
2020 92

Mª Pilar Lapieza Remón

Aportación de la cromatografía en
capa fina de alta eficacia acoplada
a espectrometría de masas y de la
fluorescencia de flavoenzimas a la
lipidómica y a otros problemas del

análisis de lípidos

Departamento

Director/es

Química Analítica

Cebolla Burillo, Vicente Luis
Sanz Vicente, Isabel



© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

ISSN 2254-7606

Reconocimiento – NoComercial –
SinObraDerivada (by-nc-nd): No se
permite un uso comercial de la obra
original ni la generación de obras
derivadas.



Mª Pilar Lapieza Remón

APORTACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA EN CAPA
FINA DE ALTA EFICACIA ACOPLADA A

ESPECTROMETRÍA DE MASAS Y DE LA
FLUORESCENCIA DE FLAVOENZIMAS A LA
LIPIDÓMICA Y A OTROS PROBLEMAS DEL

ANÁLISIS DE LÍPIDOS

Director/es

Química Analítica

Cebolla Burillo, Vicente Luis
Sanz Vicente, Isabel

Tesis Doctoral

Autor

2018

Repositorio de la Universidad de Zaragoza – Zaguan   http://zaguan.unizar.es

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA





 

iii 

 
- CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS -  

INSTITUTO DE CARBOQUÍMICA 

GRUPO DE SEPARACIÓN Y DETECCIÓN 

 

 

APORTACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE 

ALTA EFICACIA ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE 

MASAS Y DE LA FLUORESCENCIA DE FLAVOENZIMAS A 

LA LIPIDÓMICA Y A OTROS PROBLEMAS DEL ANÁLISIS 

DE LÍPIDOS 

 

 

TESIS DOCTORAL 

Mª Pilar Lapieza Remón 

 

- UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA - 

FACULTAD DE CIENCIAS 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA ANALÍTICA 

GRUPO DE BIOSENSORES ANALÍTICOS 

 

ZARAGOZA, 2018 

  



 

iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Instituto de Carboquímica (CSIC)                Departamento de Química Analítica 

Miguel Luesma Castán, 4              Facultad de Ciencias (Edif. D) 

50018 Zaragoza (España)                    Pedro Cerbuna, 12 

Tel: (+34) 976733977                     50009 Zaragoza (España) 

Tel: (+34) 976761290 



 

v 

 

 

Dña. Isabel Sanz Vicente, Profesora Titular del Departamento de 

Química Analítica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza 

y D. Vicente Luis Cebolla Burillo, Investigador Científico del Instituto de 

Carboquímica de Zaragoza, 

CERTIFICAN, 

que la presente Memoria titulada:  

“APORTACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE ALTA  

EFICACIA ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE MASAS Y DE LA  

FLUORESCENCIA DE FLAVOENZIMAS A LA LIPIDÓMICA Y A O TROS 

PROBLEMAS DEL ANÁLISIS DE LÍPIDOS” ,  

correspondiente al Proyecto de Tesis aprobado por el Departamento de 

Química Analítica de la Universidad de Zaragoza, ha sido realizada por Dña. 

Mª Pilar Lapieza Remón  en el Departamento de Química Analítica de la 

Universidad de Zaragoza y el Instituto de Carboquímica del Consejo Superior 

de Investigaciones Científicas de Zaragoza, bajo nuestra dirección para optar 

al grado de Doctor. 

Y asimismo, 

AUTORIZAN 

la presentación de la citada Memoria de Tesis Doctoral para su defensa y 

calificación ante el Tribunal correspondiente. 

Zaragoza, a 14 de marzo de 2018, 

 

 

Fdo. Isabel Sanz Vicente                                  Fdo. Vicente Luis Cebolla Burillo 



 

vi 

 

 

 

  



 

vii 

Este trabajo se ha desarrollado dentro de proyectos de investigación 

diferentes: 

• “Desarrollo de un sistema de diagnóstico y monitorización del 

tratamiento de las enfermedades de depósito lisosomal (EDL) basado en 

separación por Desarrollo Múltiple Automático-Cromatografía en Capa 

Fina y detección por densitometría de barrido”. CTQ2012-35535. 

Gracias al MINECO por el contrato FPI con referencia BES-2013-063673 

asociado a este proyecto. 

• “(Nano)plataformas enzimáticas label-free para el control de aminas 

biógenas en alimentos. Biosensores y envases inteligentes”. CTQ2016-

76846-R. 

•  “Desarrollo de nanobiosensores ópticos reversibles basados en 

proteínas autoindicadoras. Estudio de su utilización como dispositivos de 

monitorización implantados”. CTQ2012-34774. 

• “Desarrollo de sensores químicos que facilitan el aprovechamiento 

sostenible de aceites usados en alimentación”. GA-LC-036/2011. 

 

• “Grupo de Nanoterapia y Nanobiosensores (NAP)”. G.C.I.A. E93. 

 

 

  



 

viii 

 

 

  



 

ix 

Agradecimientos 

Quiero aprovechar estas líneas para dar las GRACIAS a todas las 

personas, que de una forma u otra, me habéis ayudado y habéis hecho posible 

la realización de esta Tesis Doctoral. 

A mis directores Isa y Vicente que me habéis brindado la oportunidad 

de llevar a cabo este doctorado. Durante todo este camino que hemos 

realizado juntos, me he guiado por vuestra motivación científica, 

acompañada de vuestra experiencia, confianza y amistad. Gracias por creer 

en mí y por todas vuestras enseñanzas. 

A Javier y Susana, porque un día me abristeis las puertas de vuestro 

laboratorio, por toda la ayuda, apoyo y orientación que he recibido de 

vosotros iniciándome en este mundo de la investigación.  

Para mis compañeros del grupo de Biosensores Analíticos de la Facultad 

de Ciencias solo tengo palabras de agradecimiento: a las dos Elenas, 

Estefanía, Melisa, Arancha, Andrés, Javi, Carlos, Ester, Jesús, Alba y el resto de 

compañeros del departamento de Química Analítica, por todos esos buenos 

ratos de laboratorio (y lo que no es laboratorio) que hemos pasado juntos, 

por vuestro compañerismo y por estar ahí siempre que os he necesitado. 

A mis compañeros del Instituto de Carboquímica gracias por esta última 

etapa que hemos vivido: a Luis, Jesús, Rosa, las dos Cármenes, de nuevo a 

Andrés, Pilar, Sergio, Sandra, Chus, Teresa, Javi, Cristina, Isabel, Anabel y 

tantos otros… porque he tenido la inmensa suerte de poder contar con 

vosotros. De igual modo, quiero agradecer al resto de personas que formáis 

el Instituto porque ha sido un placer compartir juntos estos últimos años.  

Por otra parte, este trabajo se ha logrado gracias a la colaboración de 

Jesús Martínez de la Fuente, Vanesa Andreu, Pilar Alfonso, Colette Jungas y 



 

x 

Melanie Broszat; por suministrarnos las muestras y los equipos necesarios 

para que esto pudiera salir adelante. 

A María, Jesús e Iñaki, nuestros expertos en espectrometría de masas, 

por todo vuestro tiempo que nos habéis dedicado. 

Thanks to Gertrud E. Morlock for her help and for giving me the 

opportunity to spend several months learning from her experience in the 

Institute of Nutritional Science (Justus-Liebig-University) in Giessen 

(Germany). 

A mis amigas Vero, las dos Estheres, Nati, Asun y Mapi, por vuestra 

amistad de tantos años, por todos vuestros ánimos y por estar siempre tan 

cerca de mí. A los amigos de mi marido y ahora míos, a los Cinefiestas, en 

especial a mis Damas de Loreto, al conjunto de la Coral de Santa Engracia 

con Ricardo al frente y a mis queridas Divinas, a mis amigos del Prendimiento, 

junto con el resto de mi familia, por todo vuestro apoyo. 

A Mª José, Nacho y a mis pequeños sobris María e Ignacio, gracias por 

ser mi segunda familia, por todo el cariño y alegría que me transmitís en cada 

momento que pasamos juntos, no cambiéis nunca. 

A mis padres, gracias por todo vuestro esfuerzo y consejos desde el inicio 

de esta aventura, y especialmente por ser el pilar fundamental de todo lo que 

soy. 

A Emilio, mi marido porque has sido mi mayor motivación, por estar 

siempre junto a mí apoyándome, por todo lo que hemos vivido juntos y lo que 

aún nos queda por vivir. A tu lado el tiempo pasa volando. 

 

  



 

xi 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis padres, Chencho y Mª José 

A mi marido, Emilio 

 

 

 

  



 

xii 

 

 

  



 

xiii 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Lo que sabemos es una gota de agua;  

lo que ignoramos es el océano” 

Isaac Newton 

 

 

 

  



 

xiv 

 

 

 

  



 

xv 

Abreviaturas 
 

AcOEt  Acetato de etilo 

AMD2  Desarrollo múltiple automático 2 

AP Fosfatasa alcalina 

APCI Ionización química a presión atmosférica 

ATS4 Inyector automático de muestra TLC 4 

au Unidad arbitraria 

Ch  Colina 

Ch-PL  Fosfolípidos que contienen colina 

CHCl3 Cloroformo 

ChoP Fosfato de colina, fosforilcolina, fosfocolina 

ChOx  Colina oxidasa 

ChOx-FS Colina oxidasa unida a fluoresceína 

ChOx-SE  Colina oxidasa unida a succinimidil éster 

CID Disociación inducida por colisión 

CL Cardiolipinas 

DART Direct analysis in real time 

DCM  Diclorometano 

DG Diacilglicéridos 

EDL Enfermedades de depósito lisosomal 

ESI Ionización por Electrospray 

EtOH Etanol  

FA  Ácidos grasos 

FAD Flavín adenín dinucleótido 

FAME Ésteres metílicos de ácidos grasos 

FDIC Detección fluorescente por cambios de intensidad 



 

xvi 

FS Fluoresceína 

Gb3 Globotriaosilceramidas 

Gb4 Globotetraosilceramidas 

GluCer Glucosilceramidas 

HAc  Ácido acético 

HPLC Cromatografía Líquida de Alta Eficacia 

HPTLC Cromatografía en Capa Fina de Alta Eficacia 

HRMS Espectrometría de Masas de Alta resolución 

IT-MS Espectrometría de Masas de trampa de iones  

LacCer Lactosilceramidas 

LC-MS Cromatografía Líquida en Columna acoplada a Espectrometría de 
Masas  

LESA® Liquid Extraction Surface Analysis 

liso-Gb 3 Liso-globotriaosilceramidas 

liso-SL  Liso-esfingolípidos 

LOD Límites de detección 

MALDI  Desorción/ionización láser asistida por matriz 

MeOH Metanol 

MG  Monoacilglicéridos 

MP Proteínas de membrana 

MRM Multiple Reaction Monitoring 

MS/MS Espectrometría de Masas en tándem dos etapas 

MSn Espectrometría de Masas en tándem multi-etapas 

m/z Relación masa/carga 

PC Fosfatidilcolinas 

PDL Complejo Proteína-Detergente-Lípido 

PE Fosfatidiletanolaminas 



 

xvii 

PG Fosfatidilgliceroles 

PL Fosfolípidos 

PT Proteínas de transporte 

QqQ Triple cuadrupolo 

QTOF Cuadrupolo tiempo de vuelo 

SE Succinimidil éster 

SL Esfingolípidos 

SM Esfingomielinas 

TBME terc-butil metil éter 

TG  Triacilglicéridos 

THF Tetrahidrofurano 

Trp  Triptófano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xviii 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

xix 

Índice 

CAPÍTULO 1:   INTRODUCCIÓN GENERAL  

 LÍPIDOS, MEZCLAS COMPLEJAS DE LÍPIDOS Y LIPIDÓMICA ................................ 1 

 ESPECTROMETRÍA DE MASAS PARA LA LIPIDÓMICA: TECNOLOGÍAS ............... 5 

1.2.1 Técnicas de ionización ............................................................................................. 5 

1.2.1.1 ESI .................................................................................................................. 5 

1.2.1.2 MALDI ............................................................................................................. 8 

1.2.2 Analizadores de masas y técnicas MS tándem y alta resolución, HRMS ................ 8 

 IDENTIFICACIÓN DE LÍPIDOS ................................................................................... 10 

 ENFOQUES ACTUALES DE LA MS EN LIPIDÓMICA ............................................... 13 

1.4.1 Shotgun……………………………………………………………………………………13 

1.4.2 LC-MS……………………………………………………………………………………..14 

1.4.2.1 Ventajas e inconvenientes de LC-MS .......................................................... 16 

 VARIABLES Y DIFICULTADES DEL ANÁLISIS LIPIDÓMICO POR MS.................... 17 

1.5.1 Supresión iónica ..................................................................................................... 18 

 SEMICUANTITATIVIDAD Y CUANTITATIVIDAD EN EL ANÁLISIS LIPIDÓMICO .... 19 

1.6.1 Obtención de perfiles semicuantitativos dentro de una clase de lípidos ................ 20 

 LA CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE ALTA EFICACIA (HPTLC), SU 

ACOPLAMIENTO CON MS Y SU POTENCIAL USO PARA LA LIPIDÓMICA ................... 22 

1.7.1 Acoplamiento HPTLC-MS: estado del arte ............................................................. 24 

1.7.1.1 Técnicas basadas en la elución ................................................................... 25 

1.7.1.2 Técnicas basadas en la desorción ............................................................... 29 

 OTRO PUNTO DE VISTA: MÉTODOS SELECTIVOS ENZIMÁTICOS ...................... 31 

1.8.1 Fluorescencia de las flavoenzimas: Metodología enzimática ................................ 33 

 JUSTIFICACIÓN, INTERÉS Y OBJETIVOS ............................................................... 37 

1.9.1 HPTLC-MS tándem/HRMS ..................................................................................... 38 

1.9.2 Metodologías enzimáticas basadas en la fluorescencia ........................................ 42 

CAPÍTULO 2:   PARTE EXPERIMENTAL  

 INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 47 

 TÉCNICA BASADA EN CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE ALTA EFICACIA 

(HPTLC) ............................................................................................................................... 47 

2.2.1 Placas de HPTLC ................................................................................................... 47 

2.2.2 Aplicación de la muestra ......................................................................................... 47 

2.2.3 Desarrollo cromatográfico ....................................................................................... 49 

2.2.4 Impregnación post-cromatográfica ......................................................................... 51 

2.2.5 Calentamiento y secado post-cromatográfico ........................................................ 51 

2.2.6 Detección, evaluación y documentación ................................................................ 52 



 

xx 

 TÉCNICA BASADA EN HPTLC ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

(HPTLC-MS) ........................................................................................................................ 53 

2.3.1 Acoplamiento HPTLC-MS ....................................................................................... 53 

2.3.2 Espectrometría de masas (MS) .............................................................................. 57 

 TÉCNICA BASADA EN ESPECTROSCOPíA DE FLUORESCENCIA ....................... 60 

2.4.1 Lector de placas ...................................................................................................... 60 

2.4.2 Fluorímetro .............................................................................................................. 62 

 OTRO MATERIAL DE LABORATORIO UTILIZADO ................................................... 64 

 REACTIVOS ................................................................................................................ 64 

2.6.1 Patrones y muestras ............................................................................................... 64 

2.6.1.1 Identificación de SL en plasma humano ....................................................... 65 

2.6.1.2 Identificación de lípidos neutros y ácidos grasos (FA) en biodiésel....……..65 

2.6.1.3 Identificación de fosfolípidos (PL) unidos a proteínas de membrana en 

bacterias púrpuras fotosintéticas ................................................................................ 66 

2.6.1.4 Identificación de Ch-PL en leche materno-infantil ........................................ 66 

2.6.2 Disolventes generales ............................................................................................. 67 

2.6.3 Sondas fluorescentes ............................................................................................. 68 

2.6.4 Agentes derivatizantes selectivos de azúcares ...................................................... 70 

CAPÍTULO 3:   SEPARACIÓN, OBTENCIÓN DE PERFILES E 
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES MOLECULARES DE ESFINGOLÍ PIDOS 
NEUTROS EN PLASMA HUMANO  

 INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 75 

3.1.1 HPTLC de SL .......................................................................................................... 76 

 OBJETIVOS ................................................................................................................. 79 

 RESULTADOS ............................................................................................................. 81 

3.3.1 Preparación de muestra .......................................................................................... 81 

3.3.2 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC ......................................................... 82 

3.3.3 Desarrollo cromatográfico AMD .............................................................................. 85 

3.3.4 Detección por densitometría de barrido .................................................................. 87 

3.3.5 Obtención de perfiles e identificación de SM en extractos de plasma humano ..... 89 

3.3.6 Obtención de perfiles e identificación de Gb3 en extractos de plasma humano .... 94 

3.3.7 Obtención de perfiles e identificación de Gb4 patrón .............................................. 99 

3.3.8 El problema de la liso-Gb3 .................................................................................... 102 

3.3.8.1 Separación HPTLC en fase reversa con desarrollo cromatográfico AMD de 

liso-Gb3 en el extracto acuoso de plasma ................................................................ 103 

3.3.8.2 Detección mediante videodensitometría .................................................... 104 

3.3.8.3 Obtención de perfiles e identificación de liso-Gb3 patrón ........................... 105 



 

xxi 

CAPÍTULO 4:   SEPARACIÓN, OBTENCIÓN DE PERFILES E 
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES MOLECULARES DE LÍPIDOS N EUTROS 
Y ÁCIDOS GRASOS EN BIODIÉSEL  

 INTRODUCCIÓN ....................................................................................................... 111 

4.1.1 HPTLC de biodiésel .............................................................................................. 112 

 OBJETIVOS ............................................................................................................... 114 

 RESULTADOS ........................................................................................................... 115 

4.3.1 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC ....................................................... 115 

4.3.2 Desarrollo cromatográfico AMD ............................................................................ 117 

4.3.3 Detección por densitometría de barrido. Evaluación densitométrica ................... 124 

4.3.4 Obtención de perfiles semicuantitativos e identificación de MG en FAME .......... 126 

4.3.5 Obtención de perfiles semicuantitativos e identificación de DG en FAME........... 130 

4.3.6 Obtención de perfiles e identificación de FA en FAME ........................................ 131 

CAPÍTULO 5:   IDENTIFICACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS UNIDOS A 
PROTEÍNAS DE MEMBRANA EN BACTERIAS PÚRPURAS 
FOTOSINTÉTICAS 

 INTRODUCCIÓN ....................................................................................................... 137 

5.1.1 Las MP del aparato fotosintético de las bacterias púrpuras ................................. 138 

5.1.2 Solubilización de MP ............................................................................................ 140 

5.1.3 Influencia de los fosfolípidos en la solubilización y cristalización de las MP........ 141 

5.1.4 Influencia de los fosfolípidos en la función de las MP de bacterias fotosintéticas 143 

5.1.5 Técnicas analíticas para caracterización de los PL de membrana ...................... 145 

 OBJETIVO ................................................................................................................. 147 

 RESULTADOS ........................................................................................................... 148 

5.3.1 Preparación de muestra ....................................................................................... 148 

5.3.1.1 Aislamiento de las membranas .................................................................. 148 

5.3.1.2 Aislamiento del complejo RC-LH1-PufX de Rhodobaca bogoriensis......... 149 

5.3.2 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC ....................................................... 149 

5.3.3 Desarrollo cromatográfico AMD ............................................................................ 150 

5.3.4 Los patrones de las clases de PL y su análisis por HPTLC-MS .......................... 152 

5.3.5 Artefactos tipo “clúster” ......................................................................................... 158 

5.3.6 Especies de PC, PG, PE en extractos de membrana de Rhodobacter (Rb.) 

blasticus…………………………………………………………………………………………158 

5.3.7 Especies de PC, PG, PE en extractos de membrana de Rhodospirillum (Rd.) 

rubrum…………………………………………………………………………………………...160 

5.3.8 Especies de PC, PG, PE en extractos de membrana de Rhodobaca (Rbc.) 

bogoriensis A, B, y en el complejo purificado ................................................................. 161 

5.3.9 Cadenas impares de ácidos grasos en PL ........................................................... 165 

5.3.10 Especies de CL en extractos de membrana y en el complejo purificado ............. 165 



 

xxii 

5.3.10.1 Modos de ionización de CL ........................................................................ 166 

5.3.10.2 ESI-MS negativo ......................................................................................... 167 

5.3.10.3 ESI-MS positivo .......................................................................................... 169 

CAPÍTULO 6 :  DETERMINACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS QUE CONTIENEN 
COLINA EN LECHE MATERNO-INFANTIL MEDIANTE REACCIONE S 
BASADAS EN LA FLUORESCENCIA DE LAS FLAVOENZIMAS  

 INTRODUCCIÓN ....................................................................................................... 177 

6.1.1 Fosfolípidos que contienen colina ........................................................................ 177 

6.1.2 Estrategias para el análisis de Ch-PL ................................................................... 178 

 OBJETIVOS ............................................................................................................... 180 

 RESULTADOS EN DISOLUCIÓN ............................................................................. 181 

6.3.1 Preparación y tratamiento de muestra .................................................................. 181 

6.3.2 Preparación de la enzima modificada ChOx-FS ................................................... 182 

6.3.3 Señal analítica ...................................................................................................... 183 

6.3.4 Optimización de parámetros ................................................................................. 186 

6.3.4.1 Concentración de enzima ........................................................................... 186 

6.3.4.2 pH de trabajo .............................................................................................. 188 

6.3.5 Características analíticas para la determinación de ChoP ................................... 190 

6.3.5.1 Consideraciones sobre la determinación de Ch y ChoP ............................ 191 

6.3.6 Determinación de Ch y ChoP en leche materno-infantil ....................................... 193 

6.3.6.1 Eliminación de interferencias ...................................................................... 194 

6.3.6.2 Determinación enzimática de Ch y ChoP en la muestra ............................ 196 

 RESULTADOS CON EL BIOSENSOR ...................................................................... 196 

6.4.1 Preparación de la enzima modificada ChOx-FS y ChOx-SE para medidas en 

lámina……………………………………………………………………………………………196 

6.4.2 Preparación de la lámina sensora ........................................................................ 197 

6.4.3 Procedimiento experimental ................................................................................. 197 

6.4.4 Sensor de colina (Ch) ........................................................................................... 198 

6.4.4.1 Ensayos previos. Elección del modificante enzimático .............................. 198 

6.4.4.2 Optimización ............................................................................................... 204 

6.4.4.3 Características analíticas............................................................................ 207 

6.4.5 Sensor de fosfato de colina (ChoP) ...................................................................... 209 

CHAPTER 7:  THESIS SUMMARY  

7.1 SCOPE ....................................................................................................................... 215 

7.2 DEVELOPMENT OF A PLATFORM BASED ON HPTLC COUPLED TO 

DENSITOMETRY AND TO TANDEM-MS/HRMS ............................................................. 216 



 

xxiii 

7.3 INFORMATION OBTAINED FROM THE MS SPECTRA OBTAINED FROM THE 

CHROMATOGRAPHIC PLATE. NOVELTY OF THE APPROACH. ................................. 217 

7.4 APPLICATIONS ......................................................................................................... 218 

7.5 COMMENTS ON THE PROPOSED TECHNIQUE .................................................... 229 

7.6 ANOTHER POINT OF VIEW: ENZYMATIC SELECTIVE METHODS ...................... 230 

7.6.1 Ch and ChoP determination in solution ................................................................ 232 

7.6.2 Biosensor results .................................................................................................. 235 

CHAPTER 8:  GENERAL CONCLUSIONS  

GENERAL CONCLUSIONS…………………………………………………………………….239 

ANEXOS 

A1. SECUENCIAS DE DESARROLLO CROMATOGRÁFICO ESTUDIADAS ................ 247 

A2. BIBLIOGRAFÍA .......................................................................................................... 255 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xxiv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO 1  

INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



    CAPÍTULO 1 

 
1 

 LÍPIDOS, MEZCLAS COMPLEJAS DE LÍPIDOS Y LIPIDÓMICA  

Aunque no existe una definición satisfactoria o aceptada del término 

“lípido”, podemos decir que, con pocas excepciones, los lípidos son moléculas 

anfifílicas, con partes hidrofóbicas e hidrofílicas, que, junto con las proteínas 

y los hidratos de carbono, constituyen los principales componentes 

estructurales de la célula.  

El término lipidoma apareció por primera vez en la literatura en 2001, 

precisamente en un artículo sobre TLC “Nondestructive quantification of 

neutral lipids by thin-layer chromatography and laser-fluorescent scanning: 

Suitable methods for “lipidome” analysis”, que es uno de los objetivos de esta 

Tesis [1]. 

El término lipidómica hace referencia a la disciplina de investigación 

basada en el análisis de lípidos a gran escala mediante el estudio de los 

mecanismos subyacentes, el tráfico y la homeostasis en un sistema biológico 

después de un estímulo o crecimiento. Es decir, la identificación de las 

especies y el estudio de las reacciones que implican lípidos celulares en 

sistemas biológicos. La investigación en lipidómica incluye la identificación y 

cuantificación de las miles de especies moleculares de lípidos celulares y sus 

interacciones con otros metabolitos. Algunos autores estiman unas 105 

especies, que pueden agruparse en una centena de clases [2]. Otros varían 

entre unas decenas de miles a millones [3, 4]. 

De entre esta gran variedad, definimos a continuación aquéllas que se 

encontrarán en esta Memoria. En primer lugar, distinguiremos entre 

categorías, clases, subclases y especies moleculares individuales. 

La categoría de glicerolípidos engloba las especies de lípidos que sólo 

pueden ser hidrolizadas para dar glicerol, un grupo azúcar, ácidos grasos, y/o 

variantes alquiladas. Incluyen, entre otras, las clases monoacilglicéridos (MG), 

diacilglicéridos (DG) y triacilglicéridos (TG), que aparecerán en el presente 

estudio y que constan de un esqueleto glicerol con ácidos grasos unidos a los 

grupos hidroxilo del glicerol (Figura 1.1 ). 
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Figura 1.1  Estructura básica de los glicerolípidos: molécula de glicerol con ácidos grasos 

unidos a los grupos hidroxilo. Ejemplos: A) 1-oleoil-rac-glicerol (MG), B) gliceril 1,3-

diestearato (DG) y C) gliceril triestearato (TG). 

La categoría de glicerofosfolípidos (o fosfolípidos) se define por la 

presencia de al menos un grupo fosfato (o fosfonato) esterificado a uno de los 

grupos hidroxilo del glicerol. Es un grupo clave en los componentes celulares, 

metabolismo y señalización celular y está compuesto de diferentes clases, 

subclases y especies moleculares individuales. En la figura se muestran las 

clases que se tratarán en este estudio (Figura 1.2 ). De entre las subclases, 

sólo nos referiremos a la fosfatidil- (-O-CO-CH2-R1) dado que las subclases 

plasmanil- (-O-CH2-CH2-R1) y plasmenil- (-O-CH=CH-R1) no están presentes 

en las muestras sujeto de este trabajo. 
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Figura 1.2  Estructura básica de los glicerofosfolípidos (o fosfolípidos): molécula de glicerol, a 

la que se unen dos ácidos grasos y un grupo fosfato. El fosfato se une mediante un enlace 

fosfodiéster a otras moléculas (p. ej. colina, etanolamina, glicerol, etc.). Ejemplos: A) 

fosfatidilcolina (PC), B) fosfatidiletanolamina (PE) y C) fosfatidilglicerol (PG). 

Los esfingolípidos (SL) son otra categoría de lípidos celulares complejos. 

Las especies de SL contienen ceramida como estructura central. En nuestro 

caso (plasma de humanos) la base esfingoide predominante es esfingosina. 

Como en otras categorías, existe una gran variabilidad en las clases (Grupos 

de azúcares, globotriaosilceramidas (Gb3), lactosilceramidas (LacCer), 

glucosilceramidas (GluCer), esfingomielinas (SM), etc.) (Figura 1.3 ). 
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Figura 1.3  Estructura básica de los esfingolípidos: esqueleto de ceramida (formada por el 

grupo esfingosina y un ácido graso con R variable) y grupo unido en el alcohol primario. 

Ejemplos: A) Gb3, B) LacCer, C) GluCer y D) SM. 

La clase de ácidos grasos pertenece a la categoría de acilos grasos junto 

con eicosanoides, docosanoides, alcoholes grasos, aldehídos grasos, ésteres 

grasos, y otros, que son los lípidos más simples. Se caracterizan todos ellos 

por tener en su estructura series repetitivas de grupos metileno. Los ácidos 

grasos son también bloques básicos de otras categorías y clases de lípidos 

más complejos, tales como los glicerolípidos, glicerofosfolípidos, 

esfingolípidos, etc., y que dan un alto grado de variedad a las estructuras 

moleculares individuales dentro de las clases y subclases. 
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En general, cada clase de lípidos comprende una variedad de especies 

de lípidos que contienen un grupo de cabeza idéntico y varias cadenas acilos 

grasos de diferentes números de átomos de carbono y grados de insaturación. 

Los avances en tecnología analítica, especialmente en Espectrometría 

de Masas (MS) a presión atmosférica, han impulsado la investigación 

lipidómica y, en general, la del análisis de lípidos en matrices complejas de 

interés industrial, la mayoría de ellas relacionadas con la alimentación y la 

bioenergía [5-7]. 

Aunque la plataforma más utilizada es, sin duda, su acoplamiento con 

Cromatografía Líquida de Alta Eficacia en columna, no hay un único esquema 

basado en MS que pueda cubrir la detección del lipidoma completo debido a 

la diversidad de las estructuras moleculares existentes [8]. El análisis suele 

ser finalmente abordado mediante una combinación de diferentes 

aproximaciones experimentales. Dependiendo de la técnica y la 

instrumentación se pueden obtener diferentes tipos y niveles de información 

sobre la estructura molecular de los metabolitos, con diversos grados de 

sensibilidad y selectividad. 

 ESPECTROMETRÍA DE MASAS PARA LA LIPIDÓMICA: 

TECNOLOGÍAS 

1.2.1 Técnicas de ionización 

El analito es ionizado en la fuente de iones. Las dos fuentes de iones 

más importantes son la ionización por electrospray (ESI) y la 

desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI). 

 

Las disoluciones son directamente transformadas en moléculas 

gaseosas ionizadas aplicando un alto voltaje a la disolución, que crea un fino 

aerosol de gotas altamente cargadas. Simultáneamente, también se aplica 
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calor y N2 seco a las gotas cargadas para evaporar el disolvente a presión 

atmosférica. 

ESI es una técnica de ionización suave, muy poco destructiva, que 

permite la observación de moléculas intactas con una o múltiples cargas. Se 

analizan fundamentalmente iones moleculares e incluso aductos, dímeros y 

otros complejos muy débilmente unidos en disolución, y que son detectados 

como agregados o complejos no-covalentes. Así, hablamos de mínima 

fragmentación en la fuente [5]. 

El número de cargas de una molécula particular depende de varios 

factores tales como estructura, tamaño, composición, disolventes y 

parámetros instrumentales. En general, se producen iones con una, dos o tres 

cargas en el caso de moléculas con pesos moleculares <2·103 Da, mientras 

que para moléculas mayores, se observan iones con más de tres cargas. Esta 

capacidad de producir iones moleculares con múltiples cargas hace posible 

observar moléculas muy grandes tales como proteínas o fragmentos de ADN. 

También permite la detección de iones monocargados de bajo peso molecular 

[9]. 

ESI es la ionización más utilizada en el caso de los lípidos. Los procesos 

de ionización molecular pueden conducir a iones positivamente o 

negativamente cargados. Por ejemplo, se suele observar aductos protonados, 

con amonio o álcali en los espectros de masas ESI para moléculas 

positivamente cargadas, mientras que en el caso de las negativamente 

cargadas se observan moléculas desprotonadas [10]. 

Generalmente, la ionización en modo ESI positivo se usa para moléculas 

con grupos funcionales que aceptan fácilmente un protón (tal como las 

aminas), mientras que la ionización ESI en modo negativo se usa para 

moléculas con grupos funcionales que pierden fácilmente un protón (tal como 

los ácidos carboxílicos). Aunque la mayoría de las moléculas pueden ser 

inicialmente ionizadas en modo positivo, no siempre se puede llevar a cabo 

de manera satisfactoria. A menudo, puede ser necesario el uso del modo 

negativo ya que a veces genera menos ruido de fondo que el modo positivo. 
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ESI presenta una elevada sensibilidad, con LOD a concentraciones entre 

pmol·L-1 y nmol·L-1, que mejora con los nuevos desarrollos. Además, presenta 

dos características de gran importancia: 

• Debido a su mínima fragmentación en la fuente, puede utilizarse en 

modo tándem tras la fragmentación inducida de uno o más iones 

seleccionados por colisión con gas inerte (Collision-Induced Dissociation, CID) 

(Sección 1.3 ). Esta propiedad es fundamental para el análisis de lípidos 

(Sección 1.5 ). 

•  Como ESI es una ionización muy adaptable desde el punto de vista de 

disolventes, flujo, modificadores, es fácilmente acoplada a cromatografía 

líquida (LC-MS) [11] (Sección 1.4.2 ). 

En el caso particular del análisis lipídico, hay que tener en cuenta que la 

mayoría de los lípidos son poco solubles en disolventes polares, así que 

forman agregados, micelas o vesículas conforme aumenta su concentración 

y, en estado agregado, no pueden ser eficientemente y cuantitativamente 

ionizados. Los disolventes orgánicos serán favorables en el análisis lipidómico 

pues mejoran la solubilidad de los lípidos y también la desolvatación (p. ej. 

MeOH, CHCl3, etc.) y, en general, la ionización ESI. 

Además, para decrecer el tamaño inicial de la gota y facilitar más la 

ionización, se añaden compuestos que pueden aumentar la conductividad (p. 

ej. HAc, HCO2H, etc.). 

Una especie de lípido puede aparecer en una variedad de tipos de iones 

bajo condiciones experimentales diferentes. Esta propiedad es importante 

para nuestro análisis pues los lípidos neutros pueden formar fácilmente 

aductos con pequeños cationes y aniones. En general, casi todos los lípidos 

no volátiles pueden ser ionizados. 

