o mas
atomos de nitrogeno en su estructura [4]. En su mayoria, responden a una serie de

caracteristicas generales y comunes:

¢ Son compuestos organicos nitrogenados.
¢ Se obtienen mayoritariamente de aminoacidos.
Presentan un atomo de nitrégeno heterociclico en su estructura.

Tienen un origen fundamentalmente vegetal.

* & o

Presentan una estructura quimica compleja.
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+ Tienen caracter basico o alcalino, debido al par de electrones desapareado del atomo
de nitrégeno.
+ Presentan cierto grado de toxicidad.

¢ Muestran actividad fisiolégica incluso a dosis bajas.

Sin embargo, y dado el amplio catdlogo de alcaloides conocidos, existen algunas
excepciones a estas generalidades citadas. Entre ellas, por ejemplo, que los alcaloides
esteroidicos y diterpénicos no se biosintetizan a partir de aminoacidos; que existen también,
aunque de forma minoritaria, alcaloides de origen animal y de algunas familias de bacterias y
hongos; que algunos no presentan caracter basico; que no todos son toxicos o con estructura
compleja y, por ultimo, que no todos presentan un atomo de nitrégeno heterociclico, sino que

éste se puede encontrar fuera del anillo.

En cuanto a su distribucion en la naturaleza, los alcaloides son compuestos que se
encuentran fundamentalmente en el reino vegetal, y mas concretamente, se localizan de forma
mayoritaria en plantas Angiospermas. Dentro de este grupo, son las familias de las
monocotiledéneas y las dicotiledéneas las que presentan una tendencia mas pronunciada a la
produccion de alcaloides. Los vegetales suelen producir una mezcla compleja de alcaloides,
aunque esta mezcla suele estar dominada por uno de ellos, al que se le denomina alcaloide
mayoritario, como por ejemplo la quinina, el alcaloide principal en la corteza del arbol de la quina
(cinchona). En este sentido, cabe destacar que, de forma general, el origen biosintético de todos
los alcaloides de una planta es el mismo a pesar de que sus estructuras quimicas presenten

diferencias notables [5].

En la naturaleza, los alcaloides se presentan en forma de sales solubles como citratos,
malatos, tartratos o benzoatos, o bien, en combinaciéon con taninos. A nivel fisiolégico, los
alcaloides se localizan habitualmente en tejidos periféricos del vegetal pese a que su biosintesis
tiene lugar en células especializadas de otras partes de las plantas, y posteriormente se
transportan hasta esa periferia donde se acaban almacenando. Es posible encontrar alcaloides
en las hojas, como el tabaco (nicotina); en las semillas, como es el caso del cacao (teobromina);
en los frutos, como en la cicuta (coniina) o en el latex, como en la amapola real (morfina o

codeina) [6].

Como ocurre con otros muchos metabolitos secundarios en plantas, su funcién no esta del
todo determinada. Algunos autores consideran que pueden intervenir en los mecanismos de
defensa de la planta frente a la agresion de especies depredadoras. Ademas, también se postula
que, dado el bajo peso molecular de algunos alcaloides, estos pueden ser lo suficientemente
volatiles como para actuar como sefializadores quimicos tanto como elemento de defensa

(alomonas), como elementos de comunicacion (feromonas).
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1.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Como se ha citado anteriormente, la amplia variedad de alcaloides conocida en la actualidad
permite encontrar desde compuestos volatiles hasta otros de elevada complejidad estructural y
baja volatilidad. De hecho, presentan un rango de pesos moleculares bastante amplio,

comprendido generalmente entre 100-900 Da.

En cuanto a su estado de agregacion, los alcaloides oxigenados (que representan casi la
totalidad de los alcaloides conocidos) se presentan normalmente como solidos incoloros e
inodoros y cristalizables a temperatura ambiente, mientras que aquellos que no presentan

atomos de oxigeno en su estructura (mas bien pocos) son liquidos a temperatura ambiente.

Los alcaloides presentan propiedades o6pticas, es decir, tienen la capacidad de desviar el
plano de la luz polarizada, lo que indica que se trata de compuestos enantioméricos que
contienen al menos un centro quiral en su estructura quimica. Ademas, la forma levdgira posee

una mayor actividad en comparacién con la forma dextrégira.

La mayoria de los alcaloides presentan caracter basico debido al par de electrones libres
que posee el atomo de nitrégeno. Esta es una propiedad que varia dependiendo del alcaloide y
que se encuentra estrechamente relacionada con la disponibilidad de ese par de electrones, es
decir, de si el par electrénico libre participa o no de la aromaticidad, y también del impedimento
estérico consecuencia de la conformacion espacial de la molécula, especialmente en el caso de
las moléculas policiclicas complejas. El atomo de nitrdgeno hace que los alcaloides puedan
protonarse en medio acido y formar sales, pero, si el alcaloide presenta grupos funcionales
adyacentes que cedan electrones, la disponibilidad de electrones aumenta y el compuesto
resulta mas basico. Algunos alcaloides son neutros porque en su estructura se presentan grupos
funcionales que atraen electrones, haciendo que los del nitrégeno se deslocalicen y no formen

sales.

Por lo general, los alcaloides en su forma organica son muy poco solubles o incluso
insolubles en agua, mientras que si presentan cierta solubilidad en disolventes organicos
apolares o poco polares. Sin embargo, las sales de alcaloides obtenidas tanto de acidos
minerales como organicos, como consecuencia de su caracter basico, son generalmente

solubles en agua e insolubles en disolventes organicos, salvo contadas excepciones [2].
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1.3. CLASIFICACION GENERAL DE LOS ALCALOIDES

Considerando la amplia extension de compuestos que se incluyen dentro de la familia de los
alcaloides, se han establecido diferentes criterios para su clasificacion. La Figura 1 muestra un
esquema de la clasificacién general de los alcaloides en base a los tres criterios principales:
origen biosintético, precursor biosintético y estructura quimica [7]. El criterio mas genérico se
realiza en base a su origen biosintético y en él se incluyen los tres grupos centrales que se

describen a continuacion:

¢ Alcaloides verdaderos. Responden a la definicion tradicional de alcaloide, es decir, son

compuestos que sintéticamente derivan de aminoacidos y que presentan un atomo de

nitrégeno heterociclico.

¢ Protoalcaloides. Derivan de aminodacidos, pero su atomo de nitrégeno no forma parte

del sistema heterociclico, por lo que son, aminas simples. Los principales precursores

de este tipo de alcaloides son los aminoacidos L-triptéfano y L-tirosina.

¢ Pseudoalcaloides. Dentro de este grupo se encuentran aquellos compuestos que no

derivan sintéticamente de aminoacidos, pero si poseen las caracteristicas comunes de
los alcaloides verdaderos, como la presencia del nitrdgeno heterociclico o la

complejidad estructural.

Los alcaloides también se pueden clasificar segun el precursor biosintético del que derivan,
ya sea aminoacido o cualquier otro compuesto. En base a esta categoria, se definen cinco

grupos:
¢ Derivados de ornitina y lisina.
¢ Derivados de tirosina.
¢ Derivados de triptéfano.
¢ Derivados de fenilalanina.
¢ De origen diverso.

Cabe destacar que todas las categorias mencionadas, a excepcion de la ultima, se
corresponden con derivados de aminoacidos. Sin embargo, solo conducen a la formacién de
alcaloides verdaderos los derivados de ornitina, lisina, tirosina y triptéfano, mientras que los
derivados del aminoacido fenilalanina y los de origen diverso, conducen a la obtencién de

aminas simples o protoalcaloides, y pseudoalcaloides, respectivamente.
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Por otro lado, el tercer y ultimo criterio utilizado en la clasificacién de los alcaloides es el
relativo a su estructura quimica o nucleo basico, criterio que, ademas, se encuentra
estrechamente ligado al relativo al grupo biosintético. Como muestra la Figura 1, es posible
encontrar, para cada una de las categorias anteriores, diferentes tipos de derivados en funcién

de cual sea su nucleo quimico. Asi, se definen las siguientes categorias:
+ Tropanicos, piperidinicos, pirrolicidinicos y quinolicidinicos.

+ Feniletilaminicos e isoquinoleinicos.

*

Inddlicos y quinoleinicos.
+ Derivados de histidina (imidazdlicos), terpénicos y esteroideos.
¢ Derivados de purina.

Por lo que respecta a esta ultima clasificacion, los alcaloides feniletilaminicos (derivados del
aminoacido fenilalanina) se englobarian dentro de los protoalcaloides mientras que los derivados

de histidina y purina lo harian dentro de los pseudoalcaloides.
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A continuacion, se dedican los dos siguientes apartados de la Introduccion (1.4 y 1.5) a dos
grupos de alcaloides (capsaicinoides y aminas biogénicas) que han sido objeto de estudio en la
presente Tesis Doctoral, con objeto de ofrecer una descripcion mas detallada de estos

compuestos.

1.4. CAPSAICINOIDES

Las frutas del género Capsicum se llevan cultivando desde hace 9000 anos principalmente
en las zonas de América Central y del Sur. Sin embargo, no fue hasta la llegada de Cristébal
Colén a América a finales del siglo XV cuando los espafioles y portugueses exportaron estos
alimentos a Europa, desde donde se extendié su uso alrededor del mundo [8]. Los
capsaicinoides forman una familia de compuestos que se halla mayoritariamente en los frutos
del género Capsicum y su estudio se remonta a principios de 1800, aunque no fue hasta 1876,
cuando Tresh et al., aislaron por vez primera el extracto crudo a partir de los pimientos picantes,
llamandolo capsaicina (CAP) [9]. Su estructura quimica fue establecida en 1919 por Nelson y

Dawson, siendo sintetizada quimicamente por primera vez en 1930, por Spath y Darling [10, 11].

La caracteristica mas notable de los capsaicinoides es su poder pungente o picante. Este
poder picante se mide por medio de la escala de Scoville, en unidades de picante de Scoville
(Scoville Heat Units, SHU), en la que la CAP pura alcanza el valor mas elevado de dicha escala,
con 16 millones de unidades SHU. La capacidad pungente del fruto varia de forma proporcional
con su concentracion de CAP. De entre los diferentes tipos de compuestos que componen esta
familia, CAP y dihidrocapsaicina (DCAP) son los compuestos mayoritarios, con una abundancia
del 69 y 22%, respectivamente. Ademas, también es posible encontrar otros capsaicinoides
minoritarios como nordihidrocapsaicina (7%), homocapsaicina (1%) y homodihidrocapsaicina
(1%) [12].

Por ser el componente mayoritario, CAP es el capsaicinoide mas estudiado, tratandose de
un alcaloide con aspecto de solido cristalino, incoloro e inodoro. Se trata de una sustancia
lipofilica, no demasiado soluble en agua, pero facilmente soluble en disolventes no polares como
etanol o dimetilsulféxido [13]. La pungencia que proporciona a los alimentos se debe a las
caracteristicas estructurales de los capsaicinoides y esta asociada a la presencia de un enlace
amida que conecta ambas partes de la molécula, el anillo de vanililo y la cadena lateral de acilo.
Quimicamente, los capsaicinoides son vanillamidas de los acidos nonanoico y decanoico
principalmente, y se obtienen a partir de rutas biosintéticas secundarias derivadas de los

aminoacidos fenilalanina, valina y leucina [8, 14]. En total, se conocen mas de veinte
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capsaicinoides diferentes y todos ellos poseen una estructura quimica basica que consiste en

un nucleo fendlico unido a una cadena alquilica mediante un enlace de tipo amida (Figura 2).

0
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Figura 2. Estructura general de los capsaicinoides.

El nucleo fendlico de la estructura se corresponde con el anillo de vanililo, que se forma a
partir de la fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides. Por otro lado, la cadena
alquilica se forma a partir de aminoacidos de cadena lateral ramificada, bien de valina o de
leucina. Las diferencias estructurales entre los diferentes capsaicinoides se localizan en esa
cadena lateral alquilica, que presenta una extension de atomos de carbono de entre 9 y 11
unidades, asi como un numero variable de dobles enlaces colocados en diferentes posiciones
de la misma [15]. La Figura 3 muestra las estructuras quimicas y la férmula molecular de los

principales capsaicinoides.

Por otro lado, cabe destacar también la existencia de una familia de compuestos analogos
a los capsaicinoides, pero extraidos de los pimientos dulces, denominados capsinoides. Esta
familia incluye entre otros a capsiato, dihidrocapsiato y nordihidrocapsiato, que son los analogos
no picantes de capsaicina, dihidrocapsaicina y nordihidrocapsaicina, respectivamente. La
principal diferencia estructural de los capsaicinoides con los capsinoides se encuentra en que
estos ultimos presentan un grupo éster como nexo entre la fraccion aromatica y la cadena lateral,
en lugar del enlace amida caracteristico de los capsaicinoides (Figura 4). La formacion de estos
analogos no picantes se debe a unas mutaciones especificas en la enzima aminotransferasa
responsable de la aminacion reductora de la vanilina. En ausencia de esta aminotransferasa, se
produce alcohol vanilinico en lugar de vanililamina, por lo que finalmente se genera un enlace

de tipo éster en vez del de tipo amida, dando lugar a los capsinoides [8, 13].
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Los capsaicinoides se sintetizan en la placenta del fruto de los pimientos picantes por
condensacion enzimatica de la vanililamina con diferentes cadenas laterales de acidos grasos.
Por ello, la mayor parte de la capsaicina se encuentra en el tejido placentario del fruto, aunque
también se han detectado cantidades mas pequefias en las semillas y en el pericarpio (parte

externa que recubre las semillas de un fruto) [13].

La ruta biosintética general para la obtencion de los capsaicinoides se establecio a finales
de la década de 1960 e involucra dos rutas paralelas, una para el anillo aromatico de vanililamina
y otra para la cadena alquilica (Figura 5). El aminoacido fenilalanina es el punto de partida en
la sintesis de la fraccion aromatica. Asi, el anillo de vanillamina se obtiene mediante
transformaciones sucesivas de la fenilalanina en los acidos trans-cindamico, cumarico, cafeico y
ferulico para finalmente conducir a la formacién de vanilina y vanililamina. Cada una de las
etapas mencionadas esta a su vez catalizada por la accidon de una enzima especifica. Asi, en la
sintesis de vanililamina intervienen, por este orden, fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-
hidroxilasa (C4H), 4-cumarato-CoA ligasa (4CL), hidroxicinamoil transferasa (HCT), cafeil-CoA
3-O-metiltransferasa (CCoAOMT), cafeato O-metiltransferasa (COMT), hidroxicinamoil-CoA
hidratasa/liasa (HCML) y aminotransferasa putativa (pAMT) [15, 16].

La sintesis de la cadena de acilo a partir de valina se inicia con la desaminacién de este
aminoacido a a-cetoisovalerato por accion de una aminotransferasa especifica (BCAT) para, a
continuacion, transformarse en isobutiril-CoA gracias a la isovalerato deshidrogenasa (IVDH).
Para la conversion de isobutiril-CoA en acido 8-metil-6-nonenoico se requiere la participacion
del complejo multienzimatico Acido graso sintasa (Fatty Acid Synthase, FAS) que esta formado
por tres componentes: una B-acil sintasa; la cetoacil-ACP sintasa (KAS), que cataliza la
condensacion del isobutiril-CoA con grupos malonilo; una proteina transportadora de acilo
(ACL), que transporta esos grupos malonilo perdiendo una molécula de CO- en cada ciclo de
elongacién, y una tioesterasa, la acilo-ACP tioesterasa (FAT), que tras tres ciclos sucesivos de

elongacioén, libera el acido graso formado [15, 16].

Finalmente, la ultima etapa en la sintesis de capsaicinoides es una reaccion de
condensacion entre el anillo de vanililamina y la cadena de 8-metil-6-nonenoil-CoA catalizada
por la accién de la enzima capsaicinoide sintasa (CS), cuya actividad estd intimamente

relacionada con el grado de picor de los alimentos que contienen estos compuestos [15].
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1.4.1. Propiedades farmacolégicas de los capsaicinoides

Pese a que la elucidaciéon de su estructura quimica y su posterior sintesis quimica no tuvo
lugar hasta principios del siglo XX, el primer registro que se tiene del uso de los capsaicinoides,
en forma de chili, para el tratamiento del dolor se remonta al afio 4000 a.C. Sin embargo, la
primera referencia occidental del uso del extracto de chili por sus propiedades para reducir el
dolor data de 1850 [17].

De entre los diferentes capsaicinoides, la CAP se conoce tradicionalmente por su efecto
analgésico en el tratamiento topico del dolor muscular, de articulaciones y del dolor neuropatico
crénico como consecuencia de la osteoartritis, artritis reumatoide, neuropatia diabética,
neuropatia periférica no diabética y neuralgia post-herpética. Su accién analgésica la ejerce a
través de su unién al receptor de potencial transitorio vaniloide de subtipo 1 (TRPV1) localizado
en los nociceptores neuronales del sistema nervioso periférico [18]. Las numerosas actividades

de la CAP, incluida la analgésica, y propiedades biolégicas se describen a continuacion.

Accién analgésica

El dolor neuropatico se define como un dafio o disfuncion del tejido nervioso percibido por el
cerebro como dolor y que generalmente esta causado por una lesion o enfermedad del sistema
somatosensorial. La etiologia de esta enfermedad es muy amplia y abarca causas tanto
genéticas como metabdlicas, vasculares, inmunoldgicas e infecciosas. Al ser una dolencia de
tipo cronico, conlleva una pérdida de la calidad de vida del paciente que la sufre. Dependiendo
del sitio de la lesién o de la enfermedad subyacente causante de esta dolencia, este tipo de
dolor se puede clasificar como central o periférico. Las causas predominantes del dolor
neuropatico periférico (PNP) son la neuropatia diabética periférica dolorosa, neuralgia post-
herpética, neuropatia asociada al VIH y la neuropatia periférica inducida por el tratamiento con
quimioterapia. Los pacientes con PNP experimentan diversos sintomas como quemazoén,

hormigueo, entumecimiento, alodinia e hiperalgesia [19].

Actualmente, los tratamientos existentes se basan en controlar la enfermedad subyacente,
asi como en el alivio sintomatico mediante el uso de analgésicos de uso tépico y otras
intervenciones. Los tratamientos farmacoldgicos de primera linea consisten en anti-epilépticos
y anti-depresivos. Sin embargo, el uso de estos medicamentos conlleva diferentes efectos
secundarios por lo que su uso se ha visto restringido, limitando su efectividad. Por otro lado, los
tratamientos de segunda linea incluyen analgésicos de uso tépico como los parches de CAP y
lidocaina. En este sentido, las cremas y lociones a base de CAP de baja concentracion (0,025-

0,075% m/m) han mostrado una eficacia moderada en el tratamiento tépico de PNP. El principal
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inconveniente que presenta el uso de estas cremas es que se precisa de varias aplicaciones a
lo largo del dia y la sensacion de quemazon inicial que provocan tiene una tolerancia escasa
entre los pacientes afectados. Se han desarrollado parches dérmicos comerciales conteniendo
niveles de CAP del 8% m/m con el objetivo de aportar un alivio mas duradero a este tipo de
dolor, con la ventaja de que solo se precisa de una aplicaciéon. Su uso esta aprobado en la Unién
Europea ya sea como medicamento Unico o en combinacion con otros farmacos para el
tratamiento del PNP en adultos [20].

La CAP ejerce su accion analgésica por medio de un mecanismo que involucra a los
receptores de potencial termo-transitorio (TRPs), que son un tipo de receptores que aportan
informacion acerca de los cambios térmicos en un determinado entorno y que se expresan en
pequefas terminaciones de los nervios sensoriales primarios. Hasta la fecha, se han
caracterizado 6 TRPs (TRPV1-TRPV6), de los cuales TRPV1 y TRPV2 son los que se activan
cuando el nivel de dolor experimentado es elevado. TRPV1 actua como un nociceptor térmico y
juega un papel fundamental en la deteccién de numerosos estimulos dolorosos, activando la
expresion de los nociceptores en la piel y provocando la aparicién de dolor y eritemas. La CAP
actua como un potente, a la vez que altamente selectivo, agonista de dicho receptor TRPV1
[18].

El mecanismo de accion sugiere que CAP se une selectivamente al receptor TRPV1 y actua
como un canal catidnico no-selectivo, pero con elevada permeabilidad hacia los iones Ca?*.
Después de la exposicion a CAP, los receptores TRPV1 se desensibilizan, lo que resulta en una
reduccion de la funcion del receptor, disminuyendo la cantidad de fibras nerviosas de la piel que
responden a los estimulos dolorosos e induciendo asi la accién analgésica. Esta
desfuncionalizacion es la consecuencia celular de la entrada de calcio desencadenada por la
activacion del receptor TRPV1 inducida por CAP. Ademas de activar el receptor TRPV1
aumentando la cantidad de Ca?* intracelular, la presencia de CAP también provoca la liberacion
de la sustancia P, un neuropéptido que transmite las sefales de dolor desde la zona afectada
hasta el cerebro y que esta involucrada en la activacién de citoquinas inflamatorias. A través de
este proceso dependiente de calcio, la sustancia P se agota provocando la insensibilizacion de
las fibras aferentes primarias de manera que dejan de funcionar frente a los estimulos dolorosos,
incluidos los estimulos nocivos térmicos, mecanicos y quimicos, lo que finalmente se traduce en

la aparicion de la funcion analgésica.
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Accion antioxidante

La presencia de especies de oxigeno reactivas (ROS) y lipidos peroxidados esta asociada
a diferentes patologias. La molécula de CAP actia como agente inhibitorio en la peroxidacién
de lipidos en diferentes modelos como los eritrocitos humanos o la membrana liposomal. En
cuanto a su mecanismo de accion, se cree que la fraccion fendlica de la CAP podria proporcionar
hidrogeno a los radicales peroxi y alcoxi como agentes intermediarios iniciadores y
propagadores de cadenas de polimerizacion radicalarias, formando un complejo con metales de
transicion reducidos, que se inserta en la molécula de oxigeno. El carbono C7-bencilo en la
molécula de CAP y el grupo metoxi del anillo de fenol son grupos funcionales importantes,
responsables de la fuerte accién antioxidante y eliminadora de radicales libres ejercida por CAP
[11, 18].

Efecto antiinflamatorio

Ademas de influir en los procesos oxidativos del organismo, la peroxidacion de lipidos
inducida por ROS esta fuertemente ligada a la aparicion de la patogénesis inflamatoria, asi como
a la carcinogénesis. La enzima ciclooxigenasa (COX) es un mediador proinflamatorio clave que
cataliza la velocidad de la biosintesis de prostaglandinas (PG) y que se induce rapidamente en
la patogénesis de las enfermedades inflamatorias. CAP reprime la produccién de la
prostaglandina E2 (PGE2) al inhibir la actividad de las enzimas ciclooxigenasa-2 (COX-2) y 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS). Estas enzimas estan consideradas como los mediadores pro-
inflamatorios clave en el desarrollo de problemas inflamatorios. En este sentido, CAP presenta
un efecto protector de ciertas heridas, como las de la mucosa gastrica, ya que inhibe

significativamente la peroxidacién de lipidos y la expresion de la enzima COX-2 [18, 21, 22].

Accion antimicrobiana

Se ha descrito actividad antimicrobiana de CAP frente a varios tipos de microorganismos, lo
que hace que su campo de accién no se limite solo al ambito sanitario, sino que también se
aplica en agricultura o ingenieria quimica. Su efecto inhibitorio sobre las bacterias se cree que
puede estar relacionado con su estructura quimica. Asi, el grupo fendlico reprime el crecimiento
de bacterias mediante una disminucion de la estabilidad de la membrana debido a su
hidrofobicidad [9].
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Efecto antihipertensivo

En la actualidad, la hipertension esta considerada como uno de los desafios en salud publica
mas importantes debido a su cada vez mas elevada incidencia entre la poblacion y a que,
paralelamente, supone un factor de riesgo adicional de padecer enfermedades
cardiovasculares. Se estima que para 2025, el numero de afectados supere los 1,5 billones en
todo el mundo. Aunque el mecanismo por el que CAP induce una respuesta en la presion
sanguinea no esta del todo claro, se cree que involucra a determinadas proteinas. Las
endotelinas, unos péptidos que actuan como vasoconstrictores, actian mediante dos tipos de
receptores denominados ET-A y ET-B y cuya activacion produce vasoconstriccion y
vasodilatacion, respectivamente. CAP estimula los receptores TRPV1 presentes en las fibras
pulmonares vagas de tipo C para producir reflejos cardiorrespiratorios, que se manifiestan en
forma de bradicardia (frecuencia cardiaca baja), bradipnea y respuesta de presion trifasica.
Ademas, la estimulacién de estos receptores TRPV1 en los aferentes viscerales o somaticos
puede provocar variaciones en la presion sanguinea. La respuesta hipertensiva intermedia
inducida por CAP involucra la accién de la endotelina-1 a través de los receptores ET-A. Sin
embargo, la respuesta hipotensora retardada inducida por CAP es independiente de los
receptores ET-B, asi como a los mecanismos que involucra al éxido nitrico (nitrérgicos),

prostaglandinas (prostaglandinérgicos) o a las cininas (cininérgicos) [23].

Actividad antiobesidad

Generalmente, la obesidad es una enfermedad causada por un desajuste entre una elevada
ingesta caldrica y un bajo consumo de ese exceso de energia ingerido, lo que conlleva no solo
a un aumento de masa corporal sino también a una amplia variedad de desérdenes metabdlicos
como diabetes, higado graso, enfermedades cardiovasculares, apoplejia, hipertension e
hiperlipidemia (aumento de las fracciones lipidicas de la sangre, como el colesterol o los
triglicéridos). Se ha comprobado que la CAP inhibe la adipogénesis e incrementa la oxidacion
lipidica en los adipocitos, regulando a su vez la sensacién de saciedad en el hipotalamo vy, por
tanto, reprimiendo el apetito. El mecanismo antiobesidad de la CAP se basa en que esta
molécula actua sobre el receptor TRPV1, activando el reclutamiento de tejido adiposo pardo,
para asi aumentar el gasto de energia metabdlica a la vez que disminuye la consistencia de la

grasa corporal [11, 24].
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Actividad antidiabética

La Federacién Internacional de Diabetes estima que, en la actualidad, aproximadamente 537
millones de adultos conviven con esta enfermedad y que para el ano 2045, esta cifra rondara
los 629 millones. La Diabetes Mellitus de tipo 2 se produce cuando el pancreas no genera
suficiente insulina o cuando esta insulina producida no es utilizada por el organismo de forma
adecuada. Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la CAP tiene un papel importante en
la mejora del metabolismo de la glucosa. Por otro lado, los pacientes con diabetes son mas
susceptibles de sufrir otras complicaciones médicas, como la neuropatia diabética, debido a que
su sistema de regulacién de glucosa esta dafiado, y también como consecuencia de tener en
sangre unos niveles de glucosa e insulina anormales. Esta situacion de hiperglucemia puede
provocar dafos en tejidos u érganos vitales como el corazoén, el higado, el musculo esquelético
o las neuronas. Es precisamente este dafio a las neuronas o a las terminaciones nerviosas lo
que se conoce como neuropatia diabética y que provoca en los pacientes, dolencias de tipo
crénico, que como se ha citado en parrafos anteriores, puede tratarse por via tépica, entre otros

farmacos, con cremas y lociones a base de CAP [11, 25].

Actividad anticancerigena

De acuerdo con los datos proporcionados por el informe GLOBOCAN de 2020, solo en
Espafa, cada afio se diagnostican casi 300.000 nuevos casos de cancer y se certifican cerca
de 115.000 defunciones por esta enfermedad. Numerosos estudios han demostrado que la CAP
es una sustancia con bastante potencial como agente antitumoral en el tratamiento de una
amplia variedad de tumores, entre ellos, mama, pulmén, gastrico, higado o vejiga. Asi, se ha
demostrado que esta sustancia puede inducir una respuesta apoptética en la linea celular
HCT116 de carcinomas de colon humano mediante la estimulaciéon de la produccion de éxido
nitrico endogeno en las células tumorales, a través de mecanismos tanto extrinsecos como

intrinsecos [26].

El mecanismo anticancerigeno de la CAP esta relacionado con la activacion del receptor
TRPV1, siendo el responsable de estos efectos antiproliferativos y pro-apoptoéticos. El influjo de
calcio activado por TRPV1 activa la proteina quinasa MAPK y posteriormente bloquea también
la via de Hedgehog para inhibir asi la proliferacion celular. La entrada de calcio también induce
la apoptosis de las células tumorales. Un posible mecanismo que lo justifique es aquel en el que
la CAP, como agonista del receptor TRPV1, haga que disminuya tanto la produccion de peréxido
de hidrégeno mitocondrial como el potencial de la membrana mitocondrial. A partir de ahi, se
produce la inhibicion de la fosforilacidn oxidativa mitocondrial, lo que finalmente conduce a la

apoptosis celular. Por otro lado, la metastasis tumoral es un proceso multietapa en el que las
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células malignas se esparcen desde el tumor primario a diferentes érganos, siendo esta una de
las principales causas de muerte en pacientes con cancer. En este sentido, la CAP puede inhibir
el factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Factor Growth, EFG) que es el responsable de

la invasion y migracion de las células tumorales [11, 27].

La CAP puede administrarse en combinacién con otros medicamentos quimioterapéuticos o
incluso con radioterapia para asi conseguir resultados sinérgicos que incrementen la actividad
antitumoral de estos medicamentos. Asi, CAP se ha combinado con 5-fluorouracilo (5-FU), un
agente antimetabolito cuya funcion es imitar a las moléculas endoégenas necesarias en el
progreso del ciclo celular, pero que al no ser la molécula necesaria, conduce a errores en el
material genético, que a su vez provoca dafos en el ADN/ARN vy, subsecuentemente provoca la
muerte celular; camptotecina y etopésido (VH-16), que inhiben las enzimas topoisomerasa | y I,
respectivamente; cisplatino (DDP) y pirarubicina (THP), que actian ambos como agentes
intercalantes del ADN, inhibiendo la funcién de la enzima topoisomerasa Il, evitando la
replicaciéon del material genético (ADN y ARN) e induciendo, por tanto, la muerte de las células
cancerosas, y por ultimo, erlotinib, cuya accion se basa en la inhibicion de la actividad de la
proteina receptor del factor de crecimiento epidérmico, encargada del crecimiento y propagacion

de las células tumorales [28].

1.4.2. Toxicidad de los capsaicinoides

Debido a su caracteristica pungencia, la aplicacién de CAP por via topica puede causar una
serie de efectos adversos. Entre ellos, el mas comun es la sensacién de ardor suave que
aparece en la zona de aplicacion, asi como posibles eritemas. Otros posibles efectos adversos
descritos en la bibliografia son hinchazén, hiperalgesia, nduseas, vomitos, diarreas, conjuntivitis
y dolor abdominal. Sin embargo, el consumo de CAP como parte de la dieta, parece no provocar

mayores complicaciones que la sensacion de picor o alguna molestia estomacal.

Este tipo de preparaciones de uso topico también puede provocar efectos adversos mas
especificos dependiendo de la zona con la que entre en contacto. Asi, en contacto con la vista
puede provocar, ademas de dolor, vision borrosa, lagrimeo y fotofobia, mientras que, por
inhalacién, puede provocar tos, sibilancia y disnea, especialmente cuando los pacientes ya estan
diagnosticados previamente con asma. Pese a todos estos efectos descritos, la aplicacion de
cremas a base de CAP presenta muy pocas contraindicaciones, entre ellas, una posible reaccién
de hipersensibilidad cuando se administran sobre heridas, zonas infectadas o pieles abrasadas,
lo que puede provocar un incremento en la absorcion del farmaco. Como se ha citado en el

epigrafe anterior, los parches dérmicos presentan mayor concentracién de CAP que las cremas
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o lociones, y sus efectos adversos mas comunes estan relacionados con la zona de aplicacion
y consisten, generalmente, en reacciones cutaneas como sequedad, eritema, edema, dolor,

urticarias papilares y prurito [18-20].

1.5. AMINAS BIOGENICAS Y DERIVADOS DE LA EFEDRINA

Las plantas de la familia Ephedraceae, cuya formulacién original recibe el nombre de ma
huang, se han utilizado en la medicina tradicional china como estimulante circulatorio y como
remedio diaforético y antipirético durante mas de 5.000 anos [29]. Esta familia es originaria de
las zonas templadas y subtropicales de Asia, Europa y de la zona Norte y Sur del continente
americano. Se trata de plantas herbaceas de hoja perenne que proporcionan olor a pino y sabor
astringente, es decir, que genera una sensacion de amargor y aspereza en la boca. En total, el
género Ephedra cuenta con casi 70 especies, en las que se han encontrado una amplia variedad
de compuestos, no solo alcaloides sino también compuestos fendlicos, incluidos los flavonoides,
derivados de aminoacidos y, en sus aceites esenciales, también se han identificado numerosos
compuestos organicos volatiles (VOCs) [30]. El interés de este género se centra en la presencia
de alcaloides derivados de la efedrina, tales como pseudoefedrina, norefedrina o metilefedrina
(Figura 6) ya que presentan actividad biologica de tipo antiinflamatoria, antivirica,

hepatoprotectora, antibacteriana o antifungica entre otras [31].

Ephedra es el término general con el que se designa al grupo de compuestos que aparecen
en la Figura 6 y que funcionan como agentes simpaticomiméticos, esto es, sustancias naturales
o farmacos que actuan como agonistas del sistema nervioso simpatico. Como se observa en la
Figura 6, efedrina y sus derivados N-metilefedrina y norefedrina presentan isomeria éptica, por
lo que cada uno de ellos se encuentra en la naturaleza como dos enantiomeros R-(-) o S-(+).
Asi, el alcaloide efedrina se aislé por primera vez en el afio 1885 aunque no fue hasta 1926, casi
medio siglo mas tarde, cuando comenz6 a comercializarse. Estos alcaloides se consideran
agonistas de los adrenoreceptores a y B que estimulan la liberacion de catecolaminas
endogenas. Entre los principales efectos cardiovasculares de estos compuestos se encuentran
el aumento de la presidn sanguinea, tanto sistélica como diastdlica, el aumento de la frecuencia

cardiaca y la constriccion de los vasos sanguineos [32].
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Figura 6. Estructura quimica de las dos formas enantioméricas de efedrina y sus principales

derivados.

Ademas, se han estudiado las propiedades terapéuticas y farmacologicas de estos
compuestos, encontrandose un amplio rango de accion como complementos alimenticios y

frente a diversas enfermedades [33]:

Suplementos nutricionales.

Estimulantes del sistema nervioso central.
Actividad antimicrobiana.

Actividad anticancerigena y antioxidante.
Actividad antidiabética.

Actividad anti-artritis reumatoide.

Agente hipertensivo.

Actividad anti-Alzheimer.

Inhibicion de las quimiocinas.

Actividad anti-neuroinflamatoria.
Actividad anti-hiperlipidemia.

Actividad anti-asma.
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Accion frente a la insuficiencia hepatica aguda.
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Como se ha citado en la seccion 1.3, los protoalcaloides son un tipo de alcaloides no
verdaderos puesto que derivan biosintéticamente de un aminoacido, pero no contienen en su
estructura un atomo de nitrégeno heterociclico. Asi, en esta Tesis se ha trabajado con aminas
biogénicas (BAs), que, al igual que los alcaloides de la familia Ephedra, derivan del aminoacido
fenilalanina, por lo que la estructura, propiedades y actividad de ambos tipos de compuestos

esta relacionada.

Las BAs son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular y biolégicamente activos,
que pueden formarse o metabolizarse en las células de los organismos vivos (animales, plantas
y microorganismos) y que contienen uno o mas grupos amino conectados a su esqueleto que
puede ser alifatico, aromatico o heterociclico. Estos compuestos se originan principalmente a
partir de la descarboxilacion de aminoacidos libres mediante la acciéon de enzimas especificas
(descarboxilasas) o bien por transaminacién de aldehidos y cetonas. Al no contener el atomo de
nitrégeno como parte del anillo aromatico, se consideran protoalcaloides. Ademas, en lo que a
alimentacion se refiere, es posible encontrarlas tanto en alimentos crudos como procesados, por
lo que a menudo se usan también como un indicador de su frescura y calidad. La presencia de
BAs en el organismo humano es esencial en diferentes funciones fisiologicas como el
crecimiento, renovacion, metabolismo y funcionamiento del sistema inmunitario intestinal, la
regulacién de la temperatura corporal, absorcién de nutrientes y la homeostasis de la presion
arterial. Ademas, constituyen una fuente de nitrdgeno y son los precursores de muchos otros

componentes del organismo como es el caso de hormonas, acidos nucleicos y proteinas [34].

La clasificacion de las BAs se puede llevar a cabo en base a dos criterios. Uno de ellos es
la estructura quimica que poseen. Asi, es posible encontrar BAs de tipo alifatico (Figura 7),

aromatico (Figura 8) y heterociclicas (Figura 9). En esta Tesis, nos centraremos en las de tipo

aromatico.
/\/\/\
NS N2 H,N NH,
Putrescina Cadaverina
C4H12N2 C5H14N2
H
N NH AN SN NH2
H2N/\/\H/\/\/ ~ N V2 HoN ”
Espermina Espermidina
C10H26N4 C7H19N3

Figura 7. Estructura quimica y formula molecular de las principales BAs alifaticas.
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Figura 8. Estructura quimica y formula molecular de las principales BAs aromaticas.
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Figura 9. Estructura quimica y férmula molecular de las BAs heterociclicas.

Por otro lado, las BAs también se pueden clasificar como mono- o poliaminas (PAs)
dependiendo de su contenido en grupos amino. De forma general, las PAs se sintetizan en las
plantas del género Citrus a partir del aminoacido proteinogénico arginina mediante dos rutas
diferentes dependientes de arginina. Las PAs estan involucradas practicamente en casi todas
las etapas de la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. Sin embargo, algunas PAs como
putrescina, cadaverina, espermina y espermidina pueden reaccionar con nitritos para dar lugar
a nitrosaminas volatiles, las cuales estan consideradas como sustancias carcinogénicas [35,
36].

Al igual que la efedrina y sus derivados, algunas BAs (octopamina, tiramina y sinefrina)
también se consideran sustancias adrenérgicas ya que actian como agonistas de los
adrenoreceptores de tipo a y B, pero con la ventaja de que no incrementan la presién sanguinea
diastdlica. Es por ello que, en los ultimos afos su uso se ha visto intensificado como sustituyente

de la efedrina en suplementos dietéticos para la pérdida de peso [37].
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1.5.1. Biosintesis de las aminas biogénicas aromaticas

Ademas de tener un papel fundamental en la sintesis de proteinas, otra de las funciones de
los aminoacidos aromaticos en el cerebro es la de actuar como precursores en la biosintesis de
diferentes sustancias quimicas como neurotransmisores de tipo monoaminico, serotonina, y
catecolaminas como dopamina, norepinefrina y epinefrina. Asi, las BAs objeto de estudio en esta
Tesis Doctoral (OCT, TYR, SNP y PEP) derivan biosintéticamente de la misma ruta, puesto que
todas tienen como precursores a los aminoacidos fenilalanina y tirosina, de ahi que también se
les conozca como alcaloides fenilalaninicos (Figura 10). A su vez, comparten precursores con
otro tipo de familia de compuestos quimicos, las catecolaminas (también conocidas como
aminohormonas). Las catecolaminas son un tipo de neurohormonas que se liberan desde las
neuronas o células nerviosas y cuya funcién consiste en enviar sefales a otras células para

responder a estimulos fisioldgicos [38].