Las especies individuales de lípidos pertenecientes a una misma clase, 

dado que poseen idénticas propiedades de carga intrínsecas debidas a la 

cabeza del grupo polar, poseen eficiencias de ionización (o factores de 
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respuesta) muy similares cuando se realiza ESI-MS en determinadas 

condiciones experimentales [5, parte III]. 

 

Es otra técnica de ionización suave que empezó siendo una técnica de 

vacío. Fue la primera técnica de ionización a la que se acopló la HPTLC. Por 

este motivo, explicaremos su fundamento, ventajas, limitaciones generales y 

su aplicación a los lípidos más adelante (Sección 1.7.1.2 A ). 

1.2.2 Analizadores de masas y técnicas MS tándem y alta resolución, 

HRMS  

Los iones resultantes se transmiten al analizador de masas, donde son 

separados conforme a su m/z. La tecnología es variada si bien los más 

utilizados para la lipidómica son los descritos a continuación, basados en 

cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF) y trampa de iones (IT-MS). 

• Un cuadrupolo (Q)  utiliza campos eléctricos oscilantes para estabilizar 

o desestabilizar selectivamente el flujo de iones que pasa a través de un 

campo de radiofrecuencia creado por cuatro barras paralelas. Solo los iones 

en un cierto rango de m/z pasan a través del sistema en un tiempo dado, pero 

los cambios en los potenciales de las barras permiten barrer rápidamente un 

amplio rango de m/z, o bien continuamente, o por una sucesión de saltos 

discretos. Un Q actúa como un filtro selectivo de masa. 

Un triple cuadrupolo  (QqQ) consta de tres cuadrupolos consecutivos. 

El primero actúa como un filtro de masa para transmitir un ion particular al 

segundo cuadrupolo, que constituye la celda de colisión. Allí el ion es 

fragmentado tras colisionar con un gas inerte (p. ej. He, Ar, N2). El tercer 

cuadrupolo también actúa como un filtro de masa que transmite un ion 

particular al detector en un tiempo dado, que es monitorizado proporcionando 

información estructural. Así, QqQ puede ser empleado para llevar a cabo 

distintos tipos de MS/MS. 
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QqQ es el instrumento más popular en lipidómica puesto que se puede 

usar tanto en modo “shotgun” como acoplado a LC (Sección 1.4 ) [12]. Sus 

limitaciones son una reducida precisión en la masa, bajo poder de resolución 

y limitación de tándem a la segunda etapa (MS/MS) [13]. 

•  Los analizadores de tiempo de vuelo (Time Of Flight, TOF)  utilizan un 

campo eléctrico para acelerar los iones a través de un tubo con el mismo 

potencial y así determinar el tiempo que tardan en llegar al detector. Presentan 

una alta precisión y resolución en cuanto a la determinación de la masa 

molecular (masa exacta) [14]. Sin embargo, los instrumentos TOF originales 

presentaban dificultades para determinar MS/MS. Por este motivo, se 

desarrollaron instrumentos híbridos con cuadrupolos (QTOF) o trampa lineal 

de iones (Linear Ion Trap-Time Of Flight, LIT-TOF), que han mejorado 

notablemente el análisis de los iones producto conservando la precisión y la 

resolución para determinar la masa exacta. 

En esta Memoria se ha utilizado un QTOF, que proporciona una 

resolución de masa de 4·104 y una precisión mayor de 5 ppm, de cara a 

obtener la composición elemental exacta, con una rápida y eficiente obtención 

del espectro completo. Sin embargo, su detector tiene un limitado rango lineal. 

• Trampa de iones (Ion Trap, IT-MS) es otro tipo de espectrómetro de 

masas muy utilizado en lipidómica. Un IT-MS-3D (por ejemplo, el QIT) 

comparte los mismos principios físicos que un cuadrupolo aunque los iones 

son atrapados y secuencialmente expulsados en un espacio definido por un 

electrodo de anillo. Un IT lineal (LIT), sin embargo, atrapa iones en un campo 

bi-dimensional. Ambos poseen buena sensibilidad y permiten análisis tándem 

multi-etapa, no sólo MS/MS, pues permiten sucesivos aislamientos y 

fraccionamiento de iones producto [15]. Sin embargo, la resolución y el rango 

dinámico que proporcionan no son muy altos. En esta Memoria se utilizará un 

instrumento QIT. 

La última adición a la familia de analizadores de alta resolución es 

Orbitrap, que comienza a ser bastante utilizado en lipidómica, aunque 
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presenta un coste elevado [16]. Los iones en Orbitrap son electrostáticamente 

atrapados en una órbita alrededor de un electrodo central con forma de huso. 

Los iones orbitan alrededor a lo largo del eje del electrodo. La oscilación 

genera imágenes de corriente cuyas frecuencias dependen de los m/z de los 

iones. Los espectros de masas se obtienen a partir de las transformadas de 

Fourier de esas funciones. Presentan alta sensibilidad, altas 

precisión/resolución y ya se presentan en tamaño “bench-top”. Se están 

desarrollando híbridos LIT-Orbitrap (o Qq-Orbitrap). Estos instrumentos se 

consideran los sucesores de los analizadores de sector magnético como la 

resonancia ion-ciclotrón con Transformada de Fourier (Fourier Transform-Ion 

Cyclotron Resonance, FT-ICR). 

 IDENTIFICACIÓN DE LÍPIDOS 

La técnica de ionización ESI-MS proporciona una mínima fragmentación 

en la fuente, que es una gran ventaja y hace que pueda ser utilizada para 

obtener información estructural. Sin embargo, esto se suele complicar debido 

a que son muchas las especies que entran simultáneamente en la fuente, 

aunque ESI-MS esté acoplada a una separación cromatográfica. Así que la 

identificación de los lípidos debe pasar por el uso de las técnicas tándem, que 

requieren, o bien analizadores múltiples (p. ej. triple cuadrupolo), o trampa de 

iones. 

Mientras que el esquema de fragmentación de una clase de lípidos 

depende de su estructura química y su carga, la aparición de iones producto 

tras disociación inducida por colisión (CID) con gases inertes depende de: la 

energía de colisión, la presión de gas de colisión (en el caso del cuadrupolo), 

el tiempo de colisión en la celda (en el caso de la trampa de iones), así como 

del instrumento empleado [5, capítulo 6]. 

En el caso de los instrumentos de trampa de iones (como el utilizado en 

esta Memoria), la duración de colisión suele ser baja, permitiendo poco tiempo 

para la colisión consecutiva de los iones producto resultantes. Aunque esto 

puede ser una desventaja para la caracterización estructural, es una ventaja 
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para elucidar las vías de fragmentación. Además, la capacidad de los 

instrumentos tipo trampa de iones para realizar análisis ion-producto multi-

etapa a través de la continua selección y fragmentación de un ion producto 

dado, puede compensar la generación de menos iones producto. Asimismo, 

las cadenas alquílicas de los ácidos grasos muestran gran estabilidad en 

condiciones de fragmentación CID de baja energía como la proporcionada por 

los equipos de trampa de iones [17]. 

Los cuatro modos principales de llevar a cabo MS/MS en lipidómica son: 

Product-Ion Analysis, Neutral-Loss Scan (NLS), Precursor-Ion Scan (PIS) y 

Selected Reaction Monitoring (SRM), y se resumen en la Figura 1.4  (adaptada 

en español de [5, p. 38]).  

 

Figura 1.4  Diagrama esquemático de las técnicas de espectrometría de masas tándem. CID 

(disociación inducida por colisión). mx y px (x=1, 2, 3,…) se refieren a iones precursor o 

producto, respectivamente. 
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En modo Product-Ion Analysis, el primer analizador de masas se usa 

para seleccionar un ion precursor particular de interés y transmitir sólo este 

ion, que es acelerado con un potencial eléctrico para inducir colisión en una 

celda (CID) con gases inertes. La estructura del precursor seleccionado puede 

ser elucidada a partir de la reconstrucción de los iones producto y/o los 

patrones de fragmentación, junto con la masa del precursor. Esta técnica 

MS/MS puede ser realizada iterativamente con la selección secuencial de 

iones producto resultantes para fragmentaciones subsiguientes, lo cual 

permite definir mecanismos de fragmentación. Esto se llama tándem multi-

etapas (MSn) y se lleva a cabo en equipos tipo trampa de iones [17]. 

Los modos NLS y PIS han sido utilizados en shotgun para detectar una 

clase o grupo de lípidos que poseen un fragmento idéntico, consecuencia de 

una diferencia constante de masa (NLS) o para detectar una clase o grupo de 

lípidos que producen, tras CID, el mismo ion producto (PIS) [3]. En el caso de 

SRM, lo que se suele es buscar un par precursor/producto, pudiéndose buscar 

varios pares simultáneamente (MRM, Multiple Reaction Monitoring). SRM 

suele ser utilizado en modo acoplado a LC, debido a la limitada cantidad de 

tiempo para la adquisición de datos [18]. Los modos NLS, PIS y SRM son 

propios de analizadores tipo triple cuadrupolo. 

Con todo esto, la identificación de los lípidos incluye: las clases 

(definidas por los grupos de cabeza) y las subclases, ambas separadas 

cromatográficamente en nuestro caso, como paso previo a la identificación 

por MS. Luego, la longitud de las cadenas de ácidos grasos, el número total 

de átomos de carbono y dobles enlaces en las cadenas. 

Una especie correspondiente a una misma clase lipídica puede aparecer 

en una variedad de tipos de iones bajo condiciones experimentales diferentes. 

La obtención de la distribución posicional de los dobles enlaces en los 

lípidos sigue siendo un reto, aunque se están realizando avances en este 

sentido, fundamentalmente mediante trampa de iones con técnicas multi-

etapa [19], y mediante espectrometría de masas de movilidad iónica (Ion-

Mobility MS, IM-MS). IM-MS permite separar moléculas ionizadas en fase gas 
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basándose en su movilidad, que es función de la masa del ion, carga, tamaño 

y forma, en un gas portador bajo voltajes diferenciales. El área de un ion que 

es “golpeado” por las moléculas de gas es una sección transversal de colisión 

(collision cross section), que está directamente relacionada con la forma y el 

tamaño del ion, y es un indicador de la masa y la estructura del ion. Esta 

técnica puede ser utilizada acoplada en modo LC-IM-MS. Un trabajo reciente 

muestra su aplicación al campo de la lipidómica [20]. 

A pesar de los avances en Bioinformática y de la existencia de librerías 

y bases de datos de lípidos, es inevitable tener que recurrir en bastantes casos 

a una búsqueda manual para la identificación específica de una especie [5, 

capítulo 5]. 

 ENFOQUES ACTUALES DE LA MS EN LIPIDÓMICA 

Las dos estrategias analíticas dominantes en lipidómica se llevan a cabo 

mediante ESI-MS y se clasifican en: técnicas de infusión directa (shotgun) y 

las basadas en cromatografía de alta eficacia en columna, que se suelen 

denominar técnicas LC-MS. 

1.4.1 Shotgun 

Se caracteriza por una infusión directa de una concentración constante 

de la solución de lípidos durante todo el tiempo de análisis. Se basa en la 

hipótesis de que todas las clases de lípidos experimentan un entorno idéntico 

en la fuente de iones, e incluso la supresión iónica que experimentan los 

lípidos entre sí, dentro de una clase o entre clases diferentes, puede 

considerarse constante [21]. Esta aproximación ha experimentado impulso 

gracias al desarrollo de los sistemas de infusión basados en nano-

electrospray, integrados en chips de silicio con boquillas que permiten inyectar 

flujos de 100 nL·min-1 [22]. 

Pueden utilizarse todos los sistemas MS tándem y de alta resolución 

para llevar a cabo shotgun [23]. Sin embargo, la resolución de masa de la 

mayoría de los aparatos comercialmente disponibles no es lo suficientemente 
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alta para resolver completamente todos los solapamientos presentes en un 

análisis de lípidos por infusión directa de cara a la cuantificación [5, p. 328] 

[24]. 

Hay autores que valoran la necesidad de la introducción de una etapa 

cromatográfica [25]. 

1.4.2 LC-MS 

Es quizás el enfoque analítico más popular para el análisis de lípidos. 

Permite aunar una tecnología de separación eficiente con la tecnología de 

detección más sensible. LC-MS suele ser usada para analizar compuestos no 

volátiles y térmicamente inestables. 

La gran ventaja de LC-MS es el uso de una potente separación 

cromatográfica para resolver mezclas de lípidos en clases de lípidos utilizando 

columnas HPLC de fase normal [26], que aprovechan las interacciones 

polares entre los grupos de cabeza lipídicos y la fase estacionaria (p. ej. sílica 

gel, diol, amino, etc.) o en especies de lípidos individuales, utilizando 

columnas HPLC de fase reversa [27], que aprovechan la hidrofobicidad de los 

ácidos grasos de los lípidos, con sus diferentes longitudes de cadena, y 

número y posición de los dobles enlaces. Otras fases estacionarias tales como 

las de intercambio iónico, afinidad, interacción hidrofóbica (HIC) o de 

interacción hidrofílica (HILIC) han sido también utilizadas [28]. HILIC es una 

variante de la fase estacionaria normal pero que emplea eluyentes tipo fase 

reversa (p. ej. acetonitrilo, MeOH, THF, etc.) [29]. 

Los recientes avances en tecnología HPLC han dado lugar a las 

columnas tipo UPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography) que, 

con una disminución del tamaño de partícula del relleno y mejora del 

empaquetamiento y de los materiales, logran columnas de pequeño tamaño y 

separaciones más eficaces, con una sola columna [30]. 

La separación en columna proporciona la dimensión de tiempo de 

elución para la identificación de las especies de lípidos individuales. 
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El segundo factor a considerar es el acoplamiento LC-MS. La ionización 

ESI permite evaporar continuamente el disolvente que constituye la fase móvil 

usada en la separación y ha llegado a ser la interfaz “estándar” en las técnicas 

LC-MS [11]. Conforme el eluato fluye de la columna cromatográfica, es 

transformado en moléculas gaseosas ionizadas. Si bien una fuerza iónica alta 

puede favorecer la supresión iónica, a veces la introducción de iones en la 

fase móvil es esencial, o bien para facilitar la formación de aductos o bien para 

formar gradientes de fase móvil en el caso de columnas de fase reversa. 

El tercer factor a considerar es el análisis MS y MS/MS de las especies 

lipídicas eluidas, teniendo en cuenta que la concentración de la solución de 

lípidos que entra en la fuente de iones está cambiando constantemente y que 

la identificación de los lípidos debe hacerse en una pequeña ventana de 

tiempo. Existen tres métodos fundamentales para el análisis de lípidos por LC-

MS: 

• SIM (Selected Ion Monitoring) : es un método propio de LC-MS en el 

que el ion de interés puede ser extraído exclusivamente del cromatograma. 

De este modo, se obtienen todas las especies de lípidos existentes con el 

mismo peso molecular. Aunque se pueden obtener perfiles útiles, presenta 

limitaciones en cuanto a la identificación inequívoca y a la cuantitatividad [31]. 

•  SMR/MRM (Sección 1.3 ): esta aproximación sólo determina las 

especies que contienen los pares de transición predeterminados. Sin 

embargo, la identificación definitiva de las especies tiene que ser realizada 

mediante MS en modo ion-producto (Product Ion) para encajar el único 

esquema de fragmentación para cada lípido. 

• Product Ion Analysis  (Sección 1.3 ): las especies se identifican una por 

una. Es una buena opción para identificación aunque está típicamente limitada 

a un pequeño número de iones abundantes. 
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A pesar de que es una de las técnicas más utilizadas, se han puesto de 

manifiesto varios problemas asociados a la LC-MS de lípidos [5, p. 72]: 

• La eficiencia en la ionización se mide generalmente a diferentes tiempos 

de elución en la separación LC. Esto introduce variaciones en la eficacia de la 

ionización ya que se usan diferentes composiciones de fase móvil. 

•  Cuando se separan diferentes clases de lípidos, las diferentes especies 

en una clase determinada no están uniformemente distribuidas en la banda 

eluida. Cada especie molecular individual posee su propio y distinto tiempo de 

retención y forma de pico, debido a las interacciones diferenciales con la fase 

estacionaria y los agentes par-iónicos empleados. 

• Para resolver especies moleculares individuales con columnas de fase 

reversa, se suelen usar gradientes. Los cambios de composición de éstos 

pueden causar inestabilidades en la ionización y/o afectar a la eficiencia de la 

ionización de las especies eluidas con diferentes composiciones de fase móvil 

[32]. 

•  Los gradientes utilizados en fase reversa se suelen iniciar con fases 

móviles acuosas, lo cual produce problemas de solubilidad dependiendo de 

las especies. Esto puede inducir problemas de agregación y eficiencias de 

ionización diferenciales. No es inusual que ciertos lípidos no sean eluidos y 

permanezcan en la columna [33]. 

• Pueden existir diferentes factores de respuesta, dentro de una 

determinada clase, debido a los mencionados problemas en la ionización. 

Asimismo, otros autores [34], han puesto de manifiesto que los sistemas LC-

MS están diseñados para procesar una cantidad enorme de datos y obtener 

toda la información en un experimento único e individual. Una vez que la 

manipulación comienza, no puede ser detenida, con lo cual los experimentos 

acumulan cantidad de datos que pueden no ser necesarios, y son caros en 

tiempo y disolvente.  
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Algunos de estos problemas pueden ser parcialmente resueltos y 

enfocados de otro modo, empleando HPTLC-MS, como se explicará a lo largo 

de esta Memoria.  

 VARIABLES Y DIFICULTADES DEL ANÁLISIS LIPIDÓMICO P OR MS 

Las principales dificultades proceden de la enorme variabilidad y 

complejidad de los lipidomas celulares, pues son diferentes entre especies, 

tipos de células y orgánulos celulares, membranas, microdominios de 

membranas, etc. Además, la célula es dinámica y depende de su estatus 

nutricional, concentraciones hormonales, condiciones de salud y muchos 

otros factores, por lo que hacer análisis comparativos concluyentes es 

complicado. Además, los lípidos forman agregados, lo cual resulta en 

dificultades substanciales para el análisis cuantitativo de las especies 

moleculares individuales en su forma intacta por MS. Adicionalmente, existen 

muchas variables a considerar en cada una de las etapas del proceso 

analítico: preparación de muestra, introducción, separación, ionización, 

identificación y cuantificación. 

Cómo obtener y preparar una muestra es una de las cuestiones más 

importantes en lipidómica, en cuanto a: almacenamiento, minimización de la 

oxidación y extracción. 

Algunas consideraciones de importancia [5, capítulo 4], y que muestran 

la complejidad analítica, son: 

• Muchos lípidos asociados con proteínas y polisacáridos en membranas 

celulares no son fácilmente extraíbles. 

•  Algunos lípidos pueden estar físicamente atrapados en una matriz 

tisular. 

• Las membranas celulares de algunos organismos son menos 

permeables que otras a los disolventes. 

•  Cada clase de lípidos necesita distintos disolventes. 
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• Es muy difícil obtener una recuperación completa de cada clase de 

lípidos por cualquier método conocido de extracción. Se puede emplear un 

patrón interno, de la misma naturaleza que los lípidos a extraer, a fin de 

controlar el porcentaje de extracción. 

Las condiciones de pH, la polaridad del disolvente de la extracción y las 

propiedades intrínsecas de los lípidos a analizar, constituyen las variables 

más importantes en la preparación de muestra. Posteriormente, dependiendo 

o no de que haya un paso cromatográfico intermedio, se deben seleccionar 

las variables que influyen en la ionización ESI: modo de ionización, 

temperatura de la fuente, voltaje del spray y flujo de eluyente. Posteriormente, 

en la etapa del análisis tándem-MS, hay que controlar las variables en la CID: 

energía de colisión, presión del gas de colisión y tipo de gas. 

1.5.1 Supresión iónica 

El término supresión iónica se usa para describir el hecho de que la 

eficiencia en la ionización o la intensidad de un compuesto o grupo de 

compuestos está significantemente reducida debido a la presencia de otros 

compuestos, cambios en los componentes de una matriz, o simplemente 

debido a cambios importantes de la concentración de los compuestos, como, 

por ejemplo, en el caso de agregación de lípidos. Tal reducción es debida a 

cambios en la eficiencia en la formación o desolvatación de la gota ante la 

presencia de dicho compuesto. Este proceso es dependiente del tipo de 

compuesto y su concentración [35, 36]. 

La supresión iónica puede afectar a la formación del ion y, por ello, al 

rango lineal, a la precisión de la detección, y a la fiabilidad de la cuantificación 

[5, p. 341-343]. 

Es preciso trabajar a bajas concentraciones y, aun así, la supresión 

iónica ocurre inevitablemente tanto en las técnicas shotgun como en LC-MS 

[37]. 

En el caso de LC-MS puede depender de la elución de varios 

compuestos en la misma ventana de elución (una señal suprime la otra), de 
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la variación de composición de la fase móvil, etc. Es conocido que el uso de 

detergentes puede causar supresión iónica severa en técnicas shotgun, o 

afectar la separación LC de los lípidos. 

 SEMICUANTITATIVIDAD Y CUANTITATIVIDAD EN EL ANÁLIS IS 

LIPIDÓMICO 

La cuantificación en lipidómica se puede considerar como absoluta y 

relativa [5, p. 304]. La determinación de los niveles cuantitativos de una 

especie molecular de lípido, sólo puede ser realizada en escasas ocasiones y 

conlleva largos y cuidadosos análisis con varios patrones internos. 

La cuantificación absoluta de un lípido mediante ESI-MS puede ser 

realizada solamente como una medida relativa respecto a uno o varios 

patrones internos estables, que son isotopólogos (abreviatura de análogos 

isotópicamente marcados, es decir, moléculas que difieren solamente en su 

composición isotópica). 

El problema de la determinación cuantitativa es que no existe una 

relación directa en MS entre la intensidad de los iones y la concentración de 

un analito que genera esos iones. Hay varias razones para ello, siendo las 

fundamentales las de tipo instrumental (diferencias en diseño de fuentes de 

iones, transmisión de iones, detectores, etc.) y las diferencias en las 

respuestas de los analitos frente a cada instrumento. Así, intensidades muy 

diferentes de iones pueden ser obtenidas a partir de la misma disolución en 

diferentes instrumentos bajo, aparentemente, idénticas condiciones 

experimentales. Pequeñas variaciones en estabilidad del vacío, condiciones 

de la fuente de iones, niveles de humedad y ruido electrónico, pueden afectar 

a la intensidad. 

Desde la toma de muestra hasta el procesamiento de datos se debería 

mantener el mayor grado de fiabilidad y precisión posible. La propagación de 

errores debería ser pre-estimada y controlada. Sin embargo, existen muchas 

incertidumbres o variaciones durante todo el proceso analítico, desde el 

muestreo, la preparación de muestra, el análisis propiamente dicho y el 
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procesamiento ulterior de los datos. Así, las variaciones en el muestreo 

pueden ser ya sustanciales e incluso ser mayores que los errores analíticos. 

Otro ejemplo que también influye en los resultados cuantitativos es el del 

uso de proteínas u otras biomoléculas como “normalizadores” o referencias 

para la determinación de una sustancia. Por ejemplo, detección de creatinina 

en orina para determinar indirectamente Gb3. Este tipo de determinación 

añade un error no despreciable al resultado analítico. Hay que considerar 

también otros factores como la eficiencia en la ionización del analito, o la 

agregación, que influye en la solubilidad y también sobre la eficiencia en la 

ionización; también los instrumentos, las matrices, etc. Asimismo, la elección 

de métodos estadísticos y la selección personalizada de parámetros pueden 

llevar a conclusiones diferentes, según el operador. Han [5] considera que un 

método lipidómico que emplee factores de corrección para clases de 

compuestos, que use varios patrones internos adecuados, que corrija el sesgo 

en la extracción de la muestra y que controle las eficiencias en la ionización 

(que son dependientes de cada especie), suele proporcionar un 10% de error, 

que se considera aceptable. 

El uso de uno o varios patrones internos (por ejemplo, en el caso de una 

elución LC en la que las propiedades de la fase móvil varían durante la 

elución) hace que el análisis cuantitativo absoluto sea impracticable y poco 

menos que imposible para analizar miles de especies de interés en sistemas 

complejos tales como los involucrados en la lipidómica [38]. En la mayoría de 

los casos, pues, la cuantificación no es necesaria. La semicuantificación o 

cuantificación relativa mide la variación del patrón de especies en un sistema 

lipidómico, la cual puede ser utilizada como herramienta para monitorización 

de un sistema tras estimulación, o para descubrir nuevos biomarcadores.  

1.6.1 Obtención de perfiles semicuantitativos dentr o de una clase de 

lípidos 

Ha sido demostrado que los factores de respuesta de las especies 

individuales de una clase polar de lípidos por ESI-MS, dependen 
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predominantemente de las propiedades de la carga del grupo de cabeza en 

el rango de concentración de pmol·µL-1 o menor [5, capítulo 14] [39-42]. 

Las eficiencias de ionización (o factores de respuesta) de las especies 

moleculares individuales dentro de una clase de lípidos polares, detectada por 

su espectro de masas ESI completo, son esencialmente idénticas. Las 

cadenas acilo de sus ácidos grasos sólo contribuyen mínimamente a las 

eficiencias de ionización en las condiciones experimentales. De este modo, 

es a menudo práctico utilizar esa “constancia” en las eficiencias de ionización 

de las especies de una clase de lípidos para obtener un perfil semicuantitativo, 

que muestra una proporción relativa (normalizada) entre la intensidad de los 

iones de las especies moleculares de esa clase de lípidos y su abundancia en 

la muestra. 

En el caso de los análisis LC-MS, esta propiedad no siempre se cumple 

y debería ser verificada antes de efectuar las medidas puesto que, si se 

emplea un gradiente de fase móvil o se cambia constantemente la 

concentración de un eluyente, puede resultar en factores de respuesta 

diferentes para especies lipídicas individuales dentro de una misma clase [32]. 

Como se verá a lo largo de esta Memoria, esto representa una ventaja 

de la Cromatografía en Capa Fina (HPTLC)-MS frente a LC-MS puesto que, 

en la primera, la fase móvil es eliminada de la placa por secado tras la 

cromatografía y, posteriormente, la extracción on-line mediante la interfaz se 

suele realizar con un único eluyente, en nuestro caso MeOH (Sección 

1.7.1.1). Así pues, una clase de lípidos, tras ser separada mediante HPTLC y 

transferida al equipo de ESI-MS, mostrará una distribución de iones que 

representará un perfil semicuantitativo de especies moleculares de esa clase. 

En general, la obtención de perfiles puede proporcionar una 

comparación rápida y extensiva de muestras biológicas. La ocasional falta de 

reproducibilidad de los perfiles puede estar asociada más a la variabilidad 

individual e intrínseca de las propias muestras biológicas que a la asociada a 

la técnica MS (Capítulo 3 ). 
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 LA CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE ALTA EFICACIA (HP TLC), 

SU ACOPLAMIENTO CON MS Y SU POTENCIAL USO PARA LA 

LIPIDÓMICA 

La Cromatografía en Capa Fina (TLC), conocida ahora en su versión 

instrumental moderna como HPTLC, es actualmente una técnica modular, 

automatizada y controlada por ordenador en cada una de sus etapas, esto es, 

aplicación de muestra, desarrollo cromatográfico y detección. Mediante esta 

técnica, en sus actuales configuraciones se pueden obtener separaciones 

eficientes. Asimismo, es posible llevar a cabo diferentes acoplamientos 

instrumentales para la detección, que proporcionan resultados fiables y 

precisos, con un alto número de muestras procesadas por la placa, con un 

mínimo consumo de disolventes, y todo ello en un tiempo reducido de trabajo. 

HPTLC cumple los requerimientos de las normas GMP (Good Manufacturing 

Practice) [43]. 

La TLC ha sido y es una técnica muy popular para el análisis de lípidos 

debido a su sencillez, rapidez y el elevado número de muestras que pueden 

ser analizadas en paralelo en una misma placa [44]. Aunque ahora HPTLC ha 

sido adaptada instrumentalmente para proporcionar separaciones bastante 

eficientes de clases de lípidos, no se suele considerar como suficientemente 

eficaz para separaciones dentro de esas clases. Además, a pesar de que hace 

algún tiempo que se han propuesto técnicas para acoplarla a MS, ha sido muy 

poco usada para el análisis de lípidos, sólo para mezclas bastante sencillas, 

y apenas ha sido utilizada junto con técnicas tándem MS o HRMS para el 

análisis lipidómico o, en general, para el análisis de muestras complejas 

basadas en lípidos. 

Esto es tanto más curioso cuanto que, como ya se ha comentado [1], el 

término lipidoma apareció por primera vez en la literatura en 2001, 

precisamente en un artículo sobre TLC. 

En esta sección se introducirán las principales técnicas modernas de 

HPTLC y su acoplamiento con MS que aparecen en la literatura, recogido en 

un review publicado por nuestro grupo de investigación [45]. Como esta 
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introducción bibliográfica se orienta con un enfoque instrumental, sólo se 

tratarán algunos sistemas MS que han tenido relación con el análisis de 

lípidos. La bibliografía sobre aplicaciones de la HPTLC-MS a los problemas 

analíticos de las diversas clases de lípidos y matrices planteados en esta 

Memoria (SL neutros en plasma humano; lípidos neutros y ácidos grasos en 

biodiésel; y fosfolípidos en membranas bacterianas) será expuesta en la 

introducción de cada uno de los capítulos relacionados (Capítulos 3-5 ). 

Asimismo, aquí se abordará la cuestión de por qué HPTLC no se ha 

acoplado hasta ahora para tal fin con técnicas tándem MS y/o de alta 

resolución. 

Cada etapa HPTLC muestra un abanico de posibilidades en cuanto a 

instrumentación. Existen diferentes niveles de sofisticación instrumental para 

cada etapa, que puede ser elegido en función del objetivo analítico que se 

proponga. Esto confiere a la técnica un alto grado de flexibilidad [45]. 

En lo referente a la aplicación automática de muestra, los aplicadores 

tipo “spray-on”, por nebulización, son el referente ya que permiten aplicar la 

muestra a densidad constante y en forma de bandas rectangulares, de tamaño 

variable o de puntos. En lo referente al desarrollo cromatográfico, existen 

cubetas verticales con sensores de desarrollo, cubetas horizontales, y 

también un sistema de desarrollo múltiple automatizado (AMD2) que permite 

eficientes separaciones de lípidos, combinando un desarrollo múltiple 

incremental y una elución con gradiente de disolventes [46]. 

En lo referente a la detección, la técnica más popular es la densitometría 

de barrido, en modos UV (para lípidos, a 190 nm) y fluorescencia, nativa o 

inducida. En el caso de los lípidos insaturados, se puede trabajar en UV a 190 

nm. En el caso de la fluorescencia, se puede inducir la emisión mediante un 

fluoróforo, por ejemplo, primulina, que permite la detección de lípidos 

incluyendo los saturados [47]. Habitualmente, la detección se realiza post-

cromatográficamente mediante una placa impregnada en el fluoróforo. El 

principio y detalle de los sistemas mencionados está descrito en el Capítulo 

2. Además de la densitometría de barrido, se han desarrollado técnicas de 
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detección de videodensitometría y de actividad biológica [48, 49], aunque 

apenas se han empleado en el caso de los lípidos, al igual que los sistemas 

de documentación electrónica. 

Pero sin duda, el mayor avance en la instrumentación HPTLC ha sido su 

acoplamiento con MS, que está estableciéndose firmemente en los 

laboratorios en el momento actual, particularmente mediante la interfaz 

HPTLC-MS basada en elución, extracción y transferencia directa 

automatizada de la correspondiente banda cromatográfica a equipos MS (ver 

su funcionamiento en el Capítulo 2 ) [34, 50]. 

A pesar de este progreso, la identificación de lípidos se continúa 

haciendo todavía en gran medida en muchos laboratorios mediante rascado 

de la zona de la placa tras el desarrollo cromatográfico, seguido de la 

extracción manual con disolventes y filtrado sílica gel, antes de realizar el 

análisis MS. Este procedimiento es tedioso y la recuperación de lípidos es 

pobre [51]. 

El uso de la interfaz ha permitido el diseño de sistemas acoplados y ha 

abierto la posibilidad de conectar la HPTLC con otros detectores. A 

continuación, se revisa el estado del arte en acoplamiento HPTLC-MS.  

1.7.1 Acoplamiento HPTLC-MS: estado del arte 

Ha sido posible gracias al desarrollo previo de fuentes de ionización que 

trabajan a temperatura ambiente y presión atmosférica, tales como 

Electrospray (ESI) o Ionización química a presión atmosférica (APCI) [52, 53]. 

El acoplamiento a MS es operacionalmente diferente en HPTLC al de las 

técnicas LC en columna. HPTLC permite que el acoplamiento se haga solo en 

las zonas seleccionadas de la placa. Esto es una consecuencia de la 

configuración abierta de HPTLC, de la evaporación post-cromatográfica de la 

fase móvil y de la pre-identificación de las zonas cromatográficamente 

relevantes por densitometría. Esto permite llevar a cabo un análisis 

económicamente eficaz, en términos de tiempo y de consumo de disolvente. 
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Pueden encontrarse, en las referencias citadas anteriormente, 

descripciones detalladas de los diferentes desarrollos instrumentales. Aquí 

describiremos las técnicas que han sido o están siendo comercializadas, o 

aquéllas más prometedoras. 

 

A) Interfaz automatizada HPTLC-MS 

La versión inicial de esta interfaz fue desarrollada por Luftmann [54] y, 

seguidamente mejorada por el trabajo de otros investigadores como Morlock 

y Aranda [53, 55-57]. Fue comercializada en 2009 por Camag (Müttenz, 

Suiza). 

Esta interfaz se ha convertido en una herramienta de rutina y ha sido 

responsable de la mayoría de publicaciones en las que se ha requerido una 

identificación estructural. Opera en modo “manos libres”. Su funcionamiento 

se muestra en el Capítulo 2 (Figura 2.6 ). Se describe aquí un resumen. 

Una cabeza oval o circular (en el pistón) es posicionada sobre la banda 

cromatográfica deseada por medio de un láser que utiliza las coordenadas 

que proporciona el densitómetro. La cabeza sella la zona de la banda. La 

extracción on-line se lleva a cabo como sigue: un disolvente (o mezcla) es 

bombeado a través de un capilar de entrada en la cabeza, disuelve y eluye la 

substancia extraída (en todo el grosor completo de la banda), incluido el perfil 

más profundo, extrayéndola así de la placa de HPTLC. El “eluato” es dirigido 

a través de un filtro “fritado” de acero inoxidable de 2 µm para filtrar la sílica 

gel. Seguidamente, el disolvente es dirigido a un espectrómetro de masas, vía 

un capilar de salida. Toda esta operación se completa en segundos. 

Para usos cuantitativos se prefiere utilizar una cabeza oval de 4x2 mm 

[57]. Esta técnica es satisfactoria para cuantificaciones por debajo del rango 

pg/banda. Morlock concluyó que las señales de intensidad y las precisiones 

obtenidas usando esta interfaz eran similares a las obtenidas utilizando LC-

MS. 
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La interfaz permite una conexión sencilla, directa y modular, no solo con 

MS sino también con otros sistemas de detección [50], y con cualquier tipo de 

combinación de columnas LC. Además, puede ser también utilizada con otros 

fines preparativos, tales como extracción o análisis por DBS (dried blood 

spots) [58]. 

Como el “eluato” es líquido, la ionización es la misma que en LC-MS. La 

fragmentación ESI ha sido utilizada para caracterizar sobre todo compuestos 

polares. Sin embargo, un grupo importante de compuestos apolares o poco 

polares (entre ellos algunos lípidos) puede no ser ionizado correctamente en 

ESI. En este contexto, la ionización APCI también ha sido de ayuda con esta 

interfaz, proporcionando información complementaria para caracterizar este 

tipo de moléculas. Nuestro grupo utilizó APCI-MS en combinación con ESI-

MS, comparando los espectros de la muestra (esfingomielinas (SM) en 

plasma) con los de patrones (de SM), a través de la interfaz. Aunque la 

identificación no era completamente segura, sí que aportaba información para 

identificar (SM) [59]. 

En lo que conocemos, antes de esta Tesis sólo ha sido publicado otro 

trabajo relativo al análisis de lípidos utilizando la interfaz. Park et al. [60] la 

usaron en combinación con ESI (en modo negativo) para identificar 

glicoesfingolípidos ácidos (gangliósidos y sulfátidas).  

Estas citas se discuten con más detalle en el Capítulo 3 . 

B) Muestreo de superficie basado en extracción líqu ida automática 

Un sistema miniaturizado de introducción de muestra en un equipo nano-

ESI (sistema TriVersa NanoMate), el cual fue originalmente desarrollado para 

muestras líquidas [61], fue combinado con un procedimiento de muestreo de 

superficie basado en extracción con disolvente (LESA®, Liquid Extraction 

Surface Analysis), para realizar espectrometría de masas nano-ESI a partir de 

superficies [62]. Este sistema ha sido comercializado por Advion BioSciences 

Inc. (Itaca, NY, USA). 
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El sistema TriVersa NanoMate es una plataforma de nanospray 

automatizada que utiliza una tecnología de infusión basada en un chip 

(microfluídica) que contiene una serie de boquillas para nanoelectrospray 

(nanoESI) con diámetros muy pequeños, grabados en una oblea de silicio. 

Las aplicaciones de LESA a placas de HPTLC fueron desarrolladas por 

Kertesz y Van Berkel [63]. El procedimiento permite extraer un analito de una 

superficie por medio de una micro-unión líquida sin pared entre el extremo de 

muestreo de una punta y la superficie. No es una técnica sellada porque el 

solvente se aspira y se dispensa desde un depósito en la superficie de la 

muestra a través de un capilar de suministro de solvente. 

El solvente forma una micro-unión sin pared con la superficie y la extrae. 

El material de la superficie disuelta en el solvente se aspira desde la superficie 

a través del capilar interno de muestreo, se transfiere y se dispensa en forma 

de aerosol en el sistema nano-ESI. La operación se realiza utilizando 

muestreo coaxial y capilares de suministro de disolvente. Un esquema de los 

pasos individuales de este proceso de muestra de superficie se describe en 

la Figura 1.5  [64]. 

En HPTLC, la mayoría de las fases estacionarias utilizadas 

(aproximadamente el 95%) son placas de sílica gel. Un inconveniente de 

LESA es su limitación al uso de placas de HPTLC de fase reversa. Sin 

embargo, se ha publicado un tratamiento de silicona para permitir micro-

uniones líquidas en superficies humectables [65]. Se puede pulverizar un 

recubrimiento hidrófobo en una placa y secarlo. De esta manera, el solvente 

de extracción penetra el recubrimiento y moja la superficie solo en el punto de 

muestreo. Aunque esta es una técnica prometedora, no puede descartarse la 

presencia de algún material de recubrimiento extraído de la superficie, lo cual 

puede dar interferencias en los espectros ESI-MS. 

Teniendo en cuenta la resolución espacial como el diámetro del área de 

desorción, LOD es inferior a 20 pg/banda. 
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Figura 1.5  Pasos individuales del proceso de muestreo LESA TriVersa en el que se observa 

la aspiración (a través de un capilar que lo suministra), del material de superficie disuelto en 

el solvente. 
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En estas técnicas, un láser pulsado produce desorción e ioniza la banda 

en la superficie de la placa. Solo una parte de la banda se ve afectada en su 

superficie. Por este motivo y, en general, al utilizar estas técnicas, los análisis 

cuantitativos deben llevarse a cabo utilizando patrones internos. 

Una enorme cantidad de acrónimos se han acuñado para dar cuenta de 

los diferentes enfoques basados en desorción. Por ejemplo, y es una lista no 

exhaustiva, la desorción se ha realizado: por bombardeo con átomos rápidos 

(FAB); por bombardeo iónico (SIMS); mediante láser (MALDI, formación de 

imágenes MALDI, SALDI, ELDI, LIAD-ESI); por un haz de pulverización 

(DESI, EASI); por un haz de gas excitado (DART, FA-APGD). Ver [50, 52] 

para la nomenclatura y comparación de enfoques. 

Algunos de ellos, fueron estudiados en el pasado, otros están 

actualmente en progreso y solo unos pocos han sido comercializados. Estos 

últimos se realizan bajo presión atmosférica y condiciones ambientales, y se 

resumen aquí. 

A) HPTLC-(AP)-MALDI-TOF-MS 

Esta tecnología fue desarrollada por Bruker Daltonics, Billerica, MA, 

USA. MALDI a presión atmosférica (AP) funciona en condiciones ambientales, 

pero su configuración experimental es similar a la del MALDI de vacío clásico 

donde, previamente a la irradiación mediante un láser pulsado, las placas 

deben pulverizarse (o sumergirse) con una matriz orgánica (por ejemplo, ácido 

2,5-dihidroxibenzoico, DHB) para mejorar la desorción y la ionización de las 

bandas cromatográficas en la placa de HPTLC. Se suelen obtener altas 

resoluciones espaciales para el escaneo de muestras, pero la adición de una 

matriz orgánica puede disminuir la resolución y producir cierta difusión del 

analito. 

MALDI es adecuada para el rango alto de pesos moleculares pero 

menos para material de bajo rango. Por lo tanto, es una herramienta útil para 

realizar directamente la caracterización estructural de moléculas complejas en 
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la placa. Se ha utilizado principalmente para la caracterización de lípidos [44, 

66], como los glicoesfingolípidos ácidos a los que las especies de PC 

(fosfatidilcolinas) producen supresión iónica con otras técnicas [67-69]. Como 

se requiere una referencia visual para ubicar la banda de lípidos 

correspondiente en la placa, se utilizó la derivatización (por ejemplo, orcinol 

para glicoesfingolípidos). Sin embargo, dado su carácter destructivo, la 

separación debe duplicarse en otra placa antes de realizar el espectro MS. 

 Alternativamente, también se ha utilizado primulina, un agente revelador 

fluorescente no covalente. Resultados previos demostraron que la primulina 

no interfiere con la adquisición de espectros de masas MALDI de 

esfingolípidos [70]. En ese trabajo, la determinación estructural de algunos 

estándares de esfingolípidos (SL) se obtuvo por MS/MS en un espectrómetro 

de masas MALDI-TOF/TOF. Sin embargo, la primulina debe agregarse a la 

matriz orgánica. La interpretación de los espectros de MALDI puede no ser 

fácil porque la primulina, el fondo de la matriz añadida, los aductos que se 

forman y la fragmentación hacen que los espectros de masas sean muy 

complejos. Se han llegado a detectar diversos fosfolípidos mediante esta 

técnica [71-73]. De forma similar, también se desarrollaron otros tratamientos 

complejos, como el uso de inmunotinción específica usando anticuerpos o la 

transferencia de esfingolípidos teñidos con primulina de la placa a una 

membrana de difluoruro de polivinilideno seguida de extracción, antes del 

análisis MALDI [67, 74]. 

MALDI requiere personal cualificado debido a la complejidad del 

procedimiento del tratamiento de las placas. 

La reproducibilidad de HPTLC-MALDI se encuentra en el rango del 10% 

y la sensibilidad para los lípidos, en el rango de 100 ng. Otro problema, es que 

las sensibilidades de MALDI dependen de la distancia de migración de la 

sustancia [34]. 

B) HPTLC-DART-TOF-MS 

El análisis directo en tiempo real, DART, es una fuente de APCI que 

utiliza una corriente caliente de especies excitadas de gas inerte (helio, He) 
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para desorber e ionizar analitos [75]. En el caso de analitos adsorbidos sobre 

superficies sólidas, esto se realiza ajustando el ángulo de la corriente de gas 

DART. Este acoplamiento HPTLC-DART es comercializado por IonSense 

(Saugus, MA, EE.UU). 

DART sigue el mecanismo de ionización de Penning [52]: átomos de He 

en estado excitado, excitan grupos de moléculas de agua en la atmósfera, que 

a su vez transfieren protones a las moléculas de interés, creando así iones 

orgánicos. En el modo de ionización negativa, DART opera a través de 

especies de oxígeno cargadas. Aunque su mecanismo de ionización es 

bastante complejo, los espectros suelen ser sencillos de interpretar. 

No hay mucha experiencia acumulada en HPTLC-DART y todavía es 

una técnica inexplorada. Se pueden encontrar algunos ejemplos en las 

referencias [76-78]. Presenta varias ventajas, una de las cuales es la 

simplicidad de su operación. La placa de HPTLC se corta en la zona de interés 

y las manchas separadas se dirigen a la corriente de He del estado excitado. 

No requiere ninguna preparación. No se requiere matriz [78]. Sin embargo, la 

automatización completa del acoplamiento está lejos de ser resuelta. Aunque 

el equipo incluye un riel motorizado, todavía no hay una solución técnica para 

un acoplamiento correcto de HPTLC y DART [79]. 

Pequeños analitos polares o no polares, con un MW no superior a 1000 

Da se pueden analizar mediante DART con un LOD<128 pg/banda. Esta 

sensibilidad es 1-2 órdenes de magnitud más baja que la de ESI. Un estudio 

validó el uso de HPTLC-DART en la identificación forense de los componentes 

de varias preparaciones farmacéuticas [80].  

 OTRO PUNTO DE VISTA: MÉTODOS SELECTIVOS ENZIMÁTICO S 

Muchas otras técnicas analíticas se han usado, además de la MS, en la 

investigación lipidómica. Así, Resonancia Magnética Nuclear (RMN), 

Resonancia Paramagnética Electrónica (EPR), dispositivos microfluídicos, 

espectroscopía de fluorescencia [81], son algunas de ellas. 
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Cuando las matrices son complejas y hay una gran cantidad de analitos 

a determinar, se recurre a las técnicas de separación con el fin de aportar la 

selectividad que el método de detección no puede aportar. 

Sin embargo, si se quiere determinar un único analito (o familia de 

analitos) existe otra alternativa que es el desarrollo de métodos analíticos 

selectivos al analito en cuestión. 

La parte fundamental de estos métodos es la selección de moléculas 

receptoras capaces de reaccionar con el analito de forma selectiva y generar 

una señal. Lo ideal es que esta interacción se produzca en una sola etapa, de 

forma que se puedan desarrollar métodos rápidos que minimicen el 

tratamiento de muestra y por tanto el tiempo de análisis. Si además el receptor 

se regenera después de la interacción, quedaría listo para una siguiente 

determinación, lo que permitiría el desarrollo de sensores. 

Unas moléculas receptoras que cumplen estos requisitos son las 

enzimas. Así, por ejemplo, la determinación de triacilglicéridos (TG) en suero 

se lleva a cabo mediante una serie de reacciones enzimáticas que se 

muestran en el Esquema 1.1  [82]. 

 
 

Esquema 1.1  Determinación enzimática de triacilglicéridos (TG) en suero. 

Los TG son hidrolizados a glicerol y ácidos grasos por acción de una 

enzima lipasa. Posteriormente, y en presencia de adenosín trifosfato (ATP) y 

glicerol kinasa (GK), el glicerol es fosforilado a glicerol-3-fosfato, que a su vez 

es oxidado por la glicerol fosfato oxidasa (GPO), para producir peróxido de 

hidrógeno. Éste a su vez participa en una reacción con la peroxidasa (HRP), 
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que en presencia de p-clorofenol y 4-aminoantipirina produce un complejo 

coloreado de color rojo. La muestra se añade sobre una mezcla de todos los 

reactivos, y se mide la absorbancia a 520 nm, siendo proporcional a la 

concentración de TG en la muestra. 

Un tipo de enzimas muy interesantes son las flavoenzimas, ya que 

presentan propiedades ópticas que se modifican durante la reacción con el 

sustrato en cuestión, lo que las hace sistemas autoindicadores y simplifican el 

procedimiento.  

1.8.1 Fluorescencia de las flavoenzimas: Metodologí a enzimática 

Las flavoenzimas son un tipo de enzimas que contienen flavín adenín 

dinucleótido (FAD) como cofactor. La estructura de la forma oxidada del FAD 

se observa en la Figura 1.6  [83-85]. 

 

Figura 1.6  Estructura general del FAD. En FAD.H2 se reducen los nitrógenos 1 y 5. 

Como todas las enzimas, presentan fluorescencia en la región UV del 

espectro (dos bandas de excitación a 220 y 280 nm, y una de emisión a 340 

nm) debido fundamentalmente a la presencia en su estructura del aminoácido 

triptófano (trp). Además, el FAD presente en dichas flavoenzimas, aporta 

fluorescencia en la región visible (λexc 400 nm / λem 520 nm), siendo mayor en 

su forma oxidada (FAD) que en su forma reducida (FAD.H2). 
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Las flavoenzimas catalizan reacciones de oxidación (Esquema 1.2 ), que 

en la mayoría de los casos se pueden simplificar en un mecanismo como el 

siguiente: 

 

Esquema 1.2  Mecanismo por el que las flavoenzimas catalizan la oxidación de los sustratos. 

Como se puede observar, durante la reacción enzimática el grupo flavina 

de la enzima se reduce a FAD.H2, que con el O2 del medio se reoxida 

(mecanismo ping-pong), siendo k1 y k2 las constantes cinéticas de cada una 

de las etapas. Este hecho hace que se produzcan cambios en la fluorescencia 

de la enzima, lo que permite seguir la reacción. 

Existen tres alternativas [86]:  

1. Variación de fluorescencia a las longitudes de onda del FAD; ya que 

tanto FAD como FAD.H2 tienen propiedades de fluorescencia, siendo la forma 

oxidada más fluorescente que la reducida por lo que durante la reacción se 

verán cambios en la fluorescencia [87]. 

2.  Variación de fluorescencia a las longitudes de onda del triptófano (trp); 

ya que debido a un mecanismo de transferencia de energía con el FAD, la 

fluorescencia del trp también cambia durante la reacción enzimática. 

3. Variación de fluorescencia a las longitudes de onda de una sonda de 

fluorescencia; ya que algunos fluoróforos unidos a la enzima, como 

fluoresceína (FS), modifican su fluorescencia durante la reacción si existe un 

solapamiento entre los espectros de la enzima y los del fluoróforo. 

La utilización de la metodología enzimática basada en las flavoenzimas 

aporta dos ventajas fundamentales: la no adición de otro reactivo para la 

obtención de la señal analítica más que la propia enzima, actuando ésta como 
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indicador de la reacción que cataliza; y por otra parte, la regeneración de la 

enzima durante la medida, base para el desarrollo de biosensores. 

Nuestro grupo de investigación lleva tiempo desarrollando métodos 

enzimáticos relacionados con la fluorescencia de las flavoenzimas tanto 

intrínseca [86, 88-90], como extrínseca (con fluoróforos que emiten en la zona 

del visible) [89, 91-93]. En ellos se proponen modelos matemáticos 

relacionando las variaciones en la emisión fluorescente con la concentración 

del analito estudiado. Estos modelos han sido utilizados por otros autores en 

la determinación de su analito particular, en este caso la glucosa [94]. 

Estas enzimas se regeneran durante la reacción, por lo que se pueden 

utilizar en varias medidas, dando lugar al desarrollo de sensores para analitos 

como glucosa [92], entre otros. 

Una de las flavoenzimas estudiadas en el grupo es la colina oxidasa 

(ChOx) que reacciona con colina (Ch) en dos pasos. Primero la Ch es oxidada 

a aldehído betaína (BA) y después a glicina betaína (GB) (Esquema 1.3 ). 

 

Esquema 1.3  Etapas de reacción en la oxidación de Ch. 

Ambos pasos cumplen el Esquema 1.2 .  

En este caso, la reacción de reducción es más rápida que la de 

regeneración (k1>k2), por lo que el perfil de reacción se corresponde al gráfico 

mostrado en la Figura 1.7  (a) si se sigue a las longitudes de onda del FAD. Al 

añadir el sustrato, el FAD se reduce rápidamente y la intensidad de 

fluorescencia disminuye alcanzando un mínimo que se mantiene mientras 

haya sustrato, momento en el cual el oxígeno presente en la disolución 

regenera a la enzima, y la fluorescencia se recupera [95]. 
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Figura 1.7  Simulación de la variación de la intensidad de fluorescencia (F) con el tiempo (t) 

durante la reacción enzimática de ChOx con Ch medido a las longitudes de onda del a. FAD, 

b. trp o fluoróforo unido a la enzima. 

Si la reacción se sigue a las longitudes de onda del trp (o de un fluoróforo 

unido a la enzima), la señal (Figura 1.7  b) es una imagen especular de la 

figura comentada, con variaciones de fluorescencia positivas. Esto es debido 

a que hay un solapamiento entre el espectro de emisión del trp y el de 

excitación del FAD, que produce una transferencia de energía. Al añadir la 

Ch, la enzima se reduce y como la especie FAD.H2, absorbe menos, la 

transferencia de energía es menor, y la fluorescencia aumenta hasta alcanzar 

un máximo que se mantiene hasta que se acaba el sustrato [89]. 

Si la ChOx se modifica con un fluoróforo como fluoresceína (FS), la señal 

tiene la misma forma que la obtenida en el caso del trp (Figura 1.7  b). Para 

ello debe existir un solapamiento entre el espectro de excitación del FAD y el 

de excitación del fluoróforo, que provoca un efecto de filtro interno. Como el 

FAD.H2 absorbe menos, el filtro interno es menor y la fluorescencia del 

marcador aumenta [89]. 

Como parámetros analíticos se pueden utilizar tanto la variación máxima 

de fluorescencia (ΔFmáx), el área bajo la curva de señal (SΔF) o el tiempo al 

que se alcanza una determinada variación de fluorescencia (tmáx o tmín). 
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Esta reacción es importante desde un punto de vista analítico, no sólo 

porque se puede determinar Ch, sino también porque se pueden determinar 

otros compuestos que contienen Ch en su estructura. Para ello, la reacción de 

la ChOx se debe acoplar a una reacción enzimática previa que libere Ch. 

En el Capítulo 6 de esta Memoria se pondrán de manifiesto las 

posibilidades de esta metodología para la determinación de fosfolípidos que 

contienen colina (Ch-PL). 

 JUSTIFICACIÓN, INTERÉS Y OBJETIVOS 

No existe una única técnica que permita abordar completamente el 

análisis del lipidoma, sino que se suele emplear una combinación de 

diferentes aproximaciones experimentales. La elección de la técnica y método 

apropiado dependerá del objetivo del análisis y de conocer las hipótesis de 

partida y limitaciones. De cada técnica e instrumentación se pueden obtener 

diferentes tipos y niveles de información sobre la estructura molecular de los 

lípidos, con diversos grados de sensibilidad y selectividad. 

En esta Tesis se pretende evaluar la viabilidad de dos técnicas y 

desarrollar nuevas metodologías analíticas para el análisis de diferentes 

clases de lípidos y sus especies moleculares individuales en muestras 

complejas procedentes de matrices diferentes, que serán descritas más 

adelante en esta sección: 

• La Cromatografía en Capa Fina de Alta Eficacia (HPTLC) acoplada a 

técnicas MS tándem, para el análisis de las especies moleculares individuales 

de las diferentes clases que constituyen los lípidos neutros, esfingolípidos y 

fosfolípidos. 

•  Una metodología basada en la fluorescencia de flavoenzimas que 

poseen flavín adenín dinucleótido (FAD) como cofactor, como opción o 

alternativa cuando se quiere determinar un único analito o clase y no es 

necesario separar sino buscar selectividad hacia ese analito. Aplicaremos 
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esta metodología para el análisis de fosfolípidos que contienen un resto de 

fosfato de colina. 

1.9.1 HPTLC-MS tándem/HRMS 

La instrumentación moderna en Cromatografía en Capa Fina de Alta 

Eficacia (HPTLC) acoplada a MS presenta un prometedor futuro para el 

análisis de lípidos complejos. Sin embargo, hasta el momento presente sólo 

se habían podido obtener de un modo sencillo y rápido espectros ESI y APCI-

MS de lípidos complejos biológicos que, si bien aportaban cierta información 

estructural de las especies presentes en un problema, no permitían una 

identificación inequívoca de los iones obtenidos. 

Por otro lado, la obtención de espectros explotables MS/MS (en general, 

MSn) y/o de alta resolución (HRMS) de lípidos directamente desde la placa, 

que constituiría un avance importante, se ha visto hasta ahora impedida por 

la ubicua presencia de iones sodio durante el proceso cromatográfico (placa, 

tubos, etc.), que causa una pobre fragmentación de los iones aislados y su 

coexistencia con iones sodiados, complicando o impidiendo la interpretación 

estructural de los espectros. 

En este trabajo, se demuestra cómo es factible obtener espectros MSn y 

HRMS explotables, de manera rápida, fiable y sencilla, a partir de muy 

diversos lípidos, y en muestras reales complejas, tanto biológicas como de 

origen industrial.  

El sistema utilizado consta de las siguientes etapas sucesivas, que se 

llevan a cabo sobre una misma placa cromatográfica: 

• Separación en gradiente, llevado a cabo en la capa fina mediante AMD 

(Automated Multiple Development). 

•  Detección de los lípidos separados en clases mediante densitometría, 

bien en modo UV o por fluorescencia inducida no-covalente. 
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• Transferencia directa de cada pico1 separado en la placa a un 

espectrómetro de masas, de tipo trampa de iones, mediante una interfaz 

portátil que permite su extracción automática y elución “online”. El equipo MS 

de trampa de iones permite la posibilidad de análisis tándem multietapa 

(MS/MS…MSn). También se muestra ocasionalmente su acoplamiento a un 

equipo de tipo cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF) para la obtención de 

espectros de alta resolución (HRMS). Toda esta etapa se realiza en segundos. 

El acoplamiento de los equipos utilizados se expone en el Capítulo 2 . 

Se demuestra que los mecanismos de fragmentación ESI de los lípidos 

a partir de la placa cromatográfica son básicamente los mismos que los 

descritos en disolución. 

Los resultados que se van a discutir en esta Memoria, obtenidos con el 

sistema previamente descrito, se basan en que es posible obtener 

condiciones de trabajo para que los aductos de sodi o, formados a partir 

de una amplia variedad de lípidos, puedan ser fragm entados en modo 

ESI positivo, directamente desde la placa cromatogr áfica, y que el sodio 

permanezca como la carga de fragmentos iónicos esta bles, siendo así 

útiles para su inequívoca identificación estructura l en muestras 

complejas a través de los espectros MS n y HRMS. Es decir, que se formen 

exclusivamente aductos sodiados. Esta posibilidad ha mostrado ser bastante 

general para clases muy variadas de lípidos, como se ha puesto de manifiesto 

en la obtención (en ESI+) de espectros MSn y HRMS de compuestos tales 

como: esfingolípidos (esfingomielinas, SM; Globotriaosilceramidas, Gb3 y liso-

globotriaosilceramidas, liso-Gb3), lípidos neutros (monoacilglicéridos, MG y 

diacilglicéridos, DG) y fosfolípidos (fosfatidilcolinas, PC y cardiolipinas, CL). 

 

 

1En esta Memoria, se utilizará indistintamente el término pico y banda; aunque “pico” suele ser más 

utilizado cuando hay una separación cromatográfica a línea base, y “banda”, más genérico, no entra en 

la pureza de la separación, aunque a veces engloba también al término pico.  
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El sistema ha permitido también la compatibilización de su uso en modo 

negativo (ESI-) de algunos miembros de estas familias que no mostraban una 

adecuada ionización en modo positivo (ácidos grasos, FA; 

fosfatidiletanolaminas, PE y fosfatidilgliceroles, PG). 

 Aprovechando esta posibilidad, se ha utilizado este sistema, en las 

condiciones mencionadas, para resolver tres problemas analíticos de interés 

en diversas matrices, y que implican la obtención de perfiles semicuantitativos 

(por ESI-MS) representativos de diferentes clases de lípidos y la ulterior 

identificación estructural de sus especies moleculares individuales. Las clases 

de lípidos involucradas en estas muestras, sus matrices problema y los niveles 

de concentraciones implicadas ilustran bien una variedad de situaciones 

analíticas reales y ejemplifican las funciones de los lípidos presentes en el 

lipidoma, no habiendo sido dichos problemas analíticos abordados 

previamente utilizando la técnica propuesta. 

Así, se mostrarán en los capítulos sucesivos: 

1. Obtención de perfiles semicuantitativos e identificación de esfingolípidos 

neutros y sus especies moleculares en plasma humano (en baja 

concentración), que ejemplifican la función de señalización molecular, pues 

son considerados biomarcadores de enfermedades de depósito lisosomal 

(EDL). De entre ellos, nos centraremos en las esfingomielinas (SM), 

relacionadas con la enfermedad de Niemann-Pick, y en las 

globotriaosilceramidas (Gb3) y globotriaosilesfingosinas (liso-Gb3), 

biomarcadores de la enfermedad de Fabry (Capítulo 3 ). 

2.  Obtención de perfiles semicuantitativos e identificación de lípidos 

neutros individuales de diferentes clases en biodiésel, muestra industrial de 

origen energético y que ilustra sobre la función lipídica de depósito de energía. 

El tipo de biodiésel utilizado aquí es un combustible renovable con un 

porcentaje variable de lípidos en su composición. Están mayoritariamente 

compuestos de esteres metílicos de ácidos grasos (FAME). Un contenido en 

FAME menor del 98% en peso indica condiciones de reacción inapropiadas 

para la producción del biodiésel y, de aquí, la presencia de impurezas en el 
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producto final que incluye MG, DG, y FA. La composición y porcentaje de estas 

impurezas lipídicas es importante para establecer las especificaciones de 

calidad de dichos combustibles de transporte. En particular, los MG provocan 

la colmatación de los filtros de carburante y su concentración máxima 

autorizada es de 0.8% en peso (Capítulo 4 ). 

3. Identificación de los fosfolípidos (PL) y sus especies moleculares, como 

componentes de membranas celulares, unidos a proteínas de membrana en 

las bacterias púrpuras fotosintéticas: Rhodobacter (Rb.) blasticus, 

Rhodospirillum (Rd.) rubrum y Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis y al complejo 

fotosintético purificado de esta última bacteria. Se pretende identificar las 

especies moleculares individuales de los PL de las familias: PC, PL, PE y CL, 

que pueden afectar la función de las proteínas de membrana (MP) de estas 

bacterias e, indirectamente, contribuir a mejorar la cristalización de éstas 

(Capítulo 5 ). 

Se pone de manifiesto en estos capítulos que el sistema HPTLC-MS 

aporta una dimensión espacial complementaria a la dimensión temporal 

proporcionada por LC-MS, puesto que aporta la ventaja selectiva del acceso 

a las zonas deseadas de la placa. Otras ventajas, como un considerable 

ahorro en tiempo de análisis y disolventes, y algunas relativas a la ionización 

homogénea de las especies de una clase dada de lípidos, serán expuestas a 

lo largo de esta Memoria. 

Aunque se suele considerar que esta técnica sólo sirve para un 

fraccionamiento grosero en clases de lípidos, se demuestra en este trabajo 

que la separación fina mediante AMD y su acoplamiento a MS tándem permite 

una determinación estructural directa de lípidos individuales y sus especies 

moleculares, así como una estimación semicuantitativa de las propias clases 

de lípidos (densitometría por fluorescencia inducida) y dentro de cada clase 

(ESI-MS/tándem/HRMS). 
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1.9.2 Metodologías enzimáticas basadas en la fluore scencia 

Una alternativa interesante a los métodos cromatográficos y a los 

basados en MS para el análisis de metabolitos lipídicos son las metodologías 

enzimáticas basadas en la fluorescencia, debido fundamentalmente a la alta 

sensibilidad y selectividad que aportan, y a la posibilidad de ser 

implementadas en forma de sensores. Nuestro grupo de investigación lleva 

tiempo desarrollando métodos enzimáticos relacionados con la fluorescencia 

de las flavoenzimas, enzimas que tienen FAD como cofactor.   

El objetivo fundamental de esta parte del trabajo, que se explica en el 

Capítulo 6 , es poner de manifiesto las posibilidades analíticas de esta 

metodología en la determinación de lípidos, más concretamente fosfolípidos 

que tienen un resto de colina (Ch-PL) en su estructura. El más significativo de 

todos es la fosfatidilcolina (PC), que se puede determinar según la siguiente 

secuencia de reacciones (Esquema 1.4 ): 

 

Esquema 1.4  Reacciones enzimáticas llevadas a cabo para la determinación de PC. Enzimas 

involucradas en el proceso: PLC, AP y ChOx. 

La PC reacciona con la lipasa (PLC), dando fosfato de colina (ChoP), 

que a su vez reacciona con la enzima fosfatasa alcalina (AP) para dar Ch. 

Ésta a su vez, reacciona con la colina oxidasa (ChOx), que como ya se ha 

comentado es una flavoenzima, produciendo cambios en su fluorescencia que 

se relacionan con la concentración del analito. 

Esta metodología es válida para PC o cualquiera de los metabolitos 

dependiendo de las enzimas utilizadas. 

El estudio se centró en la determinación de ChoP y Ch, de gran interés 

por sí mismas, demostrando también la versatilidad de la metodología, ya que 

se pudo llevar a cabo la determinación conjunta o secuencial de las mismas, 

dependiendo de las condiciones de trabajo. 
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Una de las mayores dificultades de cualquier procedimiento analítico al 

aplicarlo a una muestra real, es el tratamiento de muestra, ya que suele ser el 

paso más largo y laborioso de todo el proceso analítico. Tiene por objetivo 

poner a los analitos en disolución, libres de interferencias. La metodología 

desarrollada se aplica a la determinación de ambos analitos en leche materno 

infantil, poniendo de manifiesto que la selectividad que aporta el método, evita 

un tratamiento de muestra prolongado. 

Por otro lado, se muestran las posibilidades analíticas de un instrumento 

de fluorescencia (equipado con lector de placas) en reacciones enzimáticas, 

lo que ha permitido resultados satisfactorios con un menor gasto de reactivos. 

Puesto que las enzimas utilizadas se regeneran durante la reacción, se 

ha abordado la posibilidad de desarrollar un biosensor. Para ello, se estudió 

el mejor modo de construcción de la lámina sensora, basado en un sistema 

de acrilamida/bis-acrilamida, elección del fluoróforo adecuado para unirse a la 

ChOx, inmovilización de las enzimas, así como de las condiciones de medida. 

Si el método se quisiera ampliar a la determinación de PC, habría que 

acoplarle la reacción enzimática con la PLC, si bien este objetivo queda fuera 

de esta Memoria. 
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 INTRODUCCIÓN 

A lo largo de esta Memoria, se van a presentar una serie de estudios 

relacionados con el desarrollo de dos tipos de sistemas:  

• Combinación de cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC) - 

densitometría de barrido - espectrometría de masas (MS), a través de la 

interfaz TLC-MS. 

•        Espectroscopía de fluorescencia molecular. 

Dentro de cada uno se va a realizar una descripción de la 

instrumentación que lo compone, con sus principales características, así como 

una enumeración de los reactivos y muestras requeridos en los diferentes 

estudios que componen esta Memoria. 

 TÉCNICA BASADA EN CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE AL TA 

EFICACIA (HPTLC) 

2.2.1 Placas de HPTLC 

Se utilizaron placas HPTLC para cromatografía en capa fina (Merck, 

Alemania). Están fabricadas en vidrio, con dimensiones de 20x10 cm (en 

algunos ensayos se utilizaron de 10x10 cm) recubiertas de sílica gel. El 

tamaño de partícula se encuentra entre los 3-10 µm, el tamaño de poro es de 

60 Å y el recubrimiento de sílica gel con espesor de 0.2 mm. 

Los ensayos en cromatografía en fase reversa, se llevaron a cabo con 

placas con recubrimiento de C18 (RP-18W) con la característica de poder ser 

utilizadas incluso con un 100% de agua como disolvente.  

2.2.2 Aplicación de la muestra 

Para depositar los diferentes patrones y muestras en la placa 

cromatográfica se utilizó el equipo Automatic TLC Sampler 4 (ATS4), (Camag, 
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Suiza), un aplicador automático de muestras para placas TLC de 20x10 y 

10x10 cm (Figura 2.1  A).  