El sistema nervioso de los animales usa una amplia variedad de sustancias quimicas,
denominadas neuroactivas, con la finalidad de generar comportamientos integrados y
coordinados. Estas sustancias neuroactivas pueden actuar como neurotransmisores,
neurohormonas o neuromoduladores. Algunas de estas sustancias pertenecen a la familia de
las BAs, fundamentalmente a dos grupos: feniletilaminas y catecolaminas. Asi, en vertebrados
las BAs predominantes son las catecolaminas adrenalina y noradrenalina, mientras que, en

invertebrados, las predominantes son las feniletilaminas tiramina y octopamina [39].

La octopamina (OCT) fue descubierta por primera vez por Vittorio Erspamer en 1948 en las
glandulas salivares del pulpo (Octopus vulgaris). En los invertebrados, OCT es el analogo
estructural de la norepinefrina (catecolamina también conocida como noradrenalina) de los
vertebrados. Estructuralmente, OCT difiere de norepinefrina en la ausencia de un grupo hidroxilo
en la posicion 3 del anillo aromatico. Ademas, OCT existe como tres posibles isdbmeros de
posicion (orto-, meta- y para-) y a su vez, cada uno de estos isdbmeros se presenta como dos
posibles enantiomeros, d-(-) y /I-(+). Sin embargo, la forma natural de la OCT es el enantiémero
(-) del isébmero p-OCT. La OCT actua como una amina simpaticomimética y se la conoce también
como falso neurotransmisor ya que puede almacenarse en vesiculas, reemplazando a las
aminas clasicas enddégenas como norepinefrina, dopamina y serotonina. En invertebrados,
especialmente en insectos, OCT se encuentra a elevadas concentraciones en los sistemas
nervioso central y periférico, y entre sus funciones se encuentran la de inducir y modular una

sefial de transduccién similar a la que proporciona su analogo norepinefrina en vertebrados [40].

Inicialmente, tiramina (TYR) fue identificada como una amina del sistema nervioso de los
vertebrados a nivel de traza y asociada al sistema dopaminérgico. Al igual que ocurre con OCT,

en el caso de los invertebrados, esta situacion es completamente opuesta, y TYR esta presente
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a elevadas concentraciones. El hecho de que su presencia en vertebrados sea mucho mas baja,
dio lugar a que originalmente se la considerase solo como un intermediario de la sintesis de
OCT y no como un agente neuroactivo de pleno derecho. Sin embargo, con los afios, los
estudios han puesto de manifiesto que, tanto en vertebrados como en invertebrados, TYR es un
verdadero agente neuroactivo atribuyéndosele, entre otros, efectos tiraminérgicos especificos

en algunos procesos fisiologicos [39].

En lo que respecta a la obtencién de las BAs mencionadas anteriormente y al resto de las
estudiadas en esta Tesis Doctoral, su sintesis se inicia a partir del aminoacido tirosina. Como
puede apreciarse en la Figura 10, la sintesis de TYR y OCT se produce de forma consecutiva a
partir de la descarboxilacién del aminoacido tirosina, gracias a la accion de la enzima tirosina
descarboxilasa. Por tanto, el primer paso en la biosintesis de OCT a partir de tirosina es

precisamente la citada descarboxilacion del aminoacido tirosina para producir TYR.

A continuacién, en una segunda etapa, esta TYR sintetizada sufre una hidroxilacion en el
atomo de carbono 3 de la cadena lateral, por la accion de la enzima tiramina p-hidroxilasa para
asi conducir a la produccion de OCT. La acciéon de esta enzima (3-hidroxilasa es la limitante de
la velocidad de esta parte de la ruta biosintética. La disponibilidad y concentracion de los
sustratos y cosustratos son los factores de los que depende la actividad de estas dos enzimas
implicadas en el proceso. La enzima tirosina descarboxilasa requiere de tirosina y de piridoxal
fosfato como sustratos, mientras que tiramina p-hidroxilasa requiere de TYR, ascorbato y cobre
para poder catalizar la reaccion de obtencion de OCT. Es de destacar, que la sintesis de estas
dos feniletilaminas esta relacionada con la de algunas catecolaminas, como se muestra en la
Figura 11. Tirosina puede hidroxilarse por la accidén de la tirosina hidroxilasa para producir 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA). Tanto DOPA como tirosina pueden sufrir sendas
descarboxilaciones para producir dopamina y TYR, respectivamente. A su vez, estos
compuestos pueden hidroxilarse para para producir, respectivamente, noradrenalinay OCT [39-
41].
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Figura 11. Comparacion de las rutas biosintéticas derivadas del aminoacido tirosina e

implicadas en la obtencion de feniletilaminas y catecolaminas.

Como se deduce de la Figura 10, TYR no solo actia como precursor de OCT, sino que
también lo es de otras dos BAs, N-metiltiramina (NMT) y hordenina (HOR), ambas obtenidas
también a partir del aminodacido tirosina, pero mediante otra ruta paralela que involucra también
la presencia de TYR. Estas dos BAs no han sido objeto directo de estudio en esta Tesis, pero si
que se han tenido en cuenta en la busqueda no dirigida en el capitulo dedicado a la

determinacion de BAs, de ahi que se hayan incluido en el esquema biosintético.
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1.5.2. Sinefrina. Estereoisomeria y actividad biolégica

En la actualidad, la obesidad esta considerada como uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial que, ademas, supone un factor de riesgo grave de padecer otras
enfermedades como Diabetes Mellitus de tipo 2, hipertensién arterial, problemas
cardiovasculares e incluso algunos tipos de cancer. En base a los datos publicados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2014, casi dos billones de la poblaciéon adulta
sufrian de sobrepeso, mientras que 600 millones estaban diagnosticados con obesidad. Sin
embargo, las previsiones no son esperanzadoras y se estima que para el afio 2030, la cantidad
de personas afectadas con sobrepeso u obesidad ronde los 2,16 y los 1,12 billones de personas
mayores de dieciocho afos, respectivamente, en todo el mundo [42]. Por ello, desde hace varios
anos, existe en la sociedad una elevada demanda de medicamentos o complementos dietéticos
con efecto anoréxico (supresor del apetito) o bien que incrementen la velocidad del metabolismo

energético favoreciendo la termogénesis [43].

La sinefrina (SNP) es el protoalcaloide mayoritario en los arboles de la familia Rutaceae
como la naranja amarga (Citrus aurantium), naranja de Sevilla y algunas variedades de naranja
procedentes de China. En su estado natural, este protoalcaloide se encuentra en las frutas del
género Citrus en el rango de concentraciones de 0,10 a 0,35% m/m, un valor que asciende hasta
el 3,00-3,08% m/m en el caso de los extractos secos de esta fruta [44]. Este compuesto se ha
identificado a menudo como el “componente activo” utilizado en la preparacion de productos
naturales para la pérdida de peso, ya que se cree que, a largo plazo, la ingesta crénica de p-
SNP puede reducir la cantidad de grasa del organismo mediante un aumento de la termogénesis
y la oxidacién lipidica, aunque, al menos recientemente no existen evidencias clinicas que

apoyen este hecho [45].

En este sentido, la popularidad del uso de p-SNP en los suplementos dietéticos para la
pérdida de peso se vio incrementada cuando, en 2004, la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de Estados Unidos (FDA) prohibié el uso de efedrina y del resto de las sustancias
derivadas de la Ephedra, que hasta entonces eran las sustancias habituales en dichos
complementos. Sin embargo, en 2009, la SNP fue incluida en el Programa de Monitoreo de la
Agencia Mundial Anti-dopaje (WADA). Este programa se disefi¢é con el objetivo de localizar
sustancias que por su potencial de peligrosidad pudieran ser incluidas mas tarde en la Lista de
Sustancias Prohibidas de la misma agencia. En este programa se incluyen entre otras familias
de compuestos, estimulantes como cafeina o fenilpropanolamina, que, aunque aun no ostentan
el estado de prohibidas, si que la WADA las pretende monitorizar para evitar su uso indebido en

las competiciones deportivas de mas alto nivel. En este afio 2023, tanto SNP como fenilefrina
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(PEP), siguen apareciendo en el Programa de Monitoreo de la WADA como dos de los

estimulantes sujetos a vigilancia en el ambito deportivo [44, 46, 47].

A nivel quimico, SNP es un protoalcaloide ya que deriva biosintéticamente del aminoacido
fenilalanina, pero no contiene ningun atomo de nitrégeno heterociclico. Puede existir como tres
isdmeros de posicién diferentes (orto-, meta- y para-), cuyas propiedades no son equivalentes.
A su vez, cada uno de estos isdmeros de posicién presenta dos formas enantioméricas como
consecuencia de la presencia de un carbono quiral en la cadena alquilica de la molécula. La
SNP presenta una estructura quimica similar a otros agonistas adrenérgicos como efedrina,
anfetamina, fenilpropanolamina, adrenalina y noradrenalina, cuyas estructuras se muestran en
la Figura 12. Todas estas sustancias tienen en comun la presencia de un anillo aromatico en el
que una de sus posiciones esta sustituida por una cadena de etilamina. La actividad biolégica
de estos compuestos depende de los sustituyentes tanto del anillo aromatico como de los que

ocupan las posiciones de los carbonos a y 3 de la cadena lateral [48].

3 a
4 NH,

Estructura general

OH OH
HN
HO N HN\
Sinefrina Efedrina
OH OH
HO HO
HN NH
HO ~ HO 2
Adrenalina Noradrenalina
OH
Anfetamina Fenilpropanolamina

Figura 12. Estructura quimica de compuestos con una estructura similar a SNP.
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El isémero p-SNP es el derivado fenilalaninico que contiene el grupo hidroxilo en la posicion
para- del anillo aromatico de la molécula, mientras que el isémero meta-, también conocido como
fenilefrina, contiene este grupo hidroxilo en la posicién meta (Figura 13). De todos los isomeros,
0-SNP es el menos conocido, aunque se sabe que no exhibe efectos farmacolégicos en el ser
humano. Tanto m-SNP como 0-SNP no se encuentran de forma natural en las frutas del género
Citrus aurantium por lo que su presencia no es habitual en los extractos de estas plantas, lo que
explican que no se encuentren en los productos naturales destinados a la pérdida de peso [49,
50].

OH OH
HO

ZT
ZT

HO

p-Sinefrina m-Sinefrina

OH OH

ZT

o-Sinefrina

Figura 13. Estructura quimica de los tres isdmeros de posicién de SNP.

Las sutiles diferencias estructurales y estereoquimicas entre p-SNP y m-SNP conducen a
diferentes mecanismos de union a los receptores adrenérgicos. Esta diferencia esta detras de
la ausencia de efectos cardiovasculares nocivos de p-SNP en comparaciéon con m-SNP, a la que

si se le considera un alcaloide potencialmente dafino para el sistema cardiovascular [51].

En cuanto a la enantiomeria de la molécula de SNP (Figura 14), el isémero p-SNP existe en
la naturaleza (en las frutas del género Citrus) en la forma enantiomérica R-(-), también conocida
como /-, mientras que la p-SNP sintetizada en laboratorio existe como mezcla racémica de los
dos enantiomeros R y S, a los que también se puede nombrar como formas /- y d-,
respectivamente. Esto se debe a que, de forma natural, los aminoacidos estan presentes en las
plantas sélo en la forma |-, siendo esta forma la que se incorpora después a los mamiferos. La
ruta de biosintesis de la forma -p-SNP a partir del aminoacido /-tirosina es la responsable de
que solo sea posible encontrar la forma /- de la p-SNP de forma natural en lugar de la mezcla

racémica que aparece cuando se obtiene de forma sintética [52].
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Figura 14. Enantiémeros Ry S de p-SNP.

El mecanismo de accién de p-SNP en la potenciacion de la termogénesis y del mecanismo
oxidativo de los lipidos se puede describir considerando la habilidad de p-SNP para unirse a los
adrenoreceptores 3. En el ser humano, estos adrenoreceptores se expresan tanto en el tejido
adiposo (blanco y pardo) como en el musculo esquelético y tienen un papel fundamental en el
balance energético del metabolismo, asi como en la regulacion de la glucosa y de las grasas.
La union de p-SNP a los receptores adrenérgicos (3, localizados en los adipocitos, promueve
la liberacién de adenosin monofosfato ciclico (CAMP), que a su vez activa la liberacién de
triglicéridos al torrente sanguineo, en un proceso que se conoce como estimulacion adrenérgica.

La Figura 15 muestra un esquema general del mecanismo descrito.

Por otro lado, p-SNP muestra una baja afinidad de union a los adrenoreceptores a1, a2, 1
y B2. De hecho, se ha comprobado que dicha unidn es unas cien veces menos eficiente que la
del isbmero m-SNP. En resumen, el isobmero p-SNP presenta buena afinidad hacia los
adrenoreceptores 33, no tan buena para los a1, a2, 1 y B2, mientras que el isbmero m-SNP,
exhibe una afinidad de unién inversa o contraria a p-SNP, es decir, tendra preferencia por unirse

a los adrenoreceptores a1, a2, B1y B2 [44, 53, 54].

La selectividad en la afinidad de unién a los diferentes adrenoreceptores es la responsable,
como ya se cité en parrafos anteriores, de que el enantiomero /-p-SNP no produzca efectos
cardiovasculares dafiinos que afecten al ritmo cardiaco o la presion sanguinea, mientras que
para m-SNP si se han descrito estos efectos adversos. Ademas, basandose Unicamente en la
unién a los adrenoreceptores 33, la p-SNP sintética (en forma de mezcla racémica) ejerce
aproximadamente la mitad de la actividad biolégica de la forma natural /-p-SNP. Esta diferencia
se explica porque el enantiomero d- o S-(+)-SNP muestra una unién muy baja o casi nula a los

receptores adrenérgicos en comparacion con la forma /- [52].
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Figura 15. Esquema del proceso de estimulacion adrenérgica en los adipocitos [54].

Finalmente, p-SNP también puede estimular receptores especificos en el cerebro, ya que
actua como un agonista potente y selectivo de los receptores conocidos como neuromedin U2
(NMUZ2R). Mas especificamente, estos receptores destacan en regiones del hipotalamo y se
conocen por estar asociados con la regulacion de muchas funciones fisioldégicas de elevada
importancia, entre las que se incluyen la ingesta de comida, el balance energético o la respuesta
al estrés. La activacion conjunta de los receptores adrenérgicos B3 y NMU2R puede contribuir
a la actividad lipolitica de p-SNP, por lo que se cree que ésta, también pude estar involucrada
en la regulacién de la ingesta de comida y en la homeostasis energética mediante la activacion

de los receptores NMUZ2R del sistema nervioso central [55].
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2. ANALISIS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

En la actualidad, el analisis de muestras de origen bioldgico, también conocido como
bioanalisis, es una pieza fundamental en la evaluacion toxicologica y en estudios de
farmacocinética y farmacodinamica ligados al desarrollo de nuevos farmacos, asi como en otras
disciplinas biosanitarias, analisis forense, control antidopaje o la identificacion de biomarcadores
para el diagnéstico de diferentes enfermedades. Los procedimientos bioanaliticos constan de
una serie de etapas entre las que se incluyen el muestreo, la preparacion de la muestra, analisis,

calibracién y el andlisis de los datos obtenidos [56].

El bioanalisis de sustancias quimicas y bioquimicas requiere la identificacion y elucidacién
estructural de los compuestos de interés, seguido de su cuantificacién, siendo los analitos mas
comunmente estudiados farmacos, metabolitos y biomarcadores. Estos andlisis suponen todo
un desafio debido principalmente a la complejidad de las matrices biolégicas, que incluyen
sangre, suero, plasma, orina, tejidos, saliva y otros fluidos del organismo como el cerebroespinal

o el gastrico [57].

El término “biomarcador’ se usa en medicina para referirse a la medida de una proteina en
sangre cuya concentracion indique la respuesta normal o patoldgica del organismo. Pero desde
una perspectiva mas amplia, en 1998, el Grupo de Trabajo de Definiciones de Biomarcadores
establecid que un biomarcador es toda aquella sustancia que se mide y evalta de forma objetiva
como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patoldégicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica [58, 59]. Para seleccionar el biomarcador
adecuado debe considerarse su perfil de eliminacién del organismo, su estabilidad quimica y

sus caracteristicas para ser monitorizado a bajos niveles de concentracion.

Las numerosas ventajas que presenta el analisis de fluidos bioldgicos han propiciado que se
extienda de forma generalizada el estudio de los metabolitos como una herramienta mas en la
practica clinica. La variacion de metabolitos como indicador primario de una enfermedad ha
hecho posible el diagnéstico de enfermedades, por lo que su determinacion se ha convertido en

una parte fundamental de los andlisis en ambitos sanitarios [60].

Como se ha indicado con anterioridad, los principales inconvenientes asociados al analisis
de muestras bioldégicas se deben a su inherente complejidad y a los bajos niveles de
concentraciéon a los que habitualmente se encuentran las especies de interés. Asi, la mayoria
de las determinaciones se hallan condicionadas por el efecto matriz como consecuencia de la
presencia de macromoléculas, tanto endégenas como exégenas, pequefias moléculas y sales

que pueden interferir en el analisis. El efecto matriz, junto con las bajas concentraciones de los
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analitos impide que las muestras puedan ser analizadas sin incluir una etapa previa de

preconcentracion y eliminacion de interferentes [61].

La orina como matriz biolégica en bioanalisis presenta numerosas ventajas que la convierten
en uno de los fluidos mas comunmente monitorizados. Se trata de un tipo de muestra de facil
accesibilidad en cuanto a cantidad disponible, y su recoleccion, de caracter no invasivo, no
requiere de personal especializado. Ademas, las etapas de preparacion previa al analisis suelen
ser menos complejas respecto a otras muestras biolégicas por sus bajos contenidos en
proteinas, lipidos y otras biomoléculas de elevado peso molecular. Otra ventaja a tener en
cuenta es que, para algunos analitos, los niveles de concentracion en orina son mas altos que

en otros fluidos, lo que facilita su deteccion y cuantificacién [62].

La orina se halla compuesta en un 95% de agua, y ademas contiene iones inorganicos como
sodio, amonio, fosfatos o sulfatos, y moléculas organicas como urea, creatinina, proteinas y
otras sustancias de desecho procedentes del higado y los rifiones, tales como farmacos o
metabolitos. En personas sanas, la orina presenta cierto caracter acido en la manana (pH 6,5-
7,0), mientras que su pH se eleva ligeramente (pH 7,5-8,0) durante la noche debido a la ausencia
de ingesta de alimentos o bebidas. En cuanto a la toma de muestra, el tiempo que pasa desde
su recoleccion hasta el analisis es fundamental y tiene gran influencia en la calidad y fiabilidad
de los resultados ya que pueden producirse cambios en la concentracion de los analitos y
también pueden formarse compuestos enddgenos de la orina. Para evitar estos problemas y
garantizar la correcta preservacion de las muestras de orina hasta el momento del analisis, lo
ideal es refrigerarlas entre 0 y 4 °C si se van a utilizar en un maximo de dos dias, o congelarlas

a -20 °C durante un periodo de tiempo no superior a los seis meses [57].

Por otro lado, una gran variedad de estudios clinicos y biolégicos usan muestras de suero o
plasma en lugar de sangre, ya que, al ser esta ultima una matriz mas compleja, la interpretacion
de los resultados de los andlisis realizados puede acarrear ciertas complicaciones. Tanto el
suero como el plasma derivan de la sangre completa sometida a diferentes procesos
bioquimicos. En los vertebrados, la sangre se compone de células sanguineas suspendidas en
plasma. A su vez, el plasma representa el 55% del total de la sangre y esta formado
mayoritariamente por agua (un 92% en volumen), las propias células sanguineas, proteinas,
glucosa, iones minerales, hormonas y diéxido de carbono, debido a que el plasma es el principal

medio de transporte de los productos de desecho del organismo [57].

La separacion del plasma y el suero de la sangre es de maxima importancia ya que, en la
practica, se requiere para llevar a cabo el analisis de los componentes sanguineos disueltos sin
perturbaciones. La recoleccién de las muestras de suero y plasma se lleva a cabo tomando una

muestra de sangre venosa de primera hora de la mafiana, que inmediatamente se separa en
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dos alicuotas. Una de ellas se coloca en un tubo vacio para recolectar el suero, mientras que la
otra se deposita en otro tubo que contiene un anticoagulante como, por ejemplo, acido etileno
diaminotetraacético o anion citrato, para proceder a la recoleccién del plasma. Tanto suero como
plasma se aislan por centrifugacion y después se almacenan a la temperatura adecuada segun

el propdsito del analisis [57].

Las muestras de suero y plasma requieren una etapa de preparacién previa al analisis que
simplifique la matriz. En este sentido, la precipitacion de las proteinas resulta imprescindible en
la mayoria de los casos, habiéndose llevado a cabo mediante la adicién de disolventes organicos
solubles en agua (acetonitrilo, acetona o metanol), sales (cloruro de aluminio), iones metalicos
(sulfato de cinc) o provocando un cambio en el pH del medio que altere la naturaleza quimica

de estos interferentes [63].

En aquellos casos en los que las especies de interés se hallan tanto en plasma como en
suero, suele seleccionarse esta ultima matriz porque ofrece diversas ventajas como: menor
contaminacion de células, ya que después de la centrifugacion el suero esta técnicamente libre
de componentes celulares, mientras que si es posible encontrar algunos en el plasma; mejor
estabilidad para algunos tipos de medidas, por ejemplo en el caso de la glucosa, cuya estabilidad
es mayor en suero cuando la muestra ha de almacenarse a temperatura ambiente; ausencia de
anticoagulantes, puesto que su obtencion a partir de la sangre no implica el uso de estos
reactivos que pueden provocar interferencias en las determinaciones analiticas, y, por ultimo,

ofrece la posibilidad de usar las muestras para electroforesis de proteinas en suero [64].

La combinacion de cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS) se ha convertido en la actualidad en la principal herramienta para bioanalisis. La gran
variedad de columnas analiticas disponibles en el mercado proporciona un amplio rango de
selectividad, con lo que se garantiza que sea posible encontrar la fase estacionaria adecuada
en funcién de las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, metabolitos, biomarcadores y
demas analitos que se deseen determinar. Por otro lado, la LC de ultra-alta resolucion (UHPLC)
ha permitido mejorar la eficiencia y resolucion de las separaciones cromatograficas debido al
empleo de columnas cuya fase estacionaria presenta un tamano de particula considerablemente

menor que en LC convencional [56].
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3. LA DERIVATIZACION EN EL PROCESO ANALITICO

La derivatizaciéon quimica como etapa previa al analisis mediante LC se lleva aplicando
desde los afos 1980 ya que proporciona una estrategia capaz de resolver muchos problemas
analiticos [65]. La inclusion de una etapa de derivatizacion supone un paso anadido en el analisis
de las muestras, cuya aplicacion esta justificada cuando facilita el aislamiento, separacion y
deteccioén del analito, pero también cuando proporciona resultados de mayor robustez. Todo ello
es posible dado que la derivatizacién puede mejorar la estabilidad de los analitos, reducir el nivel
de interferencias de la matriz y mejorar también la reproducibilidad del método analitico, ya que,
en muchos casos, aunque implique una etapa adicional, supone una simplificacion de la matriz,

lo que finalmente repercute positivamente en los resultados obtenidos [66].

Son muchos los compuestos quimicos cuya estructura carece de grupos cromaoforos para
su deteccion mediante UV-Visible; fluordforos, para la deteccidn por fluorescencia o
quimioluminiscencia; electréforos, para la deteccidn electroquimica, o bien, presentan una baja
eficiencia de ionizacion, lo que les impide ser detectados mediante MS. Mediante reacciones
quimicas sencillas, aquellos compuestos que presenten en su estructura grupos funcionales
reactivos pueden mejorar sus caracteristicas de deteccion al modificar su estructura quimica, lo
que conlleva también a una modificacién de sus propiedades fisicas y quimicas. La etapa de
derivatizacion también puede utilizarse con la finalidad de minimizar la interferencia generada
por la matriz de la muestra, ya que puede alterar la posicién del analito en el cromatograma,

desplazando su sefial cromatografica con respecto a la de las sustancias interferentes [66, 67].

En muy diversas aplicaciones es fundamental la disponibilidad de métodos analiticos que
sean elevadamente sensibles y selectivos, como es el caso de la determinacién de compuestos
a nivel de trazas en matrices complejas como las muestras biolégicas. En este sentido, la
combinacion de LC con espectrometria de masas (MS) se ha convertido, gracias a sus
inherentes caracteristicas de sensibilidad y selectividad, en una de las técnicas analiticas mas
destacadas y prometedoras para este fin. Sin embargo, muchos compuestos presentan
dificultad para su ionizacién o fragmentacion, lo que se traduce en una deteccion con una
sensibilidad muy baja [68]. La integracion del proceso de derivatizacion en el analisis mediante

LC-MS presenta las siguientes ventajas [69]:

Mejora de la selectividad y separacion cromatografica.
Mejora de la eficiencia de ionizacion.
Mejora en la elucidacién estructural.

Eliminacion de interferencias endégenas.

* & & o o

Mejora la eficiencia de separacion de isomeros.



Introduccion 51

Sin embargo, en la actualidad aun existen muchos desafios frente a las posibilidades de la
derivatizacion quimica, ya que esta etapa no esta exenta de problemas. Entre las dificultades
mas importantes se incluyen la formacion de subproductos en el transcurso de la reaccion, la
aplicacion, en ocasiones, de condiciones de reaccion relativamente severas, largos tiempos de
reaccion, reacciones no cuantitativas y también la degradacién de los aductos formados [69].
Son muchos los reactivos derivatizantes disponibles comercialmente, asi la seleccién del mas
adecuado para cada grupo de analitos resulta crucial para el éxito del proceso. Un buen agente

derivatizante debe incluir [66]:

¢ Un grupo funcional reactivo que controle la velocidad, extension y selectividad de la
reaccion.
¢ Una unidad estructural que proporcione al aducto formado una buena respuesta en el

método de deteccion seleccionado.

Otras consideraciones a tener en cuenta a la hora de seleccionar el mejor reactivo
derivatizante son el tiempo de reaccién, si la reaccion se completa en su totalidad o no, las
condiciones necesarias para llevarla a cabo, la estabilidad de los productos derivatizados y

también, si el exceso de reactivo puede ser eliminado con facilidad de la muestra [66].

Cuando la separacién por LC se acopla a MS, los sistemas de ionizacion mas empleados
son los basados en ionizacién por electrospray (ESI) e ionizacién quimica a presion atmosférica
(APCI), aunque el uso de la etapa de derivatizacién con el objetivo de mejorar la eficiencia de
jonizacion es mas comun con ESI. Para ello, el aducto derivatizado debe contener en su
estructura, bien un grupo iénico o un grupo funcional que se cargue con facilidad bajo las
condiciones aplicadas en ESI. Para el caso de compuestos de bajo peso molecular, como son
los analitos estudiados en esta Tesis Doctoral, se prefieren agentes derivatizantes de elevado
peso molecular para asi formar aductos voluminosos cuya ionizacién se produce en un rango
de masas del espectro en el que el ruido de fondo es bajo y por tanto la sefial obtenida es mas
limpia [66]. Teniendo esto en cuenta, es preferible que el reactivo cumpla también con las

siguientes indicaciones [70]:

¢ La reaccion del agente derivatizante con los analitos debe transcurrir bajo unas
condiciones suaves, asi como generar los aductos derivatizados con un rendimiento alto.

¢ EIl agente derivatizante debe estar disponible comercialmente o bien, debe poder
sintetizarse de forma sencilla.

¢ El aducto derivatizado formado debe tener una proporcién idnica o ionizable en su

estructura y la hidrofobicidad apropiada.
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Por ultimo, la reaccion de derivatizacion se puede llevar a cabo en dos modalidades,
denominadas derivatizacion pre-columna y post-columna. Como su nombre indica, la
derivatizacion pre-columna se realiza antes de la separacion cromatografica y afecta a la
separacion de los compuestos, mientras que la derivatizacién post-columna, se realiza una vez
que se ha producido la separacién de los analitos afectando en este caso, a la etapa de
deteccion [66].

En la presente Tesis Doctoral, se ha aplicado la etapa de derivatizacion a compuestos de
bajo peso molecular, concretamente a aminas biogénicas (BAs), bajo la modalidad pre-columna.

A continuacion, se dedica un subapartado a estas reacciones de derivatizacion.

3.1 DERIVATIZACION DE AMINAS BIOGENICAS. REACCION CON CLORURO
DE DANSILO

De forma general, las BAs se ionizan eficientemente en ESI en modo positivo. Sin embargo,
su analisis en muestras biolégicas mediante LC-MS presenta el inconveniente de la presencia
de interferencias procedentes de la matriz, ademas de que los contenidos en estas muestras
suelen ser bastante bajos. Para tratar de solventar estos problemas, la derivatizacién se
presenta como una solucion que permite mejorar su comportamiento cromatografico, la
selectividad del método mediante la reduccion del efecto matriz y la co-elucién de especies

interferentes, asi como el incremento de su eficiencia de ionizacion [71].

Ademas, estas aminas suelen ser compuestos de elevada polaridad y muy hidrofilicos, por
lo que su solubilidad en agua es también bastante alta. Todas estas caracteristicas, unido a su
caracter basico hace que su separacion en una columna de fase reversa (RP) sea un desafio.
Mediante la etapa de derivatizacién las aminas se transforman en otros compuestos mas
hidrofébicos. Esta conversion puede facilitar su separacion ya que un aumento del peso
molecular hace que disminuya el ruido de fondo de la matriz ya que, por lo general, el fondo es

menor cuanto mayor es el rango de masas [69, 70].

Actualmente, los reactivos derivatizantes mas empleados para analisis de aminas se pueden
dividir en diferentes clases: haluros de sulfonilo, haluros de acilo, isotiocianatos, N-
hidroxisuccinimidas, aldehidos, acidos fosfénicos y halégenos activos. De todos ellos, los mas
utilizados son o-ftalaldehido (OPA), 4-cloro-3,5-dinitrobencenotrifluoruro (CNBF), cloruro de
benzoilo (BNZCI), cloruro de dabsilo (DBSCI), cloruro de dansilo (DNSCI), carbamato de 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo (AQC) y etoximetilenomalonato de dietilo (DEEMM) (Figura
16). Estos compuestos reaccionan con los grupos amino y requieren un medio de reaccién de
pH basico [72].
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Figura 16. Estructuras quimicas de los principales reactivos empleados en la derivatizacion de

aminas.

De todos los reactivos citados, DNSCI es el que se utiliza mas ampliamente ya que da lugar
a la formacion de aductos estables capaces de ser detectados por absorcion UV-Visible y
fluorescencia. Ademas, para los derivados dansilados se observa una mejora de la ionizacion y
de la retencién cromatogréfica, ya que se introduce el grupo amina terciaria facilmente ionizable
y el grupo hidrofébico de naftilo. Sin embargo, DNSCI es un reactivo inespecifico ya que ademas
de reaccionar con el grupo amino también lo hace con fenoles y alcoholes alifaticos. DNSCI
propicia tanto la derivatizacién de aminas primarias como secundarias, pero no reacciona con
las terciarias (Figura 17). La reaccién tiene lugar a pH 9 y en ella se elimina una molécula de

acido clorhidrico, dando lugar a la formacion de un enlace azufre-nitrégeno [71, 73].
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Figura 17. Esquema de reaccion de DNSCI con la estructura general de las aminas

estudiadas en esta Tesis.

4. QUIMICA VERDE Y QUIMICA ANALITICA VERDE

La Revolucion Industrial provocd un desarrollo exponencial de la actividad industrial en todos
los sectores. El crecimiento de la industrializacion supuso también todo un hito para la evolucion
de la economia mundial. Los residuos generados por estas actividades se vertian
deliberadamente al medioambiente afectando a terrenos, reservas hidricas y a la atmésfera. Asi
fue como el término “Quimica” fue asociandose cada vez mas al de contaminacién. Esta idea,
aunque cada vez mas debilitada, aun perdura en el pensamiento colectivo actual, lo que hace
que la Quimica se perciba como una ciencia peligrosa y a menudo como un sinénimo de

actividades toxicas o daninas.

Aunque el primer signo de preocupacién por el medio ambiente se puso de manifiesto en
1949, en la “Conferencia Cientifica de Naciones Unidas para la Conservacion y Uso de los
Recursos” (UNSCCUR), no fue hasta el ano 1968, cuando el foco de atencién se dirigié hacia
los problemas medioambientales. Unos afios mas tarde, en 1972, en la Conferencia de
Estocolmo, se consider6 la tramitacién, dentro del plano legal, de una legislacion
medioambiental. Tras 10 afios de evaluacion de las acciones propuestas en la Conferencia de
Estocolmo, las Naciones Unidas crearon en 1983 la “Comisién Mundial sobre Medioambiente y
Desarrollo” con el objetivo de elaborar un informe, conocido como Informe Brundtland y
publicado en 1987, en el que se definia por primera vez el concepto de desarrollo sostenible
como “un desarrollo que permite satisfacer las necesidades de las generaciones presentes sin

comprometer las de las generaciones futuras” [74].
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En la actualidad, la Quimica juega un papel fundamental para garantizar que las futuras
formas de generacién de productos quimicos, materiales y fuentes de energia sean mas
sostenibles de lo que lo son en la actualidad. La demanda mundial de procesos y productos
quimicos mas respetuosos con el medioambiente requiere a su vez del desarrollo de nuevos
enfoques orientados a prevenir posibles fuentes de contaminacion ambiental, asi como a una
mayor rentabilidad desde el punto de vista econémico. Afortunadamente, el auge tanto de
politicas orientadas a la proteccién medioambiental junto con el desarrollo de la Quimica Verde
han hecho posible que ese estigma negativo que se cernia sobre la Quimica vaya
desapareciendo paulatinamente, y se vea como una disciplina aliada para afrontar los desafios

en materia medioambiental y energética a los que la sociedad tiene que hacer frente [75].

La Quimica Verde se define como “el disefio de productos y procesos quimicos orientados
a la reduccién o eliminacion del uso y generacion de sustancias peligrosas”. El concepto de
Quimica Verde fue acufiado por Paul Anastas y John Warner por primera vez en el afio 1998.
En linea con este concepto, se postularon 12 principios (Tabla 1), que abogan por la
minimizacion o eliminacion del uso de disolventes téxicos en procesos y analisis quimicos, asi
como la no generacidn de residuos en estos procesos. Estos principios se consideran “reglas
de disefo” y sirven como guia para el disefio de nuevos productos y procesos quimicos
aplicadas a todas las etapas del proceso industrial, considerando desde las materias primas de
partida hasta la eficiencia y seguridad de la transformacion, e incluyendo también la toxicidad y
biodegradabilidad de los productos y reactivos utilizados, para asi alcanzar el objetivo de la

sostenibilidad.

El enfoque de la Quimica Verde se esfuerza en conseguir la sostenibilidad a nivel molecular,
por lo que se ha aplicado a muy diversos sectores industriales tales como el aeroespacial,
automovilistico, cosmético, electrénica, energia, e incluso en agricultura, demostrando el éxito
en la aplicacion de tecnologias econdmicamente mas competitivas. Los aspectos principales en

los que se enmarca la Quimica Verde se pueden resumir en tres puntos [76]:

i.  Aplicacion de los principios de disefio de la Quimica Verde en todas las etapas del
ciclo de vida de un producto quimico.

i. Eldisefo de productos quimicos que de forma inherente no sean perjudiciales, para
asi reducir su riesgo intrinseco.

iii.  Suactuacidon como sistema de cohesion entre los principios y criterios de disefio.
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Tabla 1.
Enunciados de los 12 principios de la Quimica Verde [77].

NUumero  Principio

=

Prevenir la generacién de residuos.

Maximizar la economia atomica.

Disefiar sintesis quimicas mas seguras.

Disefiar reactivos y productos quimicos mas seguros.
Usar reactivos y condiciones de reaccidbn mas seguras.
Aumentar la eficiencia energética.

Usar materias primas renovables.

Evitar el uso de etapas previas de derivatizacion.

© 00 N O O b~ WD

Aumentar el uso de catalizadores frente a reactivos en cantidades
estequiométricas.

10 Disefar reactivos y productos quimicos degradables.

11 Analizar en tiempo real para prevenir la contaminacion.

12 Minimizar el riesgo de accidentes.

Por otro lado, la Quimica Analitica Verde (QAV) es un concepto que, pese a llevar
utilizandose mas de veinte afios, no se materializé hasta 2013, cuando Galuszka et al. [78]
adaptaron los 12 principios de la Quimica Verde a la Quimica Analitica Verde. Estos 12 nuevos
principios, expresan la buena disposicion a velar por la seguridad humana y medioambiental
durante el desarrollo y la aplicacién de procedimientos analiticos. La QAV se define como “e/
uso de técnicas de la quimica analitica y las metodologias que reducen o eliminan disolventes,
reactivos, preservantes y ofros productos quimicos que son peligrosos para la salud humana o
el medioambiente y que pueden permitir también analisis mas rapidos y eficientes

energéticamente sin comprometer los criterios de rendimiento” [79].

Por lo que respecta a la QAV, una correcta implementacion de estos principios incluye
practicas como la minimizacién en el consumo de reactivos, ahorro energético, reduccion de
productos de desecho, eliminacion de factores que puedan causar danos al analista, y un
incremento del grado de integracion, automatizaciéon, miniaturizacion y portabilidad de las

herramientas y procedimientos analiticos. La Tabla 2 recoge los 12 principios de la QAV [80].
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Tabla 2.
Enunciados de los 12 principios de la QAV.
Numero  Principio
1 Aplicar técnicas analiticas directas para evitar el tratamiento de la
muestra.
Minimizar el tamafio y el nUmero de muestras.
Realizar medidas in situ.
Integrar operaciones y procesos analiticos para ahorrar energia 'y
reducir el uso de reactivos.
Seleccionar métodos automatizados y miniaturizados.
Evitar etapas previas de derivatizacion siempre que sea posible.
Evitar la generacién de un gran volumen de desechos y gestionar de
forma adecuada los residuos generados.
8 Aplicar métodos multianaliticos o multiparamétricos frente a métodos
gue solo determinan analitos de uno en uno.
9 Minimizar el uso de energia.
10 Priorizar el uso de reactivos procedentes de fuentes naturales.
11 Eliminar o reemplazar los reactivos téxicos.
12 Incrementar la seguridad del operador.

5. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA Y MINIATURIZACION

Historicamente, la determinacién precisa de un analito a nivel de trazas sin la aplicacion

previa de tratamiento de muestra ha sido, y sigue siendo, todo un desafio para los quimicos

analiticos. En muy variadas ocasiones no es posible el analisis directo por incompatibilidad de

la muestra y/o analito con el sistema de medida, siendo necesaria la conversion apropiada de

analitos y/o muestra para la aplicacién de la técnica analitica seleccionada [81].

La preparacién de la muestra esta considerada como la etapa mas critica y que mayor

tiempo consume dentro de un analisis quimico. Es por tanto, una etapa crucial, que en las

ultimas dos décadas ha alcanzado cierta madurez. Resulta imprescindible desarrollar métodos

fiables que proporcionen adecuados parametros de sensibilidad, precision, exactitud y

recuperacion, entre otros [82]. De hecho, la preparacion de la muestra requiere que se aborden

las siguientes cuestiones [83]:
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i. La concentracion de los analitos, que muchas veces se encuentran por debajo del
limite de deteccion del método de analisis elegido.
i. El grado de complejidad de la matriz, que puede interferir con la separacion o
deteccion de los analitos.
iii.  Compatibilidad de la muestra con la instrumentacion empleada.
iv.  En el caso de que los analitos sean incompatibles con el sistema de medida es

necesario llevar a cabo su conversion quimica.

En este sentido, las técnicas de tratamiento de la muestra tienen como objetivo proporcionar
soluciones a los problemas anteriormente citados, por lo que es necesario considerar tres

acciones principales [81]:

i.  Preconcentracion de los analitos para mejorar su deteccién.
ii.  Simplificacion de la matriz.

iii.  Transformacion del analito a una forma que sea compatible con el equipo de medida.

De entre los diferentes tipos de matrices de muestra, las biolégicas estan clasificadas como
unas de las mas complejas y dificiles de trabajar. Por lo general, son directamente incompatibles
con los analisis cromatograficos debido a su complejidad y a su elevado contenido en proteinas,
ya que éstas se adsorben de forma irreversible a la fase estacionaria de la columna
cromatografica, lo que conlleva a una pérdida sustancial de la eficiencia de la columna y a un
aumento de la presién del sistema. Por ello, el tratamiento de la muestra constituye una parte

clave e integral de los métodos bioanaliticos [84].

Ademas de su complejidad, también hay que tener en cuenta el estado de agregacion en
que se encuentran las muestras a analizar. Los analitos pueden estar contenidos bien en
muestras soélidos o liquidas. Tradicionalmente, la extraccion de analitos contenidos en muestras
liquidas se llevaba a cabo bien por particion en un disolvente inmiscible, atrapamiento en una
columna o en algun tipo de matriz de fase sdélida, o bien, como ultimo recurso, evaporando la
muestra y disolviendo los analitos nuevamente en un disolvente adecuado [85]. A continuacion,
se describen los métodos utilizados para la extraccion de analitos contenidos en muestras

liquidas.

Extraccion liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE)

La técnica LLE es una de las técnicas tradicionales aplicadas para el pretratamiento de
muestras liquidas, en la que los analitos se aislan en un disolvente de caracter apolar. Esta
técnica permite aumentar la selectividad del método, ya que permite el aislamiento de los

analitos de otras posibles interferencias contenidas en la matriz, y también mejora la
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sensibilidad, al conseguir la preconcentracion de los analitos que inicialmente estan contenidos
en grandes volumenes de muestra [86]. LLE se basa en la transferencia de los analitos desde
la muestra acuosa hacia otra fase que contiene un disolvente inmiscible con el agua. Sin
embargo, LLE presenta ciertas deficiencias como por ejemplo la posibilidad de que se formen
emulsiones que dificulten la separacion de fases, el uso de elevados volimenes de disolvente
organicos, en su mayoria toxicos, asi como la generacion de grandes volumenes de residuos
contaminantes ambientales. Todo ello junto con su elevado coste, los largos tiempos de
aplicacion y su inadecuacién para compuestos hidrofilicos ha hecho que se busquen otras

alternativas que eliminen los inconvenientes mencionados [84].

Extraccion en fase sdlida (solid-phase extraction, SPE)

La fase extractante en SPE es un adsorbente soélido, por lo que el proceso involucra una
particion liquido-sélido. Esta técnica se ha utilizado extensamente para eliminar y concentrar
trazas de materiales organicos contenidos en muestras liquidas. Existe un amplio rango de
materiales adsorbentes entre los que se incluyen fases enlazadas de octil- (C8) y octadecilsililo
(C18), resinas poliméricas (poliestireno/copolimero de divinilbenceno), Florisil (silicato de
magnesio activado) o adsorbentes polares como alumina. Estas fases actuan mediante
interacciones basadas en adsorcion, puentes de hidrégeno, interacciones polares y no polares,
exclusion por tamafo e intercambio anidnico o catidnico. Sin embargo, uno de los
inconvenientes que presenta la técnica de SPE es que el empaquetamiento debe ser uniforme
para alcanzar altas eficiencias de extraccién y, aunque los cartuchos comerciales ya
empaquetados son bastante fiables, los sistemas automatizados aun presentan dificultades en
cuanto a la reproducibilidad de aplicacion del proceso. Ademas, la matriz de la muestra también
puede afectar a la habilidad del adsorbente para extraer el analito debido a la competencia por

la retencion [87].

Extraccion liquido-liquido asistida con sal (salting-out assisted liquid-liquid extraction, SALLE).

Esta técnica es un tipo de LLE homogénea que hace uso del efecto salting-out para la
extraccion de compuestos organicos desde matrices acuosas hacia disolventes miscibles en
agua como el acetonitrilo. El efecto salting-out se puede describir como un fenémeno en el que
cuando la concentracion de sal de la disolucidon acuosa es elevada, la solubilidad de las
moléculas organicas disminuye y por ello se produce la separacion de disolventes miscibles en
ausencia de sal. La técnica SALLE ha mostrado ser capaz de extraer un amplio rango de analitos

de matrices bioldgicas, incluyendo compuestos de elevada polaridad que normalmente son
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dificiles de extraer haciendo uso de LLE y SPE convencional. En comparacion con LLE
convencional, SALLE presenta las ventajas de un menor consumo de disolventes extractantes
y la ausencia de una etapa de agitacién vigorosa que promueva la recuperacion de los analitos,
ya que el disolvente organico es completamente soluble en agua. Ademas, en muchos casos,
los extractos obtenidos se pueden inyectar directamente en los sistemas instrumentales de

medida como es el caso de analisis mediante RP-LC [88, 89].

Extraccion dispersiva en fase sdlida (dispersive solid-phase extraction, DSPE)

La popularidad de DSPE aumentd a partir de 2003 apareciendo como una alternativa
atractiva por su efectividad en la extraccion, asi como en la limpieza y simplificacion de matrices
complejas [90]. La aplicacion de DSPE consiste en la adicién y dispersion del material
adsorbente directamente sobre la disolucién de la muestra, viéndose favorecido el contacto
entre adsorbente y analitos. Una vez completado el proceso de dispersion, se separa de forma
mecanica el adsorbente enriquecido con los analitos. La principal ventaja de esta técnica es su
capacidad para analizar un gran numero de muestras en tiempos cortos. Su simplicidad, facil
manejo y adaptabilidad son otras de sus ventajas en comparacion con las técnicas tradicionales
como SPE. Los principales materiales adsorbentes utilizados estan basados en silice con

diferentes grupos funcionales incrustados en su estructura [91].

El concepto de miniaturizacion en el laboratorio analitico se remonta a 1970, siendo en la
actualidad todavia un reto para el desarrollo de nuevos métodos de analisis [92]. En lineas
generales, la miniaturizacion implica la produccion de sistemas cuyo tamano se ve reducido en
comparacion con el de los sistemas convencionales. Centrandonos en el ambito de la Quimica
Analitica, el término miniaturizacidén hace referencia a una reduccion del tamano de los sistemas
analiticos y persigue el objetivo de desarrollar procesos mas rentables y respetuosos con el
medioambiente mediante la miniaturizacion de cada componente o etapa del método analitico,
incluyendo la etapa de preparacién de la muestra y la de medida instrumental, valorando su
posible automatizacién, de manera que se puedan reducir a cantidades minimas el consumo de
muestra, reactivos, disolventes y residuos generados [93]. La Figura 18 resume las ventajas que

ofrecen los sistemas miniaturizados en el campo de la Quimica Analitica.
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Figura 18. Ventajas ofrecidas por los sistemas miniaturizados de analisis.

5.1. TECNICAS DE MICROEXTRACCION

Las desventajas de los métodos clasicos de tratamiento de muestra determinaron la
necesidad de desarrollar nuevas técnicas mas eficientes y respetuosas con el medioambiente.
Asi, desde hace algunas décadas, los nuevos métodos de analisis estan orientados hacia la
miniaturizacion, simplificacion y automatizacion con el objetivo de alcanzar un elevado grado de
enriquecimiento del analito y una buena eficiencia en el proceso de extraccion desde la matriz
[94]. En los ultimos afios, las técnicas de microextraccién se han postulado como una alternativa
que responde a los inconvenientes presentados por los métodos de analisis convencionales,
haciendo referencia a procedimientos analiticos que implican el uso de fases extractantes en
cantidades minimas. Entre las numerosas ventajas que presentan las técnicas de
microextracciéon destacan sus altas capacidades de extraccion, mejorando la sensibilidad de los
métodos de analisis, su sencilla y rapida aplicacion con bajos costes, la posibilidad de ser

automatizadas y el hecho de ser mas respetuosas con el medioambiente (Figura 19) [95].
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Figura 19. Principales ventajas de las técnicas de microextraccion.

Las técnicas de microextraccion pueden dividirse en dos grandes grupos dependiendo de si
los compuestos de interés se aislan de una fase liquida o sélida. Asi, hablamos de
microextraccion en fase liquida (LPME) y microextraccion en fase sdlida (SPME),
respectivamente. A continuacion, se explican ambos grupos haciendo especial hincapié en las

metodologias aplicadas en esta Tesis Doctoral.

5.1.1. Microextraccion en fase liquida (LPME)

Las técnicas LPME surgieron de la necesidad de superar los inconvenientes de la LLE
convencional como el uso de grandes volumenes de disolventes organicos potencialmente
téxicos y peligrosos, los largos tiempos implicados o las numerosas etapas de operacién, en
muchos casos tediosas. Asi, LPME se considera una version miniaturizada de LLE, ya que se
utilizan volumenes de fase aceptora del orden de microlitros [96]. Desde su introduccién, LPME
ha ido evolucionando en diferentes modalidades de aplicacion, que principalmente difieren en
la forma en la que el disolvente extractante entra en contacto con la fase dadora. Seguidamente,

se describen las metodologias LPME mas destacadas:

La microextraccion en gota simple (single-drop microextraction, SDME) es la técnica LPME

mas antigua y se basa en la particion de los analitos entre la disolucion de la muestra y la gota
de extractante sostenida en la punta de la aguja de una jeringa. La fase extractante puede entrar
en contacto directo con la muestra o bien exponerse a la muestra en espacio de cabeza. Sin
embargo, la estabilidad de la gota es algo limitada, especialmente cuando la disolucién de
muestra se agita a gran velocidad o contiene particulas en suspension. Una variante de SDME

es la microextraccion en gota directamente suspendida (directly suspended drop

microextraction, DSDME), en la que la gota extractante es depositada en la superficie de la
disolucion de muestra que es mantenida en agitacion. Sin embargo, cuando el disolvente

extractante presenta un punto de fusién cercano a temperatura ambiente, una vez concluida la
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extraccién, se enfria la mezcla consiguiendo la solidificacion de la gota extractante lo que
conduce a una muy facil recuperacion para su posterior analisis. Esta modalidad de LPME se
conoce como microextraccion en gota organica flotante solidificada (solidified floating organic
drop microextraction, SFODME) [97].

Otra variante de LPME es aquella en la que la fase extractante es albergada en el interior

de fibras poliméricas y se denomina microextraccion en fase liquida con fibra hueca (hollow fiber

liquid phase microextraction, HF-LPME). La naturaleza porosa de la fibra estabiliza al disolvente
extractante evitando su fuga durante el proceso, lo que la convierte en una técnica mas
reproducible y precisa que SDME. La bibliografia muestra aplicaciones HF-LPME con fibras en
forma de varilla y de “U”. HF-LPME es adecuada para el analisis de matrices complicadas o en

aquellos casos en los que solo se dispone de un volumen de muestra muy limitado [98].

La extraccién en punto de nube (cloud point extraction, CPE) se basa en el comportamiento

de las disoluciones acuosas de agentes surfactantes no idnicos al incrementar su temperatura,

generandose una turbidez debida a la rapida agregacién de las micelas del surfactante.

La microextraccion dispersiva liquido-liquido (dispersive liquid-liquid microextraction,
DLLME) es por diferentes motivos la técnica LPME mas aplicada y, dado que ha sido empleada

en la presente Tesis, se explica con mas detalle en la siguiente seccion.

5.1.1.1. Microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME)

La técnica DLLME fue descrita por primera vez en 2006 por Rezaee et al., para la
preconcentracion y determinacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de
agua, y rapidamente se convirti6 en una de las técnicas de microextraccion mas utilizadas
debido a las muchas ventajas que aporta como su simplicidad, rapidez, bajo coste, elevada

recuperacion y a los elevados factores de preconcentracion que se alcanzan [99].

DLLME se basa en un sistema ternario de disolventes: la fase acuosa conteniendo los
analitos, un disolvente organico inmiscible con el agua y generalmente mas denso que ella y un
disolvente dispersante, miscible tanto en la fase acuosa como en la extractante y cuya funcién
es la de romper en microgotas al disolvente extractante en el seno de la muestra acuosa. La
disgregacion generada supone un incremento de la superficie de contacto entre las fases dadora
y aceptora, aumentando la eficiencia de extraccién y reduciendo drasticamente el tiempo de
extraccién, ya que tiene lugar casi instantdneamente. Por tanto, la extraccion se basa en el
equilibrio de distribucién de los analitos entre la fase dadora y el disolvente extractante. El

coeficiente de distribucion (K) se define como la relacién entre la concentracién del analito en la
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fase extractante y en la disolucion de la muestra. Esta técnica solo es aplicable para analitos
con propiedades lipofilicas, esto es K> 500. A su vez, el tiempo de extraccion se define como el
intervalo de tiempo que transcurre entre la inyeccion de la mezcla de los disolventes extractante
y dispersante y antes de la centrifugacion, siendo este el momento en el que se alcanza un area
superficial infinitamente grande entre la fase acuosa y el disolvente extractante, permitiendo que
el estado de equilibrio se alcance rapidamente [100]. El proceso global de extraccién implica dos

pasos [101]:

i.  Unarapida inyeccion de la mezcla de los disolventes extractante y dispersante en la fase
acuosa, de manera que se forme una dispersion que facilite la extraccion de los analitos

contenidos en la muestra acuosa.

i. La eliminacion de la dispersiéon por centrifugacion y la posterior recogida de la fase

organica sedimentada con una microjeringa para someterla a analisis.

La Figura 20 muestra un esquema del procedimiento descrito para la aplicacién de la técnica
DLLME.

J Mezcla de disolventes
extractante y dispersante

Analisis

Area de pico

Tiempo, min

Muestra acuosa Fase dispersa Fase organica
enriquecida

Figura 20. Procedimiento experimental DLLME.

Con objeto de evaluar la eficiencia de un proceso DLLME se define el factor de
preconcentracion (EF) como la relacion entre la concentracion del analito en la fase sedimentada

(Cseq) Y su concentracion inicial en la disolucion de muestra (Co):

EF = (Ecuacion 1)



Introduccion 65

Asimismo, se define la recuperacién de la extraccion (ER) como el porcentaje que relaciona
la cantidad total de analito en la disolucion de muestra (no) y la cantidad extraida en la fase

sedimentada (Nseq), siendo Vsea ¥ Vaq l0S volimenes de la fase sedimentada y acuosa,

respetivamente.
Coeq xV.
ER = =% x100 = —£2=_%2 100 (Ecuacion 2)
o Co x Vgq
Vsed .z
ER = EF x 100 (Ecuacion 3)
an

La miscibilidad de los disolventes implicados juega un papel esencial en la aplicacion de
DLLME, por lo que su seleccion es un factor determinante en la eficiencia del proceso [102].
Siendo determinante la naturaleza de los disolventes extractante y dispersante en el éxito de los
procedimientos DLLME, otros factores también han de ser considerados y seran detallados a

continuacion.

El disolvente extractante es el principal factor a tener en cuenta y ha de satisfacer ciertas

condiciones: buena capacidad de extraccion de los analitos, ser por lo general mas denso que
el agua, baja solubilidad en la fase acuosa y compatibilidad con la instrumentacion seleccionada
para el andlisis. Si bien, en caso de no cumplirse esta condicién de compatibilidad, puede
considerarse la transferencia de los analitos a otro disolvente o su evaporacion y posterior
reconstitucion del residuo seco. Los disolventes mas utilizados son los hidrocarburos

halogenados como clorobenceno, cloroformo y tetracloruro de carbono.

El agente dispersante, como se ha citado anteriormente, tiene que ser soluble en el

disolvente extractante y en agua, siendo los mas comunmente utilizados metanol, etanol,

acetonitrilo y acetona.

Los volumenes empleados para los disolventes extractante y dispersante también afectan
considerablemente a la eficiencia de extraccion. De forma general, a medida que se aumenta el

volumen de agente extractante, aumenta también la fase organica obtenida tras la

centrifugacion, lo que se traduce en una disminucién de la concentracion del analito en la fase
organica. Aunque el valor de ER se mantiene constante, el de EF si que se ve afectado a la
baja, lo que provoca una pérdida de sensibilidad en la determinacién. De manera que el volumen
de extractante debe ser suficientemente alto como para conseguir la extraccion en un alto

porcentaje, pero no demasiado elevado para evitar el efecto de dilucion. Ademas, teniendo en
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cuenta que los extractantes usados con mayor frecuencia son hidrocarburos halogenados, por
su toxicidad es recomendable reducir al maximo la cantidad empleada. Este volumen suele

hallarse en el rango 5-100 uL, dependiendo de cada aplicacién particular.

Por otro lado, el volumen de disolvente dispersante afecta directamente a la formacion de la

dispersioén y por tanto a la eficiencia global del proceso. La variacion en el volumen de agente
dispersante genera cambios en la cantidad de fase sedimentada, por lo que es necesario
modificar de forma simultanea tanto el volumen de extractante como de dispersante para
mantener constante la cantidad de fase organica sedimentada. El volumen de dispersante
adecuado depende entre otros factores de los volimenes de fase acuosa y extractante usados.
Habitualmente la cantidad de dispersante es mayor que la de extractante y suele oscilar entre
0,5-1,5 mL.

En la eficacia del proceso DLLME, el tiempo de extraccién influye relativamente poco. Esto

se debe a la gran superficie de contacto alcanzada entre las fases dadora y aceptora gracias al
fendmeno de dispersion, proporcionando una rapidisima transferencia de los analitos vy, por

tanto, alcanzando el equilibrio de distribucion de forma instantanea.

Por ultimo, el efecto salino es otro factor a tener en cuenta. Por lo general, la solubilidad de
los analitos y del disolvente organico extractante en la fase acuosa decrece a medida que
aumenta la fuerza idnica del medio, lo cual es favorable para conseguir una buena recuperacion.
Sin embargo, al mismo tiempo, el volumen de fase extractante obtenido se incrementa, lo que

se traduce en una diminucion tanto de la concentracion del analito como del EF.

Aunque son muy numerosas las ventajas de DLLME, con el objetivo de reducir el volumen
de disolventes organicos empleados se han propuesto ciertas modificaciones al procedimiento
convencional, como por ejemplo la eliminacion del agente dispersante, siendo la disgregacion

del extractante asistida por fuentes de energia externa.

En este sentido destaca la microextraccion dispersiva liquido-liquido asistida por agitacion

vortex (vortex assisted DLLME, VA-DLLME), descrita por primera vez por Yiantzi et al., en 2010
[103]; la microextraccion dispersiva liquido-liquido asistida por ultrasonidos (ultrasound assisted
DLLME, UA-DLLME) desarrollada por Regueiro et al., en 2008 [104] y la microextraccion
dispersiva liquido-liquido asistida por surfactantes (surfactant assisted DLLME, SA-DLLME). El

comportamiento anfifilico de los surfactantes disminuyen la tensién superficial entre la fase

acuosa Yy la extractante facilitando la dispersion de la muestra en SA-DLLME [105].

Sin embargo, el principal inconveniente del procedimiento DLLME convencional es el uso de

disolventes halogenados. Pese a que el volumen utilizado se encuentra en el rango de los
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microlitros, su uso en analisis rutinarios hace que se lleven a cabo cientos de analisis diarios,
por lo que no es muy recomendable desde un punto de vista medioambiental. Con el fin de
reducir y eliminar el uso de disolventes organicos halogenados, en los ultimos afios se han
propuesto diversas alternativas basadas en los conocidos como disolventes verdes,
considerados menos perjudiciales no solo para los operarios sino también para el

medioambiente [106]. Destacan las siguientes opciones:

- Disolventes de baja densidad (low-density solvents, LDSs), tales como 1-octanol, 1-undecanol

0 2-hexanona, que a diferencia de los disolventes halogenados, no sedimentan tras la etapa de
centrifugacién, quedando como una fina capa superficial cuya recogida puede resultar tediosa.
Para corregir esta situacién, Huang et al., aplicaron una modificacién con el enfoque de la
solidificacion de la gota organica flotante (SFOD-DLLME) [107]. Bajo esta modalidad, tanto
dispersante como el LDS se afaden al igual que en el método DLLME convencional, pero, una
vez separadas las fases, se somete la mezcla a baja temperatura de modo que la fase

extractante solidifica y se puede recolectar mas facilmente.

- Disolventes de hidrofilicidad intercambiable (switchable hydrophilicity solvents, SHSs). Son un

tipo de LDS, que aunque en DLLME no se han usado exactamente como agente extractante,
vienen a realizar la misma funcién que los agentes extractantes tipicos. Suelen ser aminas, tanto
secundarias como terciarias, 0 acidos grasos con capacidad para modificar su hidrofilicidad v,
por tanto, cambiar su solubilidad, pasando de ser poco miscibles a totalmente miscibles en agua
por medio de una simple variacion en el medio acuoso, cambio que suele producirse por medio
de un equilibrio acido-base después de la adicion de CO, o CO3* segun sean SHSs basicos o

acidos, respectivamente [108].

- Liquidos iénicos (ionic liquids, ILs). Presentan ciertas propiedades que les hacen idéneos como

disolventes de extraccion, entre ellas, una elevada estabilidad térmica y una presion de vapor
baja. Ademas, también es posible modular otras de sus propiedades como la viscosidad,
densidad y solubilidad mediante la combinacion adecuada de cationes y aniones disponibles,
siendo posible también su funcionalizacion para conferirle interacciones especificas con el
analito, con el objetivo de conseguir un proceso de extraccion mas eficaz. El uso de ILs en
DLLME se aplicé por primera vez en 2009 por Liu et al., quienes usaron 1-hexil-3-metilimidazolio
hexafluorofosfato [CsMIM][PFe¢] para la determinacion de insecticidas en aguas [109]. Sin
embargo, tienen la limitacién de que presentan ciertos problemas al inyectarlos en sistemas
cromatograficos y de absorcion atémica ya que su baja volatibilidad les hace incompatible con
GC, por ejemplo, y su alta viscosidad les hace incompatibles con LC-MS, ya que afecta

seriamente a la ionizacién por ESI.
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- Disolventes supramoleculares (supramolecular solvents, SUPRAs). Su primera aplicacion

como extractantes en DLLME tuvo lugar en 2009 cuando Ballesteros-Gomez et al., emplearon
un SUPRA formado por acido decanoico, organizado en micelas invertidas, y tetrahidrofurano
como agente coacervante para la determinacion de benzo[a]pireno, bisfenol A y ocratoxina en
bebidas [110]. Estos disolventes se generan después de la coacervacion de las micelas
formadas previamente. En primer lugar, se agregan las moléculas anfifilicas a la disolucion y
cuando se alcanza la concentracion critica, los grupos anfifilicos se organizan en micelas. Una
vez formadas, tiene lugar un cambio en el entorno para reducir la repulsién entre las moléculas
anfifilicas que forman dichas micelas. Estos disolventes SUPRAs presentan una excelente
capacidad de extracciéon debido a su gran superficie y a la diferencia de polaridad con el entorno.
Otra ventaja de su uso es que se pueden sintetizar in situ durante el analisis y no necesitan de

un tratamiento previo a su analisis en sistemas de LC.

- Disolventes eutécticos profundos (deep eutectic solvents, DESs). Estan formados por dos o

tres componentes unidos mediante interacciones de tipo enlace de hidrégeno, dando lugar a
una mezcla eutéctica cuyo punto de fusion es menor que el de cada uno de los componentes
originales. Su primera incursion como agentes extractantes tuvo lugar en 2016 por Farajzadeh
et al., para la determinacién de pesticidas en zumos de frutas y hortalizas [111]. Los DESs
comparten algunas propiedades con los ILs, como la estabilidad térmica, baja presion de vapor
y baja inflamabilidad. Sin embargo y dado que los materiales de partida son diferentes, su
obtencion resulta mas barata y segura debido a su baja toxicidad y caracter biodegradable, lo

que los convierte en disolventes ideales en microextraccion.

La bibliografia muestra combinaciones de DLLME con diferentes sistemas de medida
instrumental, incluidas las separaciones cromatograficas, tanto de LC como de cromatografia
de gases (GC), ya que incluso en el caso de que los analitos no sean compatibles con el tipo de
separacion o deteccion, se puede llevar a cabo su derivatizacion de forma previa, simultanea o
con posterioridad a la preconcentracion ampliando asi enormemente el rango de aplicaciones
[112]. Ademas de a técnicas cromatograficas, DLLME también se ha acoplado a otras como la
espectroscopia de absorcion atdbmica en horno de grafito (GFAAS) para el andlisis de elementos
metalicos en diferentes matrices de muestra [113]. En estos casos, es necesario inyectar junto
con los disolventes extractante y dispersante un agente quelatante para la complejacion de los
analitos. Con todo esto, queda por tanto puesto de manifiesto la amplitud de posibilidades de la

técnica DLLME en cuanto a analitos, tipos de muestras y sistemas de medida aplicables.
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5.1.2. Técnicas de microextraccion en fase sélida

Dentro de este grupo de técnicas, la mas representativa es la SPME con fibras, introducida
por primera vez a principios de la década de 1990 por Pawliszyn et al., en la que se minimiza el
uso de disolventes y proporciona de forma simultanea la separacion y preconcentracion de
analitos volatiles y no volatiles en muestras complejas. La forma tradicional de SPME consiste
en una fina fibra de silice recubierta de una capa de material adsorbente que actia como fase
extractante y que se expone a la matriz de la muestra durante un periodo de tiempo concreto.
Una vez alcanzado el equilibrio de distribucion de los analitos se procede a su desorcion, bien
colocando la fibra en el sistema de inyeccion del cromatdgrafo de gases o bien poniéndola en

contacto con un disolvente de desorcion [113].

SPME presenta numerosas ventajas, siendo catalogada como una técnica casi universal ya
que permite el analisis de diversos tipos de muestras en diferentes estados, cuantificando las
especies de interés a nivel de trazas. En comparacién con LPME reduce la cantidad de
disolvente organico empleado, lleva a cabo la extraccion en una unica etapa y es valida para

analitos tanto polares como apolares.

Como alternativa a la fibra de silice recubierta, existen otras modalidades de SPME, entre

las que destaca la extraccion por adsorcién sobre barras agitadoras (stir bar sorptive extraction,

SBSE), basada en los mismos principios que SPME, pero en lugar de fibras utiliza barras
agitadoras recubiertas con una fase polimérica. Dado que la cantidad de fase extractante es
mayor en SBSE con respecto a la contenida en fibras de SPME, la sensibilidad alcanzada
también es mucho mayor. Ademas, la comercializacién de fases extractantes para SBSE de
diferentes polaridades (polidimetilsiloxano, poliacrilato, divinilbenceno, etc.) amplié

notablemente el rango de compuestos que podian ser aislados de la muestra [114].

La dispersion de la fase adsorbente en el seno de la disoluciéon de la muestra dio lugar a la
técnica SPE dispersiva (DSPE), que fue introducida por Anastassiades et al., en 2003 [115]
como una etapa de limpieza de la muestra, empleando una pequefia cantidad de fase sélida
adsorbente e incrementando la selectividad y la sensibilidad del método al eliminar interferencias
de la matriz y preconcentrar los analitos. Esta técnica ha sido aplicada ampliamente debido a
sus ventajas sobre SPE convencional, como son su bajo coste de aplicacion, elevados valores
de EF alcanzados y bajo consumo de disolventes organicos. La extraccion en fase sdlida
microdispersiva (UDSPE) es la forma miniaturizada de DSPE, en la que una masa del
nanomaterial adsorbente del orden de los microgramos es dispersada en la disolucion bajo

analisis. Tras la centrifugacion de la suspensién, la fase sdlida sedimenta, se decanta la fase
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sobrenandante y se procede a la desorcion de los analitos empleando un disolvente adecuado,

para su posterior determinacion.

De entre los diferentes tipos de nanomateriales usados en UDSPE destacan los
nanomateriales, cuyo uso se ha visto recientemente incrementado debido a que permiten la
preconcentracion de los analitos y la eliminacion de las interferencias, asi como por sus rapidas
cinéticas de adsorcion. Ente los nanomateriales mas utilizados destacan los nanomateriales
magnéticos, los polimeros de impresion molecular (MIPs) y los nanomateriales basados en
carbono, como nanotubos de carbono (CNTs), grafeno (G) y 6xido de grafeno (GO) por las

eficientes extracciones que proporcionan para muy diferentes tipos de analitos [116, 117].

Cuando la fase sdlida adsorbente son nanomateriales magnéticos, la técnica se conoce
como microextraccion dispersiva en fase sélida magnética (magnetic dispersive solid-phase
microextraction, DMSPE), a la que dedicamos una explicacién mas detallada a continuacioén ya

que ha sido objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral.

5.1.2.1 Microextraccion dispersiva en fase sélida magnética (DMSPE)

La introduccion de DMSPE se remonta por vez primera al afio 1999, cuando Safafikova y
Safafik llevaron a cabo la extraccién de diferentes colorantes de naturaleza organica haciendo
uso de nanoparticulas magnéticas (MNPs) de magnetita silanizada recubiertas de colorante de
ftalocianina de cobre y carbono magnetizado [118]. Las MNPs han resultado ser un material
muy interesante para la comunidad cientifica, gracias a sus propiedades fisicas y quimicas
Unicas (naturaleza superparamagnética, dispersabilidad, gran area superficial relativa y elevada

relacién area/volumen) que se traducen en altas capacidades de adsorcion.

DMSPE se basa en la adicion de una determinada cantidad de MNPs a la disolucion
acuosa de la muestra para la adsorcibn de los analitos sobre la superficie del
nanomaterial adsorbente, todo ello bajo una continua agitacion que favorezca dicha
adsorcion. Seguidamente, las MNPs con los analitos retenidos en su superficie son
retiradas con ayuda de un campo magnético externo proporcionado por un iman. En la
etapa de desorcion las MNPs son dispersadas en el disolvente de desorcion adecuado,
procediéndose a la determinacion de los analitos desorbidos [119]. La Figura 21 muestra
un esquema del procedimiento general de aplicacion de la técnica DMSPE.
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Figura 21. Procedimiento experimental de aplicacién de DMSPE.

Para conseguir un aislamiento eficaz de los analitos es necesario hacer una buena eleccién
del material adsorbente, y para ello, es fundamental tener en cuenta la naturaleza quimica de
los analitos, asi como sus propiedades fisicoquimicas tales como polaridad o solubilidad. Otros
factores a considerar son la complejidad de la matriz de la muestra y la posible presencia de
sustancias indeseadas que puedan interferir tanto en el proceso de microextraccién como en la
posterior etapa de analisis. Al igual que la técnica SPE clasica, el mecanismo de separacion de
los analitos retenidos sobre la superficie de las MNPs depende tanto de la naturaleza del
disolvente organico utilizado en la etapa de desorcion como del tipo de interaccién que se genere
entre las moléculas de los analitos y los grupos funcionales del material adsorbente. De entre
los diferentes tipos de interacciones, se han descrito la de puente de hidrégeno, dipolo-dipolo,

dipolo-dipolo inducido, de caracter idnico y las interacciones de Van der Waals [120].

El uso de materiales magnéticos presenta diversas ventajas frente a la aplicacién tradicional
de la técnica SPE. Una de ellas es que, la funcionalizacién de estos nucleos magnéticos permite
llevar a cabo una extraccién selectiva de los analitos de interés. Ademas, dado que la fase
extractante se separa facilmente (incluso con grandes volumenes de muestra) con la ayuda de
un iman externo, no es necesario mantener la fase adsorbente empaquetada. Por otro lado,
dada la naturaleza superparamagnética de las MNPs, éstas no retienen el magnetismo residual
una vez retirado el campo magnético externo. Otra de las ventajas que presenta reside en que

la elevada relacién existente entre la superficie de las MNPs y el volumen de muestra se traduce



72 Introduccion

en una mayor eficiencia en el proceso de extraccion que cuando se utiliza cualquier otro tipo de

material adsorbente de naturaleza no magnética [121].

Sin embargo, el uso de este tipo de materiales también presenta ciertos inconvenientes.
Entre ellos, destaca como uno de los principales problemas el hecho de que las MNPs, debido
a su inestabilidad intrinseca, tienden a formar aglomerados para asi reducir su energia asociada
a esa relacion entre el volumen y su elevada area superficial. Por otro lado, y como consecuencia
de su elevada reactividad quimica, las MNPs se oxidan con facilidad en contacto con el aire, lo
que conduce a una pérdida de magnetismo. Todo ello conlleva a que sea necesario recubrirlas
de un material adecuado para la mayoria de las aplicaciones analiticas. Este recubrimiento, no
solo estabiliza el nucleo de las MNPs, sino que también puede proporcionar una adsorcion

selectiva [122].

Sintesis de MNPs

Para la generacion de MNPs se consideran, por lo general, tres etapas: la sintesis del nucleo
magnético, su recubrimiento y la modificacion de la estructura resultante al ser recubiertas. Para
la sintesis del nucleo magnético se han probado diferentes fases y composiciones incluyendo
oxidos de hierro, metales puros, aleaciones y ferritas tipo espinela. En los ultimos afios se han
propuesto diferentes métodos de sintesis cuyo objetivo es siempre el de obtener MNPs
altamente estables y con un tamafo controlado. Existen tres métodos generales de sintesis:

fisicos, quimicos y biolégicos [123, 124].

En esta seccion se describen con mas detalle los métodos quimicos debido a que las MNPs
utilizadas en esta Tesis se han obtenido mediante el método de coprecipitacion quimica, que se
clasifica como uno de los citados métodos quimicos. La coprecipitacién quimica se basa en la
adicion de una disolucion basica a una disolucion acuosa conteniendo sales de Fe?* y Fe3* en
la proporcién 1:2 a temperatura ambiente o a altas temperaturas (70-100 °C), bajo agitacion
continua y atmosfera inerte para evitar asi la oxidacion de los cationes Fe?*. En la sintesis de
magnetita, la adicién de una disolucion de caracter basico como NH4sOH, NaOH o KOH conduce

a la precipitaicén de iones de hierro segun la siguiente reaccién quimica:
2 Fe®* + Fe?* + 8 OH  — 2 Fe(OH); + Fe(OH), — Fes04(s) + 4 H.0O

El tamaro, forma y composicion de las MNPs obtenidas por este método va a depender del
tipo de sales empleadas, de la proporciéon Fe?*/Fe®*", de la temperatura, el pH y la fuerza iénica
del medio de reaccion. Una de las ventajas que presenta este método es que una vez se han

fijado todas las variables experimentales, el método es bastante reproducible [125]. El principal
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problema de estas MNPs obtenidas por coprecipitacion es que presentan bastante variabilidad

en su tamano, por lo que se dice que son polidispersas.

Ademas del método de coprecipitacion, a continuacion se describen mas resumidamente,

otros métodos de sintesis quimicos bastante utilizados.

Descomposicion térmica. La descomposicion térmica de compuestos organometalicos en

disolventes organicos de elevado punto de ebullion da lugar a la obtencién de nanomateriales

magnéticos utilizando surfactantes como estabilizantes [125].

Reduccion metalica. Este método consiste en reducir sales del metal seleccionado con

agentes reductores en presencia de surfactantes o mediante reduccién electroquimica. La
ventaja de este método es la amplia variedad de precursores metalicos y agentes reductores

existentes.

Microemulsion. Las microemulsiones formadas por liquidos inmiscibles en presencia de
surfactantes se usan como medio de reaccién para la formacién de materiales magnéticos en el
interior de las micelas. Por lo general, este método de sintesis requiere de otros como la
coprecipitacion o reduccién quimica. Ademas, se obtienen MNPs con un tamafio y forma que
varia dentro de un amplio intervalo, requiriéndose también grandes volumenes de disolventes
para que la cantidad de MNPs sintetizada sea apreciable. Todo ello hace que las posibilidades

de trabajo sean menores que con otros métodos [126].

Sintesis_solvotérmica. Este es un tipo de sintesis en el que tanto el precursor como el

disolvente se calientan conjuntamente por encima de la temperatura de ebullicion del disolvente
en un sistema cerrado, de manera que se genera un aumento de presion que facilita la

interaccion entre ambos integrantes [124].

Funcionalizaciéon de MNPs

La estabilizacion de las MNPs constituye un paso fundamental una vez finalizada la etapa
de sintesis, especialmente para aquellas que contienen hierro o cobre como nucleo metalico, ya
que son mas susceptibles de sufrir oxidacion por el aire. Para evitarlo, la estrategia mas utilizada
se basa en recubrir la superficie de las MNPs con una capa protectora que puede ser de caracter
inorganico, como silice, carbono o algun tipo de 6xido, o bien de tipo organico, mediante el uso
de surfactantes o polimeros. A continuacion, se describen algunas de las estrategias mas

habituales para la estabilizacion del nucleo magnético de las MNPs [127].
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¢ MNPs recubiertas de silice (MNP@SiO>)

Las MNP@SIO, son estables en medio acuoso y las interacciones entre particulas se
pueden controlar con cierta facilidad. Por ello, el recubrimiento con 6xido de silicio es uno de los
mas utilizados no solo por su bajo coste sino también porque proporciona una elevada
estabilidad quimica y térmica. Este material protege el nucleo magnético y aumenta su area
superficial gracias a su caracter mesoporoso. Ademas, también actia como soporte de otros
agentes adicionales que si se unieran directamente sobre el nucleo magnético producirian
interacciones no deseadas. Asi, una vez recubiertas de silice, estas particulas pueden
modificarse nuevamente con otros materiales como octadecilsililo (ODS), C18, grupos amino,

(3-aminopropil)-trimetoxisilano (APTS), ciclodextrinas (CD), polimeros y también con ILs [128].