Permite la aplicación de bandas de densidad constante, mediante 

nebulización de la muestra y evaporación de forma simultánea del disolvente 

utilizado (Figura 2.1  B). 

 

Figura 2.1  A) Sistema ATS4 y B) aplicación de la muestra en detalle. 

Una de sus principales ventajas es la de poder aplicar la muestra en 

forma de bandas estrechas, mejorando de esta forma la resolución, 

repartiendo la muestra a lo largo de la banda por igual. De este modo, se tiene 

la posibilidad de cargar la placa con una cantidad elevada de muestra de 

forma homogénea. 

El punto fuerte de este equipo viene dado por su precisión y 

reproducibilidad a lo largo de la aplicación de la muestra ya que está 

completamente automatizado.  

Las etapas que intervienen en el proceso de aplicación (carga del 

volumen necesario de muestra en la jeringa, velocidad de llenado, limpieza de 

la jeringa entre aplicaciones, aplicación de la muestra nebulizando en forma 

de bandas del tamaño y en la posición y distancia deseadas) están 

controladas mediante el software WinCATS que ofrece Camag. 

Cuando se ha manejado fase acuosa, se ha utilizado también el sistema 

Linomat IV (Camag, Suiza), un aplicador semiautomático de muestra en la 

placa cromatográfica. En este caso, la carga de la muestra y la limpieza de la 
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jeringa entre aplicaciones se realizan de forma manual. El desplazamiento a 

lo largo de la placa para la aplicación de las bandas se realiza de forma 

automática, como es el caso del ATS4. 

2.2.3 Desarrollo cromatográfico  

La separación HPTLC se realizó mediante el equipo Automated Multiple 

Development 2 (AMD2), (Camag, Suiza), un desarrollo múltiple y 

automatizado del cromatograma, que se lleva a cabo en las placas 

cromatográficas de 20x10 cm (Figura 2.2 ).   

Este desarrollo se realiza en etapas elementales sucesivas (de varios 

mm cada una) que se llevan a cabo mediante una fuerza de elución 

decreciente (de + polar a - polar) en combinación con una distancia de 

desarrollo creciente. La composición de la fase móvil en cada etapa es 

diferente. Ésta se ajusta mezclando diferentes proporciones de hasta cinco 

disolventes. El equipo se encarga de la mezcla de forma automática, en la 

proporción deseada para conseguir la composición adecuada.  

 

Figura 2.2  Sistema de desarrollo cromatográfico AMD2. 

La combinación de un desarrollo “incremental”, un gradiente por etapas 

y una refocalización de las bandas obtenida por repetición (si procede) de las 
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etapas elementales, da lugar a bandas estrechas y, de aquí, a una separación 

eficiente, de modo altamente repetible y reproducible (±0.45 mm). 

AMD es aconsejable para muestras que comprenden un alto rango de 

polaridad. Es una alternativa interesante para obtener separaciones con 

complejidades cada vez mayores. 

 Así, mediante el software WinCATS (Camag) se puede seguir en cada 

momento la posición del disolvente desarrollado a través de la placa, y cómo 

se detiene la elución de forma automática entre etapas al alcanzar la distancia 

en mm deseada. Para realizar la siguiente etapa del desarrollo, previamente 

se seca a vacío el disolvente que queda de la etapa anterior. Los parámetros 

de la elución que son necesarios introducir en el programa son: el número de 

etapas de las que consta el desarrollo, la composición de la fase móvil y la 

distancia en mm a recorrer en cada etapa, si se desea un borboteo entre ellas 

para conseguir acidificar el medio y la distancia de desarrollo final. 

Cumple con los requerimientos de las normas de correcta fabricación 

(GMP) y buenas prácticas de laboratorio (GLP). 

Se trabajó también con la cámara de desarrollo vertical (Twin Trough 

Chamber) o cubeta para cromatografía (Camag, Suiza), de tamaño cuadrado 

o rectangular cerrada para equilibrar la placa con los vapores del disolvente 

antes de realizar la elución (Figura 2.3  A). En nuestro caso se utilizó para el 

lavado previo de las placas con tetrahidrofurano (THF) antes de su utilización, 

cumpliendo la doble función de disolver y arrastrar las impurezas presentes 

en la placa, así como modificar la superficie de sílica gel para lograr 

separaciones con distinta selectividad. 

Asimismo, en algunos ensayos puntuales, se utilizó la cámara de 

desarrollo horizontal (Camag, Suiza). El modelo del que disponemos está 

especialmente diseñado para placas cromatográficas de 10x10 cm (Figura 

2.3 B). En el caso de la cámara horizontal, el flujo de disolvente previamente 

preparado, al circular en dirección horizontal, no contempla la resistencia de 

la gravedad, proporcionando separaciones muy eficientes. Permite dos 

sentidos distintos de desarrollo, desde el comienzo hasta el final de la placa, 
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aumentando así la resolución, o desde ambos lados hacia el centro, 

maximizando el análisis, duplicando así el número de muestras en una misma 

placa.  

 

Figura 2.3  A) Cámaras de desarrollo vertical y B) cámara de desarrollo horizontal. 

2.2.4 Impregnación post-cromatográfica 

Se utilizó el dispositivo de inmersión (Camag, Suiza), en algunos casos 

para aplicación de agente revelador de forma reproducible de la placa 

cromatográfica (Figura 2.4  A). Esta impregnación se realiza a velocidad 

constante. El rango de valores se encuentra entre 25 y 45 mm·s-1. De la misma 

forma, se puede programar el tiempo en el que la placa queda sumergida en 

la disolución impregnante.  

2.2.5 Calentamiento y secado post-cromatográfico 

Se trabajó con el calefactor (Camag, Suiza) de placas cromatográficas, 

permitiendo un calentamiento uniforme a lo largo de toda la placa (Figura 2.4  

B). Está formado por una superficie resistente a los reactivos, en el que el 

rango de temperaturas a alcanzar se encuentra entre los 25 y 200 ºC. Admite 

placas de hasta 20x20 cm. 
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Figura 2.4 A) Dispositivos de impregnación y B) secado post-cromatográfico. 

2.2.6 Detección, evaluación y documentación  

Como sistema de detección se trabajó con el instrumento TLC Scanner 

3 (Camag, Suiza), que consigue la evaluación videodensitométrica de la placa 

cromatográfica (Figura 2.5  A). En este caso, admite placas de 20x10 y de 

10x10 cm. 

Este equipo, también llamado densitómetro, mediante la utilización de 

un haz de luz, a una determinada longitud de onda, realiza una serie de 

barridos a lo largo de las calles de la placa, midiendo la luz que se refleja, 

ofreciéndonos como resultado un cromatograma. Permite las medidas tanto 

de absorbancia (UV/Vis) como de fluorescencia, ofreciendo la posibilidad de 

llevar a cabo espectros de absorción en cualquiera de las zonas de la placa. 

Nuestro equipo se compone de tres tipos de lámparas, deuterio, 

wolframio y vapor de mercurio, seleccionando así la longitud de onda de 

medida en un rango de 190-800 nm. 

Mediante el software WinCATS (Camag) se pueden configurar los 

parámetros que caracterizan el tipo de medida a realizar, la longitud de onda 

de excitación, qué filtro seleccionar para recoger la emisión en fluorescencia, 

tipo de lámpara, así como los parámetros que influyen en la integración de los 

picos. 
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Para conseguir las imágenes de la placa que se observarán en alguno 

de los ensayos de esta Memoria, se utilizó el equipo TLC Visualizer (Camag, 

Suiza), visualizador con cámara digital (Figura 2.5  B). Este sistema de 

documentación permite la adquisición de la imagen completa de un 

cromatograma en capa fina. Permite la iluminación de la placa de forma UV 

(254 y 366 nm) y luz blanca (re-emitida, transmitida y una combinación de 

ambas). Está formado por una cámara CCD (dispositivo de carga acoplada) 

de 12 bit de alta resolución. Permitiría la posibilidad de cuantificación a partir 

de la imagen con el software VideoScan. 

 

Figura 2.5  A) Sistemas de detección TLC Scanner 3 y B) TLC Visualizer. 

 TÉCNICA BASADA EN HPTLC ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA 

DE MASAS (HPTLC-MS) 

2.3.1 Acoplamiento HPTLC-MS  

Se utilizó la interfaz 2 TLC-MS (Camag, Suiza) para llevar a cabo la 

extracción semi-automática de los compuestos separados en la placa y su 

posterior análisis mediante espectrometría de masas (MS) (Figura 2.6  A). La 

interfaz permite la conexión simple, directa y modular de HPTLC con las 

técnicas de MS. 
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Figura 2.6  A) Sistema interfaz 2 TLC-MS y B) detalle del pistón.  

Este proceso se consigue mediante un caudal constante de disolvente 

(en nuestro caso metanol 0.2 mL·min-1), que viene suministrado por una 

bomba HPLC (Jasco PU-2080, Japón) acompañada de una válvula 

(Rheodyne) de 6 vías. Cabe destacar que el disolvente que se utiliza debe 

facilitar una correcta extracción de la muestra en la sílice de la placa y una 

adecuada ionización de los analitos a estudiar. Antes de comenzar la 

extracción, el disolvente transcurre por el sistema aproximadamente unos 

cinco minutos para asegurar la limpieza y el arrastre de los posibles residuos 

que causen distorsión en la señal.  

El componente principal del sistema es un pistón que se coloca sobre la 

superficie de sílice de la placa que se quiera extraer (Figura 2.6  B). La zona 

de la placa cromatográfica que se extrae mediante el pistón tendrá unas 

dimensiones dependiendo del cabezal de extracción (4x2 mm si es oval y 2x2 

mm si es circular). En principio, en todos los procesos que hemos realizado 

se utilizó el cabezal de tamaño oval porque es la mejor representación de la 

forma alargada de nuestras bandas.  

En la superficie de la interfaz donde se coloca la placa, hay una escala 

graduada, de este modo se ajusta el láser (indica la posición exacta que va a 

ocupar el pistón a la hora de realizar la extracción) con la zona de interés a 

extraer, localizada previamente por densitometría. El pistón se sitúa en el 

máximo del pico cromatográfico, extrayendo la parte central del mismo, donde 
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se encuentra la mayor concentración de nuestro compuesto. De esta forma, 

se selecciona el área de trabajo con enorme precisión. Así, el disolvente que 

se dirige al espectrómetro de masas contendrá la mayor cantidad de muestra 

posible (Figura 2.7  A).  

Acto seguido, se activa el mecanismo de funcionamiento impulsado por 

una corriente de N2 a una presión de 3 bares, haciendo descender el pistón 

hasta situarlo sobre la placa (Figura 2.7  B). De esta forma, el metanol que 

circula a través del capilar interior entra en contacto con la sílice de la placa, 

llegando a extraer la zona deseada. Así, la muestra pasa al disolvente, que se 

impulsa mediante un capilar exterior hasta el espectrómetro de masas 

conectado on-line a la interfaz. La sílice de la fase estacionaria arrastrada se 

elimina mediante un filtro de acero inoxidable de 2 µm. 

En la posición de limpieza, el pistón se encuentra levantado, la bomba 

HPLC y el espectrómetro de masas sin conectar, por lo que se realiza una 

presurización del sistema con N2 repetida en varias ocasiones para dejar el 

filtro completamente limpio de sílica gel (Figura 2.7  C). En menos de un 

minuto se completa el proceso de extracción con la interfaz.  

La primera extracción y elución transferida al MS en cada uno de los 

ensayos corresponde a una zona de blanco de la placa (impregnada con la 

solución correspondiente). 
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Figura 2.7  Esquema de operación de la interfaz TLC-MS. A) Posición de bypass, B) posición 

de elución y C) posición de limpieza con aire presurizado. 
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2.3.2 Espectrometría de masas (MS) 

Las zonas de interés de la placa se eluyen on-line a un espectrómetro 

de trampa de iones Esquire 3000 Plus (Bruker Daltonics, Alemania) (Figura 

2.8 A) mediante la interfaz TLC-MS descrita en la sección anterior.   

La condiciones del equipo para los análisis de un escaneo completo (m/z 

50-2.0·103), en modo electrospray (ESI) positivo (+) o negativo (-), fueron de 

±4.0·103 V (voltaje capilar) y de ±500 V (end plate offset voltage). Se fijó en 

40 psi la presión del gas de nebulización (N2). El flujo y la temperatura del gas 

de secado (N2) permanecieron constantes a 9.0 L·min-1 y 350 ºC 

respectivamente.  

Los resultados se recogen con el software de control del Esquire v. 5.3, 

llevando a cabo el tratamiento y procesado posterior de los datos con el 

programa informático DataAnalysis v. 4.0 SP 5 (ambos suministrados por 

Bruker Daltonics).  

Las condiciones de operación para llevar a cabo los análisis ESI-MSn se 

especificarán en las secciones de resultados obtenidos dentro de cada uno 

de los capítulos. 

 

Figura 2.8  Espectrómetros A) de trampa de iones Esquire 3000 Plus y B) micro cuadrupolo 

tiempo de vuelo. 
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En el caso de análisis HPTLC-HRMS, las zonas de interés se eluyeron 

en un espectrómetro de masas ESI-micro cuadrupolo tiempo de vuelo (micro-

QTOF, Bruker Daltonics, Alemania) (Figura 2.8  B). De esta forma, se utilizó 

la bomba HPLC (Jasco PU-2080, Japón) impulsando un flujo de metanol a 0.2 

mL·min-1. Como blanco, se eluye una porción de placa impregnada con la 

disolución de fluoróforo. Las condiciones para el análisis completo (m/z 50-

2.0·103) en modo ESI positivo corresponden a +4.8·103 V (voltaje capilar) y 

+500 V (end plate offset voltage). Como presión del gas de nebulización (N2) 

se fijaron 23 psi. El flujo y la temperatura del gas de secado (N2) 

permanecieron constantes a 8.0 L·min-1 y 190 ºC respectivamente.  

Con el software de control micro-QTOF v. 2.3 se almacenan los 

resultados, llevando a cabo el tratamiento y procesado posterior de los datos 

con el programa DataAnalysis v. 4.0 SP 5 (Bruker Daltonics). 

A continuación se muestra un esquema global del acoplamiento on-line 

HPTLC-MS que se ha descrito en cada uno de los subapartados (Figura 2.9 ). 

En él se detallan el conjunto de las técnicas utilizadas en cada una de las 

etapas (aplicación, separación, detección e identificación de muestra), así 

como la instrumentación requerida (ATS4, AMD2, densitómetro, interfaz, 

espectrómetro de masas), para llevar a cabo el desarrollo de los resultados 

obtenidos en esta Memoria. 
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Figura 2.9 Esquema conjunto del acoplamiento on-line HPTLC-MS desarrollado en esta 

Memoria. 
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 TÉCNICA BASADA EN ESPECTROSCOPíA DE FLUORESCENCIA 

Las medidas de fluorescencia llevadas a cabo en este trabajo se han 

desarrollado utilizando dos tipos de instrumentos: 

2.4.1 Lector de placas 

El “Lector Multi-Modal de Microplacas SynergyTM HT”, suministrado por 

Biotek, es capaz de medir fluorescencia, absorbancia o luminiscencia (Figura 

2.10 A). Para la medida de fluorescencia, este equipo cuenta con una lámpara 

de Wolframio (como fuente de excitación), un tubo fotomultiplicador (como 

detector) y dos ruedas de filtros para seleccionar la longitud de onda de 

excitación y de emisión deseadas (380, 420, 440, 485, 508, 530, 560 y 620 

nm; con un ancho de banda espectral de 20 a 50 nm). 

Otros parámetros instrumentales a seleccionar son: sensibilidad, modo 

de iluminación (top o bottom) y altura de la fibra óptica.  

El lector de placas se ha utilizado siempre que ha sido posible para el 

ahorro de reactivos. Las medidas se han realizado en placas de plástico 

transparentes de 96 orificios (pocillos), Microtiter 92096 (TPP) y Nunc-

ImmunoTM. El volumen total de un orificio es aproximadamente de 220 µL.  Los 

datos se recogen utilizando el software Gen5TM, exportando los resultados 

para ser tratados posteriormente a Microsoft Excel y OriginPro 8. 

El principal inconveniente de este sistema es que las señales de 

fluorescencia durante los primeros segundos de la reacción se pierden, ya que 

desde que se inyectan los analitos en la placa, hasta que comienza la toma 

de datos transcurren unos segundos.  

Las medidas cinéticas consisten en intensidad de fluorescencia vs. 

tiempo (F=f(t)). La colección de datos en un formato de gráfico minimiza la 

pérdida de información, ajustando los registros de puntos al gráfico facilitando 

la trayectoria de la imagen visual.  
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Para elegir las condiciones óptimas de medida se realizan varias 

pruebas. Finalmente, se selecciona una sensibilidad de 100, midiendo desde 

la parte superior (top), en una placa de plástico transparente, con una altura 

de fibra óptica de 1 mm, obteniendo así resultados que se consideran 

apropiados. Los filtros ópticos se eligen teniendo en cuenta la sensibilidad y 

la incertidumbre (ruido instrumental). Por último, los filtros de 

excitación/emisión utilizados para las medidas de fluorescencia de ChOx y 

ChOx-FS han sido 420/530 y 440/530, respectivamente. Estas condiciones de 

medida se han mantenido salvo en los casos indicados. En la mayoría de las 

ocasiones, las medidas se han llevado a cabo siguiendo la fluorescencia 

intrínseca de la ChOx. 

En una medida convencional, las cantidades necesarias de enzimas 

(generalmente 50 µL de una disolución de ChOx 6.6 UI·mL-1 y 20 µL de una 

disolución de AP 440 UI·mL-1) junto con 100 µL de disolución tampon, se 

colocan en uno de los orificios de la placa. La placa se coloca en el interior del 

lector de placas, obteniéndose el valor de fluorescencia inicial (sin reacción). 

Después de 30 s la placa se retira, se inyecta el analito (50 µL de 

concentración adecuada), colocándose de nuevo en el lector con el fín de 

medir el cambio de fluorescencia durante la reacción. Es necesario crear un 

protocolo específico para cada medida que incluya las características de la 

medida, los intervalos de tiempo en el que se toman los valores de 

fluorescencia (para ambos procesos, línea base y reacción) y la secuencia de 

entrada y salida en la que se inyecta el analito en la placa. Durante los 

estudios de optimización, el orden de adición de los reactivos se ha modificado 

dependiendo del parámetro a estudiar. 

En la mayoría de los casos, los valores brutos de intensidad de 

fluorescencia obtenidos durante la reacción Ft se dividen por el valor de 

intensidad de fluorescencia inicial antes de la reacción F0, para obtener la 

intensidad de fluorescencia corregida Fc, que es menos propensa a las 

variaciones de concentración de enzima entre los ensayos. 
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Figura 2.10  A) Lector Multi-Modal de Microplacas SynergyTM HT y B) espectrómetro de 

fluorescencia Perkin Elmer LS-50B. 

2.4.2 Fluorímetro 

El espectrofluorímetro “Photon Technology International (PTI) Time 

Master” (modelo TM-2/2003-PTI), utiliza como fuente de excitación continua 

una lámpara de arco de Xe (potencia de 75 W modelo A-1010B). Como 

selector de longitud de onda tiene dos monocromadores (excitación y 

emisión), con precisión ±1 nm, que permiten seleccionar en cada ensayo la 

longitud de onda de medida (λ), las anchuras de rendijas de excitación y de 

emisión. El detector, que permite seleccionar el voltaje de medida (V), es un 

fotomultiplicador analógico/digital (PTI-814). El equipo tiene un sistema 

magnético en el compartimento de muestra permitiendo la agitación continua 

de la disolución. 

Las señales se recogen con el software PTI Felix 32, exportando los 

resultados para ser tratados posteriormente a Microsoft Excel y OriginPro 8.  

Asimismo, se trabajó con el espectrofluorímetro “Perkin Elmer LS-50B” 

(Figura 2.10  B), con posibilidad de realización de los espectros 3D. Cuenta 

con una lámpara de Xe pulsada con una potencia equivalente a 20 kW durante 

8 µs. Como detector, dos fotomultiplicadores (de referencia y de muestra), con 

rangos de respuesta entre 200 y 650 nm. Para seleccionar la longitud de onda, 

dispone de dos monocromadores (excitación y emisión), con precisión ±1 nm. 
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El ancho banda espectral está entre 2.5-15.0 nm (excitación) y 2.5-20.0 nm 

(emisión) (con incrementos de 0.1 nm). El compartimento de medida admite 

la agitación continua de la disolución.  A este equipo también se le puede 

acoplar un lector de placas. 

Las señales se recogen con el software FlWinlab de Perkin Elmer, 

exportando los resultados para ser tratados posteriormente a Microsoft Excel 

y OriginPro 8. 

En ambos equipos (PTI y Perkin Elmer), las medidas de fluorescencia se 

llevan a cabo en cubetas de cuarzo (Hellma 109.004F-QS) en la que se 

mezclan los reactivos (longitud de paso óptico 1 cm). Se utilizarán las cubetas 

de volumen reducido (con 1.5 mL de volumen máximo de disolución). A lo 

largo del trabajo se indican las condiciones experimentales específicas 

(longitudes de onda, pH de medida, concentraciones de reactivos) utilizadas. 

 

Figura 2.11  A) Sistema de acoplamiento de la celda de flujo al fluorímetro y B) celda de flujo 

utilizada para las medidas en la lámina sensora. a. Celda de acero inoxidable, b. orificio 

interno, c. lámina sensora, d. cubierta de metacrilato, e. tuberías de acero, f. arandela de 

silicona. 

En cuanto a las medidas con la lámina sensora, se realizan en un 

sistema (Figura 2.11  A) ya descrito [96] acoplado al fluorímetro Perkin Elmer. 

Consiste (Figura 2.11  B) en (a) una celda de acero inoxidable (2.5x2.0x2.0 

cm) con (b) un orificio en su interior (1.5x0.5x0.3 cm) en donde se coloca (c) 
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la lámina sensora. Este dispositivo se cierra mediante (d) una ventana de 

metacrilato, junto con (e) dos tuberías de acero de 0.5 mm de diámetro interno, 

por las que circulará el flujo de analito a través de la celda. Las dos piezas se 

fijarán por cuatro tornillos, (f) un anillo de silicona y pinzas Hoffmann, todo ello 

para evitar la pérdida de fluido al exterior de la celda. La celda se coloca en el 

instrumento sustituyendo a las placas de pocillos del lector de placas y 

utilizando las fibras ópticas para medir la fluorescencia. Durante la medida, se 

bombea tampon con un caudal de 1.0 mL·min-1, suministrado por una bomba 

peristáltica (Minipuls 3, Gilson) registrando la intensidad de fluorescencia a la 

longitud de onda adecuada dependiendo de la medida. Cuando la señal es 

estable se inyectan 3 mL de disolución de analito, obteniendo la variación de 

fluorescencia correspondiente para después volver a pasar tampon hasta que 

la señal vuelve al origen. 

 OTRO MATERIAL DE LABORATORIO UTILIZADO 

• Micropipetas de volumen variable Wilson Pipetman y Socorex Acura 

Manual. Rangos de volumen: 10-100 μL, 50-200 μL, 100-1.0·103 μL y 200-

1.0·103 μL. 

• Baño de ultrasonidos JP Selecta Ultrasons analógico de 2.6 L de 

capacidad. 

• Balanza analítica de precisión AND GR-202 (precisión hasta la centésima 

de miligramo). 

• Centrífuga Beckman Coulter. 

• Agitador orbital analógico Heidolph Rotamax 120. 

• Potenciómetro Crison pH meter Basic 20. 

• Jeringas de plástico, 1 mL, BD PlastipackTM. 

• Agujas metálicas, BD MicrolanceTM 3. 

• Filtros de nylon de 25 mm de diámetro, con tamaño de poro de 0.20 µm, 

Whatman Puradisc. 

 REACTIVOS 

2.6.1 Patrones y muestras 
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• Globotetrahexosilceramida (Gb4, ≥98%, Matreya 1068, CAS [11034-93-8]). 

• Globotriaosilceramida (Gb3, ≥98%, Matreya 1067, CAS [71965-57-6]). 

• Liso-globotriaosilceramida (Liso-Gb3, ≥98%, Matreya 1520, CAS [126550-

86-5]). 

• Lactosilceramida (LacCer, ≥98%, Matreya 1500, CAS [4682-48-8]). 

• Glucosilceramida (GluCer, ≥98%, Matreya 1521, CAS [9884]). 

• Esfingomielina (SM, ≥98%, Matreya 1051, CAS [85187-10-6]). 

Cada patrón de los anteriores se disuelve en diclorometano (DCM)-

metanol (MeOH) (1:1, v/v) antes de su aplicación en la placa cromatográfica. 

Estas disoluciones se preparan diariamente. 

La muestra estudiada es plasma humano procedente de pacientes 

sanos y enfermos de la enfermedad de Fabry (Enfermedad de depósito 

lisosomal). Todas las muestras se han obtenido del Biobanco de Muestras de 

Aragón del Hospital Miguel Servet (Zaragoza), obteniéndose los permisos 

pertinentes del Comité de Bioética de Aragón para todo el desarrollo del 

trabajo. 

 

• 1-Estearoil-rac-glicerol (C18:0, ≥99%, Sigma M2015, CAS [123-94-4]). 

• 1-Oleoil-rac-glicerol (C18:1, ≥99%, Sigma M7765, CAS [111-03-5]). 

• Gliceril 1,3-diestearato (≥99%, Sigma D8269, CAS [504-40-5]). 

• Gliceril triestearato (≥99%, Sigma T5016, CAS [555-43-1]). 

• Ácido oleico (C18:1, cis-9, ≥99%, Sigma O1008, CAS [9000-69-5]). 

• Éster metílico del ácido oleico (C18:1, cis-9, ≥99%, Sigma 311111, CAS 

[112-62-9]). 

Cada patrón de los anteriores se disuelve en DCM-MeOH (1:1, v/v) antes 

de su aplicación en la placa cromatográfica.  



PARTE EXPERIMENTAL 

 
66 

La muestra estudiada es un derivado de biodiésel-FAME suministrado 

por la compañía petrolera TOTAL (Solaize, Francia). Combustible diésel, y 10 

B100 de aceite de origen vegetal (B100-1 a B100-7), de aceite de cocina de 

desecho (B100-8) y de aceite procedente de grasas animales (B100-9 y B100-

10). Se han preparado mezclas de B100-3 junto con el diésel en diferentes 

proporciones (B5, B10, B20, B30, B40, B50). 

 

• Fosfatidilcolina (PC, ≥99%, Sigma P3556, CAS [8002-43-5]).  

• Fosfatidiletanolamina (PE, ≥97%, Sigma P7943, CAS [39382-08-6]). 

• Cardiolipina (CL, ≥98%, Sigma C0563, CAS [64043-42-1]). 

• Fosfatidilglicerol (PG, ≥99%, Sigma P8318, CAS [80146-86-7]). 

Cada patrón de los anteriores se disuelve en DCM-MeOH (1:1, v/v) antes 

de su aplicación en la placa cromatográfica. 

Las muestras estudiadas son membranas púrpuras de bacterias 

fotosintéticas. Se trata de membranas Rhodobacter blasticus (Rb. blasticus), 

Rhodobaca bogoriensis ó LBB1 (en medios aerobios, anaerobios y el 

complejo fotosintético purificado) y Rhodospirillum rubrum (Rd. rubrum o Rps. 

rubrum). Todas procedentes del Laboratorio de Genética y Biofísica de 

Plantas, CEA-CNRS-Université de Aix Marsella (Francia). 

 

• Fosfato de colina (ChoP, Sigma P0378, CAS: [72556-74-2]. Se prepara en 

disolución amortiguadora.  

• Colina (Ch, ≥98%, Sigma C1879, CAS: [67-48-1]). Se prepara en disolución 

amortiguadora. 

• Enzima colina oxidasa (ChOx) de Alcaligenes sp. (13 UI·mg-1, sólido 

liofilizado, Sigma C5896).  
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La enzima ChOx se prepara en disolución amortiguadora (NaHCO3 y 

Na2CO3, 0.1 mol·L-1, a pH 9.0 en agua agua Milli-Q) hasta obtener una 

disolución de 6.6 UI·mL-1. Una unidad de ChOx se define como la cantidad de 

enzima que es capaz de oxidar un µmol de Ch por minuto a pH 8.0 y 37 ºC, 

generando dos µmoles de H2O2 y un µmol de glicina betaína (GB).  

• Enzima fosfatasa alcalina (AP) de intestino de ternera (1.0·104 UI·mL-1 en 

Tris-HCl 10 mmol·L-1, pH 8.2, 50 mmol·L-1 KCl, 1.0 mmol·L-1 MgCl2 y 0.1 

mmol·L-1 ZnCl2, en 50% (p/v) glicerol, Sigma P4978). 

La enzima AP se prepara en disolución amortiguadora (NaHCO3 y 

Na2CO3, 0.1 mol·L-1, a pH 9.0 en agua agua Milli-Q) hasta obtener una 

disolución de 440 UI·mL-1. Una unidad de AP se define como la cantidad de 

enzima que es capaz de hidrolizar un µmol de p-nitrofenil fosfato por minuto a 

37 ºC.  

Las disoluciones enzimáticas se fraccionan y se almacenan en viales en 

el congelador, para evitar así la desnaturalización. Diariamente se coge la 

fracción a utilizar. 

La muestra estudiada es leche en polvo infantil (Milupa Aptamil 2). 

2.6.2 Disolventes generales 

• Diclorometano (DCM, estabilizado con ~20 ppm de amileno, UV, IR, HPLC, 

GPC, ACS, Panreac 361254.1612). 

• Metanol (MeOH, HPLC-gradient grade, PAI-ACS, Panreac 221091.1612).   

• Cloroformo (CHCl3, estabilizado con etanol, UV, IR, HPLC, HPLC 

preparativa, PAI, Panreac 361252.1611). 

• Hidróxido de sodio (NaOH, pellets, ACS, ISO, Panreac 131687.1210). 

• Ácido acético (HAc, glacial, HPLC PAI, Panreac 361008.1611). 

• Acetato de etilo (AcOEt, ≥99.5%, Panreac 161318.1211). 

• Tetrahidrofurano (THF, UV, IR, HPLC, GPC, Panreac 361736.1612). 

• Nitrógeno (ALPHAGAZTM, ≥99.999%, Air Liquide). 
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• Ácido sulfúrico (H2SO4, 95-98%, máx. 0.0000005% Hg, ACS, ISO, Panreac 

471058.1611). 

• n-heptano (UV, IR, HPLC, HPLC preparativa, PAI, Panreac 362062.1612). 

• terc-butil metil éter (TBME, UV, IR, HPLC, Panreac, 363312.1612). 

• NaHCO3 y Na2CO3 (Sigma S5761y 222321). Preparación de disoluciones 

amortiguadoras 0.1 mol·L-1 a pH 9.0 y 10.0 en agua Milli-Q. 

• Na2HPO4 y NaH2PO4 (Panreac 123018.1210 y Sigma S9763). Preparación 

de disoluciones amortiguadoras 0.1 mol·L-1 a pH 7.0 y 8.0 en agua Milli-Q. 

• Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma 329940). Preparación de disolución 

amortiguadora Tris-HCl, 0.1 mol·L-1 a pH 9.0, acidificada con HCl.  

• Etanol (EtOH, gradiente HPLC, Panreac 221086.1612). 

• Dimetil sulfóxido anhidro (DMSO, Panreac 131954.1611). 

• Sephadex® G-50 (Sigma G-50150). Relleno de la columna cromatográfica. 

• Las láminas de poliacrilamida (PAA) se sintetizan a partir de: Acrilamida 

(Sigma A3553); N,N’-metilenbisacrilamida (bis-acrilamida, Sigma M7279); 

persulfato de amonio (Sigma A3678) y N,N,N,N-tetrametilendiamina 

(TEMED, Sigma T9281). 

2.6.3 Sondas fluorescentes 

• Primulina (50% de contenido en fluoróforo, Sigma 206865, CAS [8064-60-

6]). 

El procedimiento operativo se realiza de la siguiente forma: se prepara 

una disolución de 200 mg·L-1 de primulina en MeOH. Una vez que la cubeta 

de cristal del dispositivo se rellena con la disolución (Figura 2.4  A), se coloca 

la placa en el soporte correspondiente y se activa el sistema. La placa 

cromatográfica desciende en la cubeta sumergiéndose en el fluoróforo a una 

velocidad constante de 35 mm·s-1. En el interior, la placa permanece ~2 s, y 

acto seguido asciende terminando este proceso. Por la cara de cristal de la 

placa se retira la disolución sobrante con la ayuda de papel absorbente. Para 

eliminar el exceso de metanol, se coloca la placa en el calefactor (Figura 2.4  

B), calentando durante 10 min a 30 ºC. 
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Una vez seca la placa, la colocamos en el densitómetro (Figura 2.5  A) 

para realizar las medidas de fluorescencia (lámpara de mercurio) excitando a 

406 nm y recogiendo la emisión de fluorescencia con el filtro correspondiente 

a partir de 540 nm. Para conseguir la imagen que indique visualmente las 

bandas de muestra ya separadas en la placa, se utilizó el dispositivo que se 

muestra en la Figura 2.5  B excitando con una radiación UV de 366 nm.  

Abajo se presenta el espectro obtenido por ionización APCI-MS obtenido 

al realizar una extracción con la interfaz TLC-MS sobre una zona de la placa 

impregnada con la disolución de 200 mg·L-1 de primulina en MeOH, mostrando 

la composición real de la primulina utilizada en esta Memoria (Figura 2.12 ).  

De esta forma, las fragmentaciones que se observan (a 2.0·103 V y 

6.0·103 nA), demuestran que el fluoróforo es una mezcla de oligómeros cuya 

estructura básica aparece encuadrada a la derecha del espectro, siendo “n” 

el número de unidades de benzotiazol. La relación m/z 453.9 corresponde a 

los iones [M+H]+ (isómeros correspondientes a n=1), y m/z 321 (isómeros 

correspondientes a n=0). 

 

Figura 2.12  Espectro APCI-MS de la primulina (n: número de unidades de benzotiazol). 
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• Derivado de fluoresceína (FS, éster de N-hidroxisuccinimida del ácido 6-

[fluorescein-5(6)-carboxamido] hexanoico, Sigma 46940, CAS: [114616-31-

8]) (Figura 2.13 ). 

 

Figura 2.13  Estructura molecular del derivado de fluoresceína (FS). 

• CF™ 405S succinimidil éster (SE, Sigma SCJ4600013) (Figura 2.14 ). 

 

Figura 2.14  Estructura molecular del CFTM 405S succinimidil éster (SE). 

Estos dos últimos, FS y SE, son fluoróforos utilizados para el marcaje 

enzimático.  

En el caso de la FS, se  prepara una disolución de 1.0 mg de marcador, 

en 0.1 mL de dimetil sulfóxido anhidro (DMSO) (Sección 6.3.2 y 6.4.1 ), y en 

el caso de SE, se prepara una disolución de 1·10-6 moles de marcador, en 150 

µL de DMSO (Sección 6.4.1 ). 

2.6.4 Agentes derivatizantes selectivos de azúcares  

• Orcinol (≥97%, Sigma 447420) (Figura 2.15  A). 

• β-naftol (≥99%, Sigma 185507) (Figura 2.15  B).  
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Figura 2.15  Estructura molecular del A) orcinol y B) β-naftol (según Sigma). 

Para llevar a cabo la identificación de glúcidos en la molécula, se hará 

reaccionar la solución de prueba con H2SO4 concentrado en presencia de 

orcinol o β-naftol. Se prepara una disolución de 2 g·L-1 en H2SO4 al 10% (v/v). 

Los glúcidos al reaccionar con ácidos fuertes como el sulfúrico concentrado, 

se deshidratan formando furfural si son pentosas o hidroximetilfurfural si son 

hexosas, que por condensación con orcinol o β-naftol producen complejos de 

color púrpura-violeta. Se conoce como reacción de Molisch (Figura 2.16 ). La 

reacción entre el ácido sulfúrico y el orcinol o β-naftol forma un anillo de color 

verde claramente visible cuando no hay glúcidos. Cuando la concentración de 

glúcidos es alta, se forma un precipitado rojo que al disolverse, colorea la 

solución. 

 

Figura 2.16  Reacción de Molisch, que detecta la presencia de glúcidos en una muestra. 

Para la impregnación de la placa vuelve a utilizarse el dispositivo 

empleado en el apartado anterior (Figura 2.4  A). El procedimiento operativo 

es similar al desarrollado con primulina pero sumergiendo la placa en la 

disolución de orcinol o β-naftol. Antes de introducir la placa en el densitómetro 

(Figura 2.5  A), para eliminar el exceso de H2SO4 se coloca ésta en el 

calefactor (Figura 2.4  B), y permanece allí 5 minutos a 120 ºC. Transcurrido 

ese tiempo, se deja enfriar la placa a temperatura ambiente algunos minutos, 

tras los que se escaneará con el densitómetro midiendo la absorción (lámpara 

deuterio y wolframio) a 550 nm.  
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Para adquirir la imagen de la placa, como en el caso anterior utilizamos 

el mismo dispositivo (Figura 2.5  B), realizando la medida esta vez con 

radiación de luz blanca transmitida.   
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 INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades de depósito lisosomal (EDL) son un grupo de 

aproximadamente 50 desórdenes metabólicos raros y de origen genético, 

causados por disfunciones del lisosoma celular, normalmente a consecuencia 

de la deficiencia en una única enzima que causa una acumulación de 

diferentes esfingolípidos (SL) en la célula [97]. Entre ellos, algunos SL neutros 

como las glucosilceramidas (GluCer), globotriaosilceramidas (Gb3) y 

esfingomielinas (SM), se han considerado biomarcadores de las 

enfermedades de Gaucher, Fabry y Niemann-Pick, respectivamente, si bien 

no se han desarrollado todavía métodos eficaces para el diagnóstico de estas 

enfermedades. El incremento relativo de estos SL en fluidos (plasma, orina) y 

en ciertos tejidos humanos se ha asociado con la progresión de la enfermedad 

o con la respuesta (o falta de respuesta) a la Terapia de Sustitución 

Enzimática (ERT), una técnica que pretende aportar al paciente la enzima 

cuya deficiencia produce la enfermedad [97-101]. 

Los SL no son compuestos puros. Cada SL es una mezcla de varias 

especies moleculares, que se suelen denominar isoformas (diferentes 

cadenas de ácidos grasos acopladas por un enlace amida a la cadena 

esfingoide de la ceramida), y análogos (con bases esfingoides diferentes a la 

esfingosina d18:1). Asimismo, los liso-esfingolípidos (liso-SL) son aquellos 

que tienen el mismo grupo polar que el SL relacionado pero solamente 

conservan la cadena esfingoide en lugar de la ceramida completa. En 

humanos, la cadena esfingoide predominante es la esfingosina.  

Varios trabajos sugieren que ciertas especies moleculares de los SL 

[100], además de sus liso-derivados [101, 102] pueden ser también 

biomarcadores efectivos de algunas EDL.  

Recientemente, Schiffmann et al. [103] encontraron que las 

concentraciones de Gb3 se elevan no solo en pacientes con enfermedad de 

Fabry, sino también en una población general de pacientes que habían sufrido 

enfermedades de corazón no relacionadas con Fabry. De acuerdo con este 
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estudio, los niveles elevados de Gb3 podrían constituir un marcador de riesgo 

con valor pronóstico para evaluar un riesgo de muerte a corto plazo. 

La separación e identificación de isoformas y análogos de SL, se realiza 

fundamentalmente mediante Cromatografía Líquida de Ultra-alta Resolución 

acoplada a Espectrometría de Masas (UPLC-MS) tándem [101, 102, 104]. Las 

ventajas e inconvenientes de esta técnica han sido discutidos en el Capítulo 

1. Aunque tiene una gran eficacia en la separación, puede no ser, en 

ocasiones, la mejor opción en función de la información que se pretenda 

obtener y la rapidez requerida para el análisis. 

3.1.1 HPTLC de SL 

En este capítulo, pretendemos evaluar la posibilidad de utilizar HPTLC 

acoplada a MS tándem y HRMS para el análisis de SL en plasma humano a 

partir de una única placa cromatográfica y, por tanto, evaluar su potencial 

aplicación en el análisis lipidómico. 

En la bibliografía se encuentran algunos métodos HPTLC que fueron 

desarrollados para la separación de SL neutros [43, 44, 47, 67]. Sin embargo, 

llevar a cabo un análisis completo sobre una única placa plantea varios 

problemas relativos a la separación, detección/cuantificación y, finalmente, 

transferencia a MS.  

La tecnología AMD se ha utilizado en alguna ocasión para separar SL. 

En esos casos, la detección densitométrica fue llevada a cabo previa 

derivatización [47,105-115] con CuSO4/H3PO4 [105-113], orcinol [68, 116-118] 

o resorcinol [115] ya que los SL presentan una pobre absorción en UV. La 

desventaja de los derivatizantes antes mencionados es la destrucción de la 

muestra y el hecho de que no se conozca la estequiometría de las reacciones 

implicadas, lo que hace que no se pueda controlar la señal obtenida. 

Actualmente, los densitómetros modernos permiten llevar a cabo la detección 

a 190 nm, longitud de onda a la que los SL absorben, si bien los SL con 

cadenas saturadas de ácidos grasos no presentan respuesta.  
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Fluoróforos como la berberina o la primulina han sido utilizados para la 

detección, por los aumentos que experimenta su fluorescencia al interaccionar 

con SL, y en general, lípidos con largas cadenas hidrocarbonadas. Los lípidos 

incrementan la fluorescencia de base de estos fluoróforos mediante 

interacciones dipolares inducidas, no específicas [44, 67, 68, 114, 116-120] 

en medio sílica gel. 

Fluoróforos catiónicos como la berberina o la coralina, son buenos 

ejemplos de este comportamiento en presencia de hidrocarburos saturados 

[121, 122] y también de SL [47]. Cuanto más larga es la cadena 

hidrocarbonada, mayor será la respuesta fluorescente. Se propuso un modelo 

para explicar ese incremento en la emisión [121, 123]. Este modo de 

detección, adaptado a la densitometría tras separación HPTLC, se conoce 

como FDIC, siglas que corresponden a detección fluorescente por cambios de 

intensidad [47, 124]. La magnitud de la emisión puede variar al modificar los 

parámetros cromatográficos, así como la concentración de fluoróforo. De este 

modo, FDIC puede usarse para fines cuantitativos [125] mediante una simple 

pre- o post-impregnación de la placa. 

En un trabajo anterior en el que separamos SM del resto de SL en 

plasma mediante AMD en dos etapas (gradiente MeOH-DCM desde 80:20 a 

50:50, v/v, para una distancia de migración total de 50 mm), FDIC fue utilizado 

para semicuantificar la clase de SM, con un RSD <6%. La cuantificación 

incluyó adición de patrón (una esfingomielina patrón, de cadena d:18) y 

calibración no-lineal. Sólo una placa fue necesaria para realizar el análisis 

[59]. 

Respecto a la transferencia de las bandas SL al equipo MS, se suele 

realizar todavía en la mayoría de los trabajos en modo off-line. Así, el 

aislamiento de las bandas SL se realiza mediante el rascado de la placa, 

extracción de la sílica gel, eliminación del disolvente en rotavapor e 

introducción de la muestra en el equipo MS. La interfaz HPTLC-MS se ha 

utilizado en contadas ocasiones. Así, existe un precedente en la extracción 

automatizada de bandas SL de Stratum Corneum, tras separación y 

detección. En este caso, las bandas fueron detectadas mediante 
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derivatización con CuSO4/H3PO4, por lo cual se necesitó realizar una segunda 

placa gemela (sin derivatizante) para así obtener las coordenadas de las 

bandas y poderlas transferir. 

Otro ejemplo de utilización de la interfaz ha sido el trabajo de Park et al. 

[60] para separar e identificar glicoesfingolípidos ácidos (gangliósidos y 

sulfátidas) por ESI-MS (en modo negativo). Así, los glico-SL ácidos de cerebro 

bovino fueron desarrollados mediante HPTLC en modo isocrático con 

CHCl3/MeOH/Cl2Ca en H2O (55:45:10, v/v/v), en dos placas gemelas, y 

detectados mediante post-impregnaciones con orcinol y primulina. 

Posteriormente, la banda correspondiente a los glico-SL así revelados 

(primulina) fue transferida mediante la interfaz para su identificación MS. 

Dreisewerd et al. [117] ya habían mostrado que la primulina era 

compatible con la ionización MALDI (asistida por matriz) tras rascado manual 

de la placa [118].  

En un trabajo previo al detallado en esta Memoria y realizado por nuestro 

grupo [59], se separaron los SL neutros del plasma y la placa de sílica gel fue 

posteriormente impregnada con primulina. Las bandas fueron extraídas con 

la interfaz sin eliminación del fluoróforo, que mostró ser compatible con las 

ionizaciones ESI y APCI. En efecto, la primulina no interaccionó 

permanentemente con los SL, y además, el rango de peso molecular de la 

primulina (MW: 475) tampoco interfirió con el de los SL estudiados. En dicho 

estudio, diversos aductos de sodio de especies moleculares de SM fueron 

identificados mediante comparación de los espectros ESI-MS y APCI-MS de 

las bandas de SM con los espectros de los correspondientes patrones de SM. 

Aunque este método no proporciona una identificación inequívoca de los iones 

de los espectros, sí que da una idea aproximada de las especies de SM en la 

muestra. Lógicamente, lo deseable es obtener espectros MS/MS, que es uno 

de los objetivos de esta Tesis. Para ello, se optó por la ionización ESI, que ha 

sido utilizada fundamentalmente para caracterizar compuestos con alta 

polaridad [34], aunque no sea tan eficaz con compuestos menos polares, que 

son más difícilmente ionizados. De todos modos, ESI es la ionización de 

elección en el caso de los lípidos. No obstante, en el trabajo citado [59] se 
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mostró que la ionización APCI puede ser de utilidad, aportando información 

complementaria, en el caso de lípidos de baja polaridad. 

 OBJETIVOS 

En la potencial utilización de HPTLC-MS tándem y HRMS en lipidómica 

pretendemos aprovechar varias ventajas, tanto las inherentes a la HPTLC (su 

facilidad de uso, razonable rapidez en la ejecución y alto número de muestras 

por placa), como las derivadas del acoplamiento propuesto con técnicas MS, 

como el acceso selectivo a la zona de la placa (esto es, la clase de SL) 

deseada para el análisis. Esta separación HPTLC y el acoplamiento online 

permitirían un pre-fraccionamiento en clases (en este caso, de SL) que daría 

como resultado un análisis intermedio entre el de infusión shotgun (con 

introducción de la muestra completa) y el de UPLC (separación cuasi-

molecular de las especies individuales). Además, la eliminación post-

cromatográfica de la fase móvil y la utilización de un único disolvente (MeOH) 

para la extracción automatizada con la interfaz, evitarían diferentes 

respuestas en la ionización al evitar la introducción de gradientes de 

disolventes en ESI. Esto posibilitaría la obtención de perfiles semicuantitativos 

con las especies moleculares de lípidos de cada clase. Además la supresión 

iónica no tiene por qué ser diferente de las descritas para los métodos shotgun 

o LC-MS.  

Así pues, se pretende desarrollar métodos para evaluar la viabilidad de 

utilización en lipidómica de HPTLC-MS en muestras reales de plasma humano 

que contienen SL en rangos de concentración bajos (caso de las SM) o muy 

bajos (Gb3), del orden en este caso de menos de 2 µg·mL-1, y evaluar si 

HPTLC-MS puede ser una herramienta complementaria a LC-MS para el 

análisis de muestras biológicas complejas, como se verá también en el 

Capítulo 5 .  

Como se ha expuesto en la Sección 1.9.1  la utilización de las técnicas 

MS tándem y HRMS se basan en la hipótesis de que existen condiciones 

adecuadas para formar aductos sodiados estables (en modo ESI+). 
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La obtención de espectros explotables MS/MS (en general, MSn) y/o de 

alta resolución (HRMS) de lípidos directamente desde la placa, que 

constituiría un avance importante, se ha visto hasta ahora impedida por la 

ubicua presencia de iones sodio durante el proceso cromatográfico (placa, 

tubos, etc.), que causa una pobre fragmentación de los iones aislados y su 

coexistencia con iones sodiados, complicando o impidiendo la interpretación 

estructural de los espectros. 

Se obtendrán condiciones de trabajo para que los aductos de sodio, 

formados a partir de una amplia variedad de lípidos, puedan ser fragmentados 

en modo ESI positivo, directamente desde la placa cromatográfica, y que el 

sodio permanezca como la carga de fragmentos iónicos estables, siendo así 

útiles para su inequívoca identificación estructural en muestras complejas a 

través de los espectros MSn y HRMS. Es decir, que se formen exclusivamente 

aductos sodiados. 

De este modo, y tras un procedimiento de preparación del plasma que 

incluye extracción, centrifugación e hidrólisis alcalina, se estudiarán las 

condiciones de separación SM y Gb3 de plasmas de individuos sanos y 

enfermos de Fabry y la obtención online a partir de la placa de los espectros 

ESI-MS para obtener los perfiles y los espectros MSn para la identificación de 

las especies moleculares de ambas clases de SL. 

También se abordará el problema de la detección de liso-Gb3. 

El trabajo también demostrará que el uso de primulina no va a ser 

necesario sino que podremos obtener las coordenadas de las bandas 

mediante detección UV a 190 nm. Aunque los SL saturados no absorban a 

esta longitud de onda, su coelución en la misma clase que los respectivos SL 

con cadenas no saturadas garantiza que la banda va a ser correctamente 

detectada para su transferencia a MS, donde las isoformas saturadas serán 

identificadas. 
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 RESULTADOS 

3.3.1 Preparación de muestra 

Antes de comenzar con la determinación de SL en plasma humano, se 

lleva a cabo la preparación de la muestra, basado en una variante del 

procedimiento estandarizado descrito en la bibliografía [59, 126]. 

Alícuotas de 250 µL de plasma se extrajeron con 2 mL de cloroformo 

(CHCl3)-MeOH (1:1, v/v) en un agitador de varilla (Heidolph® RZR 2021), a 

140 revoluciones por minuto (rpm) con agitación constante durante 30 min. 

Posteriormente, se centrifugaron 10 min a 4.5·103 rpm en una centrífuga 

(Beckman Allegra X-22R) a 19 ºC para lograr la separación de fases y la 

precipitación de proteínas. Este precipitado se descartó.  

El líquido superior se sometió a una hidrólisis básica añadiendo 150 µL 

de hidróxido de sodio (NaOH) 1 mol·L-1, incubándose mediante el agitador de 

varilla mencionado a 140 rpm (agitación constante) en un baño termostatizado 

a 40 ºC, durante 2 h.  

A continuación, se produjo una nueva separación de fases; para ello, se 

añadieron 10 µL de ácido acético (HAc) (ajuste de pH), y acto seguido 1 mL 

de MeOH y 1 mL de agua (para favorecer dicha separación). Se centrifugó el 

vial durante 10 min a 4.5·103  rpm y 23 ºC en la centrífuga mencionada. Se 

formaron dos fases separadas por una capa intermedia de proteínas. 

Dependiendo de nuestro objetivo retiramos una u otra fase para su posterior 

etapa de secado. Si nuestro interés era el estudio de los grupos de SM, Gb3 y 

Gb4 en el plasma, se transfería la fase orgánica (inferior) a un nuevo vial; al 

contrario que si nuestro estudio se centraba en los grupos de liso-Gb3 donde 

la fase transferida sería la acuosa (superior), siempre ayudados por una pipeta 

Pasteur y jeringa para atravesar la capa sólida intermedia de proteínas. La 

fase de interés se llevó a sequedad bajo corriente de N2, reconstituyendo las 

muestras en 250 µL de DCM-MeOH (1:1, v/v), volviendo al volumen inicial. 
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3.3.2 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC 

Una vez llevado a cabo el tratamiento de la muestra, se utilizó el equipo 

Automatic TLC Sampler IV (ATS4) para la aplicación de ésta sobre la placa 

cromatográfica. Pasos en su manejo: 

1. Establecer las condiciones relacionadas con la aplicación en WinCATS 

(número de calles, forma, dimensión y distancia entre bandas. Velocidad y 

volumen de aplicación de cada disolución (patrón o muestra) en cada banda. 

Etapas de limpieza de la jeringa de aplicación. 

2.  Colocar en el orden correspondiente los patrones y la muestra en los 

compartimentos adaptados para ello. Así como el disolvente de limpieza en el 

que deben ser solubles los analitos aplicados. 

Para conseguir aplicar una determinada masa del patrón sobre la placa, 

se pueden utilizar disoluciones diluidas inyectando un volumen muy alto de 

las mismas, o por el contrario, preparar disoluciones concentradas e inyectar 

así volúmenes pequeños. Cuando se trabaja con patrones, es más correcto 

hablar de masa aplicada y no de volumen inyectado. 

En lo referente a las muestras, la baja concentración que se preveía de 

algunos SL, nos obligó a inyectar volúmenes altos. 

Todos los patrones y muestras se aplicaron en forma de bandas, 

garantizando una distribución más homogénea de cada disolución. 

Previamente a la aplicación, patrones y muestras se disolvieron en una 

disolución mezcla de DCM-MeOH (1:1, v/v). Los patrones correspondientes 

de SL se aplicaron en la misma placa en forma de bandas de 4 mm, con una 

masa depositada de 0.01-1.0 µg/banda (volúmenes: 0.1-10.0 µL/banda, 

concentración: 0.1 mg·mL-1), distancia entre calles de 2.5 mm, distancia desde 

el lateral y desde el extremo inferior de la placa de 10 mm.  
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Figura 3.1  Aplicación de patrones y muestras (plasma) en la placa de sílica gel. 

Se dejó una calle vacía sin realizar aplicación como análisis en blanco. 

A continuación, se aplicó en la misma placa la muestra de plasma, 0.6 

µL/banda para la determinación de SM y 30 µL/banda para la identificación 

del resto de SL de nuestro interés presentes en el plasma. Finalmente, se dejó 

otra calle vacía como experimento en blanco (Figura 3.1 ). 

Los patrones de esfingolípidos estudiados corresponden a 

esfingomielina (SM), glucosilceramida (GluCer), lactosilceramida (LacCer), 

globotriaosilceramida (Gb3), liso-globotriaosilceramida (liso-Gb3) y 

globotetraosilceramida (Gb4) (Figura 3.2 ).  
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Figura 3.2  Estructuras químicas de los esfingolípidos estudiados. A) esfingomielina (SM), B) 

glucosilceramida (GluCer),  C) lactosilceramida (LacCer), D) globotriaosilceramida (Gb3), E) 

liso-globotriaosilceramida (liso-Gb3) y F) globotetraosilceramida (Gb4). 
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3.3.3 Desarrollo cromatográfico AMD 

El siguiente paso en nuestro estudio fue la obtención de una secuencia 

de elución aplicable a la resolución de SL neutros patrón.  

El desarrollo cromatográfico se llevó a cabo utilizando el sistema AMD2. 

Se tomó como punto de partida una secuencia que constaba de nueve etapas, 

con 1h 15 min de duración. Se recoge la composición de cada una de las 

etapas y de la distancia que recorre el disolvente por la placa (Figura 3.3 ).  

En la primera etapa, con la que se desplaza la SM, la fase móvil se 

compone de una mezcla de metanol MeOH-DCM (80:20; v/v), recorriendo la 

placa hasta llegar a md 20 mm desde el punto de aplicación. Este compuesto 

seguirá eluyendo en las siguientes cinco etapas, aunque ya no se ve afectada 

su resolución llegando a quedar retrasado en la placa con respecto al resto 

de analitos.  

Las siguientes cinco etapas semejantes en las que la fase móvil se 

compone de MeOH-DCM (50:50; v/v), hasta llegar a 30 mm, tienen como 

objetivo focalizar el Gb3, ya que es el pico más ancho de los SL a estudiar.  

A continuación, para separar la LacCer del resto de SL se contó con la 

etapa 7, formada por una mezcla de MeOH-DCM (70:30; v/v), hasta 40 mm; 

así como la GluCer desplazándola con la etapa 8, formada por una mezcla de 

MeOH-DCM (80:20; v/v), hasta 50 mm.  
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Figura 3.3  A) Valores del gradiente de elución en nueve etapas, basado en mezclas binarias 

de MeOH-DCM, para separación de esfingolípidos neutros en extractos orgánicos de plasma 

humano. B) Representación de las condiciones de gradiente de elución: MeOH , DCM 

, md . 

Como alguno de estos compuestos no eluía con el frente de fase móvil, 

se decidió dejar una separación de 10 mm entre las md, para asegurarnos 

una separación de picos correcta. La última etapa que componía este 

gradiente consistía en una limpieza final hasta md 60 mm. 

Nuestro objetivo era comprobar si esta secuencia podía resolver la 

identificación de los SL neutros procedentes del plasma correspondiente a 

este estudio. Por lo tanto, en nuestro trabajo se optimizaron las condiciones 

centrándonos y ampliando la zona de desarrollo de Gb3, con el objetivo de su 

identificación en la muestra de plasma. 

  Se mantuvo la fase móvil de MeOH-DCM (50:50; v/v), hasta md 30 mm 

en gradiente y se eliminaron las etapas 1 y 8, aumentando las md en las 

etapas 7 y 9 (Figura 3.4 ). La duración global del desarrollo era de 1h 10 min.  

 

Figura 3.4  A) Tabla del gradiente de elución en siete etapas, basado en mezclas binarias de 

MeOH-DCM, para separación de esfingolípidos neutros en extractos orgánicos de plasma 

humano. B) Representación de las condiciones de gradiente de elución: mismos colores que 

en Figura 3.3  B. 

Finalmente se decidió trabajar con esta secuencia centrándonos en la 

zona de desarrollo de Gb3. 
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3.3.4 Detección por densitometría de barrido 

En este apartado, se utilizó el densitómetro TLC Scanner 3 ajustando las 

condiciones de medida del haz a las dimensiones correspondientes de cada 

banda. Como en la muestra de plasma las bandas aplicadas eran de 4 mm de 

anchura, se fijó un tamaño de haz de medida de 4x0.2 mm. Los barridos que 

se realizaron fueron lineales. 

Tras la elución cromatográfica, la placa no se sometió a ningún 

tratamiento o derivatización, ya que la detección posterior se realizó 

inicialmente mediante absorción de la radiación a 190 nm. No fue necesaria 

la impregnación con primulina ni con otros agentes (orcinol, resorcinol o β-

naftol) ya que lo que se pretende es localizar las bandas para enviarlas al MS 

mediante la interfaz. 

Se midió la absorción de los compuestos a la longitud de onda 

mencionada obteniendo el cromatograma AMD correspondiente a: liso-Gb3 a 

md 10.0 mm (pico 1), SM a md 16.9 mm (pico 2), Gb3 y Gb4 a md 29.6 mm 

(picos 3 y 4), LacCer a md 47.6 mm (pico 5) y GluCer a md 55.9 mm (pico 6) 

patrón (Figura 3.5 ). 

Hay que destacar que los patrones han sido aplicados en este caso 

individualmente, y que el uso de mezclas llevó exactamente a la misma 

separación. 

Aplicando este gradiente, bajo las condiciones AMD descritas se 

obtienen los perfiles cromatográficos del material lipídico correspondiente a la 

muestra de plasma. La separación de SL neutros en la placa de sílica gel tiene 

lugar de acuerdo a la polaridad de dichos lípidos. Los glicoesfingolípidos se 

separan en función del número de unidades de azúcar presentes en la 

molécula. Cuanto mayor sea el número de azúcares en la molécula, mayor 

polaridad y menor distancia de migración en la placa cromatográfica. 
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Figura 3.5  Cromatograma HPTLC-UV de los patrones siguientes: liso-Gb3 a md 10.0 mm 

(pico 1), SM a md 16.9 mm (pico 2), Gb3 y Gb4 a md 29.6 mm (picos 3 y 4), LacCer a md 47.6 

mm (pico 5) y GluCer a md 55.9 mm (pico 6). Condiciones de AMD en Figura 3.4 . Absorción 

UV a 190 nm. 

Como la distancia de migración no es un criterio suficiente para atribuir 

la identidad de las bandas separadas en la muestra (Figura 3.6 ), se 

identificaron (16.7 y 28.4 mm) mediante la técnica MS “on line” con ayuda de 

la interfaz (Sección 3.3.5 y 3.3.6 ). 
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Figura 3.6  Cromatograma HPTLC-UV a 190 nm obtenido en el extracto de plasma humano 

(30 µL). Se observan las especies moleculares de SM (pico 1: md 16.7 mm), y Gb3 (pico 2: 

md 28.4 mm) extraídos mediante la interfaz y llevados directamente al espectrómetro de 

masas. A la derecha del cromatograma aparece un detalle de la placa final perforada en forma 

de bandas que corresponden a las distancias de migración de cada pico. 

Hay que destacar la complejidad de los perfiles de los SL del plasma 

humano pues su obtención depende de la técnica analítica utilizada, la 

variabilidad del plasma de cada individuo y el método de preparación que ha 

seguido la muestra [18]. Como muestra la literatura, no existe ningún protocolo 

que extraiga todas las subespecies presentes en el plasma con un 

rendimiento alto [18, 37]. Ni siquiera el trabajo más exhaustivo sobre la 

caracterización del plasma, realizado por Quehenberger et al. [18], ha logrado 

que ciertas clases de SL sean extraídas en el conjunto. Por ejemplo, es notoria 

la no-presencia de Gb3 y ciertas ceramidas en los extractos obtenidos por 

estos autores. 

Dado que el objetivo no puede ser el obtener un perfil exhaustivo que 

incluya todas las subespecies moleculares incluidas en el plasma, nuestro 

trabajo se va a centrar en obtener perfiles semicuantitativos de cada clase 

separada por AMD, así como el potenciar el uso de nuestra técnica para la 

búsqueda rápida de los analitos/familias de interés mediante un escaneo 

selectivo de la placa.  

3.3.5 Obtención de perfiles e identificación de SM en extractos de 

plasma humano 

En el espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) del pico 1 a md 16.7 

mm (Figura 3.6 ) directamente recogido de la placa a partir del extracto de 

plasma humano, se detectan las siguientes especies moleculares, todas ellas 

correspondientes a [M+Na]+: d18:1;C16:0 (m/z 725) y d18:1;C24:1 (m/z 835) 

como iones con mayor abundancia relativa, así como d18:1;C18:0 (m/z 753), 

d18:1;C20:0 (m/z 781) y d18:1;C22:0 (m/z 809) (Figura 3.7  A). Estas especies 

corresponden a iones moleculares sodiados de SM. Cuando se comparan los 

ESI-MS del plasma y los de un patrón SM de origen animal, se observan 
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especies moleculares similares, aunque lógicamente con diferentes 

distribuciones relativas.  

La identidad de las especies moleculares se comprueba mediante ESI-

MS/MS de cada ion (Figura 3.7  B-C). Los aductos de sodio de las especies 

de SM son tan estables que se producen fragmentaciones de forma 

consecutiva en el analizador trampa de iones del espectrómetro de masas (IT-

MS), obteniendo nuevas especies sodiadas. 

Por lo tanto, un aumento en la energía interna es suficiente para excitar 

vibracionalmente al ion precursor, dando lugar a la ruptura de las uniones más 

lábiles cuando se alcanza el umbral de energía. Este proceso explica la 

pérdida de grupos trimetilamina y fosfocolina tanto en el caso de d18:1;C16:0, 

como en el de d18:1;C24:1 (Esquema 3.1 ). 

 

Esquema 3.1  Fragmentación IT-MS de los grupos trimetilamina y fosfocolina presentes en la 

molécula de SM. 
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Figura 3.7  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) del pico 1 a md 16.7 mm (Figura 

3.6) en el extracto de plasma humano extraído mediante la interfaz TLC-MS. Se fragmentan 

los iones más abundantes obteniendo el espectro HPTLC-ESI-MS/MS (ionización positiva) de 

los precursores a B) m/z 725 y C) m/z 835, confirmando que son especies moleculares de 

SM. Estructura molecular de SM (extremo superior). 
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De este modo, el espectro HPTLC-ESI+-MS/MS del ion precursor a m/z 

725 [C39H79N2O6P+Na]+ muestra los iones productos a m/z 666 (pérdida de 

trimetilamina) y m/z 542 (pérdida de fosfocolina) (Figura 3.7  B); aislado con 

una anchura de ventana (tolerancia de masa) de m/z 4±1, y fragmentado con 

una amplitud de voltaje de 0.4 V. 

En el caso del espectro HPTLC-ESI+-MS/MS del ion precursor a m/z 835 

[C47H93N2O6P+Na]+, los iones productos obtenidos aparecen a m/z 776 

(pérdida de trimetilamina) y m/z 652 (pérdida de fosfocolina) (Figura 3.7  C); 

aislado con una anchura de ventana (tolerancia de masa) de m/z 4±1 y 

fragmentado a 0.4 V. 

Al comparar el espectro HPTLC-ESI+-MS/MS del aducto de sodio más 

abundante a m/z 835 de la muestra (Figura 3.7  C), con el mismo espectro 

esta vez de un patrón de SM realizado en condiciones semejantes (Figura 3.8  

B), se obtuvieron las mismas relaciones m/z. En ambos, se observaron iones 

hijo de relaciones m/z 652 y m/z 776. De este modo, se confirma una vez más 

la asignación estructural de especies moleculares de SM en el extracto 

orgánico de plasma humano. 

Como ya se ha comentado y era de esperar, la distribución relativa de 

m/z es diferente si se comparan patrones (de origen porcino) y muestras (de 

plasma humano), por tener orígenes distintos.  

Se recoge el espectro correspondiente al pico de SM ampliando la 

ventana de medida en un rango más amplio de m/z, incluyendo la zona de m/z 

>1000, observando que no se encuentran familias de globósidos y atribuyendo 

de este modo el pico de 16.7 mm únicamente a SM (Figura 3.9 ). 
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Figura 3.8  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) de SM patrón, extraído mediante 

la interfaz TLC-MS. B) Fragmentación del ion más abundante a m/z 835 obteniendo el 

espectro HPTLC-ESI-MS/MS (ionización positiva) de este ion precursor. Estructura molecular 

de SM (extremo superior). 
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Figura 3.9  Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) del pico 1 a md 16.7 mm (Figura 

3.6) en el extracto de plasma humano, extraído mediante la interfaz TLC-MS y ampliando la 

ventana de medida (rango m/z >1000). Estructura molecular de SM (extremo superior). 

3.3.6 Obtención de perfiles e identificación de Gb 3 en extractos de 

plasma humano 

Aunque la banda 2 a md 28.4 mm (Figura 3.6 ) no es probablemente 

pura, sin embargo fue posible llevar a cabo la identificación de las diferentes 

especies moleculares de Gb3 presentes en el plasma de un enfermo Fabry 

mediante el espectro HPTLC-ESI+-MS [60].  

Por comparación con el espectro de Gb3 patrón, las señales obtenidas 

por ESI+-MS, corresponden a aductos sodiados, de entre los cuales destaca 

d18:1;C16:0 (m/z 1046), siendo así la isorforma predominante de Gb3 en el 

plasma de pacientes Fabry. Se observan las especies moleculares 

d18:1;C18:0 (m/z 1074), d18:1;C20:1 (m/z 1100), d18:1;C22:0 (m/z 1130) y 

d18:1;C24:0 (m/z 1158) (Figura 3.10  A). 
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Figura 3.10  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) del pico 2 a md 28.4 mm de 

extracto de plasma humano (Figura 3.6 ), extraído mediante la interfaz TLC-MS. B) 

Fragmentación del ion más abundante a m/z 1046 obteniendo el espectro HPTLC-ESI-MS/MS 

de este ion precursor, mostrando la pérdida de un grupo hexosa. C) Esquema de 

fragmentación de un grupo hexosa presente en la molécula de Gb3.  
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El espectro HPTLC-ESI+-MS del patrón de Gb3 (Figura 3.11 ) confirma la 

asignación de la molécula de Gb3 en el extracto de plasma de un paciente 

Fabry (Figura 3.10  A), aunque con diferente abundancia relativa de los iones 

entre ambos espectros, debido a tener muestra y patrón orígenes diferentes.  