¢ MNPs recubiertas de surfactantes

El recubrimiento con surfactantes tiene como finalidad pasivar la superficie de las MNPs
después de la sintesis, pero también durante ella para evitar su posible aglomeracion. La unién
del surfactante sobre la superficie de la particula puede producirse tanto por enlace quimico
como por adsorcion fisica formando una capa sencilla o doble que crea fuerzas de repulsion que
equilibran las fuerzas de atraccion magnéticas y de Van der Waals, de manera que las MNPs se
estabilizan en suspension por repulsiones estéricas. Algunos surfactantes idnicos como
dodecilsulfato sédico (SDS) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) se adsorben sobre
oxidos como alumina o silice y conducen a la formacion de hemimicelas normales o mixtas [129].
Ademas, también se ha descrito el uso de acidos grasos (decanoico, undecanoico u oleico) y
carboxilatos de alquilo (sales de acidos grasos) como surfactantes proporcionando buenos

resultados en la determinacion de diversos analitos [130].

¢ MNPs recubiertas de polimeros

El interés que recientemente ha despertado el uso de polimeros se debe a su gran
estabilidad y a su facil sintesis a partir del monémero correspondiente, aunque presentan cierta
sensibilidad a altas temperaturas, especialmente en MNPs con nucleos metalicos. Al igual que
los surfactantes, los polimeros se usan para pasivar la superficie de las MNPs y evitar su
aglomeracion. Por lo general, y aunque también pueden unirse por adsorcion fisica, la unién de
estos polimeros a las MNPs es de tipo quimico, generando fuerzas repulsivas estéricas que
contrarrestan las fuerzas magnéticas y de Van der Waals responsables de su agregacion.
Algunos de los polimeros utilizados como recubrimiento de MNPs son polipirrol (PPy), polianilina

(PANI), polidopamina (PDA), polialquilcianoacrilatos y poliésteres como el acido polilactico o
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poliglicélico, aunque también se ha descrito el uso de biopolimeros como polisacaridos de

celulosa.

¢ MNPs recubiertas con polimeros de impresién molecular (MIPs)

La aplicacién de MIPs como recubrimiento de MNPs es relativamente reciente. Un MIP es
un material con estructura macromolecular tridimensional que presenta cavidades para albergar
de forma especifica ciertos tipos de compuestos. Su sintesis implica el uso de la molécula de la
sustancia objeto de analisis como plantilla, por lo que presentan una gran selectividad hacia
dicha sustancia. Ademas, cuando se preparan con mas de una molécula diana se amplia su

efectividad de aplicacién hacia mas analitos [131].

¢ MNPs basadas en carbono

El recubrimiento de MNPs con materiales basados en carbono ha suscitado un gran interés
como consecuencia, principalmente, de las ventajas que aportan, entre ellas: elevada
estabilidad térmica y quimica, gran area superficial, alta porosidad, biocompatibilidad y una gran
capacidad de extraccion hacia una amplia variedad de compuestos organicos en un amplio
rango de pH. En la naturaleza, es posible encontrar carbono en distintas formas alotrépicas
como grafito, fullereno, CNTs, G y GO [132]. La Figura 22 recoge las estructuras de fullereno,

CNTs y G que se corresponden con estructuras cero-, uni- y bi-dimensional, respectivamente.

Figura 22. Nanoestructuras de fullereno, CNTs y G.

Nanotubos de carbono

Los CNTs son estructuras tubulares formadas por redes hexagonales de carbono,
sintetizados por primera vez en 1991 [133], aunque no fue hasta 1996 cuando se describieron
sus excepcionales propiedades fisicas y quimicas. Pueden presentarse con estructura de pared

unica (single walled carbon nanotubes, SWCNTs) o de pared multiple o multicapa (multi-walled
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carbon nanotubes, MWCNTSs), que consisten en una serie de nanotubos concéntricos para los

que, légicamente los diametros son crecientes desde el centro hacia la periferia (Figura 23).

Los MWCNTs han despertado gran interés en el campo de la quimica analitica ya que
presentan mayores areas superficiales que los SWCNTs, lo que les hace idoneos para la
preconcentracion de compuestos organicos, especialmente para moléculas con anillos
aromaticos ya que se generan interacciones de tipo -1 de gran intensidad entre el analito y los

CNTs, demostrando una elevada eficiencia de extraccion con este tipo de compuestos [134].

(A) (B)

Figura 23. Estructura de (A) SWCNTs y (B) MWCNTs.

Los CNTs presentan unas excelentes propiedades como area superficial muy elevada, gran

resistencia mecanica y alta conductividad térmica y eléctrica.

En la bibliografia aparecen descritos dos procedimientos para la sintesis de CNTs
magnéticos, dependiendo de si ésta se lleva a cabo en una o en dos etapas. En el primer caso,
tanto la formacién como la funcionalizacion de las MNPs tiene lugar a la vez mientras que, en la
sintesis en dos etapas, primero se obtienen las MNPs, y en un segundo paso, se funcionalizan.
Independientemente del tipo de sintesis aplicada la funcionalizacion se puede llevar a cabo por

dos vias: endoédrica y exoédrica (Figura 24).
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Figura 24. Tipos de funcionalizacion de las MNPs con CNTs: (A) endoédrica y (B) exoédrica.

Como se aprecia en la Figura 24, en la funcionalizacion endoédrica, las MNPs se introducen
en el interior de las cavidades que presenta la estructura de los CNTs previamente sintetizados,
mientras que en la funcionalizacion exoédrica, las MNPs se fijan a la superficie de los CNTs

mediante interacciones ya sean de tipo fisico o quimico [135].

Aunque los CNTs ya suponen un recubrimiento del nucleo de las MNPs, éstos se pueden
funcionalizar a su vez con diferentes grupos funcionales como carboxilo, hidroxilo 0 amino, para
asi conseguir que la superficie de los CNTs interaccione con compuestos polares e idnicos, ya
que sin la presencia de estos grupos no seria posible, dado que los CNTs carecen de sitios

activos que interaccionen con este tipo de moléculas.

La gran versatilidad de estos nanomateriales hace posible su uso en una amplia variedad
de aplicaciones analiticas como la preconcentracién de numerosos compuestos organicos en
matrices bioldgicas, productos farmacéuticos, muestras medioambientales y de alimentos, e

incluso para el aislamiento de compuestos de naturaleza inorganica.

Factores que afectan al proceso de DMSPE

La aplicacion de DMSPE tiene lugar, generalmente, en modo discontinuo, esto es,
adicionando una pequefia cantidad de un material adsorbente magnético a un determinado
volumen de fase acuosa que contiene los analitos, seguido de una etapa de desorcién del
material adsorbente enriquecido con dichos analitos. Para conseguir la maxima eficiencia de
preconcentracion es necesario tener en cuenta los diferentes parametros que influyen en cada

una de las etapas del procedimiento [136], que a continuacion son discutidas.

Naturaleza de la fase adsorbente. Es posiblemente el factor mas influyente en la eficacia del

proceso de microextraccion. Es necesario que exista una elevada afinidad entre los analitos y
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la fase extractante, por lo que su seleccion depende principalmente de las caracteristicas y
propiedades fisicoquimicas de los analitos. Las principales interacciones que determinan el
aislamiento de los compuestos de interés son fuerzas iénicas, de Van der Waals, dipolo-dipolo,
dipolo-dipolo inducido y puentes de hidrogeno. Que tenga lugar un tipo u otro de interaccion

dependera de los grupos funcionales en la superficie de las MNPs.

Masa de MNPs y Volumen de la fase dadora. Estos dos parametros se encuentran

estrechamente relacionados. Los estudios experimentales reflejan que, por lo general, cuanto
menor es la masa de nanoparticulas utilizada, la mejor opcién es agregarlas en forma de
suspension a la fase dadora, para alcanzar una mayor repetitividad en el proceso. Hay que tener
en cuenta también que, puesto que el equilibrio del sistema depende del area superficial de las
MNPs, cuanto mayor sea esta, menor sera también la cantidad de MNPs que sera necesario

adicionar a la fase dadora para poder alcanzar dicho equilibrio.

Tiempo y Temperatura de extraccion. Como ya se ha citado, esta técnica se basa en un

equilibrio, de manera que parece I6gico que exista una relacion directa entre la cantidad de
analito extraido y el tiempo de contacto entre la fase dadora y el nanomaterial adsorbente, asi
como con el area superficial del mismo. Asi, el porcentaje de analito extraido aumenta a la vez
que lo hace el tiempo de extraccion, hasta alcanzar la situacién de equilibrio. A su vez, una
reduccion del tiempo de extraccidon es posible al aumentar el area superficial del adsorbente.
Por otro lado, la temperatura es un parametro algo menos relevante ya que, en el mejor de los
casos, proporciona una mejora de la eficiencia, aunque por lo general, no suele afectar a la

eficacia del proceso.

Efecto del pH. El valor del pH del medio sera un factor critico en la eficiencia del proceso
cuando se usen materiales adsorbentes sensibles a él y siempre que la forma quimica de los

analitos varie en funcién de su valor.

Efecto salino en la fase dadora. La adicion de cloruro sédico a la disolucion de muestra

puede afectar tanto positiva como negativamente al porcentaje de recuperacion. La presencia
de sal disminuye la solubilidad de analitos polares en la fase acuosa, mejorando su adsorcién,
mientras que una muy elevada concentracion de sal produce un aumento de la viscosidad del

medio, reduciendo la transferencia de masa hacia la superficie del material adsorbente.

Naturaleza del disolvente de desorcion. Es necesario emplear disolventes que proporcionen

una desorcién cuantitativa de los analitos en el minimo volumen posible. Los disolventes
organicos mas utilizados para este fin son acetona, acetonitrilo y metanol, aunque también
resulta muy efectivo el uso de mezclas de disolventes tanto polares como apolares para la
desorcion de analitos de baja polaridad. La modificacion del pH del medio de desorcion también

puede afectar a la eficiencia de preconcentracion.
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Volumen de desorbente. Tal y como se ha indicado anteriormente, el volumen de disolvente

de desorcion utilizado sera la minima cantidad que permita la maxima desorcion de los analitos,
aunque, teniendo en cuenta que éste viene condicionado por la masa de MNPs utilizada en la
etapa de adsorcion. Sin embargo, la realidad pone de manifiesto que, para conseguir la total
desorcion de los analitos, generalmente se necesitan volumenes relativamente grandes, siendo
esto, por tanto, una desventaja. Para suplir este inconveniente se suele recurrir a una etapa de
secado bajo una corriente de gas bajo condiciones controladas para evitar la pérdida de analitos,

y la posterior reconstitucién del residuo seco en un pequefio volumen de disolvente.

Tiempo de desorcién. Se elige el minimo tiempo que proporcione la maxima eficiencia.

Ademas, la aplicacion de una fuente de energia externa durante la etapa de desorcion, como

por ejemplo los ultrasonidos, permite acelerar el proceso, reduciendo asi su duracion.

La optimizacion de las diferentes variables puede llevarse a cabo mediante estudios
univariantes, pero, dado que muchas de ellas estan relacionadas entre si, es posible y ademas
resulta de gran utilidad la aplicacion de métodos de optimizacion multivariantes, ya que asi se

consideran las interacciones entre dichas variables.

Por ultimo, otro factor importante a tener en cuenta es la posibilidad de regenerar las MNPs
utilizadas. Para ello, lo habitual es realizar lavados sucesivos a las MNPs usadas y a
continuacion, comprobar la ausencia de efecto memoria. Estos estudios de recuperacién del
material magnético han demostrado que es posible reusarlas durante varios ciclos de extraccion
con pérdidas minimas de capacidad de extraccion, que varian dependiendo del tipo de

nanomaterial magnético y los parametros seleccionados para su aplicacion en MSPE.

Caracterizacién de las MNPs

Cuando se lleva a cabo la sintesis de MNPs no se puede garantizar la homogeneidad del
material obtenido. Por ello, para conocer con exactitud las propiedades y caracteristicas
morfoldgicas de las nanoparticulas preparadas es necesario recurrir a diferentes técnicas

experimentales.

Caracterizar un material implica conocer cuales son las propiedades fisicoquimicas del
material y, a su vez, relacionar su comportamiento con sus propiedades morfoldgicas, ya que
éstas pueden modularse durante la etapa de sintesis (modificando, por ejemplo, el tiempo de
reaccion, la temperatura o la concentracion de los reactivos) [137]. La Figura 25 muestra las
cuatro categorias en las que se pueden clasificar las técnicas utilizadas para la caracterizacion
de MNPs.
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Métodos

Microscopia Difraccion Espectroscopla TS

Figura 25. Principales técnicas utilizadas en la caracterizacion de MNPs.

Mediante las técnicas de microscopia es posible determinar el tamafio y la forma del material
magnético. Para este proposito, destacan la microscopia electronica de transmisién
(transmission electron microscopy, TEM) y la microscopia electronica de barrido (scanning
electron microscopy, SEM). La aplicacion de TEM consiste en detectar las diferencias de
densidad electronica mediante el cambio de contraste experimentado en las imagenes
obtenidas, mientras que la aplicacion de SEM tiene como objetivo determinar las caracteristicas

morfologicas del material [138].

La difraccion de rayos X (X-ray diffraction, RXD) permite comprobar la presencia de
magnetita en el nucleo de la nanoparticula. Para el caso de las particulas de ferrita (Fes04), que
son las utilizadas en esta Tesis, RXD muestra seis picos caracteristicos, marcados cada uno de

ellos, por sus respectivos indices [138].

La técnica espectroscépica conocida como dispersion de luz dinamica (dynamic light
scattering, DLS) ofrece informacion de gran interés en el estudio de MNPs. Haciendo uso de
una instrumentacion relativamente sencilla, se puede medir la distribucién promedio del tamafio
de particula y el potencial zeta. La Figura 26 muestra un esquema del proceso de medida
mediante DLS [139].
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Figura 26. Esquema de funcionamiento de un sistema DLS.

El potencial zeta mide el potencial electrocinético en sistemas coloidales, esto es, el
potencial eléctrico que experimenta la interfase en la doble capa. También se puede definir como
la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria unida a la particula
dispersada. La carga adquirida por la NP en un determinado medio es su potencial zeta y
aparece como consecuencia de la carga de su superficie, asi como de la concentracion y tipo
de iones presentes en la disolucién. Teniendo en cuenta que las particulas de igual carga se
repelen entre si, aquellas que presenten cargas mas altas, seran mas resistentes frente a la
agregacion. Esto implica que la estabilidad de las MNPs puede modificarse mediante la
aplicacion de cambios en el pH, la concentracion iénica, el tipo de iones o afiadiendo aditivos

como surfactantes y polielectrolitos.

La medida del potencial zeta proporciona informaciéon sobre el grado de repulsién entre
particulas adyacentes. Asi, en el caso de particulas pequefas y alto potencial zeta, la tendencia
a agregarse sera pequefia, mientras que, si su potencial es lo suficientemente bajo como para

superar la repulsion, entonces las particulas tendran tendencia a agregarse [137].



82 Introduccion

6. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que permite el analisis tanto cuantitativo
como cualitativo para la determinacion de la estructura de los compuestos organicos. El principio
general de la MS es la generacién de iones en estado gaseoso a partir de compuestos neutros
0 cargados y su separacion en base a su relacibn masa/carga (m/z) para finalmente ser
detectados. De forma general, un espectrometro de masas consta de cuatro componentes

principales (Figura 27):

Un sistema de introduccion de muestra, que, en el caso de ser un sistema cromatografico,
aporta la ventaja adicional de que los analitos ya entran al sistema MS separados previamente.
En la zona de alto vacio se encuentran la fuente de ionizacién, encargada de generar los iones
a partir de las moléculas neutras en fase gas; el analizador, encargado de separar los iones
generados en funcién de su m/z y, por ultimo, el detector, cuya funcion es recoger y caracterizar

los fragmentos clasificados en el analizador.

lones en Clasificacion Deteccion ~ Espectrode
fase gas de iones de iones masas
£
i6 Fuente de . ]
Introduccion — Sy — Analizador — Detector —_—
muestra ionizacion E

Bombas de alto vacio

Figura 27. Esquema general del funcionamiento de un espectrémetro de masas.

6.1. ACOPLAMIENTO LC-MS

El acoplamiento de las técnicas cromatograficas a la MS surge de la necesidad de identificar
y cuantificar los componentes que se encuentran a nivel de trazas en matrices complejas, debido
entre otras cosas a que combina la capacidad de separacion de la cromatografia con la
sensibilidad e informacion de tipo estructural ofrecida por MS. Por ello, este acoplamiento es
con toda probabilidad la combinacion analitica instrumental mas utilizada en los ultimos afios y

con unas perspectivas futuras bastante interesantes [140].

Por otro lado, la combinacién de las técnicas cromatograficas con MS no solo se aplica en
analisis dirigido, sino que también ha demostrado un gran potencial en la identificacion de
compuestos bajo enfoque no dirigido, ampliando notablemente la informacion obtenida de las

muestras [141].
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El primer acoplamiento de este tipo comercializado fue GC-MS en 1967, considerado en la
actualidad como una herramienta para analisis de rutina y de relativa sencillez. Sin embargo, el
acoplamiento LC-MS es algo mas complejo debido por un lado a que el sistema LC trabaja en
fase condensada y por otro, a que el equipo MS lo hace a alto vacio. Para superar esta
incompatibilidad es necesario incorporar una interfase que sea capaz de eliminar la fase movil
y que, a la vez, ionice los analitos antes de llegar al analizador MS. A continuacion, se describen

las fuentes de ionizacion mas empleadas en LC-MS.

6.2. FUENTES DE IONIZACION EN LC-MS

Las fuentes de ionizacion mas utilizadas en LC-MS son la de ionizacion por electrospray
(ESI), ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI) y fotoionizacion a presion atmosférica
(APPI); todas ellas englobadas dentro de las denominadas técnicas de ionizacion a presion

atmosférica (API), que proporcionan “ionizacion débil”.

En lo que respecta a su aplicabilidad, aunque no hay un tipo de fuente capaz de ionizar
cualquier tipo de compuestos, ESI es la mas utilizada ya que abarca compuestos de polaridad
media-alta y también de elevado molecular (>1000 Da). Por otro lado, uso de APCI esta mas
orientado a compuestos de naturaleza idnica y peso molecular moderado, mientras que APPI
complementa a ESI y APCI, ya que permite ionizar compuestos de muy baja polaridad que
suelen ser dificiles de ionizar. A continuacion, se describen de forma resumida las principales

caracteristicas de cada una de las fuentes de ionizacion mencionadas.

6.2.1. lonizacion por electrospray (ESI)

En este sistema, los iones se generan a presion atmosférica cuando se hace pasar la
disolucion de la muestra a través de un finisimo capilar de menos de 250 um de diametro interno
al tiempo que se le aplica un voltaje de unos 3-4 kV. La nebulizacién de la fase mévil que
transporta la muestra se produce al combinar la aplicacion de ese voltaje con la nebulizacién
neumatica. El elevado voltaje junto con el efecto de una corriente de nitrégeno que actua como
gas nebulizador provoca la generacion de unas gotas muy finas de disolvente que contienen los
analitos y ademas, al estar sometidas a dicho voltaje, provoca también que estas particulas

queden cargadas en su superficie.

A medida que la corriente de nitrégeno evapora el disolvente, la repulsion electrostatica va

aumentando hasta que supera a la tension superficial, momento en el que las gotas se
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desintegran debido a la explosion de Coulomb generando microgotas altamente cargadas. Tal y
como se describe en la Figura 28, a partir de las microgotas aparecen iones en fase gaseosa
por la emision o desorcion de iones preformados en la superficie de la gota (evaporacion) o por
la desolvatacién suave de esos iones (carga-residuo). Una vez generados, los iones se dirigen
hasta el analizador fragmentandose por colision, lo que hace que esta fuente de ionizacién sea

también apta para moléculas de mayor tamano [142].

Teoria de Evaporacion de lones

Explosion de

Coulomb A MH
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Evaporacion
del disolvente
R R Explosion de Evaporacion
4 A Coulomb disolvente MH*
) . ~— MH*
Capilar cargado > » — MH*
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Figura 28. Formacion de iones mediante ESI.

6.2.2. lonizacion quimica a presién atmosférica (APCI)

El proceso de ionizacidon en APCI tiene lugar a presion atmosférica y se inicia por aplicacion
de un voltaje (1-5 kV) sobre la aguja de descarga en corona. La aplicacion de ese voltaje provoca
la formacién de iones reactivos a través de una serie compleja de reacciones para, en ultima
instancia, provocar una ionizacion eficiente del analito. La fase movil se introduce a través de un
capilar similar al utilizado en ESI, aunque en lugar de aplicar un voltaje para nebulizar la muestra,

en este caso se usa ademas del gas nebulizador (N2) la acciéon del calor (100-500 °C).

Como en ESI, en la descarga se generan tanto iones positivos como negativos, una carga
que se debe bien a la protonacién (iones positivos) o bien a la desprotonacion (iones negativos).
APCI presenta la facilidad de acoplarse a otras técnicas de separacion previas al igual que ESI,
pero frente a esta ultima presenta la ventaja de ser menos susceptible a las interferencias de

matriz generadas por sales [143, 144].
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6.2.3. lonizacion fotoquimica a presion atmosférica (APPI)

En APPI, el disolvente de la fase movil que contiene los analitos se calienta a alta
temperatura, de manera que interaccionan con los fotones emitidos por una fuente de luz para
generar los iones moleculares. Ademas, este proceso tiene lugar de manera independiente al
resto de moléculas del entorno, lo que repercute en una minimizacion del efecto matriz. Otra

ventaja de APPI es su alta selectividad, dado que ni el N2 ni los disolventes se ionizan [145, 146].

6.3. ANALIZADORES DE MASAS

La seleccidn del tipo de analizador es fundamental en el éxito de un analisis y va a depender
de los compuestos estudiados, asi como del objetivo del analisis. De forma general, los
analizadores se pueden clasificar en dos grupos en funcion de si son analizadores de haz o de
trampa. En los analizadores de haz, los iones abandonan la fuente de ionizacién y llegan al
detector atravesando el campo de analisis, mientras que en los de trampa, como su nombre
indica, los iones se quedan atrapados en el campo de analisis después de haberse formado en

el propio analizador o habiendo sido inyectados a través de una fuente externa [142].

A su vez, MS ha ido evolucionando desde que en la década de 1960 se introdujeran los
equipos de sector magnético de doble enfoque hasta la disponibilidad actual de equipos de MS
de alta resolucion (HRMS). Asi, fueron incorporandose distintos analizadores como los basados
en la transformada de Fourier, tiempo de vuelo (TOF) y Orbitrap y, finalmente, los instrumentos
hibridos como cuadrupolo con TOF (Q-TOF), trampa de iones-TOF (IT-TOF) o Q-Orbitrap, entre
otros. Estos analizadores proporcionan un tandem MS/MS o un espectro MS" de alta resolucion,
ademas de medidas de masa monoisotdpica exacta y una gran aplicabilidad para confirmar la
presencia de los analitos, pero también para la identificacion de compuestos desconocidos de

gran utilidad en analisis no dirigido [147].

6.3.1. Cuadrupolo simple (Q)

Histéricamente el analizador Q ha sido el mas utilizado especialmente para GC-MS, aunque
también para LC-MS. Esto se debe principalmente a su relativo bajo coste (en comparacién con
otros analizadores), pero también a su facilidad de uso y a que son fisicamente mas pequenos
que otros analizadores como TOF. Este analizador esta formado por cuatro barras metalicas de
seccion cilindrica o hiperbdlica dispuestas paralelamente dejando una circunferencia central, de

manera que el haz de iones que le llega desde la fuente de ionizacion incida en la zona central.
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Cada una de estas barras se conecta eléctricamente a su opuesta de manera que entre los
pares de barras se pueda aplicar un voltaje de radiofrecuencia al que se le impone otro de
corriente continua. De esta forma los iones viajan por el cuadrupolo, pero solo habra ciertos
valores de m/z capaces de llegar hasta el detector, mientras que el resto seguiran trayectorias
inestables colisionando finalmente con las barras. Esto permite que, modificando el voltaje, se

pueda seleccionar un determinado rango de m/z [142, 148].

6.3.2. Trampa de iones (IT)

El analizador IT esta formado por dos electrodos hiperbdlicos (end-cap) y un electrodo de
anillo con una perforacién que permite la entrada y salida de los iones. Una vez que los iones
son retenidos en la cavidad de la trampa, se aplican diferentes voltajes generando un campo
eléctrico en tres dimensiones y en funciéon de cudl sea este voltaje aplicado, los iones se

expulsaran de la trampa hacia el detector en funcion de su relacion m/z [148].

6.3.3 Triple cuadrupolo (QqQ)

Este analizador es posiblemente uno de los mas utilizados en los ultimos afos tanto para
LC como para GC. Como su nombre indica, esta formado por tres cuadrupolos: tanto el primero
(Q1) como el tercero (Q3) actuan como filtros de masas, mientras que el segundo (Q2) lo hace
como celda de colision. Asi, en Q1 y mediante la aplicacion de dos voltajes, se produce la
selecciéon de los iones precursores; en Q2, al actuar como celda de colision, tiene lugar la
fragmentacion de estos iones, y, por ultimo, en Q3 se produce la seleccion de los iones producto.
Todo el sistema opera en condiciones de alto vacio para evitar asi colisiones indeseadas entre

los fragmentos generados [148].

6.3.4 Tiempo de vuelo (TOF)

El concepto del analisis de masas por TOF lo propuso por vez primera Stephens en 1946 y
dos afios mas tarde, en 1948 fue desarrollado por Cameron y Eggers y conocido entonces como
velocitron. Conceptualmente, el funcionamiento de este analizador es de los mas simples. Su
funcionamiento se basa en una separacién de los iones dependiente de la velocidad y su

posterior deteccion tras su viaje a través del tubo de vuelo [149].

Todos los iones se forman a la vez y en el mismo lugar en la fuente de ionizacion y

posteriormente se aceleran a través de un potencial fijo (1-20 kV) dentro del tubo de deriva.
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Dado que todos los iones que poseen la misma carga adquieren la misma energia cinética, los
iones de menor m/z alcanzaran mayores velocidades que los de mayor m/z. Los iones viajan
una distancia de entre 0,5 y 2 metros antes de impactar con el detector. De esta manera es
posible determinar el valor de m/z de un ion midiendo el tiempo que tarda en llegar al detector
[142]. Matematicamente, el tiempo requerido para recorrer la distancia L se puede obtener de la

ecuacion 4:

u m ‘.
— 7. L Ecuacion 4
t=1L \]ZEV z ( )

donde E es la cantidad eléctrica de una carga simple, y la masa de un solo atomo y V el potencial

eléctrico.

Entre las ventajas de TOF se encuentran su elevada velocidad de analisis, su amplio rango
de masas y su alta resolucién. Sin embargo, TOF presenta ciertas limitaciones si se compara
con otros analizadores, ya que opera a presiones mas bajas y por tanto requiere bombas de
vacio mas potentes. Pero sin duda, el gran poder de resolucion es uno de sus rasgos mas
caracteristicos, ya que es posible distinguir iones en base a su dispersion temporal cuando se
encuentran en el tubo de vuelo. Dicho de otra forma, si el tiempo, la posicion y la velocidad de
los iones con masas idénticas que entran en el tubo de vuelo son diferentes, el tiempo para
llegar al detector también es diferente, permitiendo la determinacion de dichos iones de forma

separada [150]. La Figura 29 muestra un esquema del funcionamiento de un analizador TOF.
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Figura 29. Esquema de un analizador de masas TOF.

En el analizador hibrido Q-TOF, el Q3 del QqQ se sustituye por un TOF, proporcionando la
velocidad y sensibilidad del TOF junto con la capacidad de cuantificacion del QgQ [150].
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7. ANALISIS DEL METABOLOMA: METABOLOMICA

La metabolémica es la ciencia encargada del estudio sistematico del perfil metabolémico
(metaboloma) de un proceso biolégico. El término metaboloma fue introducido por primera vez
a finales de la década de 1990 por Oliver et al., y hace referencia al conjunto formado por todos
aquellos metabolitos presentes en una muestra bioldgica, ya sea biofluido, célula u organismo,
mientras que los metabolitos son moléculas de bajo peso molecular (<1500 Da) procedentes de
los procesos celulares y su presencia puede utilizarse como indicador de su actividad bioquimica
[151].

La Figura 30 representa un esquema de las diferentes disciplinas -6micas asociadas a la
funcién celular y que permiten el estudio y comprension de los sistemas bioldgicos. Como puede
observarse, la metabolémica es la ultima disciplina en esta cascada, siendo la mas cercana al

fenotipo, y por tanto la mas representativa del estado del organismo en un momento puntual

[152].

Metaboldmica

Proteémica

Transcriptomica

Figura 30. Representacion esquematica del papel de las disciplinas -6micas en la evaluacion

Genoma

genotipo-fenotipo.

Para el estudio del metaboloma existen dos estrategias principales en funcion de la
informacion disponible: aproximacion dirigida y no dirigida (Figura 31). El analisis dirigido hace
referencia al estudio de unos compuestos especificos 0 a un conjunto de metabolitos, donde se
conoce el numero y tipo de compuestos que se quiere estudiar. En este caso, la identificacién
de las sustancias se basa en el perfil de fragmentacion y en el tiempo de retencién de los

compuestos en comparacién con los estandares.
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Por otro lado, el analisis no dirigido es un tipo de analisis integral en el que no se dispone de
metabolitos especificos de interés, por lo que su objetivo principal es el de detectar el mayor
numero posible de estas sustancias en una variedad de muestras biolégicas sin ningun sesgo
de intencionalidad aparente. Para la identificacién de compuestos se usa la masa exacta, el
perfil isotdpico, y se estudia el espectro obtenido mediante HRMS o MS. Los datos se comparan
con la informacion disponible en bases de datos o se lleva a cabo una elucidacion estructural
[153]. Esta estrategia proporciona la capacidad de investigar el metabolismo a una escala global,
en comparacién con los estudios dirigidos tradicionales que suelen centrarse en areas o rutas
metabdlicas especificas y en un nimero pequefo de metabolitos, permitiendo detectar miles de
metabolitos en estudios generadores de hipétesis y asociar metabolitos previamente

desconocidos con sus funciones biolégicas [154].

Ambos enfoques se han usado en esta Tesis Doctoral, aplicando estrategias dirigidas para
la monitorizacion de los analitos de interés de aquellos de los que se disponia de patrones
comerciales, y una estrategia no dirigida para monitorizar e identificar posibles metabolitos

derivados.

Hipotesis Hipdtesis

A
Dirigido k

Observacion de un patrén Confirmacion

Figura 31. Diferencias del disefio experimental bajo enfoque dirigido y no dirigido.

La Figura 32 recoge las diferentes etapas involucradas en los estudios metaboldmicos para
generar resultados utiles y consistentes: disefio experimental, muestreo y almacenamiento,
preparacion y analisis de las muestras, identificacion de caracteristicas, pretratamiento y

tratamiento de los datos y, por ultimo, analisis univariante y multivariante [153, 155].
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Figura 32. Etapas incluidas en un estudio metaboldémico.

Una de las etapas criticas en metabolémica es la seleccidon de la muestra debido a su
influencia en los resultados generados. El metaboloma urinario se ha utilizado para investigar
las consecuencias metabdlicas de una enfermedad, debido a que constituye la principal ruta
excretora de los metabolitos solubles en agua y xenobidticos. Asi, la metaboldomica de la orina
debe implementarse para el descubrimiento de nuevos biomarcadores de enfermedades [156].
Por otro lado, el suero, es el principal portador de pequefias moléculas en el organismo, y
contiene una enorme cantidad de informacion. Por ello, se ha convertido en el fluido bilégico
mas usado en metabolémica. Las muestras de suero presentan numerosas ventajas lo que ha
propiciado que su estudio se extienda y se considere como una herramienta de gran potencial
para el diagnéstico y la monitorizacion tanto del avance de una enfermedad como de los efectos
provocados por los tratamientos aplicados. Este enfoque esta considerado como minimamente
invasivo, eficiente y de bajo coste. El perfil de metabolitos del suero constituye un importante
indicador del estado fisiolégico o patoldgico y permite una mayor comprension del mecanismo
de aparicion y progresion de una enfermedad a nivel metabdlico, ademas de proporcionar
informacion sobre la identificacion de marcadores metabdlicos tempranos en la aparicion de una
enfermedad [157].

Las matrices biolégicas presentan una elevada complejidad y los metabolitos suelen
encontrarse a concentraciones muy bajas, por lo que la preparacion de la muestra es un paso

crucial en analisis metabolémico [158]. El tratamiento de la muestra que debe utilizarse
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dependera de la estrategia dirigida o no dirigida seleccionada. En el enfoque dirigido se
requieren tratamientos de muestra muy selectivos que proporcionen extractos concentrados y
sin interferencias, mientras que en el enfoque no dirigido se seleccionaran tratamientos menos

selectivos con el fin de obtener la mayor cantidad de metabolitos posibles.

En teoria, el metaboloma describe el conjunto completo de metabolitos en un sistema
biolégico. Sin embargo, en la practica, la medida del metaboloma completo en un solo
experimento es imposible. Por ello se opta por la utilizacion de plataformas analiticas que
proporcionen informacion sobre las moléculas dentro de un amplio rango de polaridad, acidez o
alcalinidad, cargas y pesos moleculares [154]. Dentro de estas plataformas, GC-MS, LC-MS y
la resonancia magnética nuclear (RMN) son las técnicas mas usadas para los andlisis en

metabolémica [159].

El tipo de cromatografia determinara las clases quimicas de los metabolitos identificados,
ademas la duracion de la cromatografia también influira en la cantidad de analitos identificados,
ya que normalmente, los métodos cromatograficos mas largos permiten obtener una mayor
cantidad de compuestos identificados [153]. Respecto al tipo de MS, los equipos con alta
resolucion y velocidad de adquisicion permiten monitorizar también un mayor numero de
metabolitos. En este contexto, se recomienda implementar equipos de alta resolucion en
experimentos de metabolémica no dirigida, ya que permiten identificar compuestos a niveles

trazas en matrices complejas con un error de masa exacta menor de 5 ppm [160].

La complejidad de los datos generados requiere del uso de herramientas informaticas para
su procesamiento, que pretenden aumentar la calidad de la sefal y reducir los posibles sesgos
presentes en los datos brutos. Para ello es necesario la reduccion del ruido, la deteccion y
deconvolucion de picos, asi como el alineamiento entre muestras para permitir posteriormente

su comparacion.

Para la identificacion de los compuestos también se siguen diferentes estrategias
dependiendo de la técnica analitica. La identificacion en LC-MS se basa en la informacién
generada a partir de sus espectros. Los experimentos realizados en equipos de alta resolucion,
asi como la aplicacién de MS? permiten incrementar la fiabilidad de la identificacion. En esta
etapa, el uso de bases de datos o librerias es fundamental. La libreria gratuita METLIN es de
las mas utilizadas, e incluye moléculas como lipidos, esteroides, metabolitos bacterianos,

péptidos de bajo peso molecular y farmacos, entre otras sustancias [153].

Finalmente se llevaria a cabo el analisis multivariante de los datos, para lo que es necesario
llevar a cabo una normalizacién de la muestra para permitir un ajuste general en las diferencias

entre muestras, transformacion de la informacién y escalado de datos con el objetivo de facilitar
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la comparacion entre metabolitos individuales. El analisis quimiométrico incluye analisis
multivariante tanto supervisado como no supervisado para proporcionar una interpretacion
descriptiva y predictiva de los datos metaboldémicos. El analisis de los componentes principales
(PCA) es un método no supervisado y supone la estrategia mas utilizada para modelos de
andlisis de datos exploratorios e identificacion de variacibon de abundancia entre

muestras/grupos [153].
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RESUMEN

En este capitulo se propone un nuevo método analitico para la determinacion de capsaicina
(CAP), dihidrocapsaicina (DCAP) y N-vaniliinonanamida (PCAP) en muestras de orina humana.
La presencia de estos compuestos en orina puede ser indicativa de la administracién por via
topica de medicamentos basados en capsaicina, entre otras fuentes. Los analitos se
preconcentran mediante microextraccion dispersiva liquido-liquido afadiendo una mezcla
compuesta por metil isobutil cetona (600 pL, extractante) y etanol (1500 pL, dispersante) a 7,5
mL de orina. El extracto organico enriquecido se evapora, se reconstituye en acetonitrilo y se
analiza mediante cromatografia liquida con espectrometria de masas hibrida de cuadrupolo-
tiempo de vuelo. La validacién del método proporciond limites de deteccion (LODs) de 8,0, 1,5
y 0,9 ug/L para PCAP, CAP y DCAP, respectivamente. La aplicacion del método al analisis de
muestras de orina no reveld la presencia de ninguno de estos analitos en las muestras
estudiadas. La deteccién mediante espectrometria de masas de alta resolucion permitié también

la busqueda no dirigida de posibles metabolitos de los capsaicinoides de estudio.
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1.1. INTRODUCCION

Los capsaicinoides son un grupo de compuestos de la familia de los alcaloides que se
producen en diferentes plantas del género Capsicum, perteneciente a la familia Solanaceae y
que se encuentran habitualmente en diferentes variedades de pimiento picante. La familia
Solanaceae incluye un amplio numero de compuestos estructuralmente relacionados. Entre
ellos, CAP y DCAP son los capsaicinoides mayoritarios, con una abundancia de alrededor del
90% [1] (Figura 1.1). Todos ellos presentan un anillo de 3-hidroxi-4-metoxi-bencilamida
(vaniloide) en su estructura, pero difieren entre si en la cadena alquilica hidrofébica. Por ejempilo,
CAP y DCAP se diferencian unicamente por la presencia de un doble enlace en su cadena
lateral. Ademas, N-vanilinonanamida, también conocida como pseudocapsaicina (PCAP),
pertenece al conocido como grupo de capsaicinoides minoritarios. PCAP comparte con CAP
practicamente la misma estructura, excepto por un doble enlace y un grupo metilo en la cadena

de alquilo [2].

0 0
_0 . Z _o .
H H
HO HO

Capsaicina (CAP) Dihidroapsaicina (DCAP)

0 Nﬁ\/\/\/\/
o

HO N-Vaniliinonanamida (PCAP)

Figura I.1. Estructura quimica de los tres capsaicinoides estudiados.