El espectro HPTLC-ESI+-MS/MS del ion más abundante a m/z 1046 

[C52H97NO18+Na]+ en el extracto de plasma produce un ion a m/z 885 que 

corresponde a la pérdida de un grupo hexosa (Figura 3.10  B-C). Las 

intensidades relativas correspondientes a estas isoformas de Gb3 son bajas, 

debido a la baja concentración en la que se encuentra esta molécula en el 

plasma de Fabry. A pesar de su baja sensibilidad, esta es la primera detección 

on-line de Gb3 en plasma humano, a partir de una placa HPTLC, conocida por 

los autores. 

 

Figura 3.11   Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) de patrón Gb3 extraído mediante 

la interfaz TLC-MS. Estructura molecular de Gb3 (extremo superior). 

Por otra parte, se analizaron muestras de individuos sanos, encontrando 

el Gb3 siempre por debajo de los límites de detección (LOD) de los ESI-MS, 

bajo las condiciones utilizadas. De acuerdo con la bibliografía, el Gb3 en 

plasma de pacientes Fabry determinado mediante HPLC-MS, se encuentra en 

concentraciones más altas que en controles sanos [100]. En otro trabajo 
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utilizando una técnica similar, Quehenberg et al. [18] no encontraron Gb3 en 

muestras de plasma de individuos sanos. 

La tecnología IT-MS presenta como ventaja permitir fragmentaciones 

consecutivas en varias etapas que son útiles para determinar rutas de 

fragmentaciones metabólicas por llevarse a cabo colisiones a baja energía 

[127]. Así, los iones producto de glicoesfingolípidos se generan por rotura del 

enlace glicosídico. Este hecho se puede observar en los espectros HPTLC-

ESI-MS/MS, -MS3 y -MS4 del patrón de Gb3 (Figura 3.12  A-C). 
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Figura 3.12  Fragmentación del ion más abundante m/z 1158 en patrón de Gb3 (Figura 3.11 ) 

extraído mediante la interfaz TLC-MS, obteniendo A) el espectro HPTLC-ESI-MS/MS 

(ionización positiva) que muestra como ion producto m/z 996. Se lleva a cabo una nueva 

fragmentación de este ion obteniendo B) el espectro HPTLC-ESI-MS3 (ionización positiva) 

mostrando como ion producto m/z 834, fragmentándolo finalmente para obtener C) el espectro 

HPTLC-ESI-MS4 (ionización positiva). 

El aducto sodiado más abundante en el espectro HPTLC-ESI+-MS de 

patrón de Gb3 (Figura 3.11 ) es m/z 1158 [C60H113NO18+Na]+. Éste se aísla y 

se fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 4±1 y amplitud 

de voltaje de 1.15 V) obteniendo los iones producto a m/z 996 (pérdida de un 

grupo hexosa) y m/z 834 (pérdida de dos grupos hexosa) en el espectro 

HPTLC-ESI+-MS/MS (Figura 3.12  A). El siguiente ion precursor a m/z 996 

(aislado con anchura de ventana de m/z 4±1 y amplitud de voltaje de 1.0 V) 

muestra en el espectro HPTLC-ESI+-MS3 su ion producto a m/z 834 (Figura 

3.12 B). Éste último a m/z 834 (aislado con anchura de ventana de m/z 4±1 y 

amplitud de voltaje de 1.25 V) muestra los iones producto a m/z 654 (pérdida 

de tres grupos hexosa y una molécula de H2O), m/z 672 (pérdida de tres 

grupos hexosa) y m/z 816 (pérdida de una molécula de H2O) en el espectro 

HPTLC-ESI+-MS4 (Figura 3.12  C). El patrón de fragmentación del ion más 

abundante a m/z 1158 de Gb3 se resume en el Esquema 3.2 .  
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Esquema 3.2  Patrón de fragmentación del ion m/z 1158 procedente de Gb3 patrón, que 

corresponde a las especies moleculares d18:1;C24:0. 

3.3.7 Obtención de perfiles e identificación de Gb 4 patrón 

Para completar lo ilustrado en la sección anterior, el patrón de Gb4 (con 

una unidad de glucosa más que el Gb3) fue fragmentado consecutivamente 

en IT-MS. La especie Gb4 no ha sido encontrada en humanos aunque sí en el 

riñón de ratones, mediante TLC-MALDI (off-line) [128]. Se obtienen los 

espectros HPTLC-ESI+-MS (Figura 3.13 ) y HPTLC-ESI+-MSn (Figura 3.14 ), 

así como sus correspondientes esquemas de fragmentación (Esquema 3.3 ) 

ofreciendo un resultado similar al del caso anterior (Gb3) acorde con lo 

esperado. Hay que destacar el alto rango de peso molecular (m/z 1361.9) 

obtenido con el equipo IT-MS directamente desde la placa cromatográfica. 
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Figura 3.13  Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) de patrón Gb4, extraído mediante 

la interfaz TLC-MS. Estructura molecular de Gb4 (extremo superior). 

El espectro HPTLC-ESI+-MS del patrón de Gb4 muestra como ion más 

abundante m/z 1361 [C68H126N2O23+Na]+, además de m/z 1333 

[C66H122N2O23+Na]+ (Figura 3.13 ). El ion precursor m/z 1361 se aísla y se 

fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 4±1 y amplitud 

de voltaje 1.0 V) obteniendo el espectro HPTLC-ESI+-MS/MS generando el 

ion m/z 1158 (pérdida de un grupo hexosa). Éste se aísla con anchura de 

ventana de m/z 4±1 y amplitud de voltaje 1.5 V, observándose el ion producto 

a m/z 997 (pérdida de dos grupos hexosa) en el espectro HPTLC-ESI+-MS3. 

El espectro HPTLC-ESI-MS4 (ionización positiva) del ion precursor a m/z 997 

(aislado con anchura de ventana de m/z 4±1 y amplitud de voltaje 1.0 V) 

produce el ion a m/z 834 (pérdida de tres grupos hexosa). Finalmente, el 

espectro HPTLC-ESI+-MS5 del ion precursor a m/z 834 (aislado con anchura 

de ventana de m/z 4±1 y amplitud de voltaje 1.25 V) ofrece el ion producto a 

m/z 654 (pérdida de cuatro grupos hexosa y una molécula de H2O) (Figura 

3.14 A-D). 
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Figura 3.14  Fragmentación del ion más abundante m/z 1361 en patrón de Gb4 (Figura 3.13 ) 

extraído directamente de la interfaz TLC-MS, obteniendo A) el espectro de HPTLC-ESI-

MS/MS (ionización positiva) que muestra como ion producto m/z 1158. Se lleva a cabo una 

nueva fragmentación de este ion obteniendo así B) el espectro HPTLC-ESI-MS3 (ionización 

positiva) con un ion producto a m/z 997. Éste se fragmenta obteniendo C) el espectro HPTLC-

ESI-MS4 (ionización positiva) con un ion producto de m/z 834 que se termina fragmentando 

obteniendo finalmente D) el espectro HPTLC-ESI-MS5 (ionización positiva) con el ion producto 

de m/z 654. 
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Esquema 3.3  Patrón de fragmentación del ion m/z 1361 procedente de Gb4 patrón, que 

corresponde a las especies moleculares d18:1;C24:0. 

3.3.8 El problema de la liso-Gb 3  

Como se ha detallado en el apartado de preparación de muestra 

(Sección 3.3.1 ), si nuestro interés consistía en el estudio de los grupos de 

SM, Gb3 y Gb4 en el plasma, se transfería la fase orgánica final (inferior) a un 

nuevo vial; al contrario que si nuestro estudio se centraba en los grupos de 

liso-Gb3 donde la fase transferida sería la acuosa (superior). En esta fase 

acuosa se sospechaba que podía existir el SL neutro, liso-Gb3 (considerado 

biomarcador de Fabry en plasma junto con Gb3), que por sus propiedades 
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especiales de polaridad, se repartiría entre la fase orgánica y la acuosa. Sin 

embargo, liso-Gb3 no fue detectado en los ensayos de placa llevados a cabo 

con la fase orgánica. 

Por lo tanto se implementó una variante del método de Folch [59, 126] 

para la extracción de liso-Gb3 junto con el resto de SL que componen la 

muestra (SM o Gb3) para ver si se podía detectar liso-Gb3 en fase acuosa. 

 

A partir del extracto acuoso anterior, se llevó a cabo la separación en 

AMD. Para ello, se utilizaron placas de sílica gel en fase reversa (RP-18W), 

estudiando las condiciones óptimas para ese tipo de separación. Ésta, es 

técnicamente posible pero presenta ciertos problemas técnicos por el uso de 

disolventes acuosos en el sistema de presión-vacío del equipo AMD.  

Se han estudiado diversas variables: volúmenes de aplicación de 

muestra y de patrones de los SL implicados, disolventes, tiempo, número de 

etapas y distancias de migración adecuadas en la elución, para obtener una 

buena separación tanto de los SL neutros como polares, también el número y 

las dimensiones de la banda a inyectar. Finalmente se logró una buena 

separación tanto de liso-Gb3, SM y Gb3 en la placa cromatográfica. 

Las secuencias estudiadas se recogen en las Tablas A1.1  (Anexo A1 ). 

Así pues, se seleccionó un gradiente general en siete etapas basado en 

el uso de MeOH-AcOEt-H2O con preacondicionamiento ácido (HAc 1N) previo 

de la placa (Figura 3.15 ). 
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Figura 3.15  A) Tabla del gradiente de elución en siete etapas, basado en mezclas ternarias 

de MeOH-AcOEt-H2O, para separación de SL neutros en extractos acuosos de plasma 

humano. B) Representación de las condiciones de gradiente de elución: MeOH , AcOEt 

, H2O , md . 

 

La videodensitometría permite obtener una imagen de la placa, con sus 

bandas separadas. Se lleva a cabo la iluminación de la placa de forma UV 

(254 y 366 nm) y con luz blanca (re-emitida, transmitida y una combinación de 

ambas). 

Mediante la inmersión en primulina y la derivatización con β-naftol 

(agente selectivo de azúcares) se consiguieron ver las bandas utilizando el 

equipo de TLC-visualizer (Camag), adquiriendo los datos mediante el 

programa visionCATS y trabajando con las distintas longitudes de onda 

posibles para obtener una adecuada visualización. Se optimizaron las 

concentraciones de reactivos utilizadas, aplicando tanto patrones y muestras 

sobre la misma placa cromatográfica en bandas de 10 mm (Figura 3.16 ). 

Cabe destacar, que en la fase orgánica del plasma Fabry, separado 

mediante HPTLC en fase reversa y revelado con β-naftol, se intuye una banda 

sombreada que podríamos asociar a Gb3 (calle 1), si la comparamos con la 

del patrón (calle 3).  
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Figura 3.16  Imagen UV de videodensitometría a A) 366 nm y B) luz blanca transmitida en la 

placa HPTLC RP-18W de: plasma Fabry 30 µL (fase orgánica) (calle 1); liso-Gb3 patrón 0.2 

µg (calle 2); Gb3 patrón 0.2 µg (calle 3); SM 3.0 µg (calle 4); plasma Fabry 30 µL (fase acuosa) 

+ Gb3 patrón dopado 0.2 µg (calle 5). 

Se ha conseguido mover la banda correspondiente a la liso-Gb3 patrón 

en fase reversa (calle 2), lo que en sílica gel permanecía en el punto de 

aplicación. 

Referente al patrón de SM (calle 4), es lógico no ver ninguna banda 

revelada por el β-naftol, ya que es exclusivo para azúcares, y esta molécula 

no contiene éstos en su estructura. 

Los ensayos realizados mostraron que no se detecta liso-Gb3 en la fase 

acuosa, aunque no se puede concluir que no exista. Una razón puede ser que 

se encuentre en muy baja concentración en el plasma (menor aún que Gb3) o 

que se pierda durante el proceso de preparación de muestra. Este problema 

queda abierto para futuras investigaciones. 

 

Se estudia el patrón de fragmentación de especies de liso-Gb3 en placa 

HPTLC, en concentraciones similares a las de los otros patrones estudiados. 

Se obtienen sus espectros HPTLC-ESI+-MS (Figura 3.17 ) y HPTLC-ESI+-MSn 
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(Figura 3.18 ); así como sus correspondientes esquemas de fragmentación 

(Esquema 3.4 ) acordes a lo esperado. 

 

Figura 3.17  Espectro HPTLC-ESI-MS (ionización positiva) de patrón liso-Gb3, extraído 

mediante la interfaz TLC-MS. 

El espectro HPTLC-ESI+-MS de patrón de liso-Gb3 muestra como ion 

más abundante m/z 808 [C36H67NO17+Na]+ (Figura 3.17 ). Éste se aísla y se 

fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 4±1 y amplitud 

de voltaje de 0.5 V) obteniendo el espectro HPTLC-ESI+-MS/MS del ion 

precursor, formando el ion a m/z 646 (pérdida de un grupo hexosa). A 

continuación, este ion se fragmenta mostrando el ion producto a m/z 484 

(pérdida de dos grupos hexosa) en el espectro HPTLC-ESI+-MS3 (anchura de 

ventana de m/z 4±1 y amplitud de voltaje de 1.15 V). En el siguiente espectro 

HPTLC-ESI+-MS4 del ion precursor a m/z 484 (anchura de ventana de m/z 4 

y amplitud de voltaje de 1.0 V) se observa el ion producto a m/z 322 (pérdida 

de tres grupos hexosa) (Figura 3.18  A-C). 
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Figura 3.18  Fragmentación del ion más abundante m/z 808 en patrón de liso-Gb3 (Figura 

3.17) extraído mediante la interfaz TLC-MS, obteniendo así A) el espectro de HPTLC-ESI-

MS/MS (ionización positiva) que muestra el ion producto m/z 646. Se lleva a cabo una nueva 

fragmentación de este ion obteniendo B) el espectro HPTLC-ESI-MS3 (ionización positiva) 

mostrando el ion producto m/z 484, fragmentándolo finalmente para obtener C) el espectro 

HPTLC-ESI-MS4 (ionización positiva) con el ion más abundante a m/z 322.  

El patrón de fragmentación del ion más abundante a m/z 808 de liso- Gb3 

se resume en el Esquema 3.4 . 
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Esquema 3.4  Patrón de fragmentación del ion m/z 808 procedente de patrón de liso-Gb3, que 

corresponde a la cadena d18:1. 
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 INTRODUCCIÓN 

El término biodiésel hace referencia a combustibles renovables basados 

en lípidos, mayoritariamente ésteres metílicos de ácidos grasos, FAME 

(proviene del inglés Fatty Acid Methyl Esters). Se utilizan como sustituto total 

o parcial de combustible diésel derivado de petróleo, tanto en su forma pura, 

denominada B100 (o FAME), o mezclado con diésel en proporciones 

diferentes BX (siendo X el porcentaje en volumen de FAME en la mezcla), sin 

necesidad de hacer ninguna modificación esencial en los motores [129].  

El biodiésel (B100) se obtiene a partir de aceites animales o vegetales a 

través de un proceso de transesterificación con un alcohol, normalmente 

metanol, en presencia de un catalizador (Esquema 4.1 ). Las materias primas 

más utilizadas para la producción de biodiésel son los aceites vegetales, como 

el aceite de colza, de girasol, soja y aceite de palma; residuos de aceites de 

cocina y las grasas animales [130-132]. 
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Esquema 4.1  Etapas del proceso de transesterificación, donde la R representa las cadenas 

de ácidos grasos que no se modifican en el proceso y son las que definen las propiedades 

del biodiésel. 

La calidad del B100 depende del proceso de producción y de la 

naturaleza de los lípidos utilizados como materia prima. Un contenido de 

FAME en B100 inferior al 98% en peso indica que las condiciones de reacción 

han sido inadecuadas para la producción del biodiésel y de aquí, que 

aparezcan diversas impurezas en el producto final incluyendo lípidos neutros 

tales como mono (MG)-, di (DG)-, tri (TG)- acilglicéridos sin convertir, ácidos 

grasos (FA) libres e incluso glicerol [133, 134].  

Denominamos lípidos neutros a las moléculas complejas que resultan de 

la reacción de esterificación entre el glicerol con uno, dos o tres ácidos grasos, 

para dar MG, DG o TG, respectivamente. Entre sus propiedades, cabe 

destacar que no tienen carga eléctrica, ni una polaridad apreciable. 

La presencia de estas impurezas puede conducir a problemas graves en 

el motor, como corrosión, formación de depósitos sobre las boquillas de 

inyección, etc. Por ejemplo, a partir de una cierta concentración, los MG 

pueden producir obstrucción en los filtros de combustible debido a su alto 

punto de fusión y baja solubilidad a bajas temperaturas [135]. La norma 

europea UNE-EN 14214 descrita por el Comité Europeo de Normalización 

(CEN) establece una serie de requerimientos para B100 [136], es decir, 

describe sus propiedades y composición. En este caso, la máxima 

concentración tolerada de MG en BX debe ser del 0.8% en peso; así como en 

el caso de DG y TG del 0.2%. 

4.1.1 HPTLC de biodiésel 

Aunque las plataformas más utilizadas para el análisis de impurezas en 

biodiésel sean en su mayoría la Cromatografía de Gases (GC) y la 

Cromatografía Líquida de Alta Eficacia en columna (HPLC) [134], la 

instrumentación moderna en Cromatografía en Capa Fina de Alta Eficacia 

(HPTLC) acoplada a Espectrometría de Masas (MS) presenta un prometedor 
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futuro para el análisis de lípidos complejos [34]. Es conveniente especialmente 

cuando es necesario determinar clases de lípidos en lugar de especies 

individuales, como es el caso del análisis de biodiésel [134]. Una de las 

ventajas del HPTLC frente a las técnicas cromatográficas en columna es que 

todos los compuestos de la muestra están físicamente “almacenados” en la 

placa tras el desarrollo cromatográfico, haciendo posible un análisis 

cuantitativo real. En el caso de la columna, algunos compuestos de peso 

molecular alto y/o muy polares que provienen del diésel quedan adsorbidos 

irreversiblemente en la fase estacionaria sin ser eluidos cromatográficamente. 

HPTLC ha sido una técnica muy poco utilizada para el análisis de 

biodiésel. Se ha descrito un método para evaluar su conversión [137] ; para 

una caracterización semicuantitativa de mezclas biodiésel y diésel de petróleo 

[138]; para obtener el porcentaje de conversión de triacilglicéridos [139]; y 

para detectar glicerol en biodiésel [140]. 

En estos trabajos, el desarrollo cromatográfico ha sido llevado a cabo en 

cubetas verticales convencionales o en las cámaras automatizadas ADC2 que 

incorporan sensores para detectar el frente de desarrollo. Para la detección, 

se ha utilizado densitometría UV tras derivatización por oxidación destructiva 

(p. ej. con KMnO4/NaOH y otros reactivos [137, 138, 140]) dadas las pobres 

propiedades de absorción de los lípidos. También se ha utilizado la 

fluorescencia inducida, mediante impregnación post-cromatográfica con 

primulina [139]. Este procedimiento de detección no destructivo fue explicado 

mediante fluorescencia inducida por cambios de intensidad, FDIC. Permite no 

sólo detectar, sino también cuantificar lípidos mediante las variaciones que 

éstos producen en la fluorescencia de la primulina, a través de interacciones 

dipolares no-covalentes [121, 123, 124]. 

En cuanto al acoplamiento a MS, Eberlin et al. [138] utilizaron una 

ionización directa sobre las bandas (Easy Ambient Sonic-Spray Ionization, 

EASI-MS) que posibilitó la diferenciación de los componentes “bio” de los 

componentes “petro” de la mezcla diésel. Sin embargo, no realizaron ninguna 

identificación estructural molecular de las muestras. 
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 OBJETIVOS 

Nuestra aproximación para abordar el acoplamiento HPTLC-MS ha sido 

la interfaz basada en la extracción on-line automatizada de las bandas 

seguida de elución. El acoplamiento no es viable cuando se utilizan, en la fase 

de densitometría, derivatizantes que destruyen la muestra. Sin embargo, 

nuestro grupo demostró que es posible obtener espectros de masas de los 

lípidos (tanto en ESI como en APCI) a partir de placas impregnadas en 

primulina, puesto que ésta sólo interacciona con los lípidos a través de 

interacciones débiles y no interfiere en cuanto al rango de peso molecular [59]. 

En un trabajo anterior, separamos por AMD y cuantificamos la clase de 

MG en diversos biodiésel [141, 142] mediante la fluorescencia inducida por la 

primulina, utilizando un patrón comercial de monoacilglicérido (C18:0). Se 

realiza sobre una única placa cromatográfica de sílica gel. El esquema 

utilizado (Capítulo 2 ) es el siguiente e incluye: i) aplicación de la muestra 

mediante el sistema ATS4 que permite depositarla como bandas de densidad 

constante y forma y tamaño seleccionable; ii) separación en gradiente 

realizada con AMD; iii) impregnación de la placa con primulina y densitometría 

por fluorescencia; iv) fijación de las coordenadas de la banda (mediante la 

densitometría y guía láser) y extracción-elución automática mediante la 

interfaz hacia el correspondiente equipo de MS. 

Se pretende en este trabajo mostrar la viabilidad de la técnica HPTLC-

MS/MS y HRMS para la caracterización de biodiésel de origen vegetal y 

animal: 

1. Optimizando la separación de biodiésel en MG, FA y DG. La técnica 

AMD permite realizar gradientes, combinando un desarrollo múltiple 

incremental (en etapas cortas, de 1-2 mm) con distintas composiciones en la 

fase móvil. La repetición adicional de una o más etapas permite focalizar las 

bandas, mejorando la eficacia de la separación. 

2.  Obteniendo un perfil semicuantitativo de los lípidos individuales y 

especies moleculares de cada una de estas clases, directamente a partir de 
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las bandas separadas sobre la placa cromatográfica y transferidas 

directamente a ESI-MS. Como se ha descrito anteriormente en el Capítulo 2 , 

tras la separación cromatográfica y la impregnación del fluoróforo, la fase 

móvil es evaporada de la placa (Figura 2.4  B). Posteriormente, el uso de un 

disolvente con composición constante para la extracción-elución de la banda 

mediante la interfaz, permite que la ionización ESI se realice en las mismas 

condiciones para los lípidos pertenecientes a una misma clase. Esto hace que, 

para una clase dada, los factores de respuesta en ESI-MS sean prácticamente 

constantes [5, capítulo 14]. 

3. Identificando cada estructura presente en la mezcla utilizando los 

espectros MS/MS (MSn) obtenidos con un equipo de trampa de iones y los 

espectros (masa exacta) obtenidos con un equipo tipo Q-TOF (cuadrupolo - 

tiempo de vuelo), de alta resolución.    

 RESULTADOS 

4.3.1 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC  

Se analiza la muestra, es decir, combustible diésel y diez FAME B100 

procedentes de aceites vegetales (B100-1 a B100-7), aceites de cocina de 

residuos (B100-8) y grasas animales (B100-9 y B100-10), suministrados por 

TOTAL (Solaize, Francia). Las mezclas se prepararon a partir de B100-3 y el 

diésel en proporciones diferentes (B5, B10, B20, B30, B40, B50).  

Utilizando el equipo Automatic TLC sampler (ATS4) (Camag), se 

aplicaron patrones y muestra de biodiésel en placas cromatográficas de 20x10 

cm; previamente al análisis fueron acondicionadas con tetrahidrofurano (THF) 

(mediante desarrollo md: 90 mm).  

Previamente a su aplicación en las placas mencionadas, patrones y 

muestras se disolvieron en una mezcla de DCM-MeOH (1:1 v/v). Los patrones 

correspondientes de lípidos se aplicaron en la misma placa en forma de 

bandas de 4 mm, con una masa depositada de 0.1-2.5 µg/banda (volúmenes: 

0.1-2.5 µL/banda, concentración: 1 mg·mL-1), distancia entre calles de 2 mm, 
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distancia desde el lateral y desde el extremo inferior de la placa de 10 mm. Se 

dejó una calle vacía sin realizar aplicación, como análisis en blanco. A 

continuación, se aplicaron tres bandas de 12 mm de la muestra BX, con una 

distancia entre calles de 16 mm. La cantidad de BX y diésel aplicada fue 

2.5·103 y 5.0·103 µg/banda respectivamente (volumen: 25 y 50 µL, 

concentración 100 mg·mL-1). Finalmente, se dejó otra calle vacía como 

experimento en blanco (Figura 4.1 ). 

 

Figura 4.1  Aplicación de patrones y muestras (BX y diésel) en la placa de sílica gel. 

Los patrones estudiados pertenecen a las cuatro familias de lípidos 

neutros investigadas MG (1-oleoil-rac-glicerol y 1-estearoil-rac-glicerol), DG 

(gliceril 1,3-diestearato), TG (gliceril triestearato) y FA (ácido oleico y éster 

metílico del ácido oleico) (Figura 4.2 ). 
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Figura 4.2  Estructura de A) 1-oleoil-rac-glicerol (MG), B) 1-estearoil-rac-glicerol (MG), C) 

gliceril 1,3-diestearato (DG) y D) gliceril triestearato (TG), E) ácido oleico (FA) y F) éster 

metílico del ácido oleico (FA). 

4.3.2 Desarrollo cromatográfico AMD 

En lo referente a la separación cromatográfica, el sistema de desarrollo 

múltiple automatizado (AMD) (Camag) trabaja con una elución en etapas 

sucesivas (de varios mm cada una), que se llevan a cabo combinando el poder 

de elución del disolvente, con el aumento en la distancia de migración (md). 

La composición de la fase móvil en cada etapa puede ser diferente, y 

generalmente de menor poder de elución que en la etapa anterior, ajustando 
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cada mezcla en distintas proporciones, y pudiendo utilizar hasta cinco 

disolventes. El gradiente creado permite picos estrechos y separaciones 

eficientes altamente repetibles en cuanto a md (±0.45 mm en nuestro caso). 

Si es necesario, se puede repetir el desarrollo de cada etapa individual para 

conseguir la focalización de cada banda.  

El sistema AMD es adecuado para muestras que abarcan un rango de 

polaridad muy alto. En un trabajo anterior, se realizó la separación AMD de 

lípidos neutros y esteril glucósidos por familias utilizando un gradiente de 

elución en cinco etapas basado en mezclas ternarias de terc-butil metil éter 

(TBME)-MeOH-n-heptano [47]. Este gradiente universal, que abarca el rango 

completo de polaridad de los eluyentes fue capaz de separar en familias a 

distintas clases de lípidos: colesteril éster y FAME, colesterol, MG, DG, TG, 

FA, esteril glucósidos esterificados, y esteril glucósidos, en orden de polaridad 

creciente, es decir, disminuyendo la md.  

Como nuestra muestra se compone de algunas de estas familias, se 

adaptó el gradiente a la separación de los patrones relacionados con el B100 

(MG, DG, TG, FA y FAME). Como gradiente de elución 1 se trabajó con un 

desarrollo en tres etapas basado en  TBME/DCM/n-heptano y distancia de 

migración (md) 90 mm, con duración total de 53 min 14 s, bajo las condiciones 

descritas (Figura 4.3 ). 

 

Figura 4.3  A) Condiciones del gradiente de elución 1 en tres etapas, basado en mezclas 

ternarias de TBME-DCM-n-heptano, para separación de MG, DG y FA en FAME procedente 

de muestras de biodiésel. B) Representación de las condiciones del gradiente de elución 1: 

TBME , DCM , n-heptano , md . 
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Como los lípidos saturados y el diésel (compuesto por hidrocarburos 

saturados) no pueden ser detectados por UV, se pueden utilizar los fluoróforos 

berberina [47] y primulina [59] que permiten la detección de cadenas alifáticas. 

Se llevó a cabo la impregnación post-cromatográfica por inmersión de la 

placa en una disolución de primulina en MeOH (200 mg·L-1) utilizando el 

dispositivo de inmersión cromatográfica III (Camag) diseñado para esta 

función. La detección fluorescente por cambios de intensidad (FDIC) de 

primulina en presencia de los lípidos separados se realizó mediante el 

dispositivo TLC Scanner 3 (Camag). La longitud de onda de excitación: 365 

nm, recogiendo la emisión a longitudes de onda >400 nm. Se trabajó con 

anchuras de rendija similares al tamaño de banda en cada ocasión (4 mm en 

patrones y 12 mm en muestra diésel y biodiésel). 

En estas condiciones, se obtiene el cromatograma AMD (aplicando los 

patrones en distintas calles) correspondiente a: 1-estearoil-rac-glicerol a md 

21.2 mm (pico 1), ácido oleico a md 34.5 mm (pico 2), 1,3-di-estearoil-rac-

glicerol a md 42.9 mm (pico 3), gliceril triestearato a md 58.3 mm (pico 4) y 

éster metílico del ácido oleico a md 74.3 mm (pico 5) (Figura 4.4 ). 

 

Figura 4.4  Cromatograma HPTLC-FDIC de los patrones siguientes: 1-estearoil-rac-glicerol 

(pico 1: md 21.2 mm), ácido oleico (pico 2: md 34.5 mm), gliceril 1,3-diestearato (pico 3: md 

42.9 mm), gliceril triestearato (pico 4: md 58.3) y éster metílico del ácido oleico (pico 5: md 

74.3 mm). Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg·L-1 a λexc 365 nm / 

λem >400 nm. 
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Aplicando este gradiente a distintas muestras de biodiésel, bajo las 

condiciones AMD descritas (Figura 4.3 ) se obtienen los perfiles 

cromatográficos del material lipídico correspondiente a la muestra B100-3,  

B50 y combustible diésel puro (Figura 4.5  A-C).  

El pico que corresponde al componente diésel migra como un pico único 

gaussiano cerca del final de la placa (md 86.1 mm) (Figura 4.5  C).  

El cromatograma correspondiente a B50 (Figura 4.5  B) muestra una 

clara combinación entre FAME y diésel, destacando las siguientes zonas: 

material lipídico incluyendo todas las impurezas lipídicas entre md 10-60 mm; 

FAME en una zona muy intensa a md 60-80 mm; y el pico correspondiente a 

diésel a md 86.1 mm. Se puede afirmar que el componente diésel en B50 

migra del mismo modo que en el caso del diésel puro (Figura 4.5  B-C). 

Partiendo de la comparación de los cromatogramas y bajo las condiciones 

descritas, se puede concluir que el contenido en diésel no es una interferencia 

para la determinación de lípidos en biocombustibles. Cabe destacar que el 

pico de diésel puro es detectado por FDIC en primulina debido a su 

composición mayoritaria en alcanos. 

 

Figura 4.5  Cromatogramas HPTLC-FDIC de: A) B100-3 (masa depositada 2.5·103 µg), B) 

B50 (masa depositada 5.0·103 µg) y C) Combustible diésel (masa depositada 2.5·103 µg). 

Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg·L-1 a λexc 365 nm / λem >400 nm. 

En el caso de muestras en matrices reales, la identificación de los 

compuestos no puede hacerse solamente mediante las distancias de 
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migración [141], debido a fenómenos de coelución y efectos de matriz. En 

nuestro caso, pretendemos hacer la identificación estructural mediante MS. 

Como uno de nuestros propósitos en esta Memoria es determinar las 

impurezas lipídicas de biodiésel a bajas concentraciones, las muestras de 

biodiésel se sobrecargaron en cada aplicación sobre la placa (2.5·103 y 

5.0·103 µg/banda en B100 y B50 respectivamente). Como la concentración de 

B50 estaba diluida a la mitad con respecto a la de B100, aplicando el doble 

de volumen se obtuvo la misma área (au) para el pico, bien separado, (a ~md 

16.9 mm) tanto para la muestra de B50 como para la de B100. Como se 

expondrá en la Sección 4.3.4 , partimos de la base que el pico a ~md 16.9 mm 

corresponde a MG, tras identificación por MS. 

Siguiendo con el estudio de MG en la muestra, se comparan los 

cromatogramas obtenidos mediante el gradiente de elución 1 para un FAME 

B100 procedente de distintos orígenes; origen vegetal (B100-1), residuos de 

cocina (B100-8) y origen animal (B100-9) (Figura 4.6  A-C). 

 

Figura 4.6  Cromatogramas HPTLC-FDIC de: A) B100-1 origen vegetal, B) B100-8 origen 

residuos de cocina y C) B100-9 origen animal. Masa depositada: 2.5·103 µg. Condiciones de 

AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg·L-1 a λexc 365 nm/ λem >400 nm. 

En este caso, se observa una buena separación de picos, con buena 

resolución, fijándonos en md 15-20 mm (~md 16.9 mm) que corresponde al 

pico de MG identificado por ESI-MS (Sección 4.3.4 ). En el caso del aceite de 

origen animal (B100-9) se produce una ausencia de ese pico de MG en el 

cromatograma (Figura 4.6  C).  
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A continuación, se estudió en detalle la zona de material lipídico a md 

10-60 mm utilizando distintas mezclas a partir de FAME B100-3, como fue el 

caso de B5, B20 y B50 (Figura 4.7  A-C). Como era de esperar, el área 

correspondiente al pico de MG (~md 16.9 mm) aumenta con el incremento de 

FAME en BX, al mismo tiempo que el área del pico de diésel disminuye (md 

80-90 mm). 

 

Figura 4.7  Cromatogramas HPTLC-FDIC detallando la zona a md 10-60 mm: A) B5, B) B20 

y C) B50. Masa depositada 5.0·103  µg. Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 

200 mg·L-1 a λexc 365 nm / λem >400 nm. 

El gradiente de elución 1 (Figura 4.3 ) fue desarrollado para separar los 

MG como un pico único a md 16.9 mm. Como se ha comentado, la AMD 

permite un ajuste fino de la separación. Así, este gradiente fue modificado a 

gradiente de elución 2 para separar entre sí otras familias de lípidos en BX 

(DG, FA). Corresponde a zonas que quedan sin resolver siguiendo las 

condiciones del gradiente 1. Por lo tanto, es posible hacer cambios en la 

composición de la fase móvil y/o en el número de etapas para obtener una 

ampliación en la resolución de determinadas zonas no bien separadas en el 

cromatograma.  

Como se observa, la adición de una cuarta etapa en el gradiente de 

elución 2 (DCM-n-heptano, 90-10 v/v) y la modificación en la distancia de 

migración (md, en mm), permitió la separación de ya no sólo familias de MG, 

sino también DG y FA en la muestra FAME B100 procedente de biodiésel 

(Figura 4.8 ). 
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Figura 4.8  A) Tabla del gradiente de elución 2 en cuatro etapas, basado en mezclas ternarias 

de TBME-DCM-n-heptano, para separación de MG, DG y FA en FAME B100 procedente de 

biodiésel. B) Representación de las condiciones de gradiente de elución 2: mismos colores 

que en Figura 4.3  B. 

Bajo estas condiciones se representa un detalle del cromatograma 

HPTLC-FDIC obtenido. Se observan los picos correspondientes a md de 15.4, 

24.2 y 41.4 mm que, como se expondrá en las Secciones 4.3.4 - 4.3.6  han 

sido identificados por MS, respectivamente, como las clases MG, FA y DG 

(Figura 4.9 ). Mediante este gradiente por etapas, se ha conseguido una 

buena focalización de bandas, perfiles estrechos y repetibles (±0.5 mm 

desviación estándar en md obtenidas). La zona de migración (10-80 mm) 

corresponde únicamente al contenido de impurezas de lípidos presentes en 

FAME (<2% p/p en la muestra de biodiésel) [141]. 
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Figura 4.9  Detalle del cromatograma HPTLC-FDIC obtenido de la parte lipídica de la muestra 

B100 de biodiésel. Se observan los MG (pico 1: md 15.4 mm), FA (pico 2: md 24.2 mm) y DG 

(pico 3: md 41.4 mm), extraídos mediante la interfaz, y llevados al espectrómetro de masas. 

Condiciones de AMD en Figura 4.8 . Primulina (FDIC) 200 mg·L-1 a λexc 365 nm / λem >400 nm. 

A la derecha, detalle de la placa final perforada en forma de bandas que corresponden a las 

md de cada pico. 

Observando el cromatograma completo, bajo las condiciones AMD 

descritas en cuatro etapas (Figura 4.8 ), el 98% p/p restante corresponde a 

FAME, migrando su pico a >80 mm (Figura 4.10 ). 

 

Figura 4.10  Cromatograma completo HPTLC-FDIC a λexc 365 nm / λem >400 nm obtenido 

para la muestra de biodiésel escaneado hasta md 90 mm. Impurezas de lípidos separadas 

por familias y pico mayoritario en FAME a md >80 mm. Condiciones de AMD en Figura 4.8 . 

4.3.3 Detección por densitometría de barrido. Evalu ación 

densitométrica  

Tras el desarrollo cromatográfico AMD, los cromatogramas HPTLC-

FDIC (Sección 4.3.2 ) se obtuvieron mediante una previa impregnación de la 

placa a través de la inmersión en una disolución de primulina en metanol (200 

mg·L-1) utilizando el dispositivo de inmersión cromatográfica III (Camag). El 

equipo TLC Scanner 3 (Camag) fue usado para la detección de los picos 

cromatográficos. 
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La detección densitométrica de las placas se lleva a cabo tras esa 

impregnación con primulina, basándose en los aumentos de emisión en la  

fluorescencia que experimenta la primulina en presencia de hidrocarburos 

saturados y lípidos, cuando el sistema se excita en el Visible. Se genera un 

aumento en la señal de fluorescencia en la medida a λexc 365 nm y λem >400 

nm. Este procedimiento de detección se denomina detección fluorescente por 

cambios de intensidad (FDIC) y es aplicable a las moléculas formadas con 

cadenas largas hidrocarbonadas. El origen de las señales FDIC se describe 

en [121, 123, 124]. 

Se observa en los cromatogramas que todos los componentes del 

biodiésel proporcionan incrementos de fluorescencia respecto de la línea de 

base proporcionada por la fluorescencia de la primulina. 

Se han desarrollado varios métodos analíticos utilizando este fenómeno 

FDIC. Como por ejemplo, el catión berberina se utilizó para detectar y 

cuantificar hidrocarburos saturados en productos de petróleo [123, 124]. En 

este caso, la excitación se llevó a cabo a 365 nm y la emisión se recogió a 

partir de 400 nm. La berberina también fue utilizada en la detección de lípidos 

[47]. Se ha estudiado que este fenómeno se debe a la interacción dipolar 

inducida entre el catión berberina y el correspondiente alcano en el medio de 

sílica gel. Con todo ello se desarrolló un modelo con resultados 

experimentales [121, 123, 124]. 

Ya se demostró que la detección con primulina es compatible con el 

análisis posterior ESI-MS [59]. La impregnación en primulina no se considera 

una derivatización ya que sólo se ven involucradas interacciones no 

covalentes. 

Por lo tanto, los picos a md 15.4 (pico 1), 24.2 (pico 2) y 41.4 mm (pico 

3) en el biodiésel (Figura 4.9 ) fueron transferidos mediante la interfaz 

(Camag) desde la placa impregnada en primulina al sistema ESI-MS. 
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4.3.4 Obtención de perfiles semicuantitativos e ide ntificación de MG 

en FAME 

Como se ha descrito en el Capítulo 2 , es posible la transferencia directa 

al MS de los picos separados en la placa cromatográfica (impregnada con 

primulina) mediante la interfaz.  

Por lo tanto, el siguiente paso que se llevó a cabo fue la caracterización, 

es decir, la obtención de perfiles e identificación de MG en la muestra FAME. 

Las especies de MG, DG y TG no pueden ser ionizadas fácilmente en 

ESI por protonación de soluciones no acuosas, incluso con la presencia de 

ácidos orgánicos (por ejemplo, ácido fórmico o acético). Sin embargo, estas 

especies pueden ionizarse de forma sencilla como aductos, por ejemplo de 

sodio [5, p. 218][143-146]. 

 Así pues, el pico 1 separado en el cromatograma correspondiente a la 

muestra (Figura 4.9 ), con md entre 15-20 mm (15.4 mm) se transfirió 

directamente de la placa al equipo ESI-MS utilizando la interfaz mencionada. 

En el espectro HPTLC-ESI+-MS se obtienen los iones moleculares sodiados 

[M+Na]+ correspondientes al perfil completo (incluye todo el rango de masas) 

de MG en la muestra (Figura 4.11 ). 
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Figura 4.11  Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) obtenido al extraer con la interfaz el 

pico 1 del cromatograma a md 15.4 mm (Figura 4.9 ). Corresponde al perfil completo de MG 

en FAME. Estructura molecular del MG 1-oleoil-rac-glicerol (extremo superior). 

Se procede a estudiar este espectro en detalle, así que se realiza un 

zoom a la zona del espectro donde aparecen los iones más abundantes 

(Figura 4.12  A).  Éstos a m/z 379 y 395 (ambos con cadena hidrocarbonada 

C18:1), corresponden al aducto de sodio 1-oleoil-rac-glicerol [C21H40O4+Na]+ 

y su forma oxidada  [C21H40O5+Na]+ respectivamente. El espectro HPTLC-

ESI+-MS del patrón de 1-oleoil-rac-glicerol (Figura 4.12  B) y su espectro 

HPTLC-ESI+-HRMS (Figura 4.12  C) confirman estas identificaciones. 
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Figura 4.12  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo positivo). Detalle de una parte del perfil 

de MG en FAME. Estructura molecular del MG 1-oleoil-rac-glicerol (extremo superior). En la 

muestra los iones más abundantes corresponden a m/z 379 y 395, confirmados por B) 

espectro del patrón 1-oleoil-rac-glicerol, así como por C) espectro HPTLC-ESI-HRMS (en 

modo positivo) con señales teóricas a m/z 379.2819 (error 1.7 mDa o 4.4 ppm) y m/z 395.2768 

(error 0.8 mDa o 2.0 ppm). 

El espectro HRMS proporciona la masa exacta y una identificación 

inequívoca. Se calcula el error relativo (ppm) de los iones más abundantes a 

m/z 379 y 395, como el cociente entre el valor absoluto y el valor teórico 

verdadero (Ecuación 4.1 ). El error relativo debería dar como resultado un 

valor máximo de 5 ppm. En el caso de m/z 379.2819 (señal teórica), se obtiene 

un error 1.7 mDa o 4.4 ppm; y en el de m/z 395.2768 (señal teórica), es de 0.8 

mDa o 2.0 ppm. 

 

Ecuación 4.1 Cálculo del error relativo (ppm) utilizado en la determinación de MG en 

biodiésel. 

En general, hay que destacar la elevada intensidad obtenida para los 

iones en todos los espectros realizados directamente a partir de la placa 

cromatográfica. 

En el espectro HPTLC-ESI+-MS se lleva a cabo también la pre-

identificación de una serie de MG sodiados que difieren en la cadena 

hidrocarbonada de FA (Figura 4.12  A). De entre los cuales se encuentran 

C18:2 (m/z 377), C18:0 (m/z 381) y C20:0 (m/z 409) como FA; o sus 

respectivas formas oxidadas basadas en C18:2 (m/z 393) y C20:1 (m/z 423). 

Es decir, se obtiene un perfil de los MG, que puede servir para aportar 

información sobre la procedencia y la historia del biodiésel analizado. 

El siguiente paso a llevar a cabo es la identificación MSn mediante la 

fragmentación del aducto de sodio del 1-oleoil-rac-glicerol presente en la 

muestra de biodiésel. El ion precursor a m/z 379 [C21H40O4+Na]+ se aísla con 

una anchura de ventana (tolerancia de masa) de m/z 2±1 y se fragmenta con 
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una amplitud de voltaje de 0.55 V. En el espectro HPTLC-ESI+-MS/MS se 

observan los iones m/z 361 [C21H38O3+Na]+ y m/z 333 [C19H34O3+Na]+. Éste 

último predomina de forma más clara. Se identifican con iones que provienen 

de la pérdida de -H2O y de -(CH2)2H2O respectivamente (Figura 4.13  A). 

Los fragmentos obtenidos son coherentes con las estructuras de MG de 

los iones ESI. El equipo de trampa de iones permite una fragmentación de 

baja energía, muy útil para obtener información estructural. 

El ion precursor que predomina a m/z 333 se aísla con una anchura de 

ventana (tolerancia de masa) de m/z 2±1 y se fragmenta con una amplitud de 

voltaje de 0.65 V. El espectro HPTLC-ESI+-MS3 del ion a  m/z 333 muestra los 

picos correspondientes a la pérdida de -H2O (m/z 315), -(CH2)2 (m/z 305), -

(CH2)2CH3 (m/z 289) y -(CH2)3CH3H2O (m/z 258) (Figura 4.13  B). 
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Figura 4.13  A) Espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo positivo) del ion precursor a m/z 379 

(Figura 4.12  A). Estructura molecular del MG 1-oleoil-rac-glicerol (extremo superior). B) 

espectro HPTLC-ESI-MS3 (en modo positivo) del ion precursor a m/z 333 confirmando el pico 

1 a md 15.4 mm (Figura 4.9 ) como MG en FAME. 

4.3.5 Obtención de perfiles semicuantitativos e ide ntificación de DG en 

FAME 

Del mismo modo que en el caso de los MG, se realiza la caracterización, 

es decir, la obtención de perfiles e identificación de especies de DG en la 

muestra de FAME (Figura 4.9 , pico 3 a md 41.4 mm). El espectro HPTLC-

ESI+-MS muestra las moléculas sodiadas [M+Na]+ a m/z 643 (C36:2) 

[C39H72O5+Na]+, m/z 659 (C36:2) [C39H72O6+Na]+, m/z 673 (C37:2) 

[C40H74O6+Na]+ y m/z 687 (C38:2) [C41H76O6+Na]+ que corresponden al perfil 

de DG en FAME (Figura 4.14  A). 
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Figura 4.14  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) del pico 3 a md 41.4 mm (Figura 

4.9) en la muestra de FAME. Estructura molecular del DG gliceril 1,3-diestearato (extremo 

superior). B) Se fragmenta el ion más abundante a m/z 643 para obtener el espectro HPTLC-

ESI-MS/MS de este ion precursor (en modo positivo), confirmando así la presencia de DG en 

FAME. 

Se selecciona como ion precursor el más abundante que corresponde a 

m/z 643, aislándose con una anchura de ventana (tolerancia de masa) de m/z 

2±1 y fragmentándose con una amplitud de voltaje de 0.4V, obteniendo su 

HPTLC-ESI+-MS/MS. Se muestran los picos correspondientes a la pérdida de: 

-(CH3)2 (m/z 613), -(CH2CH3)2 (m/z 584), -(CH2)4(CH3)2 (m/z 554) y -

(CH2)6(CH3)2 (m/z 526) (Figura 4.14  B). 

4.3.6 Obtención de perfiles e identificación de FA en FAME 

Habiendo estudiado el perfilado de las familias de MG y DG en FAME, 

se continuó con la caracterización de FA (Figura 4.9 , pico 2 a md 24.2 mm), 

es decir, la obtención de perfiles y su identificación. Éstos van a formar iones 

moleculares con carga negativa [M-H]-, por lo que el proceso se llevó a cabo 

mediante ionización ESI negativa, y no positiva formando iones sodiados 

[M+Na]+ (como sucedía en el caso de MG y DG).  

Para ello, mediante el estudio ESI--MS del pico 2, se obtienen las 

desprotonaciones [M-H]- que corresponden al perfil típico de FA (Figura 4.15  

A). 
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Figura 4.15 A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) del pico 2 a md 24.2 mm (Figura 

4.9) correspondiente al perfil de FA en FAME. Estructura molecular del FA correspondiente al  

ácido oleico (extremo superior). El ion obtenido más abundante es m/z 281, confirmándose 

que es ácido oleico, por: B) su espectro HPTLC-ESI-HRMS (en modo negativo) con señal 

teórica a m/z 281.2486 (error 1.2 mDa o 4.3 ppm), C) su espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en 

modo negativo) del ion precursor m/z 281, confirmando el pico 2 como FA en FAME. 
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El pico mayoritario observado corresponde a ácido oleico desprotonado 

[C18H34O2-H]- con m/z 281 (C18:1). Además de ácido oleico, en la muestra de 

FAME se identifican otros FA con distintas estructuras en su cadena; de entre 

los cuales se encuentran C16:0 (m/z 254), C18:2 (m/z 279), C20:0 (m/z 311) 

y C22:0 (m/z 339). Los tres espectros corresponden a la muestra de biodiésel 

(Figura 4.15 ) y no al patrón de ácido oleico (Figura 4.16 ). 
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Figura 4.16  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) del patrón de ácido oleico así 

como B) su espectro HPTLC-ESI-HRMS (en modo negativo) con señal teórica a m/z 281.2486 

(error 1 mDa o 3.5 ppm). C) Espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo negativo) del patrón de 

ácido oleico con los iones más abundantes obtenidos del precursor m/z 281. Estructura 

molecular del ácido oleico (extremo superior). 

En el espectro HPTLC-ESI--HRMS del pico 2 en la muestra de FAME 

(Figura 4.15  B) se obtiene un ion mayoritario con (m/z 281.2474) masa similar 

a la obtenida en el espectro HPTLC-ESI--MS (m/z 281.0) y HPTLC-ESI--

HRMS (m/z 281.2476) del patrón de ácido oleico (Figura 4.16  A-B).  

El espectro HPTLC-ESI--MS/MS del ion precursor m/z 281 en FAME 

(Figura 4.15  C) (aislado con una anchura de ventana de m/z 2±1 y 

fragmentado con una amplitud de voltaje de 0.65 V) ofrece una fragmentación 

similar a la del patrón de ácido oleico (Figura 4.16  C). Los fragmentos 

obtenidos corresponden a la pérdida de: -H2O (m/z 263), -CH2CH3H2O (m/z 

234) y -(CH2)6CH3H2O (m/z 163). 
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 INTRODUCCIÓN 

Los descubrimientos acerca de la implicación de las proteínas de 

membrana (MP) en procesos biológicos esenciales no dejan de aumentar 

[147]. Sin embargo, la comprensión de sus mecanismos de funcionamiento es 

en la actualidad muy limitada. Las MP representan actualmente menos del 2% 

de las proteínas cuyas estructuras se encuentran depositadas en el Protein 

Data Bank, mientras que representan aproximadamente el 30% del proteoma 

humano, y más del 60% de las dianas terapéuticas existentes [148, 149]. 

Esto es debido a que los detergentes especiales usados para extraer MP 

impiden su cristalización o la difracción a alta resolución de los cristales 

obtenidos, incluso pudiendo producir la inactivación de dichas proteínas [150]. 

De modo parecido, los lípidos han sido tradicionalmente considerados como 

impedimentos que debían ser eliminados antes de estudiar las estructuras de 

las MP. Sin embargo, los lípidos que se encuentran interaccionando y 

rodeando las MP en las membranas biológicas juegan un papel importante en 

la actividad de estas proteínas, influyendo directamente en su estabilidad 

[147]. Los lípidos pueden modificar la compacidad del complejo Proteína-

Detergente-Lípido (PDL) y cambiar la forma, y la resolución, de los cristales 

de MP. 

En este capítulo se muestra cómo la separación HPTLC y su 

acoplamiento con ESI-MS y tándem MS puede ayudar, de una manera simple 

y directa, a identificar los fosfolípidos (PL) que pueden afectar la función de 

las proteínas de membrana (MP) e, indirectamente, a mejorar la cristalización 

de éstas. 

A continuación, y antes de mostrar los resultados obtenidos, se explican 

los conceptos básicos necesarios para la comprensión de este capítulo y se 

plantea en detalle el problema analítico. 
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5.1.1 Las MP del aparato fotosintético de las bacte rias púrpuras 

La fotosíntesis, de primordial importancia evolutiva, es el proceso bio-

energético por el cual las plantas y ciertas bacterias sintetizan materia 

orgánica a partir de la luz [151]. 

Las bacterias púrpuras, que pertenecen a la familia de las Eubacterias, 

forman un grupo extremadamente heterogéneo a nivel morfológico (forma, 

tamaño, estructura de membranas…), fisiológico (consumo de carbono, 

nitrógeno…) y constitutivo (estructura molecular del aparato fotosintético, 

composición en pigmentos…). En presencia de oxígeno, estas bacterias 

realizan la respiración “clásica” y reprimen la síntesis de los complejos del 

aparato fotosintético. Por el contrario, cuando son cultivadas en medio 

anaerobio y en presencia de luz, realizan la fotosíntesis. Esto implica la 

formación de membranas invaginadas intracitoplasmáticas, formación que es 

fuertemente reprimida cuando la bacteria utiliza la respiración. Estas 

invaginaciones son debidas a la síntesis del aparato fotosintético. 

El Premio Nobel 1988 en Química fue concedido a Johann Deisenhofer, 

Hartmut Michel y Robert Huber por la elucidación de la estructura de Rayos X 

del centro reaccional fotosintético (RC) de Rhodopseudomonas viridis, una 

bacteria púrpura [151]. 

La cadena fotosintética de las bacterias púrpuras posee un único 

fotosistema que convierte la energía luminosa en energía química. Está 

compuesto de dos tipos de proteínas: las antenas colectoras de luz (LH1, por 

“light harvesting”) que absorben los fotones, y el centro reaccional fotosintético 

(RC) que realiza la separación de las cargas eléctricas. La antena LH1 está 

presente en todas las cepas bacterianas e íntimamente ligada al RC al que 

rodea. Estas antenas son proteínas integrales, constituidas por la repetición 

de un heterodímero de dos polipéptidos (de 5 a 7 kDa), a los cuales se asocian 

los pigmentos carotenoides y bacterioclorofílicos que captan la luz. Las 

bacterias púrpuras (y las verdes) deben sus nombres a la gran variedad de 

pigmentos de tipo bacterioclorofilas y carotenoides que contienen, y que 

confieren a los cultivos bacterianos este color. Estos pigmentos tienen 
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funciones importantes en las primeras etapas de la fotosíntesis: captación de 

la luz (por absorción), fotoprotección (por degradación del exceso de energía) 

y estabilización estructural de los complejos de captación de la luz. 

El laboratorio de Genética y Biofísica de Plantas (CEA, CNRS, Université 

d´Aix-Marseille, Francia), con quien se colabora en este trabajo, fue uno de 

los primeros en mostrar la existencia de dímeros RC-LH1 en forma de S [152], 

resultando de la asociación de dos monómeros de RC-LH1 gracias a la 

presencia del polipéptido suplementario pufX. En este complejo, las antenas 

LH1 se asocian formando un anillo abierto, en forma de C, que rodea al RC 

(Figura 5.1 ). El polipéptido pufX juega un papel estructural muy importante. 

De este modo, se dice que las MP involucradas en la actividad fotosintética 

de ciertas bacterias púrpuras no sulfurosas se presentan como un dímero, el 

complejo RC-LH1-pufX [153]. 

 

Figura 5.1  Organización de las membranas fotosintéticas [148]. A) Fractura de membranas 

de Rhodobaca (Rb.) bogoriensis (el rectángulo punteado se indica a modo de ejemplo). B) 

Mapa de proyección a 20 Å de resolución de las membranas nativas por coloración negativa 

de Rhodobacter sphaeroides. 

La proximidad de todos estos elementos juega un papel primordial en la 

transferencia de electrones, tráfico de H+ a través de la membrana y, por tanto, 

el ciclo fotosintético, con la producción simultánea de ATP a partir de ADP 

(Figura 5.2 ). 



FOSFOLÍPIDOS EN MEMBRANAS BACTERIANAS 

  
140 

 

Figura 5.2  Esquema de la cadena fotosintética. LH1 y LH2, antenas colectoras de luz que 

transfieren energía al RC (Centro Reaccional Fotosintético), donor de e- para las quinonas 

(Q). Se denomina Cyt c a Citocromo C. 

A pesar de todo este conocimiento, la ausencia de una caracterización 

de la estructura de alta resolución del complejo RC-LH1-pufX no permite 

comprender completamente el mecanismo, ni siquiera el papel estructural de 

pufX. Hasta la fecha, sólo se han propuesto modelos a partir de imágenes de 

microscopía de fuerza atómica (AFM) o de microscopía electrónica. 

5.1.2 Solubilización de MP 

Las MP constituyentes de este aparato fotosintético son proteínas 

integrales o intrínsecas, esto es, que se insertan en la bicapa lipídica de la 

membrana. Estas proteínas son moléculas anfifílicas, puesto que están 

constituidas por una parte hidrófoba que interacciona con las cadenas 

alifáticas de los lípidos de la membrana. Pueden estar completamente 

encajadas en la membrana o poseer dominios extra-membrana para fijar 

ligandos, transportar metabolitos o para realizar la transducción de energía. 

La presencia de una parte hidrofóbica en su estructura las hace 

insolubles en agua (se desnaturalizan) y complica la cristalización, tanto en la 

cristalogénesis como en las etapas de producción y purificación. Esto implica 

que, para manipularlas, hay que utilizar detergentes especiales, que son 
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compuestos anfifílicos de tipo tensioactivo, para mantenerlas en disolución. El 

detergente utilizado en este trabajo ha sido el dodecil β-maltósido (DDM), un 

tensioactivo no-iónico con cabeza tipo azúcar. 

Al contacto con la membrana, el detergente desestabiliza los lípidos y se 

inserta poco a poco en la bicapa lipídica hasta hacerse mayoritario. Hay 

entonces una solubilización de la membrana con formación de micelas mixtas 

detergente/lípido y de complejos proteína/detergente. Este complejo imita la 

bicapa lipídica recubriendo la superficie hidrofóbica de la proteína, lo que 

permite mantenerla en disolución. Es decir, que habrá una cierta cantidad de 

detergente asociado a la proteína. Asimismo, ciertos lípidos nativos quedan 

ligados a la proteína después de la extracción, de ahí el uso de la 

denominación PDL para designar al complejo Proteína-Detergente-Lípido. 

5.1.3 Influencia de los fosfolípidos en la solubili zación y cristalización 

de las MP 

Mientras que la importancia del detergente se ha considerado evidente 

desde los comienzos de la cristalización de las MP, la influencia de los lípidos 

no fue observada hasta 1993, en que Nussberger [154] mostró la necesidad 

de un galactolípido específico para la formación de un cristal 3D de un 

complejo proteico captador de luz en las plantas. Después se sucedieron más 

ejemplos [155] y, en algunos casos, la adición de lípidos ha contribuido incluso 

a la obtención de cristales [156, 157]. De hecho, la cantidad de lípidos influye 

directamente en la estabilidad de la proteína y puede, al igual que el 

detergente, modificar la compacidad del complejo PDL y cambiar la forma y la 

resolución de los cristales de MP [158]. Hay pues una cantidad óptima de 

lípidos a definir para encontrar el mejor compromiso entre ambiente próximo 

a las condiciones nativas y complejo PDL compacto. Sin embargo, esta 

cantidad difiere de una proteína a otra y no puede ser conocida a priori. 

Además, el detergente utilizado para la purificación determinará en gran 

medida la cantidad de lípidos copurificados con la proteína. La conclusión es 

que una MP debería cristalizar en un ambiente lo más similar posible a su 

medio natural. 
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Considerando las dificultades que acabamos de explicar, no es ilógico 

plantearse cómo las proteínas de membrana pueden incluso cristalizar. Sin 

embargo, se han dado aproximadamente 672 casos de éxito hasta 2016 

(Figura 5.3 ). 

 

Figura 5.3  Evolución con respecto al tiempo del número de estructuras de MP cristalizadas 

que se conocen hasta el año 2016. 

La cristalización de las MP es, pues, una tarea delicada, fruto de teoría, 

ensayos prueba-error y cribado extensivo. 

Aunque es raro que la extracción por un detergente elimine 

completamente la cubierta de lípidos unidos a las proteínas de membrana, si 

esto ocurre puede suponer la pérdida de la actividad biológica de la proteína. 

Hay docenas de ejemplos de proteínas (que incluyen deshidrogenasa 

succinato y otros componentes de la cadena de transporte de electrones, 

varias ATPasas, numerosas transferasas y receptores) que son inactivadas 

cuando son despojadas de lípidos por el detergente o disolventes orgánicos, 

y son reactivadas por adición de lípidos [159, p. 51 y p. 98]. 
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5.1.4 Influencia de los fosfolípidos en la función de las MP de bacterias 

fotosintéticas 

Las propiedades de las proteínas de membrana se comprenden mejor 

en el contexto de su entorno lipídico. De hecho, los contactos entre las 

proteínas integrales de membrana y los lípidos deben ser muy estrechos para 

mantener el sellado de la membrana como barrera de permeabilidad. La 

presencia de una proteína no tiene efecto sobre los lípidos distantes de la 

bicapa, pero sí lo tiene en el anillo (annulus) de lípidos que la rodean, 

formando la interfase con el resto de la membrana. Estos lípidos son 

denominados anulares o “boundary” (fronterizos) y pueden ser distinguidos 

experimentalmente de los lípidos “bulk” de la bicapa. Además de los lípidos 

bulk y anulares, hay una tercera clase de lípidos que comprenden aquéllos 

que están fuertemente unidos en hendiduras o entre subunidades de las 

proteínas. Estos lípidos son denominados lípidos cofactores, que se necesitan 

frecuentemente por razones de actividad. Experimentos con proteínas 

purificadas han mostrado que muchas proteínas de membrana requieren 

lípidos específicos (o clases de lípidos) para unirse de modo estable o 

insertarse en las bicapas. Asimismo, numerosos enzimas requieren lípidos 

específicos para su actividad [159, p. 97]. 

Las fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE) y 

fosfatidilgliceroles (PG) están entre las clases de fosfolípidos (PL) más 

importantes en las membranas de las bacterias púrpuras no sulfurosas [148, 

160] y son éstas en las que nos hemos centrado en este trabajo (Figura 5.4 ). 

Asimismo, la bibliografía sugiere un papel específico para la cardiolipina (CL) 

en los complejos fotosintéticos de las bacterias púrpuras [161]. Por ejemplo, 

la cristalización del centro reaccional de Rhodobacter (Rb.) sphaeroides, 

también una bacteria púrpura no sulfurosa, mostró que éste contiene un sitio 

para interaccionar con CL. La estructura obtenida por Rayos X muestra que 

la CL está unida a un dominio transmembrana y que los grupos negativamente 

cargados de la CL se estabilizan por interacciones con ciertos aminoácidos 

cargados positivamente (Arg, Lys, His). Las cadenas acilo de la CL 
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contribuyen a estabilizar la estructura de la proteína, proporcionando un modo 

de mantener unidas diferentes subunidades a través de este fosfolípido [162]. 

 

Figura 5.4  Estructura de A) fosfatidilcolinas (PC), B) fosfatidiletanolaminas (PE), C) 

fosfatidilgliceroles (PG) y D) cardiolipinas (CL), con R y R´ como cadenas hidrocarbonadas. 

Adicionalmente, la técnica de resonancia de espín electrónico (EPR) 

predijo, basándose en la forma y tamaño de su RC, que Rb. sphaeroides 

contiene 30-35 lípidos anulares. Las estructuras de Rayos X mostraron 

evidencia de lípidos específicos, incluyendo una cardiolipina y un PE, los 

cuales ajustan perfectamente en los surcos hidrofóbicos de la superficie de la 

proteína expuesta al dominio apolar de la membrana [159, p. 112]. 
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De las seis moléculas de PE identificadas en la estructura de la 

citocromo c oxidasa de Rb. sphaeroides, cuatro están entre las subunidades 

y son responsables de la unión de la subunidad IV en el complejo [159, p. 

216]. 

5.1.5 Técnicas analíticas para caracterización de l os PL de membrana 

Como se observa de lo anteriormente expuesto, la cristalografía de 

algunas MP, en los casos en los que se ha podido llevar a cabo 

satisfactoriamente, ha proporcionado una información detallada sobre la 

influencia de sus interacciones con lípidos en lo referente a sus funciones 

biofísicas más importantes. 

Los RC fotosintéticos fueron descubiertos en las bacterias púrpura y 

caracterizados por técnicas como EPR y espectroscopía óptica antes de que 

se probara que eran susceptibles de cristalización, por ejemplo, en el caso de 

Rb. sphaeroides [159, p. 99 y p. 109]. 

En ausencia de la posibilidad de llevar a cabo un análisis de Rayos X, 

un seguimiento por EPR o espectroscopía de fluorescencia, se han realizado 

simulaciones computacionales que han sugerido, como ejemplo, la posibilidad 

de un papel similar para la CL en otras bacterias púrpuras, además de en el 

caso mencionado de Rb. sphaeroides. 

Otra vía para la identificación de los fosfolípidos unidos a las membranas 

celulares es la extracción y ulterior análisis cromatográfico acoplado a 

Espectrometría de masas (MS). Esta vía ha sido relativamente poco explorada 

en el caso de las bacterias que aquí nos ocupan. 

La Cromatografía de gases (GC-MS) ha sido utilizada para este fin, si 

bien se ha demostrado que hasta un 40% de los compuestos presentes en 

extractos celulares son modificados o destruidos por efectos térmicos con esta 

técnica, aunque los compuestos hayan sido previamente derivatizados por 

trimetilsililación [163, 147]. Si bien la aproximación al análisis por 

Cromatografía líquida acoplada a Espectrometría de masas (LC-MS) parece 
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más correcta desde el punto de vista de la posible modificación térmica de los 

compuestos, esta técnica ha sido poco utilizada hasta el momento en el caso 

de las bacterias aquí estudiadas. 

La Cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC) tampoco ha sido 

muy utilizada. Barret desarrolló un método basado en HPTLC para evaluar 

semicuantitativamente el efecto de los detergentes en la cristalización del 

complejo RC-LH1-pufX de Rhodobacter (Rb.) blasticus [164]. 

La misma autora llevó a cabo uno de los pocos estudios realizados hasta 

el momento para identificar, en general, las especies de cada clase de PL en 

Rb. blasticus. Utilizó LC-MS en fase reversa, ajustando las condiciones de 

separación con el objetivo de un análisis general de todas las clases de PL y 

comparó los resultados con los obtenidos mediante análisis por HPTLC. En 

este trabajo, las clases de PL separadas en la placa fueron rascadas y 

posteriormente extraídas manualmente para su análisis por MS. Ambas 

técnicas coincidieron en lo sustancial, si bien sólo detectaron 

mayoritariamente PC, PE y PG(36:2) y ninguna especie de CL fue encontrada. 

El único estudio acerca de bacterias fotosintéticas que se ha centrado 

en la identificación de las especies de CL ha sido publicado muy 

recientemente, coincidiendo con la redacción de esta Memoria [19]. 

Las especies de CL contenidas en los extractos lipídicos de una cepa 

particular (R26) de la bacteria fotosintética púrpura no sulfurosa Rb. 

sphaeroides han sido identificadas recientemente por primera vez y de una 

manera inusual hasta ahora en la literatura. Para ello, se usa un esquema que 

combina TLC, obtención preparativa de la banda de CL mediante rascado 

manual de la placa, y ulterior LC en fase reversa acoplada a ESI-MS, con 

ionización en modo negativo, y tándem secuencial MS/MS, MS3 con un equipo 

de trampa de iones similar al utilizado en nuestro trabajo. El acoplamiento “off-

line” de dos tipos de cromatografía diferentes (y el ulterior acoplamiento “on-

line” a MS) ha llevado a encontrar seis tipos principales de CL, CL(72:4), 

CL(72:3), CL(71:3), CL(70:3), CL(70:4) y CL(66:3), (en total 27 especies 

fueron identificadas, incluyendo en éstas isómeros composicionales y 
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regioisómeros). La técnica es eficaz, analíticamente hablando, aunque tediosa 

en cuanto a tiempo y trabajo experimental. Está enfocada específicamente a 

CL. 

En lo referente a los resultados de ese trabajo, es interesante la 

presencia de cadenas impares C17 y C19, que en este caso se presentan en 

forma saturada. La ausencia de cadenas poliinsaturadas, más susceptibles al 

daño por oxidación, está justificada por la conocida ausencia de carotenoides, 

que actúan como antioxidantes, en la cepa R26 de esta bacteria. No es el 

caso de las bacterias estudiadas en nuestro trabajo, que contienen pigmentos 

carotenoides. Esto está de acuerdo con resultados publicados previamente 

[165-167]. 