Los capsaicinoides son los responsables de la acrimonia y de la sensacién tipica asociada
a la ingesta de alimentos picantes, por lo que frecuentemente también se utilizan en la industria
alimentaria como aditivos en preparaciones alimentarias para aportarles sabor, sensacién
picante y acritud. Adicionalmente, estos compuestos también presentan diversas actividades
biolégicas y farmacéuticas. La caracteristica estructural responsable tanto del sabor picante
como de la actividad bioldgica esta asociada a la presencia de un enlace amida conectado a un
anillo de vanililo y a una cadena de acilo [3]. Farmacolégicamente, los capsaicinoides se utilizan

principalmente en el tratamiento del dolor de espalda, dolor neuropatico periférico o la
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osteoartritis entre otras dolencias debido a su accion analgésica. Se ha demostrado también
que pueden actuar como agentes antiinflamatorios, antitumorales y antioxidantes [4-6].
Considerando estas propiedades terapéuticas, formulaciones comerciales de uso tépico en
forma de cremas y lociones, cuyo contenido en CAP oscila entre 0,025-0,1% en peso, se utilizan
ampliamente y de forma habitual en el tratamiento del dolor. La aplicacion de concentraciones
de CAP superiores al 8% en parches también esté indicada en algunos casos en los que el dolor
dura semanas [5, 7]. La administracion de formulaciones basadas en CAP no esta sujeta a
ninguna prescripcion especial de seguridad, ademas de que no se han descrito efectos adversos
mas alla de reacciones locales y transitorias como dolor suave, irritacion o eritema. Sin embargo,
por exposicion a elevados niveles de capsaicinoides, proporcionados entre otras fuentes por
sprays de pimienta, se han descrito otros efectos adversos como ceguera temporal, problemas

cardiovasculares y respiratorios [8, 9].

En los ultimos afios, la determinacion de capsaicinoides se ha llevado a cabo mediante
diferentes técnicas, como cromatografia de gases (GC) [10, 11], cromatografia capilar
electrocinética micelar (MECK) [12] y cromatografia liquida (LC), siendo esta ultima la mas
ampliamente utilizada. En cuanto a los métodos de deteccion, se han aplicado los basados en
absorcion ultravioleta (UV) [13, 14], diodos en serie (DAD) [15, 16] y fluorescencia (FLD) [17,
18], aunque la espectrometria de masas (MS) es de lejos el sistema de deteccidn mas
comunmente utilizado para la determinacién de capsaicinoides mediante LC. Asi, diferentes
sistemas de MS como los basados en cuadrupolo simple (Q) [19], triple cuadrupolo (QqQ) [20-
25] y MS de alta resoluciéon (HRMS) [26-30], han sido acoplados a LC y aplicados principalmente
al analisis de frutos del género Capsicum y otros alimentos relacionados [20-25, 27]. La
combinacion LC-HRMS ha demostrado su poder tanto para analisis cualitativo como
cuantitativo, asi como en estudios metabolémicos [31, 32]. La hibridacion Q-Orbitrap se ha
utilizado como analizador de HRMS en estudios sobre capsaicinoides [8, 27, 28], siendo para
este proposito las aplicaciones de la combinacion de Q con tiempo de vuelo (Q-TOF)

significativamente menores [29].

Debido a la complejidad de las matrices bioldgicas y a sus niveles generalmente bajos de
analitos, estas muestras requieren un tratamiento previo que incluye etapas de limpieza y
preconcentracion. Asi, para la determinacion de capsaicinoides en muestras de plasma y orina,
se han aplicado tratamientos de muestra convencionales basados en extraccion en fase solida
(SPE) [18, 19, 21, 27] y extraccion liquido-liquido (LLE) [14, 20, 22-24]. Sin embargo, los
tratamientos de muestra miniaturizados para matrices biolégicas han ganado importancia debido
a su potencial para la preconcentracién y su caracter amigable con el medio ambiente,

aumentando al mismo tiempo la velocidad de analisis [33-35]. A pesar de las demostradas
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ventajas de estas técnicas, hasta donde se sabe, la bibliografia solo ofrece cuatro aplicaciones
para la preconcentracién de capsaicinoides, usando microextraccion en fase sélida (SPME) para
analisis de pimienta y salsas [11] y también de telas impregnadas de espray de defensa personal
[10], extraccion en fase sdlida magnética para residuos de aceite [36], y microextraccion
dispersiva liquido-liquido (DLLME) para pimienta [37]. Las técnicas de microextraccién en fase
liquida (LPME) son generalmente mas rapidas y faciles de aplicar que aquellas basadas en fase
sélida. Entre las diferentes técnicas de LPME, destaca la DLLME ya que el equilibrio de particién
de los analitos se alcanza de forma instantanea, se obtienen generalmente factores de
preconcentracion altos y no se precisa de un material especializado. La aplicacién de la DLLME
a muestras de orina es preferible a otros fluidos biolégicos como sangre, suero o plasma en las
que, debido a sus propiedades emulsionantes, se requieren normalmente de otros tratamientos
previos. Ademas, la orina presenta otras ventajas relacionadas con su facil accesibilidad en
volumenes grandes vy, al igual que la sangre, se considera un fluido integrante ya que incorpora

funciones y fenotipos de diferentes partes del cuerpo [33].

Asi, en este capitulo, se desarrolla por primera vez un nuevo procedimiento analitico basado
en DLLME con LC de ultra alta resolucion (UHPLC) y Q-TOF-MS para la determinacion de CAP,
DCAP y PCAP en orina humana. La validacién del método se aplico al analisis de muestras
tomadas de pacientes que habian sido tratados con medicamentos de uso tdpico basados en
CAP. Ademas, la aplicacion de UHPLC-Q-TOF-MS bajo el modo de adquisicion de datos no
dirigido permitio investigar la posible presencia de metabolitos derivados de los capsaicinoides.
De esta manera, la novedad de este estudio no solo concierne a la metodologia analitica

desarrollada, sino también al estudio metabolémico de capsaicinoides en orina humana.

I.2. PARTE EXPERIMENTAL

1.2.1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. CAP, DCAP y PCAP, asi como el acido
ciclohexanocarboxilico 3,4-dimetoxibencilamida (CADB), utilizado como estandar interno (IS)
fueron adquiridos en Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Acetonitrilo (AcN) y metanol (MeOH),
ambos de calidad cromatografica, fueron proporcionados por Chem-Lab (Zedelgem, Belgium).
Otros reactivos y disolventes, entre ellos, acido formico, metil isobutil cetona (MIBK), etanol
(EtOH), acetato de sodio, acido acético y formiato amonico se obtuvieron de Merck KGaA. El
agua utilizada se purificé previamente mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA).
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1.2.2. PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES ESTANDAR

Las disoluciones patron de cada uno de los analitos (CAP, DCAP y PCAP) de 500 mg/L se
prepararon pesando 10 mg de cada uno de los compuestos y disolviéndolos en MeOH (20 mL)
y se almacenaron a -20 °C en viales de vidrio. Las disoluciones de trabajo de cada analito a una
concentracién de 50 mg/L se prepararon diluyendo con agua y se almacenaron a 4 °C. La
disolucion del estandar interno, CADB, de 1000 mg/L se prepard en AcN y se almacend también
a -20 °C, mientras que su correspondiente disolucién de trabajo de 100 mg/L se almacend a 4
°C.

1.2.3. INSTRUMENTACION

Los analisis se llevaron a cabo haciendo uso de un sistema cromatografico de ultra alta
resolucién acoplado a un espectrémetro de masas de alta resolucion (UHPLC-HRMS) modelo
Agilent 1290 Infinity Il Series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), equipado con
una bomba binaria de alta velocidad y un moédulo automatico de multimuestreo, termostatizado
a 5 °C, utilizado para la inyeccién de alicuotas de muestra de 20 pL. Estas muestras se colocaron
en microinsertos de 250 pL de capacidad provistos de un pie polimérico y a su vez introducidos
en viales de 2 mL. La separacion de los analitos se llevo a cabo utilizando una columna de fase
reversa Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 ym) (Agilent, Waldbronn,
Alemania) equilibrada a 25 °C. La elucién de los analitos se realizdé en modo isocratico haciendo
uso de una fase movil consistente en una mezcla 50:50 v/v de una disolucién acuosa de acido
férmico al 0,1% ajustada a pH 4,0 con formiato amonico 50 mM (disolvente A) y AcN conteniendo
un 0,1% de acido férmico (disolvente B). La velocidad de flujo de la fase movil fue de 0,4 mL/min.
Bajo estas condiciones experimentales, los analitos eluyeron con tiempos de retencion

comprendidos entre 1,5y 4,3 min (Tabla 1.1).

La deteccidn se llevo a cabo con un espectrometro de masas Q-TOF Agilent 6550 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con un interfaz de electrospray Jet Stream Dual
de Agilent (AJS-Dual ESI), operando en modo positivo. La presién del nebulizador de gas se
ajusto a 40 psi, mientras que el flujo y la temperatura del gas de secado se fijaron a 16 L/min y
150 °C, respectivamente. Se aplico para el gas envolvente un flujo de 12 L/min y una
temperatura de 300 °C. Se establecieron voltajes de 4000, 400, 360 y 750 V para el capilar de
nebulizacion, boquilla, fragmentador y octopolo 1 RF Vpp, respectivamente. El perfil de datos en
el rango 50-1200 m/z se adquirié para MS scans en un modo de rango dinamico extendido de 2
GHz con 3 espectros/s, 333,3 ms/espectro y 2675 transiciones/spectro. En cada ciclo, se

aplicaron tres energias de colision diferentes (0, 10 y 40 V). Se utilizé una masa de referencia
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de 121,0509 para la correccion de masa durante los analisis. El analisis de los datos y el
desarrollo del método se realizé con el software MassHunter Qualitative Analysis Navigator

(Agilent Technologies, Revision B.08.00).

Las medidas de masa exacta de cada compuesto en los cromatogramas de iones totales
(TICs) se obtuvieron usando un sistema de calibracion automatica que permitia también la
correccion de masa. El equipo Q-TOF-MS llevo a cabo de forma automatica la calibracion interna
de masa mediante una fuente de ionizacidon dual que suministra el calibrante de forma
automatica, introduciendo un flujo desde fuera del cromatografo junto con la disolucién de
mezcla de referencia de calibracién ES-TOF (Agilent) aplicada a un flujo muy bajo de alrededor
de 20 yL/min.

Los analisis se realizaron haciendo uso de los cromatogramas de iones extraidos (EICs)
proporcionados por las moléculas protonadas de cada analito, en una ventana de 0-5 ppm. La
masa exacta de estas especies protonadas se utilizé con fines identificativos. Como sefal
analitica se empleé el area de los picos cromatograficos obtenidos de los EICs. Asi, los valores
de m/z tedricos y experimentales, como los iones cualificadores seleccionados para cada
compuesto aparecen en la Tabla 1.1. El error cometido en los valores de m/z experimental en
relacién con los valores tedricos se calculé en términos porcentuales como la diferencia entre

las masas experimental y tedrica dividido por el valor tedrico y multiplicado por 108,

Para el tratamiento de las muestras se utilizé un bafio de agua termostatico PRECISTERM
(Grupo Selecta, Espana), una centrifuga EBA 20 (HettichZentrifugen, Tuttlingen, Alemania) y un
sistema de evaporacion/concentracion automatica XcelVap XCV-5400 (Biotage, Uppsala,
Suecia). Los extractos de muestra se filtraron antes de proceder a su analisis cromatografico
usando filtros de membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 ym de tamafio de poro
(Analisis Vinicos S.L., Espafa). Para el tratamiento de los datos, se utilizaron los programas
informaticos Statgraphics Centurion XV.II, Minitab 19 y Sigmaplot 13.1 (Systat, Software INC.,
San Jose, CA).
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Tabla I.1.
Parametros UHPLC-Q-TOF-MS para los compuestos estudiados.

Analito
Parametro
CADB PCAP CAP DCAP

Formula

C16H23NO3 C17H27NO3 C1sH27NO3 C1sH29NO3
molecular
tr (Min) 1,52 2,94 3,02 4,29
m/z tedrico 278,1752 294,2065 306,2065 308,2222
m/z experimental 278,1758 294,2069 306,2069 308,2226
Error (ppm) 2,16 1,36 1,31 1,30
lones producto 151,0758 137,0606 137,0600 137,0598

170,1507 182,1539 184,1693

1.2.4. PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras de orina se obtuvieron de 15 personas con edades comprendidas entre 5y 59
afios. Todos ellos presentaban dolor localizado y fueron tratados con lociones basadas en
Capsicum en diferentes partes del cuerpo entre las que se incluye tobillo (2 muestras), mufieca
(3 muestras), codo (1 muestra), rodilla (2 muestras) y brazo (1 muestra). Para las otras seis
personas, la informacion relativa a qué parte del cuerpo fue tratada no estuvo disponible. Para
la optimizacion y validacion del método, se obtuvieron otras cinco muestras de orina de personas
que no habian sido tratadas con cremas y lociones basadas en Capsicum. Todas las muestras
se recogieron en recipientes de plastico estériles y se almacenaron a -20 °C durante un minimo
de 24 horas. Antes del analisis, las muestras se descongelaron, se centrifugaron a 3000 rpm
durante 4 min y finalmente, el sobrenadante se filtré usando filtros de membrana PTFE de 0,22

pm de tamano de poro (Figura 1.2).



Capitulo | 119

[ Orina congelada ]—»[ Descongelar J—»[ Centrifugar ]—>
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-20°C (24 h) 3000 rpm (4 min) PFTE 0,22 um

Figura I.2. Pretratamiento de las muestras de orina.

Para el procedimiento de DLLME (Figura 1.3), en un tubo de centrifuga de 15 mL se colocaron
7,5 mL de orina, 75 yL de CADB (100 mg/L) y 2,5 mL de agua. El pH se ajusté a 4,5 afiadiendo
500 pL de una disolucién reguladora de acetato de sodio/acido acético 0,1 M. A continuacién,
se inyecto vigorosamente en la disolucion de la muestra una mezcla conteniendo 600 pL de
MIBK (disolvente extractante) y 1,5 mL de EtOH (agente disperante). Se observd una dispersion
de gotas muy pequefias de MIBK a través de la fase acuosa, en las que se extrajeron los
analitos. Después de centrifugar la mezcla ternaria de disolventes durante 5 min a 3000 rpm, se
recogio la fase organica de MIBK (aproximadamente 200 uL) de la parte superior del tubo, se
transfirié a un vial de vidrio y se evaporo bajo una corriente suave de aire. Finalmente, el extracto
seco se reconstituyé en 150 pL de AcN, de los cuales, 20 pL se inyectaron en el sistema

cromatogréfico.

Los procedimientos involucrando la participacion de seres humanos se realizaron en
conformidad con los estandares éticos. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en la

Investigacion de la Universidad de Murcia (Informe favorable: 2908/2020).
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Figura 1.3. Procedimiento DLLME para la preconcentracion de capsaicinoides en orina.

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION UHPLC

Los experimentos preliminares se llevaron a cabo haciendo uso de una columna Zorbax
RRHD Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 ym) y aplicando un modo de elucién isocratico
con una fase movil compuesta por una mezcla de una disolucién reguladora de formiato de
amonio/acido formico de pH 4 y 50 mM (disolvente A) y AcN conteniendo un 0,1% de &cido
férmico (disolvente B) en las proporciones 40:60, 50:50 y 60:40 v/v A:B, con un caudal de 0,4
mL/min. Debido a que no se consiguio la separacion de CAP y PCAP bajo ninguna de las
condiciones experimentales aplicadas, se estudié la capacidad de separacion de una fase
estacionaria proporcionando mecanismos de separacion de C18 y pentafluorofenil (PFP), que
presumiblemente aportaria una mayor eficiencia de separacién, usando una columna ACE Excel
3 C18-PFP (150 mm x 4,6 mm, 3 uym). Se observé una mayor retencion de los analitos, alargando
el tiempo de analisis, y ademas CAP y PCAP permanecieron sin separarse bajo las diferentes

fases moviles mencionadas anteriormente. En consecuencia, se selecciond la columna Zorbax
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considerando que el sistema de deteccion usado permite la identificacién y cuantificacién
individual de CAP y PCAP aunque sus picos se solapen, y ademas, el analisis cromatografico
implica una menor duracion. Finalmente, las condiciones adoptadas fueron una mezcla 50:50
v/v A:B con una velocidad de flujo de 0,4 mL/min. Bajo estas condiciones, se obtuvieron tiempos
de retencién de 2,94, 3,02 y 4,29 min para PCAP, CAP y DCAP, respectivamente (Tabla I.1). Se
selecciono el modo de ionizacién positiva en la fuente ESI, basandonos en trabajos previamente
publicados [22, 25, 27, 30].

1.3.2. OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO DLLME

La influencia de las diferentes variables que afectan al proceso de microextraccion se estudié
utilizando 7,5 mL de orina fortificada con los analitos a una concentracion de 0,5 ug/mL y diluida
hasta 10 mL con agua. Los disolventes mas apropiados para ser utilizados como extractante y
dispersante se seleccionaron mediante estudios univariantes. En cuanto al disolvente
extractante, se requiere de este que posea una elevada capacidad de extraccion, asi como otras
propiedades entre las que se encuentran una elevada solubilidad en la fase dispersante pero
baja en la fase acuosa, baja volatilidad y un buen comportamiento cromatografico. Asi, se
ensayaron disolventes organicos mas densos (tetracloruro de carbono y cloroformo) y menos
densos (1-undecanol, 2-undecanona y MIBK) que el agua. Para ello, se mezclaron 600 pL de
cada uno de los disolventes anteriores con 1 mL de AcN, actuando como disolvente dispersante,
y la mezcla se inyect6 rapidamente en la disolucion de la muestra. Como se observa en la Figura
I.4A, los mejores resultados para los tres analitos se obtuvieron con MIBK, por lo que fue el
agente extractante seleccionado, evitando asi el uso de disolventes organicos halogenados.
Como posibles disolventes dispersantes, se probaron AcN, MeOH y EtOH que cumplen el
requisito de ser miscibles tanto con la fase extractante como con la acuosa. La Figura 1.4B
muestra que, para los tres capsaicinoides estudiados, la mayor sensibilidad se alcanza cuando

se utiliz6 EtOH como dispersante, por lo que este fue seleccionado.
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Figura 1.4. Efecto de la naturaleza (A) del disolvente extractante y (B) del disolvente
dispersante en la eficiencia de extraccion del procedimiento DLLME para los analitos

seleccionados.

Para la seleccién del volumen 6ptimo de muestra se realizaron cuatro ensayos usando 2, 5,
7,5y 10 mL de orina. En todos los casos, el volumen final de fase acuosa se completé hasta 10
mL con agua. Al aumentar el volumen de orina de 2 a 7,5 mL, se obtuvo un incremento
significativo en la sefal analitica, mientras que cuando se usaron 10 mL de orina, la sensibilidad
disminuy6 para los tres analitos (Figura 1.5A). La influencia del pH de la muestra se estudi6 en
el rango 2,5-8 utilizando disoluciones reguladoras de acetato y fosfato 0,1 M. Como se observa
en la Figura 1.5B, a pH basico la eficiencia del proceso de extraccidon se ve negativamente
afectada, mientras que la maxima sensibilidad se alcanzé a pH 4,5. Por ello todas las muestras

se ajustaron a este valor de pH usando una disolucion reguladora de acetato de sodio 0,1 M.
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Figura I.5. Efecto del (A) volumen de muestra y (B) pH de la disoluciéon dadora en la eficiencia

del procedimiento DLLME para los analitos estudiados.

Para estudiar la influencia de los volumenes de agente extractante y dispersante, asi como
la fuerza idnica de la fase acuosa en la eficiencia de la microextraccion, se utilizé un método de
disefio Taguchi, aplicando un disefio de matriz ortogonal (OAD) para los tres factores, los cuales
se estudiaron en los siguientes intervalos: volumen de MIBK (0,6-1,5 mL), volumen de EtOH
(0,75-1,5 mL) y concentracién de sal (0-5% m/v) (Tabla 1.2). EI método OAD propuesto consistié
en la realizacion de nueve ensayos diferentes. Cada ensayo se realizé por duplicado. Los
resultados obtenidos muestran que la eficiencia de la extraccién disminuyé a medida que se
incrementa el volumen de agente extractante, probablemente debido al efecto de la dilucion. Por
tanto, se seleccioné el volumen de MIBK mas bajo de los tres estudiados, es decir, 600 pL. No
se ensayaron volumenes mas bajos de 600 pL debido a la dificultad que revestia la recuperacién

de la fase organica enriquecida.
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El incremento en el volumen del disolvente dispersante dentro del rango 0,75-1,5 mL no
produjo variacién significativa en los resultados, aunque los valores mas altos de area de pico
se obtuvieron con 1,5 mL de EtOH, por lo que este volumen fue finalmente seleccionado. Con
respecto a la fuerza idnica, los mejores resultados se obtuvieron en ausencia de sal. Por tanto,

se descartd su adicion a la fase acuosa.

Tabla 1.2.

Pardmetros estudiados en el método Taguchi.

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Volumen MIBK (uL) 600 1000 1500
Volumen EtOH (ulL) 750 1200 1500
Concentraciéon de NaCl (% m/v) 0 2 5

1.3.3. VALIDACION DEL METODO

Con la finalidad de validar el método propuesto, se obtuvieron los valores de los parametros
de intervalos de linealidad, limites de deteccién (LODs) y de cuantificacion (LOQs), asi como el
efecto matriz y los factores de enriquecimiento (EFs). Como estandar interno (I1S), se seleccioné
CADB, una vez comprobada su ausencia en las muestras analizadas, debido a que presenta
una estructura quimica similar a la de los capsaicinoides analizados, ya que incorpora también
en su estructura el anillo de vanililo y el enlace amida [18]. Ademas, este compuesto también se
transfirio a la fase de MIBK en la etapa de DLLME y mostré un comportamiento cromatografico
similar al de los analitos. Aplicando las condiciones seleccionadas, CADB eluy6 a un tiempo de

retencion de 1,52 min.

La respuesta en la deteccién de los analitos se puede ver afectada por la coextraccion de
ciertas sustancias presentes en las muestras. Se estudié el posible efecto matriz comparando
las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas usando estandares acuosos y aquellas
obtenidas aplicando el método de adiciones estandar a tres muestras de orina de diferentes
individuos. En todos los casos, se representé la relacion entre el area de pico analitico y el area
del pico del IS frente a la concentracion de analito, utilizando para ello, siete niveles de
concentracién dentro del rango 10-500 pg/L. En todos los casos, los valores obtenidos para el
coeficiente de correlacion si situdé por encima de 0,996. Los resultados mostraron que la matriz
interferia suprimiendo la sefal analitica de los tres analitos, obteniéndose diferencias

significativas entre las pendientes de la calibracion acuosa y las de adicién estdndar a las
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muestras. Sin embargo, cuando se aplicé el test estadistico ANOVA de un factor para la
comparacion de las pendientes de la curva de calibracion de las diferentes orinas utilizadas, no

[T ]

se encontraron diferencias significativas y los valores de “p” se hallaron en todos los casos
dentro del rango 0,06-0,22. En consecuencia, la cuantificacion de las muestras se llevé a cabo

usando el método de calibracion con matriz modelo (matrix-matched calibration).

Para establecer la sensibilidad del método, se calcularon los LODs y LOQs aplicando el
criterio de la relacion senal-ruido (S/N) de 3 y 10, respectivamente. Los valores obtenidos se
encontraron en los intervalos de 0,9-8,0 y 3,3-27 ug/L para LODs y LOQs, respectivamente
(Tabla 1.3). La repetibilidad se evalud utilizando la desviacion estandar relativa (RSD) de las
areas de pico de los analitos para una serie de siete analisis consecutivos de una orina fortificada
a 50 pg/L. Se obtuvieron valores de RSD comprendidos entre 8,7 y 9,0%. El uso del IS mejoré
la repetibilidad, proporcionando valores de RSD en el rango 2,8-7,8% (Tabla |.3). El EF de cada
analito se calculé como la relacién entre las pendientes de las curvas de calibracién para el
método DLLME-UHPLC-Q-TOF-MS y las obtenidas en ausencia de preconcentracion. Los
resultados obtenidos fueron 64, 61 y 60 para PCAP, CAP y DCAP, respectivamente (Tabla I.3).

Tabla 1.3.

Caracteristicas analiticas del método DLLME con UHPLC-Q-TOF-MS optimizado.
Compuesto EF RSD? (%) RSD?® (%) LODe (ug/L) LOQ (ug/L)
PCAP 64 9,0 4,0 8,0 27
CAP 61 8,9 2,8 1,5 5,0
DCAP 60 8,7 7,6 0,9 3,3

an=7.°Considerando el IS
¢Calculado para S/N =3
dCalculado para S/N = 10
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La Figura 1.6 muestra los EICs obtenidos para una muestra de orina fortificada con los
analitos a un nivel de concentracion de 100 pg/L aplicando el método desarrollado basado en
DLLME con UHPLC-Q-TOF-MS. El método optimizado se aplico al analisis de quince muestras
diferentes de orina de personas tratadas con lociones a base de CAP en diferentes partes del
cuerpo. Los resultados obtenidos mostraron la ausencia de los tres analitos (CAP, PCAP vy
DCAP) en todas las muestras analizadas, al menos a concentraciones por encima de sus

correspondientes LODs.

La Tabla 1.4 muestra una comparacion del método propuesto con otros previamente
publicados en la bibliografia en los que también se aborda la determinacién de capsaicinoides
en muestras de orina. Es de destacar que hasta el momento no se ha propuesto ningun método
para determinacion de capsaicinoides en orina implicando tratamientos de muestra basados en
técnicas miniaturizadas. El procedimiento DLLME desarrollado en este Capitulo requiere un
tiempo de andlisis significativamente mas bajo, siguiendo ademas las directrices de la quimica
analitica verde, a diferencia de las técnicas clasicas como la SPE para la que se necesita un

volumen de disolvente organico considerablemente mayor.
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Figura I.6. Cromatogramas de iones extraidos (EICs) para los capsaicinoides estudiados y el

IS en una muestra de orina fortificada a 100 pg/L.
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1.3.4. ANALISIS NO DIRIGIDO

Con la finalidad de identificar posibles metabolitos derivados de capsaicinoides y otros
compuestos relacionados, se llevd a cabo un analisis no dirigido de los datos utilizando la masa
exacta, patron isotdpico y los datos de fragmentacién. Este estudio se llevd a cabo
posteriormente a la adquisicién de datos iniciales. Para ello, se cre6 una base de datos en la
que se incluian 80 compuestos, todos ellos resultantes de diferentes procesos metabdlicos
descritos en la literatura para los capsaicinoides, asi como otros compuestos relacionados (Tabla
1.5).

Los principales metabolitos de CAP, DCAP y PCAP son alcohol vanililico, vanilina, acido
vanilico, vanililamina y acido 8-metil-6-trans-nonanoico [19, 38]. Estos metabolitos son comunes
para los tres compuestos monitorizados en analisis dirigido debido al nucleo de vanililo de su
estructura que es el mismo para todos ellos. La Figura 1.7 muestra las estructuras quimicas de
estos metabolitos. Aunque en la Figura |.7 pudiera parecer que derivan solamente de CAP, en
realidad se pueden obtener también a partir de DCAP y PCAP dado que en este caso lo que se
modifica es el nucleo de vanililo y no la cadena alquilica que es donde residen las diferencias
estructurales entre los tres analitos. A su vez, cada uno de estos compuestos es susceptible de
conjugarse a otras biomoléculas en funcién de su biodisponibilidad en el organismo, pero esa

€s una opcion que no se ha contemplado en este Capitulo.
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/\/\/\)\ /OD/\OH /OD)LOH
HOOC AN OH OH

. ) Alcohol
Acido 8-met|I_-6-trans- vanililico Acido vanilico
nonanoico

Capsaicina

Figura I.7. Estructura quimica de los metabolitos comunes a CAP, DCAP y PCAP.
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Asi pues, dado que las diferencias entre los CAP, DCAP y PCAP se encuentran en la cadena
de alquilo, daran lugar a metabolitos especificos para cada compuesto a partir de la
biotransformacion dentro del organismo. La Tabla 1.5 muestra los cddigos utilizados para
nombrar e identificar cada uno de los metabolitos posibles. Asi, los nombres incluyen las letras
“a”, “b” y “c” para referirse a CAP, DCAP y PCAP, respectivamente. Los numeros hacen
referencia a la ruta metabdlica que conduce a la formacién de cada metabolito:
deshidrogenacién alifatica con formacion de anillo (M1), w-hidroxilacion (M2), w-1-hidroxilacién
(M3), deshidrogenacion alifatica (M4), hidroxilacion aromatica (M5 y M7), O-demetilacion (M6),
N-deshidrogenacién y oxigenacion de anillo (M8), N-deshidrogenacion (M9), O-demetilacion y
deshidrogenacién alquilica previo a macrociclacién (M10), O-demetilacion y deshidrogenacion
alquilica (M11), O-demetilacién y w-hidroxilacién (M12), hidroxilacion aromatica y w-1-
hidroxilacion (M13 y M14), hidroxilacion y deshidrogenacion alquilica (M15), hidroxilacién
aromatica y deshidrogenacion alquilica previo a macrociclaciéon (M16 y M17), hidroxilacién
aromatica y w-deshidrogenacion (M18 y M19) [8, 39, 40].

Ademas de estas vias metabdlicas, existen otras posibilidades, como la conjugacién a
biomoléculas. La molécula de glutatién (GSH) puede conjugarse con un amplio numero de
moléculas, por lo que la formacién de metabolitos GSH-capsaicinoides es otra posibilidad
concebible de biotransformacion metabdlica. Para cada analito se han buscado tres conjugados
GSH basados en los localizados previamente en la bibliografia [8]. Los cédigos utilizados en la
nomenclatura de estos compuestos siguen el mismo patrén que los mencionados con
anterioridad: “a@”, “b” y “c” para referirse al analito precursor. Los analitos pueden incorporar en
su estructura una (GSH11 y GSH12) o dos moléculas de GSH (GSH13) en su anillo aromatico.
GSH11 y GSH12 difieren en la naturaleza de los sustituyentes del anillo aromatico. GSH11

presenta dos grupos hidroxilo mientras que GSH12 tiene dos grupos hidroxilo y un grupo metoxi.
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Tabla I.5.

Compuestos relacionados con los capsaicinoides monitorizados bajo analisis no dirigido.

Compuesto Formula Masa exacta [M+H]*
molecular

Nordihidrocapsaicina C17H27NO3 294,2065
Homocapsaicina C19H29NO3 319,2147
Homodihidrocapsaicina C19H31NO3 322,2383
Alcohol vanililico CsH100 155,0709
Vanilina CsHgOs3 153,0552
Acido vanilico CgHsO4 169,0502
Vanililamina CgH1:NO> 154,0869
Acido 8-metil-6-trans-nonanoico C10H1802 170,1306
Dimero CAP C36Hs52N206 609,3904
CAP-G C24H35NOg 481,3229
PCAP-G C23H3sNOg 469,3229
DCAP-G C24H37NOg 483,3385
CAP-S Ci18H27NSOs 386,1637
PCAP-S C18H27NSOs 374,1637
DCAP-S Ci18H20NSOg 388,1794
M1la, M4a, M9a Ci1sH2sNO3 304,1913
M2a, M3a, M5a, M7a, M8b, M15b, M16b, Ci18H27NO4 322,2019
M17b, M18b, M19b

M6a, M10b, M11b, M1c, M4c, M9c C17H2sNOs 292,1913
M8a, M15a, M16a, M17a, M18a, M19a C18H2sNO4 320,1862
M10a, M1la C17H23NOs3 290,1756
M12a, M8c, M15c, M16c, M17c, M18c, M19¢c  Ci7H2sNO4 308,1862
M13a, M14a Ci18H27NOs 338,1968
GSH11la C27H40N4O10S 613,2544
GSH12a C2sH42N4O11S 643,2649
GSH13a C3sHs7N7016S> 932,3376
M1b, M4b, M9b Ci18H27NOs3 306,2069
M2b, M3b, M5b, M7b Ci1sH20NO4 324,2175
M6b C17H27NOs3 294,2069
M12b, M2c, M3c, M5c¢, M7c C17H27NO4 310,2019
M13b, M14b C18H29NOs 340,2124
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Tabla I.5. (Continuacion)

Compuestos relacionados con los capsaicinoides monitorizados bajo analisis no dirigido.

Compuesto Formula Masa exacta [M+H]*
molecular
GSH11b C27H42N4O10S 615,2700
GSH12b C28H4sN4O11S 645,2807
GSH13b C3sHs50N7016S2 934,3534
Mé6c Ci16H2sNO3 280,1913
M10c, M11c Ci16H23NO3 278,1756
M12c Ci16H2sNO4 296,1862
M13c, M14c C17H27NOs 326,1968
GSH11c C26H40N4O10S 601,2431
GSH12c C27H42N4O11S 631,2537
GSH13c Cs7H57N7016S> 920,3269

La Figura |.8 muestra un esquema con las estructuras quimicas de los diferentes metabolitos
descritos en bibliografia para los capsaicinoides. Concretamente, en la imagen se muestran los
derivados de CAP aunque sus analogos para DCAP y PCAP mantendrian la misma seccion
aromatica, diferenciandose unicamente en la cadena alquilica. Como muestra la Figura 1.8, a
algunas estructuras le corresponden dos nombres debido a que la estructura base es la misma
para los dos metabolitos, con la excepcion de que difieren en la posicion del grupo hidroxi como
sustituyente del anillo aromatico. La Figura 1.9 muestra las estructuras de los tres posibles GSH-
conjugados de CAP. Nétese que en esta Figura, solo se representan los tres derivados de CAP.
En el caso de sus analogos derivados de DCAP y PCAP, el nucleo aromatico de la molécula
permaneceria igual y solo se modificaria la cadena lateral en funcion si se trata de un metabolito
derivado de DCAP o de PCAP. Ademas, el doble asterisco sobre el grupo hidroxilo indica que la

posicion exacta del sustituyente no esta determinada.



Capitulo |

133

‘dVD 9p SOpeALIap soyjogelaw so| ap ewsanbs] *g’| eanbi4
o o e0TIN
H H
OH
HO . _o 0 _0 74 2<Q
HO 8N B6N OH
2O 0 0 3
eTTIN OH
(@] -
H N

HO eZTIN OH
o H
O KX
e/IN Aegin /@\OI IOEZ OH
NS

o o

/j/\/\/\ﬁﬁz / \
I

epTIN ABETIN HO
euioresde) OH <,ﬂHo:
H
e —_—
PYIN OH H/\Q _ IO/L/“/\/\/%Z o~
: 7 ° !
N2 o” o
o)
/ BSTN OH
g /\QOI N ~ O\
HO H o
EZ O\
o} e/ TIN Ae9TIN
HO
\~_ _OH
BN OH eTIN Ho 74 2 _
HO H/\ﬂH e OH POTN AEBTN H , > " o7
= o 7 N o
o N ~ = o”
o)
3 o]



134 DLLME para la preconcentraciéon de CAPs

(0]

O *k
” OH H
Hoj@:\ HO SG
OH
GSHlla GSH12a
(0]
o
HOGs SG
GSH13a

Figura 1.9. Estructura quimica de los tres posibles metabolitos obtenidos por conjugacion con

la molécula de glutation.

También se estudid la posibilidad de formacién de los conjugados glucurénidos (G) y
sulfonados (S) (Figura 1.10). Los conjugados glucurénidos (CAP-G, DCAP-G y PCAP-G) se
obtienen cuando se forma un enlace O-glicosidico entre el analito, en este caso los
capsaicinoides, y una molécula de glucurénido [41]. Por otro lado, los conjugados sulfonados se
forman cuando una molécula de sulfato se enlaza al grupo hidroxilo del anillo aromatico de los

capsaicinoides, eliminando una molécula de agua.

Ademas, se monitorizaron también otros tres compuestos, estructuralmente relacionados
con los capsaicinoides, denominados nordihidrocapsaicina, homocapsaicina vy
homodihidrocapsaicina [42]. Finalmente, también se estudié la posibilidad de formacion del
dimero de capsacinina, incluyéndose también en la busqueda (Figura 1.11). Como resultado de
los analisis no dirigidos, se puede concluir que no se detectd ninguno de los metabolitos bajo

las condiciones experimentales estudiadas.
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Figura I.11. Estructura quimica del dimero de capsaicina.



136 DLLME para la preconcentraciéon de CAPs

1.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método basado en DLLME para la determinacion de tres
capsaicinoides empleando UHPLC-Q-TOF-MS. La elevada eficiencia de preconcentracion
proporcionada por la técnica DLLME, aplicada por primera vez a la determinacion de CAP, DCAP
y PCAP en orina, permitié proponer un procedimiento de tratamiento de muestra rapido y
sensible, implicando un muy bajo consumo de disolventes organicos de ademas menor toxicidad
que los que normalmente se utilizan, como los clorados. La ausencia de diferencias significativas
entre las pendientes de calibracion para las diferentes muestras de orina estudiadas permitio
utilizar el método de calibracion con matriz modelo con fines cuantificativos. La deteccion
mediante HRMS utilizando la hibridacion Q-TOF permitié la identificacion inequivoca de los
analitos, asi como la investigacién de los posibles metabolitos de los capsaicinoides en las

muestras.
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EXTRACCION DISPERSIVA EN FASE SOLIDA MAGNETICA PARA LA
PRECONCENTRACION DE CAPSAICINOIDES EN SUERO HUMANO
UTILIZANDO LC-HRMS

RESUMEN

En este capitulo se describe el desarrollo de un nuevo método analitico basado en el uso de
la microextraccion dispersiva en fase sélida magnética (DMSPE) para la preconcentracion de
tres capsaicinoides en muestras de suero humano. Para ello, se ha estudiado la influencia de
diversos factores experimentales que afectan tanto a la etapa de adsorcién como a la de
desorcion en DMSPE. De entre los siete nanomateriales magnéticos estudiados, los mejores
resultados se obtuvieron usando nanotubos de carbono de multipared. Los analisis de los
extractos preconcentrados se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida con
espectrometria de masas de cuadrupolo y tiempo de vuelo operando en modo positivo. La
validacion del método mostré un rango de linealidad entre 0,3 y 300 ug/L, con limites de
deteccién de 0,1, 0,15y 0,17 ug/L para CAP, DCAP y PCAP, respectivamente. La repetibilidad
del método, expresada como la desviacion estandar relativa (RSD, n=7), varié de 3,4 a 11%.
Las muestras de suero también se estudiaron desde un enfoque no dirigido para la busqueda
de posibles metabolitos derivados de los capsaicinoides junto con otros compuestos

relacionados.
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II.1. INTRODUCCION

Los capsaicinoides forman un grupo de alcaloides producidos solo dentro del género
Capsicum en la familia Solanaceae. Su estructura quimica consiste en un grupo vanililo unido a
un grupo amida y a una cadena de alquilo, lo que proporciona a la molécula tres sitios diferentes
con propiedades dipolares, hidrofilicas y lipofilicas, dotandoles de propiedades anfifilicas [1].
Capsaicina (CAP) y dihidrocapsaicina (DCAP) son los capsaicinoides mas abundantes en
pimientos picantes (80-90%), mientras que N-vanilinonanamida (DCAP) asi como otros

compuestos relacionados estan presentes en cantidades sustancialmente mas bajas [1].

Estos compuestos presentan ciertas actividades bioldgicas como antiinflamatoria, alivio del
dolor, termorregulacién corporal, anticancerigena, antioxidante y antimicrobiana [2].
Especialmente CAP, cuando se administra de forma oral o tépica, reduce la inflamacion vy el
dolor derivado de la artritis reumatoide o fibromialgia [3]. Ademas, CAP muestra numerosos
beneficios para el sistema cardiovascular, no solo para la prevencion de la hipertensién sino
también en la prevencién del infarto de miocardio y de enfermedades coronarias [3]. Otra de las
propiedades de los capsaicinoides que han acaparado la atencion en los ultimos afos es su
efecto adelgazante, lo que conduce a elevados niveles de capsaicinoides en suero que deben
controlarse debido a posibles efectos adversos para los consumidores. En la bibliografia se ha
descrito la habilidad de CAP y DCAP de inhibir la transcripcion de algunos genes responsables
de las proteinas que estimulan los procesos de termogénesis y adipogénesis, por lo que ambas
sustancias juegan un papel fundamental en la regulacién de la obesidad [3, 4]. Sin embargo, es
conocido también el efecto toxico de CAP que puede causar irritacién en las mucosas de las
membranas y en los tejidos, lo que ha conducido al establecimiento de una dosis letal al 50%

(LDso) en humanos de 0,5-5 g/kg de peso corporal [4].

Por otro lado, aunque no existe una regulacion universal, los productos basados en
capsaicinoides, considerados como armas no letales, pueden usarse para defensa personal y
por las fuerzas de seguridad en acciones antidisturbios. Por exposicion a estos compuestos, se
han reportado también complicaciones respiratorias o incluso hasta alguna muerte. Por esta
razon, y considerando el facil acceso de la poblacion a estos productos para el tratamiento de
diferentes problemas de salud, como el sobrepeso, el analisis de fluidos biolégicos se ha
convertido en un componente cada vez mas utilizado en procedimientos judiciales [1]. Por todo
ello, la disponibilidad de herramientas analiticas de elevada sensibilidad y precision resulta de

gran interés.

Para el anadlisis de capsaicinoides se han aplicado numerosas técnicas, incluyendo

cromatografia de gases (GC) [5] y cromatografia liquida (LC), siendo esta ultima la mas
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ampliamente utilizada con diferencia. Los métodos LC suelen usar como sistemas de deteccion
la espectrofotometria de absorcién UV [6], fluorescencia (FLD) [7-9] o espectrometria de masas
(MS) [10-18]. Entre los diferentes analizadores de MS disponibles en el mercado, los de triple
cuadrupolo (QgQ) [10, 12-17] y MS de alta resolucién (HRMS) basado en tiempo de vuelo (TOF)

[18] son lo que se han aplicado mas satisfactoriamente para analisis de capsaicinoides.

Los bajos niveles a los que los analitos suelen encontrarse en las muestras biologicas
suponen uno de los principales problemas en los analisis, lo que significa que es necesario
incluir etapas previas de limpieza y preconcentracion. Tradicionalmente, para el aislamiento de
capsaicinoides en sangre [10], orina [12, 18], suero [6, 15], plasma [13, 14] y tejidos [10, 14], se
han aplicado técnicas como la extraccién en fase soélida (SPE) [8, 12] y extraccion liquido-liquido
(LLE) [6, 10, 13-15]. En las ultimas décadas, las metodologias miniaturizadas han irrumpido en
un intento de superar los inconvenientes asociados a LLE y SPE. Estos inconvenientes incluyen
largos tiempos de aplicacion, procedimientos laboriosos y, en la mayoria de los casos, el
consumo de elevadas cantidades de disolventes organicos. Asi, las técnicas de
preconcentracion miniaturizadas, como la microextraccién en fase liquida (LPME) y aquellas
que involucran el aislamiento del analito en una fase sdlida, han alcanzado un reconocimiento
notable y en la actualidad se aplican ampliamente en diferentes areas debido a la elevada
eficiencia de extraccidn que proporcionan, a su rapidez y al menor consumo de disolventes
organicos, lo que las convierten en técnicas que siguen las directrices de la quimica analitica
verde [19].

En base a la bibliografia consultada, el tratamiento miniaturizado de muestras para la
determinacion de capsaicinoides en matrices biolégicas no esta demasiado explorado. En este
sentido, la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) se ha utilizado para la
preconcentracion de capsaicinoides en muestras de orina humana [18], mientras que la
microextraccion en fase sélida, se ha utilizado para la extraccion de estos mismos analitos, pero
en pimientos y salsas picantes [5]. La nanociencia analitica aplicada a la extraccién dispersiva
en fase solida magnética (DMSPE) es una técnica cuyo uso apenas se ha visto implementado
para estos compuestos, en particular solo para el andlisis de muestras de aceite [9, 17]. Esta
técnica hace uso de un material magnético para aislar los compuestos de interés mediante su
dispersion a través de la disolucion de la muestra, un enfoque que ofrece muchas ventajas sobre
el uso del nanomaterial empaquetado en cartuchos de extraccién [20]. Hasta la fecha, la
metodologia DMSPE no se ha aplicado previamente para la preconcentracion de capsaicinoides

en muestras de suero.

La novedad de este estudio radica en el desarrollo de un método analitico para la

determinacion de CAP, DCAP y PCAP en suero humano basado en la técnica DMSPE en
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combinacion con LC de ultra alta resolucion acoplada a HRMS. Se presenta ademas la primera
aplicacion de nanotubos de carbono magnéticos de multipared (MWCNTSs) para el aislamiento
de capsaicinoides. Una vez validado el método, se utilizé en el analisis de diez muestras de
suero de individuos tratados con cremas de uso topico a base de capsaicina. Ademas, se ha
llevado a cabo el desafio tecnoldgico de realizar un estudio metabolémico por medio de un
enfoque no dirigido y el establecimiento de una estrategia simple para la identificacion de
derivados de capsaicinoides nuevos o poco conocidos. Seguidamente, esta estrategia se aplicéd
a la monitorizacion de estos derivados en las muestras de suero. El método propuesto abre la
posibilidad a hacer un seguimiento de la exposicion humana a CAP, DCAP y PCAP, compuestos
que pueden acceder al cuerpo humano tanto intencional como involuntariamente, asi como para

el estudio en si de estos compuestos derivados.

I1.2. PARTE EXPERIMENTAL

1.2.1. REACTIVOS

Capsaicina (CAP, 295,5% de pureza), dihidrocapsaicina (DCAP, 285% de pureza), N-
vanilinonanamida (PCAP, =298% de pureza) y 4&cido ciclohexanocarboxilico 3,4-
dimetoxibencilamida (CADB, estandar interno (IS)) se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Cloruro de hierro (Ill) hexahidratado, sulfato de hierro (Il) y amonio hexahidratado se
obtuvieron de PanReac AppliChem (Barcelona, Espafia). Amoniaco (disolucion al 25% m/m) fue
proporcionado por Scharlab S.L., (Barcelona, Espafia). El acido férmico se obtuvo de Merck
KGaA (Darmstadt, Alemania). Los disolventes acetonitrilo (AcN), metanol (MeOH) y etanol

(EtOH) se adquirieron de J.T. Baker (Deventer, Paises Bajos).

Las disoluciones madre de los capsaicinoides, asi como del IS se prepararon de forma
individual en MeOH a una concentracién de 500 mg/L y se almacenaron a -20 °C en viales de
vidrio. Las disoluciones intermedias y de trabajo se prepararon en agua y se mantuvieron a 4
°C.

Los nanotubos de carbono de multipared (MWCNTs), proporcionados por Shenzhen
Nanotech Port Co., Ltd. (Guangdong Sheng, China), tienen un area superficial especifica de 40-
70 m?/g, un didmetro promedio en el rango de 40-60 nm y una longitud promedio mayor de 5
pum. El agua de alta pureza se obtuvo utilizando un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Para la sintesis de otros materiales magnéticos diferentes del seleccionado, se utilizaron los

siguientes reactivos (Sigma-Aldrich): acido oléico (99%), nitrato de plata (9,5%), (3-aminopropil)-
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trietoxisilano (98%, APTS), celulosa microcristalina (polvo, 20 um), 6xido de grafeno (GO, 2

mg/mL en suspension acuosa) y pirrol (98%).

1.2.2. INSTRUMENTACION

Para los analisis cromatograficos se utilizé un sistema cromatografico UHPLC Agilent 1290
Infinity 1l Series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), equipado con una bomba
binaria de alta velocidad y muestreador automatico. ElI cromatografo esta acoplado a un
espectrometro de masas Agilent 6550 Q-TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) por
medio de una interfaz de electrospray Agilent Jet Stream Dual (AJS-Dual ESI). Para el ajuste de
los parametros experimentales del sistema UHPLC y del detector Q-TOF se utilizé el software
MassHunter Workstation Data Acquisition (Revision B.08.00). Las muestras termostatizadas a 5
°C se inyectaron (20 L) en una columna UHPLC Omega Luna C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,6 um)
con una velocidad de flujo de 0,4 mL/min. La columna se equilibré a una temperatura de 25 °C.
Se aplicdé un modo de elucion isocratico usando una fase movil con una proporcion 50:50 de
disolventes A y B, siendo A una disolucion acuosa de acido férmico al 0,1% v/v y B AcN
conteniendo también un 0,1% v/v de acido férmico. Bajo estas condiciones experimentales, los

analitos eluyeron en 7 min.

El modo de ionizacién aplicado en ESI fue positivo de acuerdo con la bibliografia consultada
[13-18]. La presion del gas nebulizador se ajustd a 40 psi, el flujo y la temperatura del gas de
secado a 16 L/min y 150 °C, respectivamente; y el flujo del gas envolvente a 12 L/min y su
temperatura a 300 °C. Los voltajes aplicados para el capilar de nebulizacién, fragmentador,
boquilla y octopolo 1 RF Vpp fueron de 4000, 360, 500 y 750 V, respectivamente. Para las
exploraciones MS se adquirieron datos centroidales en el rango 50-500 m/z en modo de alta
resolucién de rango dinamico extendido de 2 GHz, con 2026 transiciones/espectro, 250
ms/espectro y 4 espectros/s. La correccion de masa durante el analisis se llevé a cabo usando
la masa de referencia de 121,0509. Los cromatogramas de iones extraidos (EICs) se obtuvieron
a partir de la molécula protonada de cada analito, con una ventana de 0-5 ppm, y se utilizaron
tanto para la identificacion como para la cuantificacién, en este ultimo caso, haciendo uso del
valor de las areas de pico cromatografico como sefial analitica. Los iones cualificadores
adoptados para cada compuesto, asi como los valores de m/z tanto experimentales como
tedricos se muestran en la Tabla 11.1. El error para los valores m/z experimentales en relacion
con los correspondientes tedéricos se expresaron en términos de porcentajes, como la diferencia
entre las masas experimental y tedrica dividida por la tedrica y multiplicada por 108. Teniendo
esto en cuenta, se obtuvieron unos valores de error de 2,5, 1,2 y 2,0 para CAP, DCAP y PCAP,

respectivamente.
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Para el tratamiento de la muestra se utilizé un agitador orbital (IKA-KS 130 Basic,
Gottmadingen, Alemania) y una centrifuga refrigerada de laboratorio MPW-150 R (MPW Med.
Instruments, Varsovia, Polonia). Los extractos de las muestras se filtraron antes de su analisis
por UHPLC usando viales de Agilent con filtro incorporado de politetrafluoroetileno (PTFE) de
tamano de poro de 0,20 ym. Se utilizaron imanes permanentes de neodimio (Supermagnete,
Gottmadingen, Alemania) presentados en forma de bloque de Nd-Fe-B con unas dimensiones

de 50 x 150 x 15 mm, 86 g de peso y 33 kg de fuerza.

Tabla Il.1.
Parametros UHPLC-Q-TOF-MS de los compuestos estudiados.
Férmula m/z m/z Error lones producto
Analito
molecular teérico  experimental (ppm) (m/z)
CADB Ci6H2sNO3  278,1751 278,1764 2,8 151,0755

PCAP Ci7H27NOs  294,2064 294,2075 2,0 137,0602 170,1505
CAP C1sH27NO3  306,2064 306,2077 2,5 137,0602 182,1545
DCAP C1sH2oNOs  308,2220 308,2224 1,2 137,0595 184,1699

1.2.3. SINTESIS DE LOS MATERIALES MAGNETICOS ESTUDIADOS

El nanomaterial magnético utilizado, FesOs@MWCNTs, se sintetizd siguiendo el método
previamente propuesto por Arroyo-Manzanares et al. [21]. Se disolvieron 0,85 g de
(NH4)2Fe(S04)2-6H20 en 250 mL de agua, y a continuacion, se afiadieron 0,5 g de MWCNTs
previamente purificados. La suspension obtenida se mantuvo durante 20 min en un bafio de
ultrasonidos termostatizado a 50 °C. La ferrita (FeszO.) precipitd sobre las paredes de los
MWCNTs mediante la adicién gota a gota de 25 mL de una disolucién de amoniaco 8 M,
manteniendo agitaciéon manual continua. Seguidamente, la mezcla se mantuvo a 50 °C durante
30 min para permitir el crecimiento del nanomaterial. Una vez enfriada la mezcla a temperatura
ambiente, el nanomaterial magnético (FesO.@MWCNTSs) se separd de la disolucién por medio
de un iman permanente y se lavé con agua purificada y EtOH. Finalmente, el material magnético
se seco en estufa a 60 °C durante una noche, se trituré y se almacend en un recipiente de vidrio

a temperatura ambiente.
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Ademas de FesO4@MWCNTSs, se han sintetizado otros materiales magnéticos cuya eficacia
en la extraccion de capsaicinoides ha sido evaluada. Partiendo de ferrita ya sintetizada, se
procedié a su recubrimiento con diferentes materiales con el objetivo de funcionalizar su
superficie para convertirla en un material mas selectivo. A continuacién, se describe de forma

resumida la sintesis de cada uno de estos materiales magnéticos.

Las nanoparticulas de CoFe,Os@acido oleico se sintetizaron siguiendo el procedimiento
propuesto por Benedé et al. [22] basado en coprecipitacion quimica. Para ello se mezclaron 100
mL de una disolucién acuosa 0,4 M de FeClsz y 100 mL de una disolucién acuosa 0,2 M de CoCl..
A continuacién, se afiadieron gota a gota 100 mL de una disolucién acuosa 3 M de NaOH
mientras se mantenia agitacion constante. Por ultimo, se afiadieron a la mezcla de reaccion 2
mL de acido oleico manteniéndola a 80 °C durante 1 h. El precipitado obtenido se enfrié a
temperatura ambiente y se lavo varias veces con agua y EtOH para eliminar el exceso de acido

oleico de la disolucion. Finalmente, el precipitado se dejo secar toda la noche a 100 °C.

Para la sintesis de Fe;O04@Ag, se siguidé el método propuesto por Lépez-Garcia et al. [23].
Para ello, se suspendieron 0,28 g de Fe3O04 en 20 mL de agua, seguidamente se afiadieron 5,7
mL de una disolucién de nitrato de plata (0,011 g/L) y se mantuvo la mezcla en agitacion durante
5 min, para después incorporar 14 mL de una disolucion de tetrahidroborato de sodio (0,012
g/L). La mezcla resultante se agitdé durante 10 min mas y, por ultimo, las nanoparticulas de
Fe;Os@Ag se separaron con ayuda de un iman, se lavaron con agua y se suspendieron en 20

mL de agua.

La funcionalizacion de las nanoparticulas de ferrita con APTS se llevo a cabo siguiendo la
reaccion de sililacion descrita por Mukdasai et al. [24]. Para ello, se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 min una mezcla formada por 1,5 g de FesO4, 3 g de APTS y 25 mL de acido
acético al 0,1% v/v. La suspension formada se mantuvo en estufa a 80 °C durante toda la noche
y el nanomaterial obtenido funcionalizado con APTS se separ6 con ayuda de un iman, se lavo

con agua y MeOH y se sec6 a 90 °C en estufa.

Para las nanoparticulas de FesOs@celulosa, se siguid el procedimiento descrito por
Periyasamy et al. [25], en el que se disuelven 2 g de celulosa en 100 mL de una disolucion
compuesta por NaOH 2%:tiourea:urea:agua (8:6,5:8:77,5) manteniendo agitacién constante
durante 30 min y a 4 °C, para que se forme una disolucion homogénea de celulosa. A
continuacion, se afiaden lentamente 70 mL de una mezcla conteniendo 0,05 moles de Mg(NO3).
y 0,01 moles de AI(NO3)3 y se agita durante 30 min mas. Seguidamente, se afiaden 0,1 moles
de Na>COs3 y 0,1 moles de NaOH para mantener el pH a 10 y se deja agitar durante 1 h. Pasado
este tiempo se afiaden gradualmente 10 mL de una disolucién conteniendo 3,7 mmoles de FeCls

y 1,8 mmoles de FeClz y se deja que el nanomaterial envejezca durante 24 h a pH 10. Por ultimo,
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el material se filtra y se lava con agua hasta alcanzar la neutralidad y a continuacién, se lava de

nuevo con agua y EtOH y se deja secar a 80 °C durante 24 h.

El material de Fe:0Os@PPy se sintetiz6 de acuerdo con el método propuesto por
Asgharinezhad et al. [26]. Para ello, se afiadieron 400 mL de agua (pH 9) a 1 g de nanoparticulas
de Fe304y se agitdé la mezcla durante 5 min. A continuacion, se afadieron 0,5 mL de pirrol y se
mantuvo la agitacién durante 10 min mas antes de proceder a la adicion gota a gota y bajo
agitacion de 50 mL de una disolucion acuosa de FeCls 1,8% m/v. La reaccion de polimeracion
se dejo progresar unas 15 h y finalmente se recogio el precipitado formado, siendo lavado con
agua y MeOH hasta que el filtrado no presentara color y se sec6 en estufa a 70 °C durante una

noche.

El nanomaterial de Fe;O./MWCNTs@PPy también se sintetizoé siguiendo el procedimiento
previamente descrito por Asgharinezhad et al. [26], aunque con algunas modificaciones. En
primer lugar se procede a la sintesis de Fes0.@MWCNTs como ya se ha descrito previamente.
A continuacion, y para conseguir un material mas selectivo, se llevé a cabo una reaccion de
polimerizacion oxidativa utilizando como mondémero pirrol y FeCls como agente oxidante. Para
ello, se suspendieron 0,6 g de FesO.@MWCNTs en 250 mL de agua (pH 9) y se agité la mezcla
durante 5 min para, en un segundo paso, afiadir 0,4 mL de pirrol y continuar agitando 10 min
mas. Seguidamente, se afiadieron 0,8 g de perclorato de sodio y se mantuvo la agitacién durante
5 min. Por ultimo, manteniendo la agitacion se afiadieron gota a gota 50 mL de agua conteniendo
0,56 g de FeCls y se dejo proceder la reaccion de polimerizacién durante la noche. El precipitado
formado se separd con ayuda de iman externo, se lavé con agua y metanol y se seco en estufa

a 70 °C durante la noche.

Por ultimo, el nanomaterial Fes0.@GO se sintetizd de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Asgharinezhad et al. [26]. En primer lugar se suspendieron 0,5 g de GO en 500
mL de agua y se aplicaron ultrasonidos durante 3 h para conseguir una buena dispersion.
Después, se anadieron 0,85 g de (NH4)Fe(SO4)2:6H.0 y 0,422 g de FeClz a 50 °C y en
atmosfera de nitrégeno. A continuacion, la mezcla se sonicé durante 10 min para,
posteriormente, anadir gota a gota 20 mL de una disolucion de NH:OH 8 M, de modo que
precipitaron las nanoparticulas de FezO4 sobre las laminas de GO. Para permitir el crecimiento
completo del nanomaterial, la reaccion se mantuvo la mezcla durante 30 min a 50 °C. Por ultimo,
la dispersion se enfrio a temperatura ambiente y el material magnético se recogié y se lavé

varias veces con agua y EtOH.
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I.2.4. CARACTERIZACION DE Fe3:04@MWCNTs

Para la caracterizacion de Fe3sO.@MWCNTs, se estudié el tamafio hidrodinamico del
nanomaterial sintetizado mediante la técnica de dispersién dinamica de luz (DLS) utilizando un
equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Reino Unido). El instrumento esta
equipado de un laser de He/Ne (4 mW) emitiendo a 633 nm, una celda de medida, un
fotomultiplicador y un ordenador. La intensidad de dispersion en un angulo de 173° en relacion
con la fuente (retrodispersion) se midié usando un detector de fotodiodos a temperatura
ambiente. Un algoritmo de propdsito general (integrado en el software del equipo Malvern
Zetasizer) permitio el analisis de las funciones de autocorrelacion de intensidad con el objetivo
de determinar la distribucion del coeficiente de difusion traslacional promedio de las particulas
(D). La ecuacion de Stokes-Einstein relaciona el promedio de D; y el promedio del diametro

hidrodinamico de las particulas (dy), de acuerdo con la Ecuacion 11.1:

_ 2kgT
B D,6mn

h (Ecuacion 11.1)

Siendo kg la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y n, la viscosidad del
disolvente. En este sentido, el radio de una esfera compacta se define por el valor de R,
correspondiendo su coeficiente de difusion traslacional al promedio del coeficiente de difusiéon
de las nanoparticulas. El instrumento Nano ZS también puede medir potencial zeta,
proporcionando informacion acerca de la cantidad de carga que presenta la superficie de las
particulas. Aquellas particulas cuyo valor de potencial zeta esté fuera del rango -30 a +30 mV
se consideran estables, debido a su elevada repulsion eléctrica, lo que las previene de una

posible agregacion.

La microcopia electronica de transmision (TEM) se aplicé a una disolucion acuosa del
nanomaterial dispersado utilizando un equipo Philips Tecnai-12 operando a un voltaje de
aceleracién de 120 kV y equipado con una camara Megaview |l para la toma de imagenes. Para
ello, se preparé una suspension en agua del nanomaterial y, después, se elimind ese exceso de
agua utilizando un papel absorbente antes de tomar las imagenes TEM. Mediante esta técnica

se estudio la morfologia y distribucion de las nanoparticulas de ferrita sobre los MWCNTSs.
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1.2.5. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Las diez muestras de suero analizadas se obtuvieron de voluntarios de la Universidad de
Murcia que habian sido tratados previamente con cremas a base de capsaicina y se
almacenaron a -20 °C hasta el momento del analisis. Antes del analisis, las muestras se
descongelaron y sobre 0,5 mL de cada una de ellas, se anadié 50 uL de CADB (0,25 mg/L) y 1
mL de AcN, siendo a continuacion las mezclas centrifugadas a 4000 rpm y 10 °C durante 5 min
con el objetivo de precipitar las proteinas presentes en el suero. El liquido sobrenadante se

recogid y se llevé a 10 mL con agua.

En un tubo conico de plastico se pesaron 50 mg de Fes0.@MWCNTs, donde seguidamente
se afadieron 10 mL de la disolucién de la muestra (conteniendo los 0,5 mL de suero) y la mezcla
se sometié a agitacion orbital a 640 rpm durante 15 min. A continuacién, el nanomaterial
magnético enriquecido con los analitos se separé de la disolucion sobrenadante con ayuda de
un iman externo. En una segunda etapa, la de desorcidén, los capsaicinoides se desorbieron en
1,5 mL de AcN, aplicando agitacion orbital a 640 rpm durante 5 min. Finalmente, el extracto
organico se evapord bajo una corriente de nitrégeno, se reconstituy6 afiadiendo 50 yL de AcN y
se filtré haciendo uso de viales con filtro de membrana de politetrafluoroetileno (PTFE)
incorporados. Para el analisis se inyecté un volumen de 20 pL de la fase preconcentrada en el

sistema cromatografico (Figura 11.1).
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Figura ll.1. Procedimiento experimental DMSPE.
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Para los estudios de recuperacion, se fortificaron dos muestras de suero a dos niveles de
concentracion diferentes (5 y 50 ug/L) por adiciéon de un volumen de 0,01 y 0,1 mL,
respectivamente, de la disolucién intermedia de 0,25 pg/m se agitaron manualmente durante
unos pocos segundos y se mantuvieron en reposo durante una hora antes de aplicar el

procedimiento descrito anteriormente. Cada analisis se realizé por triplicado.

Este estudio ha recibido un informe positivo (ID: 2908/2020) de la Comisién de Etica de

Investigacion de la Universidad de Murcia.

I.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. OPTIMIZACION DE LA ETAPA DMSPE

Con el objetivo de simplificar la matriz de la muestra antes de su preconcentracion por
DMSPE se ensayaron dos procedimientos diferentes, ambos incluyendo la precipitacion de
proteinas con AcN. En primer lugar, se afiadi® 1 mL de AcN a 500 uL de suero (fortificado
previamente con los analitos a una concentracién de 0,1 mg/L) y se centrifugd la muestra durante
4 min a 3000 rpm. Después, el sobrenadante recuperado se llevdo a 10 mL con agua y se
preconcentr6 mediante DMSPE. En el segundo procedimiento, para prevenir posibles
interferencias debidas a los lipidos contenidos en la muestra, se anadi® 1 mL de hexano al
sobrenadante y la mezcla homogeneizada se centrifugdé otros 4 min a 3000 rpm. Tras la
centrifugacion, se recupero la fase sedimentada y se llevé a 10 mL con agua para posteriormente
someterse a DMSPE. Estos experimentos se realizaron por duplicado. Dado que no se
encontraron diferencias significativas en términos de sensibilidad y perfiles cromatograficos,
finalmente se adopto el primero de los dos procedimientos descritos. El volumen de suero se fijo

en el maximo disponible por muestra (0,5 mL).

Para obtener la maxima eficiencia de extraccion para los capsaicinoides, se evalué la
influencia de diferentes variables que afectan tanto a la etapa de adsorcién como de desorcion
en el procedimiento de DMSPE, haciendo uso del sobrenadante obtenido en el tratamiento de
500 pL de suero (fortificado con los analitos a 0,1 mg/L) con 1 mL de AcN y diluido a 10 mL con

agua.

Puesto que la naturaleza del material adsorbente magnético es determinante en la eficiencia
de la preconcentracion, se sintetizaron diferentes materiales magnéticos siguiendo los
procedimientos descritos en la bibliografia: &cido oleico [22], plata [23], (3-aminopropil)-
trietoxisilano (APTS) [24], celulosa [25], éxido de grafeno (GO) [26], polipirrol (PPy) [26],
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MWCNTs@PPy [26] y MWCNTs [21], todos ellos magnetizados con ferrita (FesO4). La
posibilidad de interacciones entre las moléculas de los capsaicinoides y el acido oleico debidas
a que todos presentan en sus estructuras largas cadenas hidrocarbonadas fue el motivo por el
que se estudio el material Fe;Os@acido oleico como adsorbente. En ese sentido, se estudio la
probabilidad de una posible interaccién por coordinacion entre los grupos amino de los analitos
con las nanoparticulas de plata [27] presentes en Fe;Os@Ag, asi como la buena afinidad
proporcionada por APTS hacia estructuras quimicas con grupos carbonilo, amino y anillos de
benceno [24, 28]. La razén por la que se estudié el nanomaterial con celulosa fue su caracter
biodegradable. Estudios previos de preconcentracion de capsaicinoides mediante DMSPE
usando GO [17] nos llevaron a comparar su eficiencia con la de los MWCNTSs, cuya afinidad
hacia muy diferentes tipos de compuestos organicos ya habia sido probada, asi como el

adsorbente polimérico PPy y su combinacién con MWCNTs (PPy/MWCNTSs).

La Figura 1.2 muestra la capacidad de extraccion de los diferentes nanomateriales
estudiados, usando 20 mg en cada caso. El resto de las condiciones experimentales fueron: 30
min de tiempo de adsorcidén con agitacion orbital simultanea a 640 rpm, seguido de la desorcion
de los analitos desde el material magnético en 1,5 mL de AcN manteniendo la mezcla en
agitacion orbital a 640 rpm durante 15 min. Finalmente, 20 pL del extracto organico se inyecto
en el sistema UHPLC-Q-TOF-MS. No se observé preconcentracion de los analitos cuando el
nanomaterial magnético utilizado fue Fes3Os@celulosa, FesOs@Ag, Fe:O.@APTS vy
CoFe>Os@acido oleico. Como se observa en la Figura 11.2, Fes0s@MWCNTSs fue el material que
proporcion6 los mejores resultados, lo que se puede atribuir a las interacciones de tipo
hidrofébico entre los capsaicinoides y los MWCNTs, mas especificamente a las interacciones de
tipo -1 entre los anillos de benceno de los analitos y la mayor parte de la superficie de los
MWCNTSs, asi como a las interacciones con la cadena hidrocarbonada de los analitos. Asi, el

nanomaterial magnético que finalmente se selecciono fue Fes04s@MWCNTSs.
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Figura Il.2. Efecto de la naturaleza del material magnético funcionalizado para la

preconcentracion de capsaicinoides mediante DMSPE (n=2).

Al evaluar la influencia del pH de la fase acuosa en el rango 3-8,5 usando acido férmico y
amoniaco, los resultados obtenidos fueron muy similares en todos los casos, aunque
ligeramente mejores en cuanto a la senal analitica obtenida, para un pH de 7 (Figura 11.3A), por
lo que fue el valor seleccionado. El tiempo de la etapa de adsorcion se estudié en un rango de
tiempo comprendido entre 5 y 30 min. Como se observa en la Figura 11.3B, la capacidad de
adsorcion se incrementd notablemente hasta 15 min, mientras que, sufrié un ligero descenso

para tiempos mayores; en consecuencia, se fijé el tiempo de adsorciéon en 15 min.
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Figura 11.3. Efecto de (A) pH de la fase acuosa y (B) tiempo de adsorcion en el procedimiento
DMSPE (n=2).

Para la desorcion de los capsaicinoides, el material magnético enriquecido con los analitos
se mantuvo en contacto con 1,5 mL de diferentes disolventes (MeOH, EtOH y AcN) durante un
tiempo de 5 min, mientras que la mezcla se sometia a agitacion orbital a 640 rpm. La maxima
sensibilidad fue proporcionada por AcN. También se estudié el efecto del pH del medio de
desorcion para valores de 4 y 9, usando acido férmico y amoniaco, respectivamente. Como se
aprecia en la Figura 1.4A, AcN sin ajuste previo del pH fue el disolvente que proporcioné los
mejores resultados para los tres analitos estudiados, por lo que fue seleccionado. Se estudiaron

tiempos de desorcion de 5, 10, 15y 20 min (Figura I1.4B). Los mejores resultados se obtuvieron
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con el tiempo mas bajo de los estudiados, produciéndose una disminucion de la sefal analitica

a partir de ese tiempo.
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Figura I1.4. Efecto de (A) naturaleza del disolvente de desorcion y (B) tiempo de desorcién en

la eficacia del procedimiento DMSPE (n=2).

La influencia del volumen de disolucion de muestra, la masa de FesOs@MWCNTs vy el
volumen de disolvente de desorcion se optimizé6 mediante un estudio multivariante basado en
un disefo central compuesto (CCD, 2*3+estrella), aplicando volumenes de muestra en el rango
3-10 mL, masas de material magnético comprendidas entre 10 y 50 mg y volumenes de
disolvente de desorcién de 1,5 a 5 mL. Los resultados obtenidos mostraron como condiciones
optimas 50 mg de FesOs@MWCNTs mantenidos en contacto con 10 mL de disolucion de
muestra y sometidos a desorcion en 1,5 mL de AcN. La superficie de respuesta obtenida para

este estudio se muestra en la Figura I.5. En resumen, los resultados indican que un aumento
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en la masa de FesO.@MWCNTs y en el volumen de muestra tiene un efecto positivo en el
analisis, mientras que un aumento del volumen de AcN en la etapa de desorcion provoca el

efecto contrario, lo que probablemente se debe a un efecto de dilucion.
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Figura II.5. Superficie de respuesta obtenida para la optimizacién del volumen de disolucién
de muestra, masa del nanomaterial magnético y volumen de disolvente de desorcién en
DMSPE.

Finalmente, con el objetivo de incrementar la sensibilidad del método, se estudié la
posibilidad de evaporar la fase de AcN obtenida en la etapa de desorcion y reconstituirla en un
volumen de AcN mas pequeno. Se selecciond la reconstitucion en un volumen de AcN de 50 pL,
ya que permitia una recuperacion total y precisa del residuo seco. Volumenes de AcN mas bajos
no permitieron una buena la recuperacion del extracto, y el uso de volumenes mayores de 50

ML conducirian a la dilucion del extracto, por lo que no se estudiaron.
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I.3.2. CARACTERIZACION DEL MATERIAL MAGNETICO

El nanomaterial seleccionado (FesOs@MWCNTSs) para el procedimiento DMSPE propuesto
habia sido caracterizado previamente por Arroyo-Manzanares et al. [21], mediante las técnicas
de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva, difraccién de rayos X, microscopia
electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).
Ademas de estas técnicas, se han realizado otros estudios para obtener informacion adicional
sobre el material magnético y mejorar asi su caracterizacion. Para ello, se han aplicado las
técnicas de DLS y TEM.

Las medidas por DLS se llevaron a cabo por adicién de tres masas diferentes de 5, 15y 25
mg de Fe;:0.@MWCNTs a 2 mL de agua y aplicando un solo ciclo de 16 medidas, sin necesidad
de aplicar un tiempo de equilibrio dado que las muestras se encontraban inicialmente ya a
temperatura ambiente. Bajo estas condiciones, los valores de diametro hidrodinamico obtenidos
(dn) fueron 1316, 1245 y 1372 nm para cada una de las tres cantidades de nanoparticulas
medidas, resultando un diametro promedio de 1311 nm (Figura 11.6). Los valores del potencial Z
se obtuvieron bajo las mismas condiciones experimentales que las aplicadas para la medida del
parametro dn. Los valores obtenidos fueron -4,52, 2,74 y 0,252 mV. Estos valores muestran que
la carga superficial del nanomaterial esta proxima a cero, lo que pone de manifiesto la ausencia
de fuerzas de repulsidn electrostatica cuya funcion es la de prevenir la agregacion. Es por ello
por lo que las nanoparticulas de FesOs@MWCNTs tienden a agregar y, por esta razén, se
recomienda mantener una agitacion continua durante la etapa de adsorcion en el procedimiento
de DMSPE.
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Figura 11.6. Distribucion de tamafio obtenida de una suspension de nanoparticulas de

FesO4@MWCNTs a diferentes concentraciones.
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Las imagenes obtenidas por TEM que se observan en las Figuras Il.7Ay B se corresponden
con una escala de 200 nm y en ellas se aprecian dos regiones diferentes del material disperso,
lo que permite apreciar que las microesferas de ferrita de unos 35-95 nm de diametro se
encuentran inmovilizadas de forma aleatoria sobre la cara externa de las paredes de los
MWCNTs, como ya se habia observado mediante SEM [21]. Ademas, las imagenes
proporcionadas por TEM muestran que los MWCNTs no tienen tendencia a la agregacion

mientras que este efecto si se observa en el caso de las microesferas de ferrita.

(B)

Figura Il.7. Imagenes TEM de dos regiones diferentes de nanoparticulas FesOs@MWCNTs

con una escala de 200 nm.
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11.3.3. VALIDACION DEL METODO Y ANALISIS DE MUESTRAS DE SUERO

El método desarrollado se validé en términos de linealidad, limites de deteccién (LODs) y
cuantificaciéon (LOQs), exactitud y precision. Las curvas de calibracién para cada uno de los tres
capsaicinoides se obtuvieron por el método del estandar interno (IS) usando CADB (25 ug/L),
para el que previamente se habia comprobado que no estaba contenido en las muestras bajo
analisis y que ademas presenta un comportamiento cromatografico y quimico similar al de los
analitos. Bajo estas condiciones seleccionadas, el tiempo de retencién de CADB fue de 1,72
min. Los analisis de regresion lineal se realizaron representando la relacion entre el area de pico
de cada analito y el area de pico del IS frente a la concentracion de analito para ocho niveles
diferentes de concentracion, y realizando cada analisis por duplicado. Los analitos mostraron un
rango de linealidad de 0,3-300 ug/L, dependiendo del compuesto (Tabla I1.2). Los valores del

coeficiente de correlacion obtenidos fueron en todos los casos superiores a 0,996.

Tabla I1.2.
Caracteristicas analiticas del método propuesto.
tr Linealidad LOD? RSD® (%)

Compuesto . R?

(min) (ug/L) (ug/L) 5 pg/L 50 pg/L
PCAP 3,502 0,6-300 0,998 0,17 11 3,7
CAP 3,536 0,3-300 0,999 0,10 11 3,4
DCAP 5,009 0,5-300 0,996 0,15 9,5 5,8

@ Calculado para una relacién senal/ruido igual a 3

bn=7 (mismo dia)

Dado que la presencia de ciertas sustancias co-extraidas de las muestras junto con los
analitos puede afectar a la respuesta del sistema de deteccion, se estudio el posible efecto
matriz por comparacion de las pendientes obtenidas por calibracién acuosa con las obtenidas
aplicando el método de adiciones estandar a dos muestras de suero diferentes (Tabla I1.3). Para
este propdsito, se utilizd una prueba estadistica de tipo ANOVA. La ausencia de efecto matriz
se vio confirmada ya que lo valores “p” obtenidos fueron en todos los casos superiores a 0,05
con un nivel de confianza del 95%. Por tanto, la cuantificacion de la muestra se llevd a cabo

mediante calibracion acuosa.
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Tabla I1.3.

Pendientes? (L/ug) de las graficas de calibracion mediante adiciones estandar a las
muestras.

Compuesto Acuoso Suero 1 Suero 2

PCAP 0,0066+0,0001 0,0091+0,0001 0,0105+0,0006
CAP 0,010040,0002 0,0126+0,0001 0,0146+0,0009
DCAP 0,0091+0,0001 0,0122+0,0003 0,0129+0,0002

@ Valor medio £ desviacion estandar (n=8)

La sensibilidad del método se evalué calculando los LODs y LOQs para una relaciéon
sefal/ruido de 3 y 10, respectivamente. Los valores de LODs obtenidos se encontraron en el
rango 0,1-0,17 pg/L, mientras que los correspondientes valores obtenidos para los LOQs se
hallaron entre 0,33 y 0,57 ug/L (Tabla 11.2). La repetibilidad del método se estudid como la
desviacion estandar relativa (RSD) para una serie de siete analisis consecutivos de una muestra
de suero fortificada a 5 y 50 pg/L. Los valores de RSD oscilaron entre 9,5-11% vy 3,4-5,8% para

el nivel de concentracion mas bajo y elevado, respectivamente (Tabla 1l1.2).

Debido a la indisponibilidad de materiales de referencia certificados, se realizaron estudios
de recuperacion para evaluar la exactitud del método. Para ello, se fortificaron dos muestras
diferentes a 5 y 50 ug/L cuyos analisis proporcionaron unos valores de recuperacién en los

intervalos 97,0-99,4 y 94,6-96,9% para los niveles mas bajo y alto, respectivamente.

La Tabla 1.4 muestra una comparacion del método desarrollado en este Capitulo con otros
previamente publicados en la bibliografia y que también abordan la determinacién de
capsaicinoides en muestras de suero y plasma. Como se puede observar, solo un estudio previo
aborda el analisis de suero humano [6], el resto se centran en suero animal. Ademas, el método
presentado es el primero en el que se hace uso de HRMS, lo que permite una busqueda
metabolémica para las medidas de masa exacta de posibles compuestos relacionados con los
capsaicinoides o bien los obtenidos como resultado de su metabolismo. Asi, el método
propuesto supone una mejora metodoldgica con respecto al uso de espectrometria de masas
de baja resolucion. En lo que a la sensibilidad del método se refiere, se obtuvieron LODs mas
bajos que los obtenidos mediante tratamientos de muestra tradicionales como SPE seguido de
analisis por HPLC-FLD [8] y LLE con analisis por HPLC-UV [6], utilizando en este ultimo caso
un volumen de muestra cuatro veces superior al propuesto en el presente Capitulo. Si bien es
cierto que MS en tandem (MS/MS) con analizador de triple cuadrupolo (QgQ) [13-15]

proporciona LODs mas bajos, HRMS permite la busqueda de compuestos bajo analisis no
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dirigido. Ademas, el tratamiento de muestra basado en LLE hace uso de disolventes toxicos
como los organoclorados [14, 15] o metil tert-butil éter [13] cuya elevada volatilidad hace que
debiera manejarse bajo unas condiciones en las que la precision del método no se viera
comprometida. Al comparar la técnica DMSPE con SPE, se observa que la dispersién de la fase
extractante en la disolucién de la muestra permite la obtencion de una mejor recuperacién del

analito.

Por otro lado, la principal ventaja del uso de nanoparticulas mediante DMSPE sobre las
fases extractantes empaquetadas utilizadas en SPE es su reutilizabilidad. Con respecto a la
precision del método, el tratamiento de muestra por DMSPE aqui propuesto proporciona valores
de repetibilidad similares a los obtenidos por otras metodologias basadas en la extraccion en
fase liquida. Por lo que respecta a los dos procedimientos de DMSPE descritos previamente en
la bibliografia para la determinacién de capsaicinoides en aceites, destaca que la sensibilidad
alcanzada con el método aqui desarrollado es similar a pesar de que se usa un sistema de
deteccion de mayor sensibilidad, basado en MS/MS con QgQ [17] o al uso de materiales

adsorbentes especificos como polimeros de impresion molecular [9].

Bajo las condiciones finalmente seleccionadas, se analizaron diez muestras de suero
humano procedentes de pacientes que habian sido tratados previamente con cremas y pomadas
a base de capsaicina haciendo uso del método DMSPE con UHPLC-Q-TOF-MS propuesto. En
ninguna de las muestras se detectaron los analitos objeto de estudio (CAP, DCAP y PCAP), al
menos por encima de sus correspondientes LODs. La Figura II.8 muestra los cromatogramas

EICs obtenido tras la aplicacion del método desarrollado a una muestra de suero fortificado a 5

Mg/L.
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Figura II.8. Cromatogramas de iones extraidos (EICs) para los capsaicinoides y el IS
obtenidos tras la aplicacion del método DMSPE con UHPLC-HRMS para una muestra de
suero fortificada a 5 pg/L.
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El analisis de muestras de suero de animales expuestos topicamente a estos compuestos
ha sido previamente considerado por otros autores. Asi, Wang et al. [14], concluyeron que se
produce una muy baja absorcién en el sistema circulatorio de conejos ya que detectaron altos
niveles en la piel, pero insignificantes en suero. Es destacable también el estudio de Kuzma et
al. [8], que, aun considerando la situacion ideal de una biodisponibilidad y recuperacién del
100%, los capsaicinoides no se detectaron en suero de perro. De hecho, estos resultados se
hallan en consonancia con otros estudios anteriores en los que se demuestra que la
acumulacion intestinal y el metabolismo hepatico limitan los efectos farmacolégicos sistémicos
de los capsaicinoides. You et al. [13] y Zak et al. [15] analizaron plasma de caballo mediante
HPLC-QqQ-MS, detectando contenidos de CAP a concentraciones muy bajas.
Consecuentemente, nuestro procedimiento proporciona nuevos datos que confirman que
tampoco aparecen niveles detectables de capsaicinoides en suero humano tras exposicion

tépica, aunque podrian incrementarse después de otros tipos de exposicion.

I.3.4. ESTUDIO NO DIRIGIDO PARA LA IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
DERIVADOS DE CAPSAICINOIDES

Antes de llevar a cabo el estudio no dirigido y con el objetivo de establecer una ruta para la
identificacion de compuestos derivados de capsaicinoides, se estudio la fragmentacion de CAP,
DCAP y PCAP.

La Figura 11.9 muestra el espectro completo de HRMS/MS del precursor DCAP (m/z 308),
que se caracteriza por cuatro fragmentos principales. El ion padre con m/z 308,2224 (error 1,2
ppm) sufre una escisién del enlace en la posicion C7-N8 dando lugar al ion m/z 137,0595,
asignado como CgHqO_" (error -1,5 ppm) y que esta involucrado en un reagrupamiento de los
dobles enlaces de la estructura del anillo aromatico, y al ion con m/z 172,1691, que se
corresponde con la cadena de acilo que resulta de la eliminacion del anillo aromatico
(C10H22NO*, error -2,8 ppm). Se observo también un ion de m/z 155,1426 (C1oH+47O", error -2,8
ppm) correspondiente a la pérdida de amoniaco del ion m/z 172,1691. Finalmente, también se
observo el ion con m/z 184,1699 al que se le asigno la férmula C11H22NO* (error 1,7 ppm). Este
ion se corresponde con la pérdida del anillo aromatico a partir del precursor DCAP y sufrio la

pérdida posterior de -CH2NH dando lugar nuevamente al ion m/z 155,1426.
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Figura 11.9. Espectro HRMS/MS del estandar de DCAP.

La ruta de fragmentacion de DCAP se muestra en la Figura 11.10. CAP y DCAP presentaron

el mismo patron de fragmentacion, lo que se halla en consonancia con lo descrito en bibliografia.

DCAP
[C15HsoNOS]* miz 308,2220

HO
Ha
o ®NM
(@]

®
OH ® H@
j;il\ " -
H,C~
~ CH

2 OH O
Fragmento 3

[C,;H,,NOT* m/z 184,1696

Fragmento 1 Fragmento 2
[CgHO,]" m/z 137,0597 [CioH2,NO]* m/z 172,1696

Hﬁﬁ/\/\/\)\ N M
O

OH
®
Fragmento 2 Fragmento 4
[C,oH,,NO]* m/z 172,1696 [C1oH10l" m/z 155,1430

Figura 11.10. Ruta de fragmentacion de DCAP.
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Hasta la fecha se han descrito 31 compuestos de la familia de la CAP o derivados de su
metabolizacion. La Figura 11.11 recoge un listado de las estructuras de todos estos derivados
junto con su formula molecular y su masa exacta. Los compuestos M1-M19 derivan de la ruta
metabdlica de CAP. La mayor parte de ellos tienen la misma estructura basada en un anillo
aromatico y la cadena de acilo, por lo que se espera que sigan la misma ruta de fragmentacion
que CAP, DCAP y PCAP. Sin embargo, los compuestos M1, M10, M16 y M17 presentan en su
estructura un remplazamiento de la cadena por una estructura ciclica unida al grupo -NH. La
fragmentacion de estos compuestos también se ha evaluado haciendo uso del espectro de
HRMS/MS y de la informacién disponible en la bibliografia [29, 30].

i /ﬁ\/\/\/\)\ /ﬁ\/\/\/\)\
o H _o | N _o N
N H H
HO'

HO Nordihidrocapsaicina

HO

Homocapsaicina Homodihidrocapsaicina

CiHpyNO,  miz 293,1991 CiHoNO,  miz 3192147 CiHyNO;  miz 321,2304
o
OH
i i Beouy
(o] = o
~ :@/\HM ~ :@/\u)l\/\/Y MN N)J\/\/\/Y
H
HO HO 0 HO
Nornocapsaicina Nornodihidrocapsaicina Dimero Capsaicina °Ng
CiHNO;  miz 277,1678 CiHosNOg  miz 279,1834 CagHsN,Og Mz 609,3904

o] 9 o]
o
0 N - N & OH 0 N Z
Y/ H H OH
HO M2 HO M3

ML CigH»NO,  miz 321,1940 CigHyNO,  m/z 321,1940

CygH,sNO;  m/z 303,1834
N H
i NT(M)\ N)(\/\/\)\
0. — 5 I
s j@/\H)J\/\/\/Y o CN
U
HO 4

P No” M5 y M7 OH M6

OH
CigHxNO; iz 303,1834 OH  CuHyNO,  miz 321,1940 CiHpNO;  miz 291,1834

Figura I1.11. Estructuras, formula molecular y masa exacta de los compuestos derivados de

capsaicinoides.
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Continuacion Figura 11.11
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Figura I1.11. Estructuras, férmula molecular y masa exacta de los compuestos derivados de

capsaicinoides.

Como se puede ver, la fragmentacion sigue una ruta similar a la de DCAP. La Figura 11.12
muestra la ruta de fragmentacion propuesta para el compuesto M10. Al igual que DCAP el ion
padre de m/z 290,1751 sufre la ruptura del enlace ubicado en la posicién C7-N8 dando lugar al
ion de m/z 123,0440 (C;H;0O."), correspondiente al anillo aromatico, y al ion de m/z 168,1383
(C10H1eNO"), correspondiente al acilo ciclico, el cual subsecuentemente produce un ion de m/z
151,117 (C1oH150") por la pérdida de NHs. Finalmente, también se detecté el ion
correspondiente a la pérdida del anillo aromatico a partir del precursor M10 (m/z 180,1383,
C11H1sNO).
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M10
[CyH,,NOZ* m/z 290,1751

HO
LS
NH
HO

®
0]

CH,
AN AN
H(g 2 N
HN N HZC//@

OH
OH o
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 3
[C;H,0,]* m/z 123,0451 [CoH1sNO]* m/z 168,1383  [Cy3H1gNO]* m/z 180,1383

AN
CH,
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@ |
HO
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Figura 11.12. Ruta de fragmentacion del compuesto M10.

Por tanto, se puede concluir que hay cuatro iones principales que dominan el espectro de
fragmentacion de los compuestos derivados de capsaicinoides. En la Tabla 1.5 aparecen las
masas exactas y las formulas moleculares de los cuatro iones principales para todos los
derivados descritos en la bibliografia [29, 30]. Basandonos en esta informacion, se propuso una
estrategia para la identificacion de compuestos derivados de capsaicinoides nuevos o poco

estudiados (Figura 11.13).

El fragmento 1 es el ion principal en el espectro de HRMS/MS y permite la identificacion del
anillo aromatico presente en la estructura. El ion m/z 137,0597 se corresponde con la estructura

de CAP vy, por tanto, estd presente en todos los compuestos que comparten parte de su
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estructura con la de CAP. El ion m/z 153,0546 implica una hidroxilacion en el anillo aromatico
mientras que el ion m/z 123,0440 implica una O-desmetilacién. Los compuestos M8 y M9
presentan los iones m/z 168,0655 y 152,0760, respectivamente, lo que indica que el anillo
aromatico experimenta una fragmentacion reteniendo el grupo -NH en su estructura. En el caso
de M8, esto se debe a que este presenta un enlace C=0 adicional en su anillo aromatico, lo que

impide el reagrupamiento de los dobles enlaces.

En el caso del compuesto M9, este presenta un doble enlace en el grupo -NH, lo que a su
vez dificulta la ruptura de la unién C7-N8. La Tabla 1.6 muestra la estructura del fragmento 1 de
todos los compuestos descritos para la familia de CAP. La observacion del segundo ion mas
abundante en HRMS/MS permite la identificacion del resto de la estructura de los compuestos
relacionados con capsaicinoides, como se puede ver en la Figura [1.13. La presencia de un
asterisco (*) en una de las estructuras descritas en la Figura 11.13 indica que la posicion del doble

enlace y del grupo hidroxi no estd determinada.
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La estrategia descrita anteriormente se aplic6 a la deteccion de posibles derivados o
productos del metabolismo de los capsaicinoides en las muestras de suero analizadas. Con este
proposito, los datos adquiridos usando el método all-ion se procesaron siguiendo un enfoque no
dirigido. Para el procesamiento de los datos, se utilizé el software libre MS-DIAL y se aplicé una
metodologia basada en metaboléomica. Para los compuestos M1 y M2 se utilizaron unas masas

de tolerancia de 0,01 y 0,025 Da, respectivamente.

La deconvolucion se llevd a cabo usando un valor de ventana de 0,5. Para la identificacion
de los picos se cred una base de datos con la informacion de los compuestos descritos en la
Tabla 11.5, permitiendo una tolerancia de masa exacta de 0,01 Da y un valor minimo de corte de
85% para la identificacién. Para incrementar el rango de monitorizacion, se consideraron las
conjugaciones mas importantes resultantes de la biotransformacion en el organismo, por lo que
se incluyeron en la base de datos los conjugados con glutation (GSH), glucurénido (G) y sulfato
(S), asi como el dimero de CAP. Después de la identificacién, el alineamiento de la muestra se

llevé a cabo usando un tiempo de retencién de 0,05 min y una tolerancia de MS1 de 0,015 Da.
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Tabla Il.6.

Fragmentos del ion 1 para los compuestos derivados de capsaicinoides conocidos.

~o CH,

CAP, DCAP, PCAP, NDCAP, HCAP, HDCAP, NCAP, NDCAP, M1, M2, M3, M4, M15
CsHsO2* m/z 137,0597

HO%:\\I/’OLH
N\
~o CH,

M5, M7, M13, M14, M16, M17, M18, M19
CsHoO3* m/z 153,0546

HO CH,
M6, M10, M11, M12
C7H:02*  m/z 123,0440

(0]
HO
®
~o ~NH;
M8

CsHioNOs*  m/z 168,06552

HO
®
~o ~NH;

M9
CsH1o0NO2* m/z 152,0760
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I1.4. CONCLUSIONES

El nanomaterial magnético a base de ferrita y MWCNTs seleccionado ha demostrado una
excelente eficiencia para el aislamiento de CAP, DCAP y PCAP contenidos en muestras de suero
humano mediante DMSPE, ofreciendo un alto grado de selectividad y sensibilidad. La
combinacion UHPLC-Q-TOF-MS permite la identificacion de capsaicinoides con un error minimo
de acuerdo con los valores de masa exacta experimentales. Los datos obtenidos por HRMS/MS
junto con la estrategia de identificacion propuesta permiten la identificacién de compuestos
derivados de capsaicinoides nuevos o poco conocidos, siendo una herramienta de gran utilidad
para estudios metabolémicos de esta familia de compuestos, lo que podria permitir una mejora

del conocimiento sobre su toxicidad y el impacto de estos en la salud.
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DETERMINACION DE AMINAS BIOGENICAS EN ORINA HUMANA
MEDIANTE MICROEXTRACCION DISPERSIVA LIQUIDO-LIQUIDO Y
CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA
RESOLUCION

RESUMEN

En este capitulo se presenta la combinacion de microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME) con cromatografia liquida de ultra alta resolucion y espectrometria de masas con
analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (UHPLC-Q-TOF-MS) para la determinacion
simultdnea de cuatro bioaminas (BAs) aromaticas (sinefrina (SNP), fenilefrina (PEP), tiramina
(TYR) y octopamina (OCT) en orina humana. El tratamiento de la muestra incluye una etapa
previa de derivatizacién con cloruro de dansilo para incrementar la eficiencia de extraccién en
el procedimiento de DLLME, en el que se afiade una mezcla de cloroformo y etanol sobre 5 mL
de muestra. Los limites de deteccion se hallaron en el rango 0,54-3,6 ug/L. La precision y
veracidad del método se estimé a dos niveles de concentracion y se encontraron en los
intervalos 3,4-10,2 y 93,6-114%, respectivamente. El analisis de 9 muestras de orina mostré
niveles de TYR entre 52 y 304 ug/L. Ademas, se llevd a cabo un analisis no dirigido de las
muestras para estudiar la presencia de otras BAs y metabolitos relacionados, no detectandose

ninguna de estas especies.
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12e+5

1.0e+5

6.0e+4
a.0e+d OCT 5.09 min TYR 6.58 min

20e+4 —— EIC, miz 387 — EIC, miz371

Derivatizacion
9 > 0.0

/©/\/NH2
HO
TYR
H 2
OH DLLME B i
HO\©)\/N\ 1.0e+6
PEP

8.0e+5

6.0e+5

OH
/@)\/ NH;
HO
ocT I
OH
H
/©)\/ NO
HO
SNP 400+
SNP 6.15 min PEP 6.45 min Internal Standard  7.38 min(
2.0e+5

—— EIC, miz 401 —— EIC, miz 401 — EIC, miz 385

BAs en orina humana

0.0

UHPLC-HRMS






Capitulo 1l 187

I1l.1. INTRODUCCION

Las aminas biogénicas (BAs) forman un grupo muy numeroso de compuestos organicos
nitrogenados de bajo peso molecular producidos principalmente por descarboxilacion
microbiana de aminoacidos libres y por aminacion y transaminacién de aldehidos y cetonas [1].
Las BAs se pueden clasificar en base a su estructura quimica en alifaticas, aromaticas y
heterociclicas. Pueden estar presentes en una amplia variedad de productos alimentarios ricos
en proteina animal, como carne o pescado, y también en bebidas fermentadas como vino y
cerveza. Por otro lado, las frutas y verduras pueden contener BAs como componentes
enddégenos, pudiendo sus niveles verse incrementados debido a actividad microbiana no

controlada [2].

Las BAs son metabolitos naturales de gran importancia para el funcionamiento normal del
organismo humano. A bajas concentraciones, son esenciales para muchas funciones bioldgicas,
actuando como neurotransmisores y hormonas, y también jugando un papel clave en la
regulacién de la temperatura corporal y en la digestién. Sin embargo, el consumo de altos niveles
de BAs puede provocar diversos problemas de salud, incluyendo dolor de cabeza, alteracion de
la tensién arterial, problemas gastrointestinales y renales e incluso shock anafilactico [1, 2]. De
hecho, se han identificado algunas BAs como posibles biomarcadores para el diagndstico de
diversas patologias en humanos, como cancer y desérdenes de tipo cardiovascular, autoinmune
y neurodegenerativo [3]. Por ello, el nivel de BAs se ha convertido en un indice de calidad de
algunos productos alimentarios y su concentracion se halla regulada por diferentes agencias de
salud como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority,
EFSA), la Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drugs Administration, FDA),
la Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO), etc. [4].

En los ultimos afos, el culto al cuerpo y el mantenimiento de un alto nivel de actividad han
conducido a la poblacién al consumo de productos para controlar el peso, ganar musculo y
obtener energia extra. Un gran niumero de estos productos contienen en sus formulaciones
extractos de naranja amarga y de otras frutas del género Citrus, debido a que su contenido en
diferentes BAs aromaticas como sinefrina (SNP), octopamina (OCT) y tiramina (TYR) es
relativamente alto (Figura Ill.1). Estos compuestos presentan, ademas, efecto adrenérgico y

similitudes estructurales con otros compuestos bioactivos como efedrina y adrenalina [5, 6].
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Figura lll.1. Estructura quimica de las cuatro BAs estudiadas.

En las frutas del género Citrus, SNP es la mas abundante seguida de OCT [7]. Tanto para-
SNP, a menudo conocida como SNP, como meta-SNP, también conocida como fenilefrina (PEP),
ha aumentado su interés en la comunidad cientifica desde que en 2004 la FDA prohibiera los
suplementos nutricionales a base de efedrina [8]. Asi, en 2009, la EFSA publicé una guia para
la evaluacion de la seguridad de preparaciones botanicas destinadas a ser utilizadas en la
preparacion de suplementos alimenticios [9]. Aunque las patentes nutraceuticas especifican sus
composiciones, como la de Jones [10], que incluye SNP, OCT y al menos una de las BAs TYR,
N-metiltiramina y hordenina, en muchos casos, no se especifican todos los componentes en la

etiqueta comercial, o esta informacién no se ajusta al contenido real [8].

Con el objetivo de garantizar la salud humana, el control del consumo abusivo de BAs
involucradas en suplementos alimenticios ha adquirido un gran interés. La orina es la matriz mas
ampliamente seleccionada en bioanalisis debido a su simplicidad a la hora de ser recogida, a
que su composicion es relativamente simple en comparacién con otras muestras bioldgicas, y
al hecho de que al igual que la sangre, la orina se considera un biofluido integrador, ya que
incorpora en una sola muestra las funciones y los fenotipos de diferentes partes del organismo.
En este Capitulo se desarrolla un enfoque dirigido para la determinacion de SNP, OCT, TYR y
PEP en orina humana. Las BAs aromaticas seleccionadas, que es probable que se encuentren
en los suplementos nutricionales, tienen estructuras similares. Todas ellas presentan un anillo
de benceno en el que una de sus posiciones esta sustituida por un grupo hidroxilo y una cadena
alquilica en posicion para- (a excepcion de PEP, que presenta esta cadena en la posicion meta-

) que contiene una amina primaria o secundaria.
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Se han descrito diferentes métodos analiticos para la determinaciéon de las BAs aromaticas
aqui estudiadas [1, 2], incluyendo para el caso de analisis de fluidos bioldgicos, la electroforesis
capilar (CE) [3, 11], resonancia magnética nuclear (RMN) [12], cromatografia de gases (GC) [13]
y cromatografia liquida (LC) [14-21], siendo esta ultima técnica la mas usada. Entre los
diferentes detectores acoplados a los sistemas LC para bioanalisis, los basados en
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) [14-16, 19-21] y espectrometria de masas de alta

resolucion (HRMS) [17, 18] han sido los que mas se han empleado.

Se han propuesto diversos procedimientos de derivatizacion para la determinacion de BAs
con el fin de incrementar su volatilidad para su separacion por GC [13], para mejorar la
sensibilidad de deteccién (mejorando tanto las medidas de absorbancia y fluorescencia, como
la ionizacion en MS), resolucion cromatografica o incluso para modificar las propiedades
quimicas de los analitos de interés para asi eliminar interferencias de la matriz [1, 22]. El cloruro
de dansilo (DNSCI) es posiblemente el reactivo derivatizante mas utilizado para este propésito
ya que reacciona con aminas primarias y secundarias, y proporciona en tiempos reducidos
productos muy estables que exhiben tanto propiedades de absorcion visible/UV como
fluorescencia, asi como condiciones favorables para la ionizacién en MS [22]. La Figura 111.2

muestra las estructuras quimicas de los derivados obtenidos por dansilacién de las cuatro BAs

estudiadas.
~ N - \N -
o:§:o o:§:o
NH NH
OH
HO HO
OCT derivatizada TYR derivatizada
\N/

~N
O:.?:O
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NQ
OH OH
HO
SNP derivatizada PEP derivatizada

Figura Ill.2. Estructura quimica de las BAs derivatizadas con DNSCI.
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Con frecuencia, estas BAs se hallan presentes en las matrices biolégicas a bajas
concentraciones, por lo que generalmente se requiere de un paso previo de tratamiento de la
muestra para su limpieza y preconcentracion de los analitos. Aunque se han propuesto algunos
procedimientos sin preconcentracion de la muestra, la extraccion en fase sélida (SPE) es la
técnica mas utilizada para este fin [11, 14, 15, 18]. Sin embargo, las ultimas tendencias en
tratamiento de muestra estan dirigidas hacia enfoques miniaturizados. Para la preconcentracion
de BAs en alimentos, la bibliografia recoge tanto la aplicacion de procedimientos de
microextraccion en fase liquida, como los basados en fases sélidas. Entre las técnicas aplicadas
destacan la microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) [23], DLLME asistida por
ultrasonidos (UA-DLLME) [24], UA-DLLME utilizando liquidos io6nicos [25], DLLME utilizando
liquidos idnicos magnéticos [26] y la extraccién dispersiva en fase sélida asistida por
ultrasonidos (UA-DSPE) [27]. Sin embargo, hasta la fecha, las técnicas miniaturizadas no se

han aplicado a la determinacion de BAs en bioanalisis.

Desde su desarrollo, se han propuesto muchas mejoras para la técnica de DLLME. La
aplicacion de DLLME en su modo clasico consiste en la rapida inyeccion de una mezcla de dos
disolventes (extractante y dispersante) sobre la fase acuosa provocando de esta forma la
emulsificacion del disolvente extractante en el seno de la fase dadora, alcanzandose
rapidamente el equilibrio de particion del analito [28]. DLLME proporciona elevadas eficiencias
de extraccién para muestras muy variadas, incluyendo los fluidos biolégicos [29]. La
combinacion derivatizacion-DLLME puede llevarse bajo seis formas diferentes dependiendo de
las caracteristicas tanto de los analitos como de la matriz de la muestra. El “modo derivatizacion
y DLLME simultaneo” se aplica en un solo paso, siendo este generalmente seleccionado debido

a su simplicidad y rapidez [30].

El objetivo de este estudio ha sido el desarrollo de un método analitico fiable y sensible
basado en la cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC) combinada con HRMS para
la determinacion de cuatro BAs (TYR, OCT, SNP y PEP) en orina humana que generalmente
estan contenidas en suplementos nutricionales y que a elevadas concentraciones pueden alterar
el funcionamiento normal del organismo, actuando, por tanto, como biomarcadores de algunas
enfermedades. Con este propdsito, se aplicé la técnica DLLME para la preconcentracion de los
analitos sometidos previamente a una de etapa de derivatizacion. Ademas, bajo las mismas
condiciones experimentales, se llevo a cabo un estudio no dirigido con el objetivo de investigar
en las muestras estudiadas la presencia de posibles metabolitos de las BAs y compuestos

relacionados.
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lll.2. PARTE EXPERIMENTAL

lll.2.1. REACTIVOS

Hidrocloruro de fenilefrina (PEP, CoH14CINOy), tiramina (TYR, CgH11NO), (£)-sinefrina (SNP,
CoH13NO) y (z)-octopamina (OCT, CsH12CINO2), asi como cloruro de dansilo (DNSCI) y
fenilpropanolamina (PPA), utilizados estos ultimos como reactivo derivatizante y estandar interno
(IS), respectivamente, se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los disolventes
de calidad HPLC acetona, acetonitrilo y metanol fueron suministrados por Chem-Lab (Zedelgem,
Bélgica). Acido férmico y cloroformo se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Amoniaco (25%), etanol y
carbonato de sodio se adquirieron en Panreac (Barcelona, Espafa) e hidrégeno carbonato de
sodio de Merck (Darmstadt, Alemania). Para el analisis de creatinina, se adquirid creatinina
anhidra, acido picrico y fosfato dibasico de potasio de Sigma y dodecil sulfato sédico de Fluka
(Merck). El agua de alta pureza se obtuvo mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA).

Se prepararon disoluciones madre individuales de cada una de las BAs (1000 mg/L) en
metanol y se almacenaron a -20 °C en viales de vidrio. Las disoluciones de trabajo que contenian
una mezcla de los cuatro analitos a un nivel de concentracion de 50 mg/L se prepararon por
dilucién con agua y se almacenaron a 4 °C. También se preparé una disolucion madre del
estandar interno PPA (1000 mg/L) en metanol, almacenandose a -20 °C, mientras que su
correspondiente disolucion de trabajo (5 mg/L) se preparé por dilucién con agua. Por ultimo, la
disolucion del reactivo derivatizante DNSCI se preparé a un nivel de concentracién de 3000 mg/L

en acetona.

l11.2.2. INSTRUMENTACION

Los andlisis se llevaron a cabo en un sistema UHPLC Agilent 1290 Infinity Il Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con un médulo de muestreador automatico y
una bomba binaria de alta velocidad. La separacion se llevé a cabo con una columna en fase
reversa Zorbax de rapida resolucion y alta definicién (Rapid Resolution High Definition, RRHD)
Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 ym de tamafo de particula) de Agilent (Waldbronn,

Alemania).

La deteccién se realiz6 con un espectrometro de masas Agilent 6550 Q-TOF (Agilent

Technologies) utilizando una interfaz electrospray Agilent Jet Stream Dual (AJS-Dual ESI) e
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ionizacion por electrospray (ESI). Los parametros de trabajo para los sistemas UHPLC y Q-TOF
se ajustaron con el software MassHunter Workstation Data Acquisition (Agilent Technologies,
Revision B.08.00). El analisis de datos se llevd a cabo mediante los softwares MassHunter
Qualitative Analysis Navigator (Agilent Technologies, Revision B.08.00) y MS-DIAL (version 4.80,
RIKEN).

La etapa del tratamiento de la muestra requirié del uso de un bafio de agua termostatizado
PRECISTERM series (Grupo Selecta, Espafa), una centrifugadora Eba 20 (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Alemania) y un sistema de evaporacion/concentracion automatica XcelVap XCV-5400
(Biotage, Uppsala, Suecia). La determinaciéon de creatinina se llevé a cabo utilizando un
espectrofotometro ATl Unicam UV2 UV-visible equipado con el software de tratamiento de datos
VISION V3.00. Todas las medidas espectrofotométricas se realizaron a 25 °C en una cubeta de

cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.

l11.2.3. ANALISIS UHPLC-HRMS

Tanto los estandares como las muestras se termostatizaron a 5 °C en el muestreador,
mientras que la columna se mantenia a 25 °C. La separacién cromatografica se llevé a cabo
utilizando una fase mévil compuesta por agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) ambos
conteniendo un 0,1% de acido féormico y aplicando el siguiente programa de elucidén en
gradiente: 0-10 min: 10-90% B; 10-12 min: 90% B; 12-12,5 min: 90-10% B; 12,5-14 min: 10% B.
La velocidad de flujo de la fase mévil se mantuvo constante a un valor de 0,4 mL/min. El volumen
de inyeccion fue de 20 pL. Aplicando estas condiciones experimentales, los analitos
derivatizados eluyeron con tiempos de retencion comprendidos entre 5,09 y 6,58 min, mientras
que el IS lo hizo a 7,38 min (Tabla III.1).

Los analisis de HRMS se realizaron utilizando una fuente ESI operando en modo positivo.
La presion del gas nebulizador se ajustd a 40 psi, mientras que el flujo del gas de secado se
ajusté a 16 L/min y a una temperatura de 150 °C y el gas envolvente a 12 L/min y 300 °C. Los
voltajes del capilar de nebulizacién, boquilla, fragmentador y octopolo 1 RF Vpp fueron 4000,
400, 360 y 750 V, respectivamente. El perfil de datos en el rango 50-1000 m/z se adquiri6 para
MS scans en modo de rango dinamico extendido de 2 GHz con 3 espectros/s, 333,3 ms/espectro
y 2675 transiciones/espectro. Para cada ciclo se aplicaron tres valores de energia de colision
(0,10y 40 V).
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Tabla Ill.1.
Parametros UHPLC-Q-TOF-MS de los compuestos estudiados.

_ Férmula tr m/z m/z Error
Analito

molecular (min) tedrico experimental (ppm)

OCT C20H22N204S 5,09 387,1378 387,1375 -0,91
SNP C21H24N204S 6,15 401,1535 401,1534 -0,26
PEP C21H24N204S 6,45 401,1535 401,1536 0,24
TYR C20H22N203S 6,58 371,1429 371,1428 -0,37
PPA C21H24N203S 7,38 385,1586 385,1589 0,81

Los datos se transformaron a un formato Analysis Base Framework (ABF) y después se
procesaron haciendo uso de MS-DIAL que consta de deconvolucién y seleccion de marcadores,
identificacion de compuestos y alineamiento. El procesamiento dirigido se realizé con el objetivo
de identificar y cuantificar los principales analitos utilizando el tiempo de retencién, la masa
exacta y la informacion de MS/MS. La Tabla lll.1 incluye los valores de m/z experimentales y
tedricos de para cada uno de los compuestos monitorizados. En términos de porcentaje, el error
para los valores de m/z obtenidos con relacién a los teéricos se calculé como la diferencia entre
las masas experimental y tedrica dividida por el valor tedrico y multiplicado por 10°. El error en

las masas se situd entre -0,91 y 0,24 ppm para las cuatro BAs.

lll.2.4. MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de orina de tres individuos sanos que fueron mezcladas, fortificadas
con los analitos a una concentracion de 500 ng/mL y utilizadas para las etapas de optimizacion
y validacion del método. Dado que no se disponia de muestras de orina de individuos
consumidores de suplementos nutricionales a base de BAs, el método desarrollado se aplico al
analisis de muestras de orina obtenidas de nueve voluntarios. Todos los voluntarios eran
individuos sanos con edades comprendidas entre los 22 y 70 afios. Cada individuo recogi6 sus
muestras de orina en recipientes de plastico estériles y se congelaron a -20 °C durante 24 horas
antes del analisis. Para ello, las muestras de orina se descongelaron en un bafio de agua a 30
°C, se centrifugaron a 3000 rpm durante 4 min y el sobrenadante resultante se recogio y filtré a

través de un filtro de membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 um de tamafio de poto.
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l11.2.5. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Para la etapa de derivatizacion, se aplicaron las condiciones descritas por Cao et al. [26] con
ligeras modificaciones. La Figura 1ll.3 recoge un esquema del procedimiento experimental
seguido en esta etapa. De forma resumida, se colocaron en un tubo de vidrio 5 mL de orina
descongelada, previamente centrifugada y filtrada, y se anadieron 100 uL de PPA (IS, 5 mg/L) y
se ajusto el pH a 9 por adicion de 500 uL de una disolucién reguladora 1 M de NaHCO3/NaxCOs.
A continuacion, se anadieron 200 uL de DNSCI (3000 mg/L en acetona) y se agité la mezcla
vigorosamente de forma manual durante unos pocos segundos antes de colocarla durante 15
min en un bafo de agua precalentado a 60 °C para permitir que se produzca la reaccion.
Seguidamente, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y finalmente se le adicioné 60 pL de

una disolucion acuosa de amoniaco al 25% para parar la reaccién de dansilacion.

- - -
# f V\
100 pL PPA 500 yL Reguladora 200 yL DNSCI
(IS, 5 mglL) (1 M, pH 9) (3000 mg/L)
AgltaC|on
AJUSte pH manual Transcurso de
Ia reaccion
60 °C, 15 min
N 5 mL orina
60 pL NH3
(25% viv)
do o
——
5 min

Figura lll.3. Procedimiento experimental de la etapa de derivatizacion.

Para la etapa de DLLME, a la muestra de orina derivatizada se inyect6 rapidamente una
mezcla formada por 350 pyL de cloroformo (agente extractante) y 2 mL de etanol (agente
dispersante), agitandose el tubo de forma manual vigorosamente durante unos segundos. Se
observo la formacién de una turbidez consistente en microgotas de cloroformo dispersadas en
la fase acuosa en la que eran extraidas las BAs inicialmente contenidas en la fase acuosa
(orina). Este sistema ternario de disolventes se centrifugd durante 4 min a 3000 rpm y la fase
organica resultante se recogié del fondo del tubo y se transfirié a otro tubo de vidrio de menor

capacidad en el que se evaporé bajo una corriente de aire comprimido. Finalmente, el extracto
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seco se reconstituyé en 150 pyL de acetonitrilo, de los cuales 20 uL fueron inyectados en el

sistema cromatografico.

La optimizacion y caracterizacion del método se llevé a cabo utilizando orina fortificada con
los analitos a diferentes concentraciones. Las muestras se fortificaron, agitaron durante unos
segundos y se dejaron reposar una hora antes de realizar la dansilacion, la etapa de DLLME y

el analisis instrumental. Cada analisis se llevd a cabo por triplicado.

111.2.6. ANALISIS DE CREATININA Y MUESTRAS DE ORINA

Para la determinacion de creatinina en las muestras de orina, se colocaron en una cubeta
de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico 2 mL de reactivo picrato formado por una mezcla de
volumenes iguales de una disolucién de acido picrico 25 mM y una reguladora fosfato 300 mM
(ajustada a pH 12,7 con hidréxido de sodio) ambos conteniendo dodecil sulfato sédico (SDS)
0,2 g/L. Las curvas de calibracion se obtuvieron de la siguiente forma: se colocan en la cubeta
200 pL de una disolucion acuosa de creatinina estandar dentro del rango 50-2500 mg/L y se
mezclan con la disolucion del reactivo de picrato. En el espectrofotémetro se mide durante 2 min
la absorbancia del complejo picrato-creatinina formado a una longitud de onda de 510 nm. En
este ensayo, el parametro utilizado como sefial analitica es la velocidad de reaccién. El
contenido de creatinina en las muestras de orina se determin¢ aplicando las mismas condiciones
experimentales utilizadas para las medidas en la etapa de calibracion solo que en este caso, la
disolucion de creatinina estandar fue reemplazada por 2 mL de orina. Para verificar la precision
del método aplicado se utilizé un material de referencia certificado “Contaminantes organicos en
orina de fumadores (congelada)” (Standard Reference Material, SRM 3672, MD, USA). El
contenido certificado de creatinina en el SRM 3672 es de 734 + 5 mg/kg. La precision del método
se demostrd ya que el contenido de creatinina obtenido en nuestros analisis fue de 736 + 7

mg/kg (n=3).
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I11.3. RESULTADOS Y DISCUSION

111.3.1. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

Para la optimizacion de la separacion cromatografica, inicialmente se estudié el poder de
resolucion para los analitos derivatizados con dos columnas diferentes: una Zorbax RRHD
Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) y una ACE Excel 3 C18-PFP (150 mm x 4.6 mm,
3 pm), esta ultima combinando de forma simultdnea los mecanismos de separacion
proporcionados por C18 y pentafluorofenil (PFP). Con la columna ACE Excel 3, se intentd
separar las BAs derivatizadas en modo isocratico usando diferentes proporciones de agua
(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), ambos conteniendo un 0,1% de acido férmico. Asi,
se varié la concentracion de disolvente organico entre un 60 y un 90%, obteniéndose los mejores
resultados cuando la proporcién de disolventes A:B fue de 40:60, a una velocidad de flujo
constante de 1 mL/min. Sin embargo, bajo estas condiciones OCT eluyé a 13,11 min, mientras
que SNP y PEP al ser isomeros de posicidon co-eluyeron a 20,82 miny TYR a 24,10 min, lo que

suponian unos tiempos de retencion bastante largos.

Por otro lado, se evaluo la eficiencia de separacion de la columna Zorbax con una reduccion
en la velocidad de flujo de 1 a 0,4 mL/min, lo que también beneficid a la eficiencia de ionizacion
en MS. Bajo condiciones de separacion isocraticas, las BAs no se separaban bien o no se
obtenian picos cromatograficos con formas apropiadas. Consiguientemente, se ensayaron
diferentes métodos de elucion en gradiente, proporcionando los mejores resultados el que
comenzaba con un gradiente lineal de 10 a 90% del disolvente B (10 min), manteniendo esta
proporcion durante 2 min. Finalmente, la fase movil se programé para alcanzar la composicion
inicial en 0,5 min, para mantenerse a ese porcentaje durante 1,5 min antes de proceder a la
siguiente inyeccion. Bajo estas condiciones, los analitos derivatizados eluyeron con tiempos de
retencién de 5,09; 6,15; 6,45 y 6,58 min para OCT, SNP, PEP y TYR, respectivamente.

I11.3.2. OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Para incrementar la sensibilidad del método analitico se incluyé en el tratamiento de la
muestra una etapa de preconcentraciéon de los analitos. De entre las diferentes metodologias
miniaturizadas disponibles en la actualidad, se opt6 por la aplicacion de DLLME teniendo en
cuenta las multiples ventajas que esta técnica ha demostrado para diferentes tipos de analitos
y matrices. Con el propdsito de aumentar la afinidad de los analitos hacia la fase extractante, se
decidié convertirlos a una forma quimica de menor polaridad utilizando DNSCI como reactivo

derivatizante. Con este fin, se optimizé el procedimiento de derivatizacion basado en las
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condiciones propuestas por Cao et al. [26], utilizando 5 mL de una orina fortificada con las BAs
a 500 ng/mL. Se verificd que la maxima sensibilidad se obtenia con la adiciéon de 0,2 mL de
DNSCI (3000 mg/L) y trabajando a pH 9.

El procedimiento de DLLME se optimizé utilizando 5 mL de una muestra de orina
previamente derivatizada fortificada con las BAs a 500 ng/mL, realizandose cada experimento
por triplicado. Para la seleccién del disolvente extractante se debe tener en cuenta que este
tenga elevada afinidad por los analitos, asi como su miscibilidad con el agente dispersante, pero
que a la vez sea inmiscible con la fase acuosa. En este experimento, se probé un conjunto de
disolventes organicos tanto halogenados como no halogenados (0,5 mL) utilizando en todos los
casos 1,5 mL etanol como disolvente dispersante. Se encontré que los disolventes mas densos
que el agua como diclorometano (DCM), cloroformo, tetracloruro de carbono y 1,1,2,2-
tetracloroetano (1,1,2,2-TCE) proporcionaron mejores resultados que los disolventes organicos
menos densos que el agua probados, metil isobutil cetona (MIBK) y 2-octanona, contando
ademas con la ventaja de que al ser mas densos que el agua y depositarse en el fondo del tubo
cénico, la recoleccion de la fase organica enriquecida con los analitos es mas sencilla que
cuando se utilizan disolventes de menor densidad que el agua. De todos los disolventes
probados, cloroformo fue el que proporciond los mejores resultados para todos los compuestos

(Figura 111.4A), por lo que fue el seleccionado.

Como disolventes dispersantes, se investigo la efectividad de acetona, metanol, etanol y
acetonitrilo, utilizando en todos los casos 1 mL y considerando su miscibilidad tanto con la fase
organica extractante como con la fase acuosa. En todos los casos, se utilizd 0,5 mL de
cloroformo y 5 mL de orina fortificada con las BAs a 500 ng/mL. Como se muestra en la Figura
111.4B, para todos los analitos la mayor sefal analitica se obtuvo con etanol, seguido de acetona,
metanol y acetonitrilo. El cloroformo comercial normalmente viene estabilizado con etanol para
prevenir la oxidacién y la generacion de sustancias indeseadas (acido clorhidrico y fosgeno), y
precisamente esta combinacién de disolventes fue la mas adecuada para el procedimiento
DLLME. Los resultados obtenidos junto con el hecho de que el etanol presenta baja toxicidad

condujeron a que finalmente este fuera el disolvente dispersante seleccionado.
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Figura l1l.4. Efecto de (A) naturaleza del disolvente extractante y (B) naturaleza del disolvente

dispersante (n=3).

Se estudio el efecto del volumen de agente extractante en el rango de 200 a 1250 uL. Como
se muestra en la Figura Il.5A, la eficiencia de extraccion aumenté hasta 350 L, disminuyendo
para volumenes mayores, probablemente debido a un efecto de dilucién. Por tanto, para los
siguientes experimentos se selecciond un volumen de 350 uL de cloroformo. El volumen de
etanol se estudié entre 0,5 y 2 mL. Como se observa en la Figura IIl.5B, las sefales analiticas
aumentaron al hacerlo también el volumen de dispersante en todo el intervalo estudiado,
probablemente debido a una mayor dispersion de la fase extractante. Considerando que 2 mL
ya es una cantidad relativamente alta de disolvente para una técnica miniaturizada, no se
realizaron pruebas con un volumen de etanol mayor de 2 mL, siendo este el volumen

seleccionado.
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Figura lll.5. Efecto de (A) volumen de extractante y (B) volumen de dispersante (n=3).

También se optimizé la influencia del volumen de muestra en la eficiencia de la

microextraccion utilizando 5, 7,5y 10 mL de muestra de orina junto con 350 pL de cloroformo y

2 mL de etanol como disolventes extractante y dispersante, respectivamente. La Figura I11.6A

muestra que la mayor sensibilidad se obtuvo para un volumen de muestra de 5 mL, mientras

que se observo una disminucién de la sefal para volumenes mayores, probablemente como

consecuencia del efecto matriz. Por tanto, se selecciond un volumen de muestra de 5 mL.

No se estudid el efecto del pH en la fase acuosa porque este ya venia determinado

previamente por las condiciones requeridas para llevar a cabo la reaccion de derivatizacién de

los analitos. Si que se evalud la influencia de la concentracién de cloruro sédico en la fase

acuosa (0, 5 y 10% m/v). Como se observa en la Figura 111.6B, los mejores resultados se

obtuvieron en ausencia de sal, por lo que su adicion fue descartada.
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Figura lll.6. Efecto de (A) volumen de muestra y (B) concentracién de NaCl en la fase acuosa
(n=3).

Finalmente, teniendo en cuenta la incompatibilidad del disolvente extractante seleccionado
y la fase mdévil utilizada para la separacion cromatografica, la fase organica enriquecida con los
analitos se evaporo y posteriormente se reconstituté en AcN. Para ello, se probaron volumenes
de 150 y 200 pL de AcN y como era de esperar, los mejores resultados se obtuvieron con un
volumen de 150 pL, por lo que fue el volumen seleccionado para reconstituir el extracto seco en
todos los casos. No se ensayaron volumenes mas pequenos debido a la dificultad de reconstituir

de forma eficiente el extracto seco.
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111.3.3. VALIDACION DEL METODO

Para la validacion del método propuesto se obtuvieron los parametros de rango de linealidad,
precision, limites de deteccion (LODs) y cuantificacién (LOQs), recuperacién y veracidad. Se
adopto el uso de un estandar interno (IS) con el objetivo de aumentar la precision del método y
contrarrestar los posibles efectos de la matriz. Se seleccioné fenilpropanolamina (PPA) como IS
teniendo en cuenta que su estructura quimica es similar a la de las BAs objeto de estudio y su
ausencia en las muestras, la cual fue comprobada antes de los analisis. La estructura de PPA
tiene en comun con los analitos la presencia de un anillo de benceno unido a una cadena
alquilica que a su vez contiene un grupo amino. La presencia de esta amina primaria permite
que se pueda tratar bajo las mismas condiciones de derivatizacién y preconcentracién que las
BAs. Bajo dichas condiciones experimentales la forma dansilada de PPA eluyé a un tiempo de

retencion de 7,38 min.

Para evaluar el posible efecto matriz en las muestras, se prepararon curvas de calibraciéon
en presencia de IS a una concentracion de 100 ug/L, tanto en disolucion acuosa como para dos
muestras de orina, representando la relacidn entre el area obtenida para cada uno de los analitos
y la del IS frente a la concentracion de analito para cada uno de los siete niveles de
concentracién ensayados. La comparacion mediante un test-t entre las pendientes obtenidas en
presencia y en ausencia de matriz mostré valores de pendientes estadisticamente diferentes
para cada uno de los analitos (p<0,05), (Tabla 111.2). Sin embargo, se pudo aplicar la calibracion
mediante matriz modelo para la cuantificacion de las muestras, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre las pendientes obtenidas por el método de adiciones estandar

para ambas muestras de orina (p>0,05).

Tabla Ill.2.

Pendientes? (L/ug) de las rectas de calibracién mediante adiciones estandar.

Analito Estandares Acuosos Orina 1 Orina 2
OCT 0,00053 + 0,00002 0,01569 + 0,00045 0,01555 + 0,00081
SNP 0,00221 + 0,00010 0,05914 + 0,00148 0,05830 + 0,00096
PEP 0,00187 + 0,00007 0,04943 + 0,00900 0,04802+ 0,00075
TYR 0,00516 + 0,00025 0,04090 + 0,00137 0,04013 + 0,00186

@ Valor medio * desviacion estandar (n=8).
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El rango de linealidad se situd entre 2,5y 500 pg/L para SNP, PEP y TYR, mientras que para
OCT se encontré entre 10 y 500 pg/L (Tabla 111.3). Se evalud la repetibilidad del método
analizando por quintuplicado una muestra de orina fortificada a dos niveles de concentracion (50
y 200 pg/L) con una mezcla de las BAs, obteniéndose valores de desviacién estandar relativa
(RSD) dentro de los rangos 12,4-16,1 y 4,2-12,2 % para los niveles de concentracion mas alto
y bajo, respectivamente. Sin embargo, cuando la repetibilidad se calculé utilizando PPA como
IS, se aprecié una mejora notable en los valores de RSD obtenidos, encontrandose entonces
dentro de los rangos 5,1-8,1% para 50 ug/L y 3,4-10,2% para 200 ug/L (Tabla 111.3).

Tabla Ill1.3.

Caracteristicas analiticas del método propuesto.

Linealidad LOQ? RSDP® (%) Recuperacion® (%)
Analito R?
(ng/L) (ug/L) 50 pg/L 200 ug/L 25 ug/L 100 pg/L
OCT 10-500 0,999 12,0 8,1 10,2 114 102
SNP 2,5-500 0,999 1,8 8,3 3,4 110 96.8
PEP 2,5-500 0,995 1,8 5,1 5,1 109 97.4
TYR 2,5-500 0,995 2,0 55 9,4 93,6 103

a Calculado para una relacion sefial-ruido de 10. ® n=5. ¢ Valor medio (n=3).

Los LOQs para las cuatro BAs analizadas se calcularon considerando una relacién
senal/ruido de 10 y, como se recoge en la Tabla III.3, se hallaron entre 1,8 y 12 pg/L. Por otro
lado, los LODs, obtenidos para una relacion senal/ruido de 3, se encontraron entre 0,54 y 3,6
Mg/L. Los factores de enriquecimiento (EF) se calcularon como la relacion entre las pendientes
de calibracién aplicando el método UHPLC-Q-TOF-MS con DLLME y en ausencia de la etapa

de preconcentracion. Los valores de EF obtenidos se encontraron en el rango 17,9-24,2.

La Figura Ill.7 muestra los cromatogramas de iones extraidos (EICs) obtenidos para una
muestra de orina fortificada con las BAs a una concentracion de 80 ug/L utilizando el método
propuesto, asi como los obtenidas para una muestra blanco. Para estudiar la veracidad del
método, se llevaron a cabo estudios de recuperacion ya que no se disponia de materiales de
referencia certificados. Los analisis en triplicado de una muestra de orina fortificada a dos niveles
de concentracion diferentes, 50 y 100 ug/L, proporcionaron valores de recuperacion dentro de

los rangos 93,6-114 y 96,8-103% para la concentracién mas baja y alta, respectivamente.
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Figura lll.7. Cromatogramas de iones extraidos (EICs) obtenidos para una muestra de orina

sin fortificar (linea roja) y para una muestra de orina fortificada con las diferentes BAs a 80

Mg/l (IS, 100 ug/L) (linea negra).
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En la Tabla IIl.4 se recoge una comparacién del método propuesto basado en DLLME con
UHPLC-Q-TOF-MS con otros previamente publicados en la bibliografia relacionados con la
determinacion de las BAs estudiadas en este trabajo en muestras de orina. Cabe destacar que
el método propuesto supone la primera aplicacion de una técnica de microextraccion en fase
liquida para la preconcentracién de SNP, PEP, OCT y TYR en muestras de orina. Para aquellos
tratamientos que hacen uso de SPE [14, 15, 17, 18], es destacable el elevado consumo de
disolventes organicos (entre 3 y 8,25 mL) y el tiempo requerido, resultando también en una
sensibilidad mas baja en comparacién con la alcanzada con el método propuesto. Ademas, el
uso de volumenes pequefios de disolventes organicos va en consonancia con las pautas

descritas en las guias de la quimica verde.

Ademas, la derivatizacion previa de las BAs proporciona una mejora en la sensibilidad, no
solo por ser transformados en compuestos de menor polaridad y consecuentemente mayor
afinidad hacia la fase organica extractante, sino que también se consigue una mayor eficacia en
el proceso de ionizaciéon en MS. Adicionalmente, solo se tiene constancia de dos estudios
previos [17, 18] que hagan uso de HRMS, permitiendo a su vez la busqueda metabolémica para
la medida de masa exacta de posibles metabolitos y compuestos relacionados con los analitos.
Es importante tener en cuenta que el método propuesto permite alcanzar incluso una mejor
sensibilidad que los que utilizan MS/MS con analizador QTrap [14-16, 19, 20], con la ventaja
afiadida de que posibilita la busqueda bajo un enfoque no dirigido, evitando un tratamiento de

muestra afiadido como la hidrdlisis enzimatica [19, 21].

I11.3.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE ORINA

Con el objetivo de demostrar la aplicabilidad de la metodologia propuesta, se analizaron
muestras de orina de nueve voluntarios sanos. Las BAs SNP, OCT y PEP no se detectaron en
ninguna muestra, mientras que si que fue posible cuantificar TYR en un 67% de las muestras.
La ausencia de PEP en las muestras era de esperar ya que su disponibilidad en la naturaleza
es un tema que suscita controversia en la actualidad, considerandose de origen sintético [8]. Las
concentraciones de TYR encontradas en las muestras oscilaron entre 52 y 304 pg/L, como se

observa en la Figura IlI.8.

Se calcul6é también el contenido de creatinina en cada una de las muestras. Considerando
la diferencia en los volumenes de orina excretados por cada individuo, el contenido de creatinina
se usa como factor de correccion, sabiendo que, a diferencia de la orina, la creatinina se produce

y elimina a una velocidad relativamente constante. Asi, la cantidad de cualquier sustancia
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eliminada a través de la orina se puede comparar con la cantidad de creatinina en dicha orina.
Los analisis de creatinina en las nueve muestras proporcionaron contenidos desde 72 a 1550

mg/L. Los valores de la relacion TYR/creatinina oscilaron entre 0,05 y 2,92 ug/L (Figura I11.8).

I mL -4
300 + —— mg Creatinina

225

150 +

75 4

TYR (ug/L)
N
TYR/contenido creatinina (ug/mg)

Muestras

Figura lIl.8. Contenido de TYR en las muestras de orina expresado por unidad de volumen

(eje-y izquierdo) y por masa de creatinina (eje-y derecho).
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111.3.5. ANALISIS NO DIRIGIDO

La posible identificacion de metabolitos procedentes de las BAs, asi como de otros
compuestos relacionados en las muestras de orina analizadas, se abordd mediante el
tratamiento de los datos a través de una estrategia de analisis no dirigido. Para este propésito,
los datos adquiridos haciendo uso del método all-ion se procesaron utilizando el software MS-
DIAL, mediante la busqueda de coincidencias en la masa exacta, patrones de fragmentacion y
perfil isotdpico con una metodologia basada en analisis metaboldomico. Para MS1 y MS2, se
utilizaron tolerancias para las masas de 0,01 y 0,025 Da, respectivamente, estableciendo una
altura minima de pico de 1000 para su deteccion. La deconvolucion se llevé a cabo utilizando

un valor de ventana de 0,5.

Basandonos en lo publicado en la bibliografia, se creé una base de datos de MS en la que
se incluyeron 29 compuestos entre metabolitos de las BAs de interés, asi como compuestos
relacionados buscados también desde este enfoque no dirigido (Tabla 111.5). Los compuestos
incluidos en la Tabla IIl.5 pueden clasificarse en dos categorias diferentes dependiendo de si
son un tipo de metabolito procedente de alguna de las cuatro BAs (OCT, TYR, SNP y PEP) o
bien si se trata de un compuesto relacionado, es decir, aquellos que comparten similitudes en

su estructura quimica en comparacién con la de los analitos principales de este estudio.

Estructuralmente, OCT, TYR, SNP y PEP son bastante similares a epinefrina (adrenalina),
norepinefrina (noradrenalina) y efedrina, por lo que se incluyeron en el estudio no dirigido a
pesar de que efedrina es un derivado de fenilpropanilamina y no contiene una posicion para-
sustituida con un grupo hidroxilo [31]. Hordenina y N-metiltiramina se incluyeron en la busqueda
debido que a sintéticamente se obtienen a partir de TYR formando parte de la misma ruta
biosintética y a que estan incluidas en algunos suplementos nutricionales. Otros dos compuestos
que también se estudiaron en todas las muestras fueron isopropiloctopamina (iso-propil-OCT) e
isoprenalina, a pesar de que su ausencia en Citrus aurantium ya habia sido citada por Mercader

et al., y la probabilidad de ser detectadas era minima, (Figura 111.9) [32].
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Figura 111.9. Estructuras quimicas derivatizadas y sin derivatizar de los compuestos

relacionados con las BAs buscadas en el analisis no dirigido.
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Continuacion Figura I11.9
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Figura I11.9. Estructuras quimicas derivatizadas y sin derivatizar de los compuestos

relacionados con las BAs buscadas en el analisis no dirigido.
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De los cuatro analitos estudiados, tres de ellos (TYR, OCT y SNP) derivan de la misma ruta
sintética que empieza con el aminoacido L-fenilalanina al que le sigue L-tirosina. A partir de ahi,
L-TYR, L-OCT y L-SNP se obtienen sintéticamente, por este orden, a partir de L-tirosina. Como
cita Thevis et al. [15], OCT se metaboliza a acido p-hidroximandélico (MSNP). Por otro lado,
Medana et al., indicaron la ausencia de desmetilacion en el metabolismo de SNP y que los
principales metabolitos de SNP encontrados en plasma y orina, MSNP y p-hidroxifenilglicol
(MOCT), derivan ambos de la desaminacion oxidativa y de los conjugados sulfonados (SNP-S)
y glucurénidos (SNP-G) de fase Il [17]. Ademas, TYR metaboliza a p-hidroxifenilacetaldehido
(MTYRA1), el cual puede, a su vez, generar acido p-hidroxifenilacético (MTYR2) en un siguiente
paso (Figura I11.10) [15].

o
HO

p-hidroxifenilacetaldehido (MTYR1)
CgHgO,  m/z 136,0524

OH
OH

HO

p-hidroxifenilacetaldehido (MOCT)

O
LT,
HO

p-hidroxifenilacetaldehido (MTYR2)
CgHgO;  m/z 152,0473

OH
O

OH
HO

p-hidroxifenilacetaldehido (MSNP)

CgHyOs  Miz 154,0629 CgHgO,  miz 168,0422

Figura 111.10. Estructura quimica de los metabolitos generales procedentes de las rutas

metabdlicas de las BAs buscadas en el analisis no dirigido.

También se evalud la posibilidad de formacion de conjugados glucurénidos (G) (Figura 111.11)
y sulfonados (S) (Figura 111.12) (OCT-G, TYR-G, SNP-G, PEP-G y OCT-S, TYR-S, SNP-S, PEP-
S). Por esta razon, se incluyeron en nuestra base de datos otros posibles compuestos que no
se encontraban descritos previamente en la bibliografia: OCT-G, TYR-G, SNP-G, PEP-G, OCT-
S, TYR-S, SNP-S y PEP-S. Los conjugados glucuronidos aparecen cuando se forma un enlace
O-glicosidico entre el grupo hidroxilo de las BAs y una molécula de glucurénido, mientras que la

sulfonacion ocurre cuando una molécula de sulfato se une al grupo hidroxilo de las BAs [33].



214

DLLME para la preconcentracion de BAs

SN ~n7
0=$=0
NH
NH
OH O 2 0
HO HO__© HO.__O o
o)
HO o) HO HO OH
OH TYR-G OH Dansil- TYR-G OH diDansil-TYR-G
CuHigNO,  m/z 313,1161 CuHgoN,0sS  miz 546,1672 CaygHuN;01,S,  miz 779,2213
\N/ \N/
0=5=0
NH
OH
NH o) OH o)
OH ©O 2 HO__O HO.__O o
HO o
HO OH HO OH
HO ° OH OH
OH OCT-G Dansil-OCT-G diDansil-OCT-G
CyHiNOg  miz 329,1110 CusHaoN,010S  miz 562,1621 CagHaN30,S,  mfz 795,2162
0=5=0
\
o) OH
HO.__O
HO °
HO OH
HO OH Dansil-SNP-G
SNP-G C,H3uN,0,0S  miz 576,1778
CisHuNOg  miz 343,1267
\N/
OH |
0~_0O N 0=8=0
HO HO
(o)
HO OH HO
OH
PEP-G Dansil-PEP-G
CisHNOg  m/z 343,1267 C,H3uN,0,0S  miz 576,1778

Figura lll.11. Estructuras quimicas de los conjugados glucurénidos de las BAs en su forma

derivatizada y sin derivatizar buscados bajo analisis no dirigido.
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Figura Il1.12. Estructuras quimicas de las BAs sulfonadas en su forma derivatizada y sin

derivatizar buscadas bajo analisis no dirigido.
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Se ha evaluado también la posibilidad de una posible conjugacion tipo glucurénido (Figura
[11.13) y sulfato (Figura 111.14) de los cuatro metabolitos principales de las BAs previamente
mencionados (MTYR1, MTYR2, MOCT y MSNP), resultando en ocho nuevos metabolitos:
MTYR1-G, MTYR2-G, MOCT-G, MSNP-G, MTYR1-S, MTYR2-S, MOCT-S y MSNP-S. Esta es
una opcion viable debido a la presencia de un grupo hidroxilo en el anillo de benceno de cada
metabolito principal, el cual es susceptible de sufrir esas reacciones. Sin embargo, ninguno de
estos compuestos estudiados en el enfoque no dirigido se detectd en las nueve muestras de

orina analizadas.
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HO HO OH
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Ci4sH1605  m/z 311,0772 CiHigOg  miz 328,0794

HO

OH OH
o
OH O /©)\/OH OH O /@2\‘?
HO OH
HO o o
0 (0]
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Figura lll.13. Estructuras quimicas de los metabolitos glucurénidos buscados bajo analisis no

dirigido.
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l11.4. CONCLUSIONES

En este trabajo se propone un método analitico de elevada sensibilidad para la cuantificacién
de cuatro BAs (OCT, TYR, SNP y PEP), directamente relacionadas con el consumo de diversos
suplementos nutricionales, en orina humana. Una reaccion de derivatizacién sencilla y rapida
junto con la preconcentracion de los analitos derivatizados mediante DLLME permite alcanzar
bajos limites de deteccion. Ademas, el analisis mediante UHPLC-Q-TOF-MS permite una
identificacion inequivoca de los compuestos basandose en los tiempos de retencion y en el valor
de la masa exacta. Por ultimo, la deteccién por HRMS permite el andlisis de las muestras bajo
un enfoque no dirigido con objeto de investigar la presencia de posibles metabolitos procedentes

de las BAs, asi como de compuestos relacionados.
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Los resultados obtenidos en Tesis Doctoral permiten establecer como conclusion general
que el uso de las diferentes técnicas de microextraccion, tanto en fase liquida como en fase
s6lida magnética, acopladas a la separacion por LC y deteccién mediante HRMS supone una
muy buena herramienta para el analisis de una gran variedad de compuestos organicos de
naturaleza y propiedades fisicoquimicas muy variadas presentes en matrices bioldgicas
humanas de facil accesibilidad. Las conclusiones especificas derivadas de la investigacion

realizada en esta Tesis se detallan a continuacion:

1. Las técnicas de microextraccion han permitido alcanzar el objetivo de desarrollar métodos
analiticos sensibles y selectivos, aportando numerosas ventajas respecto de los tratamientos de
muestra convencionales. Los limites de deteccién han sido rebajados considerablemente,
permitiendo simplificar de manera simultanea la matriz de la muestra y aislar los analitos de

interferentes que podrian complicar su deteccién y cuantificacion.

2. El uso de DLLME supone una forma rapida, sencilla y de bajo coste para la extraccion de
capsaicinoides y aminas biogénicas de muestras de orina, implicando un consumo minimo de
disolventes organicos. En el analisis de aminas biogénicas se ha utilizado la modalidad clasica
de DLLME en la que el disolvente de extraccién es mas denso que el agua, mientras que en la
determinacion de capsaicinoides, se ha hecho uso de un agente extractante menos denso que
el agua, lo que pone de manifiesto la influencia de la naturaleza de los analitos a la hora de

implementar una técnica u otra.

3. Considerando la incompatibilidad de los disolventes extractantes utilizados en DLLME con
la técnica de separacion cromatografica seleccionada, la evaporacion de la fase organica
enriquecida con los analitos y su posterior reconstitucion en un volumen minimo de disolvente
ha solventado este problema a la vez que ha permitido incrementar ain mas los factores de

preconcentracion previamente alcanzados.

4. Se ha demostrado el potencial de la técnica DMSPE para la extraccion y preconcentracion
de capsaicinoides. En este sentido, la seleccion del material magnético adecuado es
fundamental para garantizar el éxito de la extraccion. Ademas, la posibilidad de funcionalizar la
superficie de las nanoparticulas magnéticas ha sido clave para conseguir un material magnético
selectivo hacia los analitos. De entre los distintos recubrimientos ensayados los nanotubos de

carbono han proporcionado los mejores resultados.

5. La caracterizacion de los nanomateriales magnéticos empleados en DMSPE resulta de
gran interés para controlar las propiedades de la fase extractante y garantizar la repetitividad de

los procedimientos de extraccién. El uso de técnicas espectroscopicas y de microscopia ha
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permitido una buena caracterizacion del material seleccionado en esta Tesis para la

preconcentracion de capsaicinoides.

6. La aplicacion de las técnicas miniaturizadas seleccionadas en esta Tesis Doctoral requirio
una minima preparacion previa de las muestras de suero y orina, incluyendo tratamientos tan

simples como centrifugacion, filtracién o precipitacion de proteinas.

7. La correcta seleccién de las fases estacionaria y mévil ha permitido la separacion de
compuestos con estructuras estrechamente relacionadas. Asi, ha sido posible la separacion de
SNP y PEP cuya diferencia estructural se debe a la localizacion del grupo hidroxi del anillo
aromatico, localizandose en la posicion para- en el caso de SNP, y en posicion meta- en el caso
de PEP. Es de destacar que todas las separaciones se han llevado a cabo en fase reversa,
tratandose de una de las técnicas de LC mas ampliamente usadas. En relacion a las fases
moviles empleadas, en todos los casos se trata de mezclas de acetonitrilo y una fase acuosa en
presencia de acido férmico para favorecer la ionizacidon de los analitos en el sistema de
deteccién. Siempre que ha sido posible, se ha optado por el modo de elucién isocratico, aunque
la aplicacion de gradientes de elucion ha permitido acortar la etapa de separacion

cromatografica.

8. Los métodos propuestos han sido debidamente validados habiéndose obtenido
excelentes parametros relativos a intervalos de linealidad, limites de deteccidn y cuantificacion,
precision y veracidad. El efecto matriz ha sido estudiado mediante la comparacion estadistica
de las pendientes de calibraciéon externa, con disoluciones patrén, y las obtenidas mediante
adiciones estandar a las muestras, en todos los casos haciendo uso de un patrén interno. Cabe
resaltar que el tedioso método de adiciones estandar a las muestras ha podido ser eludido en

todos los casos, pudiendo aplicarse calibracidon externa o usando una matriz modelo.

9. El sistema de detecciéon basado en HRMS se presenta como la herramienta ideal para la
deteccion de compuestos previamente sometidos a separaciones cromatograficas, ya que
permite la identificacion y cuantificacion de los analitos a niveles traza. Ademas, esta
herramienta ha permitido también ampliar el campo de analisis, ya que ofrece realizar analisis
bajo enfoques no dirigidos hacia la busqueda de metabolitos 0 compuestos relacionados con los

analitos objeto de estudio.

La tabla siguiente resume las caracteristicas mas importantes de los métodos de analisis

desarrollados en esta Tesis Doctoral.
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS BAJO ESTUDIO

A continuacién, se describen algunas de las propiedades fisicoquimicas mas caracteristicas
de los protoalcaloides (capsaicinoides y aminas biogénicas) que han sido objeto de estudio en
la presente Tesis Doctoral: capsaicina (CAP), dihidrocapsaicina (DCAP), N-vaniliinonanamida
(PCAP), octopamina (OCT), tiramina (TYR), sinefrina (SNP) y fenilefrina (PEP). Los datos

presentados se han obtenido de las bases de datos Chemspider y Pubchem [1, 2].

Capsaicina (CAP)

Nombre sistematico:

8-metil-N-vanillil-6-nonenamida

Formula molecular: CisH27NO3

0]
/O N / Masa monoisotdpica: 305,1990 Da
D/\H Log P: 3,75
HO

pKa: 9,93y-1,4
Solubilidad: 28,93 mg/L (agua, 25 °C)

Punto de fusién: 65 °C

Dihidrocapsaicina (DCAP)

Nombre sistematico:
N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil]-8-
metilnonanamida

O Formula molecular: CigsH29NO3s
O
- N)WV\( Masa monoisotopica: 307,2147 Da
H
Log P: 3,556
HO

pKa: --
Solubilidad: 2,811 mg/L (agua, 25 °C)
Punto de fusiéon: 65,5 - 65,8 °C
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N-vaniliinonanamida (PCAP)

Nombre sistemaético:

N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metillnonanamida

1) Formula molecular: C17H27NOs
_©O )J\/\/\/\/ Masa monoisotopica: 293,1990 Da
N
:©/\H Log P: 3,202
HO pKa: 9,77

Solubilidad: muy poco soluble en agua
Punto de fusién: 124-128 °C

Octopamina (OCT)

Nombre sistematico:

4-(2-amino-1-hidroxietil)fenol

OH Férmula molecular: CsH11NO2

NH, Masa monoisotopica: 153,0789 Da
Log P: --
HO pKa: 8,98
Solubilidad: > 28,4 mg/L (agua, 25 °C)
Punto de fusion: 170 °C

Tiramina (TYR)

Nombre sistemético: 4-(2-aminoetil)fenol

Férmula molecular: CeH11NO

NH, Masa monoisotopica: 137,0840 Da
/©/\/ Log P: 0,68
HO pKa: 9,6
Solubilidad: 0,0104 mg/mL (agua, 15 °C)
Punto de fusion: 164-165 °C

Sinefrina (SNP)

Nombre sistematico:
(R)-4-(1-hidroxi-2-(metilamino)etil)fenol

OH Férmula molecular: CoHisNO2

ZT

Masa monoisotdpica: 167,0946 Da

Log P: -0,45

HO pKa: 9,79

Solubilidad: 0,0004265 mg/L (agua, 25 °C)
Punto de fusion: 162-164 °C
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Fenilefrina (PEP)

Nombre sistematico:
3-[(1R)-1-hidroxi-2-(metilamino)etillfenol

Férmula molecular: CoH13NO2

HO d H\ Masa monoisotépica: 167,0946 Da
Log P: -0,31
pKa: 8,97
Solubilidad: 10 mg/L (agua, 25 °C)
Punto de fusion: 140-145 °C
BIBLIOGRAFIA

[1 ChemSpider. https://chemspider.com. Ultimo acceso: 2 de junio, 2023.

[2] PubChem. https://pubchem.com. Ultimo acceso: 2 de junio, 2023.
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PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS

La presente Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes publicaciones, que se han

presentado en Congresos Nacionales e Internacionales:

Metabolomic study of capsaicinoid compounds in urine samples by dispersive liquid—
liquid microextraction and ultra-high performance liquid chromatography with

quadrupole time-of-flight mass spectrometry.

Maria Consolacion Rodriguez-Palazén, Natalia Arroyo-Manzanares, Pilar Vihas, Natalia

Campillo.
Microchemical Journal 178 (2022) 107373

DOI: 10.1016/j.microc.2022.107373

Presentado como comunicacién oral en “I Symposium on Chemical

Physical Sciences For Young Researchers”, Murcia (2020).

Dispersive magnetic solid-phase extraction for capsaicinoid compounds in human serum

using LC-HRMS: targeted and non-targeted approaches.

Maria Consolacion Rodriguez-Palazén, Natalia Arroyo-Manzanares, Pilar Vifias, Ignacio

Lopez-Garcia, Manuel Hernandez-Cérdoba, Natalia Campillo.

Analytical and Bioanalytical Chemistry 415 (2023) 2133-2145

DOI: 10.1007/s00216-023-04544-7

Presentado como poster en “2nd European Sample Preparation e-

Conference”, celebrado en formato virtual (2022).
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Monitoring of biogenic amines in human urine using dispersive liquid-liquid

microextraction and liquid chromatography with high-resolution mass spectrometry.

Maria Consolacion Rodriguez-Palazén, Natalia Arroyo-Manzanares, Natalia Campillo, Pilar

Vifas.
Separations 10 (2023) 232
DOI: 10.3390/separations10040232

Presentado como comunicaciéon oral en “VI Jornadas Doctorales de la
Universidad de Murcia”, Murcia (2021).
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ABREVIATURAS

AcN, acetonitrilo

APCI, ionizacion quimica a presion atmosférica
API, ionizacion a presién atmosférica

APPI, fotoionizacion a presién atmosférica
APTS, (3-aminopropil)-trietoxisilano

AQC, 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccininimidilo de carbamato
BA, amina biogénica

BNZCI, cloruro de benzoilo

CADB, acido ciclohexanocarboxilico 3,4-dimetoxibencilamida
CAP, capsaicina

CCD, disefio central compuesto

CD, ciclodextrina

CE, electroforesis capilar

CNBEF, 4-cloro-3,5-dinitrobencenotrifluoruro
CNTs, nanotubos de carbono

CPE, extraccién en punto de nube

CTAB, bromuro de hexadeciltrimetilamonio
DAD, detector de diodos en serie

DBSCI, cloruro de dabsilo

DCAP, dihidrocapsaicina

DCM, diclorometano

DDP, cisplatino

DEEMM, etoximetilenmalonato de dietilo

DESs, disolventes eutécticos profundos
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DLLME, microextraccion dispersiva liquido-liquido

DLS, dispersion dinamica de luz

DMSPE, microextraccion dispersiva en fase solida magnética
DNSCI, cloruro de dansilo

DOPA, 3,4-dihidroxifenilalanina

DSDME, microextraccién en gota directamente suspendida
DSPE, extraccion en fase soélida dispersiva

EF, factor de enriquecimiento

EFSA, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

EIC, cromatograma de iones extraidos

ER, recuperacién de la extraccion

ESI, ionizacion por electrospray

EtOH, etanol

FDA, Administracion de Alimentos y Medicamentos

FLD, detector de fluorescencia

FTIR, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
G, grafeno

GC, cromatografia de gases

GFAAS, espectroscopia de absorcion atdmica en horno de grafito
GSH, glutation

GO, 6xido de grafeno

HCAP, homocapsaicina

HDCAP, homodihidrocapsaicina

HF-LPME, microextraccion en fase liquida con fibra hueca
HOR, hordenina

HPLC, cromatografia liquida de alta resolucion
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HRMS, espectrometria de masas de alta resolucion
ILs, liquidos iénicos

IS, estandar interno

IT, trampa de iones

IT-TOF, trampa de iones con tiempo de vuelo

LC, cromatografia liquida

LDso, dosis letal al 50%

LDSs, disolventes de baja densidad

LLE, extraccion liquido-liquido

LOD, limite de deteccion

LOQ, limite de cuantificacion

LPME, microextraccion en fase liquida

MECK, cromatografia capilar electrocinética micelar
MeOH, metanol

MIBK, metil isobutll cetona

MIPs, polimeros de impresion molecular

MNPs, nanoparticulas magnéticas

MS, espectrometria de masas

MS/MS, espectrometria de masas en tandem
MWCNTs, nanotubos de carbono de pared multiple
m/z, relaciéon carga-masa

NCAP, nornocapsaicina

NDCAP, nordihidrocapsaicina

NMT, N-metiltiramina

OAD, disefio de matriz ortogonal
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Abreviaturas

OCT, octopamina

ODS, octadecilsililo

OMS, Organizaciéon Mundial de la Salud
OPA, o-ftalaldehido

PAs, poliaminas

PANI, polianilina

PCAP, N-vaniliinonanamida (pseudocapsaicina)
PEP, fenilefrina

PFP, pentafluorofenil

PNP, dolor neuropatico periférico

PPA, fenilpropanolamina

PPy, polipirrol

PTFE, politetrafluoroetileno

Q, cuadrupolo simple

QAV, Quimica Analitica Verde

QqQ, triple cuadrupolo

Q-TOF, cuadrupolo con tiempo de vuelo
RMN, resonancia magnética nuclear
ROS, especies de oxigeno reactivas
RP-LC, cromatografia liquida en fase reversa
RSD, desviacion estandar relativa

RXD, difraccién de rayos X

SA-DLLME, microextraccién dispersiva liquido-liquido asistida por surfactantes

SALLE, extraccion liquido-liquido asistida con sal

SBSE, extraccion por adsorcidn sobre barras agitadoras

SDME, microextraccién en gota simple
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SDS, dodecil sulfato sédico

SEM, microscopia electrénica de barrido

SFODME, microextraccion en gota organica flotante solidificada

SFOD-DLLME, DLLME con solidificacién de la gota organica flotante

SHSs, disolventes de hidrofilicidad intercambiable
SHU, unidades de picante de Scoville

S/N, senal ruido

SNP, sinefrina

SPE, extraccion en fase solida

SPME, microextraccion en fase sélida

SRM, material de referencia certificado

SUPRAs, disolventes supramoleculares
SWCNTs, nanotubos con estructura de pared uUnica
TEM, microscopia electrénica de transmision

TIC, cromatograma de iones totales

TLC, cromatografia en capa fina

TOF, tiempo de vuelo

TRPV1, receptor de potencial transitorio vaniloide de subtipo 1

TYR, tiramina

UHPLC, cromatografia liquida de ultra-alta resolucion

UA-DLLME, microextraccién dispersiva liquido-liquido asistida por ultrasonidos

UV, ultravioleta

VA-DLLME, microextraccion dispersiva liquido-liquido asistida por agitacion vértex

WADA, Agencia Mundial Antidopaje

MDSPE, extraccion en fase sélida microdispersiva
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