 OBJETIVO 

Nosotros hemos continuado el trabajo de Barret [148] con el mismo 

enfoque (análisis general de clases de PL en Rb. blasticus) para ver si el 

acoplamiento “on-line” HPTLC-MS (trampa de iones) proporciona datos 

adicionales sobre las especies moleculares de PL presentes, respecto a los 

ensayos LC-MS que se realizaron previamente con esta bacteria. 

Pretendemos comprobar también si es posible, en estas condiciones, 

encontrar especies de CL en esta misma bacteria y en las otras estudiadas 

Rhodospirillum (Rd.) rubrum y Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis, así como en el 

complejo purificado de esta última bacteria, que también ha sido obtenido en 

condiciones aerobias (presencia de O2) y anaerobias (luz en ausencia de O2); 

aunque los resultados previos encontrados en la bibliografía (caso del Rb. 

blasticus o casos de las otras dos bacterias consideradas) hayan sido 

negativos [148]. 

Hemos intentado evaluar si es posible identificar las especies sin 

introducir la etapa LC-MS tras la separación HPTLC, acoplando ésta 

directamente a MS. 

Pretendemos identificar los fosfolípidos (PL) presentes de las clases PC, 

PE y PG en los extractos de esas mismas bacterias púrpuras fotosintéticas 
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no-sulfurosas. Las bacterias han sido cultivadas en el Laboratoire de 

Biophysique et Génétique de Plantes (CEA, CNRS, Université Aix-Marseille), 

que estudia su fotosíntesis. 

 RESULTADOS 

5.3.1 Preparación de muestra 

Se prepararon membranas de Rd. rubrum, Rb. blasticus y Rbc. 

bogoriensis mediante una técnica descrita en la bibliografía [153]. Las dos 

primeras bacterias fueron obtenidas en condiciones fotosintéticas mientras 

que Rbc. bogoriensis fue cultivada en condiciones aerobias (A) y anaerobias 

(B). Las membranas fueron en todos los casos solubilizadas utilizando DDM 

y purificadas por métodos descritos [153]. Se aisló y purificó el complejo RC-

LH1-PufX de Rbc. bogoriensis. 

 

Las membranas fotosintéticas fueron solubilizadas y purificadas usando 

el método descrito por Comayras et al. [168] y Semchonok et al. [153]. Las 

células recién cultivadas fueron recogidas por centrifugación a 8.0·103g, 

lavadas con tampon Tris (tris(hidroximetil)aminometano)-HCl (20 mM, pH 8) y 

con 4-(2-aminoetil) benzenosulfonil fluoruro (1mM, Interchim), y 

posteriormente sometidas a tres ciclos con prensa francesa (hidráulica), a 

1.6·104 p.s.i. Las células que quedaron intactas y otros residuos fueron 

eliminadas por centrifugación a 2.0·104g durante 30 min a 4 ºC. Las 

membranas fotosintéticas fueron “pelletizadas” a 2.0·105g durante 90 min y 

resuspendidas en Tris-HCl (20 mM, pH 8) y 4-(2-aminoetil) benzenosulfonil 

fluoruro (1 mM). Para la preparación del complejo RC-LH1 (ver más abajo), 

las membranas fueron tratadas con NaBr 3M, seguido de dos lavados con 

Tris-HCl (50 mM, pH 8) para eliminar las proteínas unidas a la membrana. En 

todos los experimentos, las membranas fueron suspendidas en Tris-HCl (20 

mM, pH 8). 
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Las membranas fotosintéticas fueron solubilizadas con 1% de dodecil β-

maltósido (DDM) (Biomol) durante 10 min a 4 ºC y luego ultracentrifugadas a 

2.0·105g durante 30 min para eliminar el material insoluble. El complejo 

solubilizado se depositó en un gradiente continuo de sacarosa, conteniendo 

Tris-HCl (20 mM, pH 8), sacarosa 0.5 M y DDM al 0.01%, y posteriormente 

fue ultracentrifugado a 2.0·105g durante 15h a 4 ºC. De este modo, se 

separaron tres bandas de pigmentos correspondiendo (de arriba abajo) a: 

citocromo bc1, complejo monomérico y dimérico RC-LH1. Esta última fracción 

fue recogida utilizando una jeringa aplicada a una columna cromatográfica 

(GE Healthcare) con relleno de intercambio aniónico (Mono Q), preequilibrada 

previamente con Tris-HCl (50 mM, pH 8) y DDM al 0.015%. Tras lavar con 5 

mL de tampon, el complejo fue eluido con 30 mL de un gradiente lineal de 

NaCl (0-500 mM) a un flujo de 0.5 mL·min-1. La fracción dimérica fue recogida 

y concentrada mediante cromatografía de filtración en gel (GPC) (columna 

Superose-6, GE Healthcare). Dicha fracción fue congelada y guardada en 

pequeñas alícuotas para su investigación estructural. 

5.3.2 Aplicación de patrones y muestra en HPTLC 

La extracción de los lípidos se hizo a partir de 800 µL de dímeros de RC-

LH1-PufX obtenidos de la columna anteriormente mencionada (1-1.5 mg·mL-

1), o bien 100 µL de membranas (10 mg·mL-1) diluidos con 700 µL de agua. 

Se añadieron 3 mL de CHCl3-MeOH (1:1, v/v) en tubos previamente 

enjuagados en CHCl3 y utilizando pipetas Pasteur también enjuagadas en 

CHCl3, a fin de eliminar trazas de ácidos grasos en el material de vidrio. El 

tubo fue agitado con el vórtex 10 min. Se añadió 1 mL de CHCl3 (vórtex 30 s) 

y 1 mL de NaCl al 0.9%. Los tubos se agitaron 10 min y luego centrifugados 

(5 min, 4.0·103 rpm, 4 ºC). Se recuperó la fase orgánica (inferior). La fase 

acuosa se extrajo de nuevo dos veces con 1 mL de CHCl3. Tras reunir las 

fases orgánicas, éstas fueron evaporadas bajo flujo de N2. Los lípidos fueron 

entonces redisueltos en un volumen entre 650-850 µL de DCM-MeOH (1:1, 
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v/v) para su aplicación en la placa cromatográfica con el aplicador de muestra 

ATS4. 

Utilizando el sistema ATS4, se aplicaron por duplicado varias muestras 

de membranas y complejo (5 µL/banda) en placas HPTLC de sílica gel 20x10 

cm en forma de bandas de 4 mm. Cuatro de las calles iniciales por duplicado 

se reservaron para la aplicación de los patrones PL (2.0 µg/banda) 

pertenecientes a las cuatro familias de fosfolípidos investigadas 

(fosfatidilcolinas PC, fosfatidiletanolaminas PE, cardiolipinas CL y 

fosfatidilgliceroles PG) (Figura 5.5 ). 

 

Figura 5.5  Aplicación de patrones y muestras (membrana y complejo) en la placa de sílica 

gel. 

5.3.3 Desarrollo cromatográfico AMD 

Los diferentes gradientes AMD estudiados para separar las bandas 

correspondientes a las cuatro clases de PL mencionadas se describen en las 

Tablas A1.2  (Anexo A1 ). Se seleccionó de entre ellos un gradiente que 

permite: una adecuada separación de los PL; proporciona un medio sodiado 

que posibilita una ionización ESI positiva; y facilita un buen acoplamiento con 

la técnica de MS utilizada. Sin embargo, como veremos más adelante, estas 

condiciones de gradiente que permiten unas condiciones adecuadas para una 
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inspección general de todas las clases de fosfolípidos, deben ser modificadas 

si se pretende una caracterización ulterior de las cardiolipinas. 

Así pues, se seleccionó un gradiente general en 7 etapas basado en el 

uso de MeOH-AcOEt-H2O con preacondicionamiento ácido (HAc 1N) previo 

de la placa (Figura 5.6 ). Las bandas fueron detectadas por densitometría UV 

a 190 nm y por videodensitometría a 366 nm (Figura 5.7  A-B ). Las respectivas 

zonas de interés para cada familia de PL se pueden seleccionar mediante la 

interfaz portátil TLC-MS, que está basada en extracción automatizada y 

elución. De este modo, la banda seleccionada es transferida directamente en 

cuestión de segundos a un equipo tándem MS de trampa de iones. Así, 

utilizando las distancias de migración (md) de los patrones de PL, se 

perforaron las zonas correspondientes de la placa utilizando el cabezal oval 

(4x2 mm) del pistón de la interfaz. Dado que existe un ligero efecto de matriz, 

se llevó a cabo una verificación de los límites de elución para cada clase de 

PL. Las zonas escogidas de la placa fueron: PC (11-13 mm), PE (29-34 mm), 

CL (39-41 mm) y PG (45-49 mm). 

 

Figura 5.6  A) Tabla del gradiente de elución en siete etapas, basado en mezclas ternarias de 

MeOH-AcOEt-H2O, para separación de fosfolípidos en muestras de bacterias púrpuras de 

membranas fotosintéticas. B) Representación de las condiciones de gradiente de elución: 

MeOH , AcOEt , H2O , md . 
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Figura 5.7  A) Separación HPTLC (AMD) de los patrones PC, PE, CL y PG, a 190 nm. B) 

Imagen UV de videodensitometría a 366 nm de PC (calles 1,2); PE (3,4); CL (5,6); PG (7,8); 

blanco (9); Rb. blasticus (10,11); blanco (12); Rd. rubrum (13,14); blanco (15); Rbc. 

bogoriensis A (16,17); blanco (18); Rbc. bogoriensis B (19,20); blanco (21), complejo RC-LH1-

PufX obtenido de Rbc. bogoriensis (22,23). 

5.3.4 Los patrones de las clases de PL y su análisi s por HPTLC-MS 

Los patrones (Sigma-Aldrich) provienen de fuentes naturales. Patrón PC: 

1,2-diacyl-sn-glicero-fosfocolina, de clara de huevo, (pureza ≥ 99%) con 

presencia de ácidos palmítico, oleico, linoleico y esteárico. Patrón PE: L-α-

fosfatidiletanolamina, de clara de huevo, (pureza ≥ 97%). Patrón PG: sal de 

sodio de L-α-fosfatidilglicerol, de lecitina de clara de huevo, (pureza ≥ 99%). 

Patrón CL: sal de sodio de cardiolipina, 1,3-bis(sn-3’-fosfatidil)-sn-glicerol, de 

corazón bovino, con composición en ácidos poliinsaturados, en especial, 

ácido linoleico. 

Los propios patrones fueron problemas analíticos en sí mismos, ya que 

sus especificaciones no detallaban su composición en ácidos grasos. Así 

pues, sus fosfolípidos fueron identificados, al igual que las muestras 

problemas, por la técnica HPTLC-MS aquí desarrollada. 

Es preciso mencionar primero que, para una clase dada de PL, la 

notación adoptada aquí para la identidad de las especies moleculares es (x:y), 

donde “x” es el número total de carbonos de las cadenas de ácido graso de la 

molécula, e “y” corresponde al número total de dobles enlaces. 
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Los espectros ESI-MS (en modo positivo) de los patrones PC y CL 

mostraron aductos de sodio [M+Na]+ y [M-2H+3Na]+, respectivamente, 

cuando se obtuvieron directamente a partir de la placa de sílica gel (utilizando 

el gradiente AMD seleccionado). Los aductos sodiados son formados 

conforme a lo descrito en la bibliografía [169]. Dichos aductos pudieron ser 

fragmentados usando tándem MS. 

La caracterización del patrón PC corresponde a una mezcla de PC(34:1) 

que es mayoritario y PC(36:1). El sodio permaneció como carga de los 

fragmentos, lo cual, como se verá más adelante, permitirá identificaciones 

estructurales, tanto en el patrón correspondiente como en las membranas, 

mediante los iones producto (MS/MS) (Figura 5.8  A-B ). 

 

Figura 5.8  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) del patrón de PC (estructura 

molecular de PC en el extremo superior) y B) espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo positivo) 

del ion precursor a m/z 782. 
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La CL, con cuatro cadenas de ácidos grasos y dos grupos fosfato en su 

estructura, puede ser ionizada también mediante ESI- (negativa) como [M-

2H]2- [170]. El patrón corresponde mayoritariamente a CL(72:8) y más 

concretamente a CL[18:2/18:2/18:2/18:2] (Sección 5.3.10 ). 

Los patrones PG y PE fueron ionizados preferiblemente en modo 

negativo. El patrón PG corresponde a un ion mayoritario [M]- de PG(34:1) y 

otro minoritario de PG(36:2) (Figura 5.9  A). El patrón PE ionizado como [M-

H]-, muestra una mezcla compleja de especies, de las cuales PE(36:2) es la 

mayoritaria (Figura 5.9  B). 

 

Figura 5.9  Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de A) patrón PG (estructura 

molecular de PG en el extremo superior); B) patrón PE (estructura molecular de PE en el 

extremo superior).  
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Se utilizó el software de LIPID MAPS para cribar las especies a partir de 

los espectros ESI-MS. La identificación de las especies moleculares 

individuales de cada clase de PL se basa en la distancia de migración 

cromatográfica, el espectro ESI-MS correspondiente y el análisis de iones 

producto por MS/MS, así como en algunos casos mediante espectros de 

HRMS (alta resolución, masa con cuatro decimales), también obtenidos desde 

la placa. 

Los espectros de los patrones PC (HPTLC-ESI+-MS) (Figura 5.10 ) y PG 

(HPTLC-ESI--MS) (Figura 5.11 ) obtenidos entre julio de 2016 y abril de 2017 

muestran una adecuada estabilidad en el tiempo y una correcta intensidad de 

los iones cuando se compara con una ionización en disolución. 
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Figura 5.10  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) del patrón de PC obtenidos entre 

julio 2016 y abril 2017 (estructura molecular de PC en el extremo superior). Comparación 

placa-disolución. 
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Figura 5.11  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) del patrón de PG obtenidos entre 

julio 2016 y abril 2017(estructura molecular de PG en el extremo superior). Comparación 

placa-disolución. 
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5.3.5 Artefactos tipo “clúster” 

Varios tipos de “clusters” sodiados de fondo fueron detectados durante 

los experimentos (corresponden a Na+(CH3-COONa)n1, (HCOONa)n2, (con n1, 

n2 ≥0), y que pueden aparecer a intervalos de m/z Δ=82, en el caso de acetato 

de sodio, y m/z Δ=68, en el caso del formiato). La formación de dichos 

“clusters” puede estar favorecida por el preacondicionamiento de la placa con 

HAc, así como la ubicua presencia de Na+ en las placas, necesaria para 

posibilitar una ionización positiva. Este fenómeno no sólo ocurre en los 

experimentos de HPTLC-MS, sino que también está descrito en el caso de 

experimentos llevados a cabo con LC-MS, como se puede ver en la 

bibliografía [171, 172]. 

Además de los “clusters de fondo”, también pueden formarse “clusters” 

a partir de los iones de la muestra, tales como [M+Na]+(CH3-

COONa)/[M+Na]+(HCOONa), en el caso de la ionización positiva. La 

detección de estos “clusters” se ha cuidado especialmente en los 

experimentos expuestos en esta Memoria. 

5.3.6 Especies de PC, PG, PE en extractos de membra na de 

Rhodobacter (Rb.) blasticus 

En lo referente a Rb. blasticus, se obtuvo el espectro HPTLC-ESI-MS 

(en modo positivo) de las PC como [M+Na]+ (Figura 5.12  A). Se encontraron 

mayoritariamente en esta membrana dos especies de PC. La especie 

preponderante corresponde a PC(36:2), lo cual está en concordancia con 

experimentos previos llevados a cabo mediante LC-MS por Barret [148]. Esta 

estructura puede ser probablemente la del 1,2-divaccenil-glicero-3-

fosfocolina, preponderante en membranas de bacterias fotosintéticas [160]. El 

ácido vaccénico, (Z)-octadec-11-enoico, un ácido graso ω-7, ha sido 

considerado como uno de los ácidos grasos preponderantes en los PL de Rd. 

rubrum. El resto de iones obtenidos (Figura 5.12  A) corresponden a 

[M+Na]+(CH3-COONa) ó [M+Na]+(HCOONa). Así el ion a m/z 864.4 

corresponde al “clúster” de CH3-COONa de [PC(34:1)+Na]+ (m/z Δ=82). Los 



CAPÍTULO 5 

 
159 

iones a m/z 876.4 y 890.4 pueden ser atribuidos a “clusters” de HCOONa 

[PC(36:2)+Na]+ (m/z Δ=68) y de CH3-COONa de [PC(36:2)+Na]+ (m/z Δ=82), 

respectivamente. 

 

Figura 5.12  Espectro HPTLC-ESI-MS de extractos de membrana de Rb. blasticus con detalle 

de las especies moleculares encontradas: A) espectro ESI (en modo positivo) de la banda a 

md 12 mm (PC) (estructura molecular de PC en el extremo superior); B) espectro ESI (en 

modo negativo) de la banda a md 48 mm (PG) (*ion a m/z 714.6 corresponde a “clúster” de 

fondo de -CH3COONa que proviene probablemente del preacondicionamiento de la placa con 

HAc). Las atribuciones a cada ion se detallan en la Memoria (estructura molecular de PG en 

el extremo superior); C) espectro ESI (en modo negativo) del patrón PG a md 48 mm 

(estructura molecular de PG en el extremo superior). 
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A continuación, se obtuvo el espectro HPTLC-ESI--MS de las especies 

moleculares de PG encontradas en los extractos de membrana de Rb. 

blasticus, ionizadas como [M]- (Figura 5.12  B). Las especies moleculares más 

intensas son: PG(36:2) (ya detectada en los experimentos previos LC-MS 

mencionados anteriormente [148]) y PG(34:1). Estos compuestos tienen la 

misma composición de cadenas que los encontrados en el patrón de PG 

(Figura 5.12  C). Otros iones probablemente correspondientes a PG(31:3, 

40:1; 43:4) fueron detectados con bajas intensidades en Rb. blasticus (a m/z 

702.5, 831.5 y 868.5 respectivamente), así como una probable estructura de 

lyso-PG(30:6) (a m/z 668.6). 

La ionización negativa de PE fue difícil. La eficiencia de ionización de las 

especies PE como aductos protonados y/o sodiados es más baja que la de 

las especies PC, ya que la amina cuaternaria de las especies PC con carga 

positiva es mucho más estable que la amina primaria de las especies PE [5, 

p.180]. Se obtuvieron señales de baja intensidad correspondientes a iones de 

PE en Rb. blasticus. Dichas señales fueron del mismo orden de magnitud que 

las de los “clusters” de fondo de acetato sódico. 

5.3.7 Especies de PC, PG, PE en extractos de membra na de 

Rhodospirillum (Rd.) rubrum 

En lo relativo al extracto de membrana de Rd. rubrum, se obtuvo el 

espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de las PE como [M-H]- (Figura 

5.13 A). En esta membrana se encontraron mayoritariamente dos especies de 

PE, junto con iones a m/z 714.3, 796.5 y 878.6 que corresponden a “clusters”. 

A modo de ejemplo de identificación de PE, se obtuvo el espectro HPTLC-ESI-

-MS/MS a partir del aislamiento y fragmentación del ion precursor a m/z 742.2. 

El correspondiente ion producto a m/z 682.2 muestra una pérdida del grupo –

OCH2CH2NH3 (Figura 5.13  B). El precursor puede, por consiguiente, ser 

identificado como PE(36:2). Por su parte, PE(32:1) fue la especie 

ponderalmente más importante, con una cadena derivada de ácido 

palmitoleico (Δ-9-cis-hexadecénico, ácido graso ω-7 monoinsaturado) y otra 

de ácido palmítico (ácido hexadecanoico, saturado). 
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Figura 5.13  A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de la banda a md 30 mm (PE) 

correspondiente al extracto de membrana de Rd. rubrum (estructura molecular de PC en el 

extremo superior) B) El ion a m/z 742 fue fragmentado para obtener el espectro HPTLC-ESI-

MS/MS (en modo negativo)  de este ion precursor. (*m/z 714.3, 796.5 y 878.6 corresponden 

a “clusters” de –CH3COONa). 

Respecto a PC, se encontraron diversas señales de baja intensidad, 

como [M+Na]+, correspondientes a varias especies de PC. La baja 

concentración/ausencia de especies preponderantes de PC en membranas 

de Rd. rubrum fue puesta de manifiesto por Russell y Harwood [160] y 

referencias allí encontradas. 

En cuanto al PG no se llegaron a encontrar estructuras moleculares de 

esta especie en los extractos de membrana de Rd. rubrum. 

5.3.8 Especies de PC, PG, PE en extractos de membra na de 

Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis A, B,  y en el complejo purificado 

Varias especies moleculares de PC fueron detectadas en los extractos 

de membranas de Rbc. bogoriensis A y B, aunque como en el caso de Rd. 

rubrum, presentan bajas intensidades y son de la misma magnitud que el ruido 

producido por los “clusters” de fondo de sodio. 
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De modo similar, varias especies moleculares de PC fueron detectadas 

en baja concentración (a nivel de ruido) en Rbc. bogoriensis A. Sin embargo, 

los espectros ESI+-MS, tanto del extracto de membrana Rbc. bogoriensis B, 

como del complejo purificado, muestran claras, intensas y definidas especies 

de PC (Figura 5.14  B-C). La técnica permite evaluar diferencias entre las 

especies presentes en las membranas obtenidas en condiciones aerobias y 

anaerobias. PC(36:2) a m/z 808.6 es la especie preponderante en el extracto 

de Rbc. bogoriensis B. Otras especies de PC se encuentran en baja 

concentración. Entre ellas, iones a m/z 782.6 y 822.7, correspondientes a 

PC(34:1) y PC(37:2). 
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Figura 5.14  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) de especies moleculares de PC en 

A) Patrón (el ion a m/z 864.5 corresponde al “clúster” [PC(36:2)+Na]+CH3COONa) (estructura 

molecular de PC en el extremo superior); B) extracto de membranas de Rbc. bogoriensis B 

(condiciones anaerobias); C) complejo RC-LH1-PufX purificado a partir de Rbc. bogoriensis. 

El complejo purificado muestra un espectro ESI+-MS (Figura 5.14  C) con 

iones correspondientes a especies de PC y preponderantes a m/z 822.6 

[PC(37:2)], 808.6 [PC(36:2)], 850.5 [PC(39:2)], 700.5 [PC(28:0)]. El ion a m/z 

782 [PC(34:1)] presenta muy baja intensidad. 

Las especies PG mostraron una buena ionización en modo negativo. Se 

obtuvo el espectro ESI-MS (en modo negativo) del patrón PG, con un ion 

intenso a m/z 747.3 correspondiente a PG(34:1), y un ion de baja intensidad 

a m/z 773.3 de PG(36:2) (Figura 5.15  A). Al igual que en el caso de PC, se 

encontraron varios iones de baja intensidad (0.5-1x105) correspondientes a 

especies PG en Rbc. bogoriensis A y B, entre el ruido de los “clusters” 

sodiados. No existen especies predominantes. En cambio el complejo 

purificado (Figura 5.15  B) muestra señales intensas debidas a especies 

moleculares de PG, siendo la más prominente PG(36:2). Otras especies con 

menor intensidad fueron PG(34:4) y PG(33:4). 
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Figura 5.15  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de especies moleculares de PG 

en A) Patrón (estructura molecular de PG en el extremo superior); B) complejo RC-LH1-PufX 

purificado a partir de Rbc. bogoriensis. 

En cuanto al PE no se llegaron a encontrar estructuras moleculares de 

esta especie en los extractos de membrana de Rbc. bogoriensis A, B, ni en el 

complejo purificado. 

A modo de resumen, se presentan en la Tabla 5.1  las especies 

moleculares de PC, PG y PE identificadas en este trabajo. 

 

Tabla 5.1  Resumen de las especies moleculares de PC, PG y PE identificadas. 
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5.3.9 Cadenas impares de ácidos grasos en PL 

En principio, podría resultar sorprendente la presencia de alguna cadena 

impar de ácido graso [PC(37:2), PC(39:2)] en el extracto de membrana de 

Rbc. bogoriensis B (condiciones fotosintéticas) y en su complejo dimérico 

purificado. Sin embargo, la presencia de cadenas impares ya ha sido descrita 

en dos casos en bacterias púrpuras no sulfurosas. Así, los PL de una cepa de 

Rhodopseudomonas acidophila mostraron una composición inusual en las 

cadenas de ácidos grasos, con la presencia de 17:1 (20%) y 19:1 (9%) en 

condiciones aerobias, y aproximadamente un 2% para ambas cadenas en 

condiciones anaerobias [173]. También, varios autores han encontrado 

cadenas saturadas impares (17:0, 19:0) de CL en la cepa R26 de Rhodobacter 

(R.) sphaeroides, que no contiene pigmentos carotenoides. La función de 

dichas cadenas impares podría estar relacionada con el incremento de la 

fluidez de las membranas [19, 165-167]. 

Fuera del campo de las bacterias fotosintéticas, hay que reseñar que 

desde hace tiempo se vienen consignando en la literatura la presencia de 

cadenas de ácidos grasos impares en diferentes organismos de los reinos de 

las plantas, animal y microbiano [174]; tanto en el caso de ácidos grasos libres 

[175] como de PL (poli) insaturados [176]. Esto también se ha descrito en el 

hombre, por ejemplo en el suero humano [175, 177]. 

5.3.10 Especies de CL en extractos de membrana y en  el complejo 

purificado  

Esta investigación presenta varias dificultades. Por un lado, los 

espectros MS de las especies de CL son sumamente complejos y la ionización 

difícil. Por otro lado, la base de datos LIPID MAPS no contiene muchos lípidos 

de bacterias. Además, solo están comercialmente disponibles patrones CL 

con cadenas acilo muy concretas (C18:2), lo que hace que la caracterización 

de especies CL en bases de datos se lleve a cabo a partir de los espectros 

completos de las muestras biológicas que se van estudiando [5, capítulo 5]. 
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No se observaron especies de CL en los extractos de membrana de Rd. 

rubrum ni en los de Rbc. bogoriensis y tampoco en su complejo purificado. Sin 

embargo, presentamos aquí los resultados obtenidos que, si bien no son 

concluyentes, permiten lanzar una hipótesis, a confirmar en un futuro, acerca 

de la presencia de CL en la membrana de Rb. blasticus. 

 

El esquema de fragmentación de un lípido particular depende de la 

cinética de su reacción de descomposición, así como de la termodinámica de 

los iones producto resultantes. En otras palabras, las propiedades químicas 

determinan la fragmentación. Sin embargo, la aparición de un determinado 

ión-producto tras disociación inducida por colisión (CID) puede variar 

drásticamente. La variación del espectro depende de la energía cinética del 

ion precursor y del número de colisiones tanto del ion precursor como de los 

iones resultantes. 

En general, los iones detectados a partir de patrones sintéticos CL 

pueden ser encontrados en los iones producto de las CL naturales. Sin 

embargo, las intensidades pueden variar de muestra a muestra. 

La CL es una clase de PL aniónico que contiene dos grupos fosfodiéster 

en cada molécula (Figura 5.4  D). Las especies de CL forman aniones mono 

y di-cargados en ESI-MS (en modo negativo). En la mayoría de los casos, el 

ion [M-2H]2- es más abundante que [M-H]-. En ESI+-MS, la CL puede formar 

aductos de sodio, [M+Na]+ y [M-2H+3Na]+ en disolución [169, 170]. 

A fin de verificar la fragmentación en ambos modos, y tanto en disolución 

como directamente desde la placa cromatográfica de sílica gel, utilizamos en 

nuestro trabajo el patrón comercial de CL anteriormente descrito (Sección 

5.3.4). 
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1) Viabilidad de la ionización negativa de CL patró n en la placa 

La ionización ha sido idéntica en la placa cromatográfica y en disolución, 

mostrando el patrón un ion a m/z 723.4 correspondiente a [M-2H]2-, que 

corresponde a CL(72:8) y más concretamente a CL(18:2/18:2/18:2/18:2), 

característico [170, 178]. La repetibilidad del ensayo en placa fue evaluada 

satisfactoriamente (Figura 5.16  A-B). 

 

Figura 5.16  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de especies moleculares de CL 

en A) Patrón en placa cromatográfica (Julio 2016) con detalle del desdoblamiento del pico 

más intenso a m/z 723.4 (estructura molecular de CL en el extremo superior); B) Patrón en 

placa cromatográfica (Noviembre 2016); C) El ion a m/z 723.2 fue fragmentado para obtener 

el espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo negativo)  de este ion precursor. 
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Asimismo, el espectro MS/MS obtenido a partir del ion a m/z 723.4 

(Figura 5.16  C) proporcionó un ion producto a m/z 592.1, asignado a una 

estructura [M-2H-RC=O=O]2-, que está de acuerdo con la bibliografía antes 

citada obtenida en disolución, y con la idea de que el ion [M-2H]2- es un 

precursor básico que sufre más fácilmente una pérdida del grupo ceténico que 

de algún grupo ácido graso [5]. 

2) No se produce oxidación de CL en la placa 

A modo de curiosidad, en una muestra de CL patrón en disolución (en 

MeOH) que se dejó varios días a temperatura ambiente, se detectaron varios 

productos de oxidación (Figura 5.17 ), que pueden ser asignados a las 

estructuras descritas por E. Maciel [178]. Toda su tesis doctoral fue dedicada 

a la ionización negativa de CL. Esta investigadora obtuvo los iones de la figura 

tras oxidación de CL en disolución en condiciones drásticas (H2O2/FeCl2). 

 

Figura 5.17  Espectro ESI-MS (en modo negativo) de especies moleculares de CL en patrón 

en disolución oxidado a temperatura ambiente (estructura molecular de CL en el extremo 

superior). 

Nosotros ponemos aquí de manifiesto que una oxidación en el disolvente 

a temperatura ambiente produce los mismos productos (Figura 5.17 ): 

• El ion a m/z 1167 se forma por la pérdida del anión acilo del ácido graso. 

•  El ion doblemente cargado a m/z 592 se forma por la pérdida del anión 

acilo del ácido graso como grupo ceténico. 
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• El ion a m/z 279 se debe a aniones carboxilato. 

•  El ion a m/z 415 se debe a la pérdida de RCOOH a partir del ácido 

fosfatídico (PA) correspondiente. 

Cuando se realizó una preparación fresca del patrón, no se observó 

oxidación ni en los espectros en disolución ni en los obtenidos desde la placa. 

Otra conclusión interesante es que el desarrollo cromatográfico en la placa 

tampoco produce oxidación (Figura 5.16  A). 

Tras mostrar la viabilidad de la obtención de espectros ESI-MS y MS/MS 

en modo negativo a partir de CL patrón, se intentó aplicar este modo de 

ionización a la muestra de Rb. blasticus. Sin embargo, los resultados fueron 

negativos. O bien la muestra no se ioniza correctamente en este modo, o bien 

no contiene CL. 

De cara a una futura investigación sobre la posibilidad de la ionización 

negativa de las CL en las muestras, los experimentos deberían ser enfocados 

al desarrollo de una secuencia que no implicara un medio ácido y que fuera 

más compatible con una ionización en modo negativo. 

 

Cuando se visualiza el espectro ESI+-HRMS (alta resolución, masa 

exacta) del patrón CL en disolución, se observa un espectro que da una idea 

de la complejidad del propio patrón y de la dificultad de la asignación de 

estructuras a los fragmentos iónicos (Figura 5.18  A). El ion a m/z 1516.9139, 

que no es el más intenso, corresponde a CL[C81H142O17P2-2H+3Na]+, y 

concuerda con la estructura mayoritaria en el patrón CL[(18:2)4]. El error 

estimado con la estructura teórica es de 8.2 ppm (Tabla 5.2 ). El 

desdoblamiento del pico es característico de las estructuras CL (Figura 5.18  

B). La estructura es, además, coherente con la fragmentación propuesta por 

Hsu y Turk [169] que es aceptada como la más completa y fiable para las 

especies CL. 
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Figura 5.18  Espectro ESI-HRMS (en modo positivo) de A) especies moleculares presentes 

en CL patrón en disolución (estructura molecular de CL en el extremo superior); B) 1. Detalle 

del pico a m/z 1516.9139 observando su desdoblamiento; 2. Datos teóricos del pico más 

intenso a m/z 1515.9253 de CL. 

 

Tabla 5.2  Valores de m/z medida, fórmula molecular, m/z teórica y error calculado (en valor 

absoluto) en CL patrón en disolución. 
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En la zona del espectro HRMS con m/z >1000, el patrón presenta varios 

iones, alguno de los cuales no ha podido ser asignado. Dos de dichos iones, 

obtenidos en bajas intensidades, nos interesan porque también han sido 

encontrados en los espectros obtenidos en placa, tanto a partir del patrón 

como a partir de la muestra de Rb. blasticus (Figura 5.19  A-B ). Uno de ellos, 

a m/z 1347.9169, podría corresponder a una estructura CL(60:8), esto es, 

CL[C69H118O17P2-2H+3Na]+. El otro ion, a m/z 1075.7412, podría corresponder 

a una estructura CL[40:4], esto es, CL [C49H86O17P2-2H+3Na]+. 

 

Figura 5.19  Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) de especies moleculares de CL en 

A) Patrón en placa cromatográfica (estructura molecular de CL en el extremo superior); B) 

Extracto de membranas de Rb. blasticus; C) El ion a m/z 1347.7 en el extracto de membranas 

de Rb. blasticus fue fragmentado para obtener el espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo 

positivo)  de este ion precursor. 
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Siguiendo con el espectro del patrón en disolución (ESI+), existe un ion 

de baja intensidad a m/z 769.4614 que podría corresponder a una 

fragmentación [M-2H+4Na]2+, siendo M la especie del patrón CL[(18:2)4], y 

que viene avalada por el bajo error (<5 ppm) entre la masa estimada y la 

teórica (con 4 decimales) (Tabla 5.2 ). 

Hay bastantes iones en el espectro ESI-MS (en modo positivo) del patrón 

CL, tanto por debajo de m/z 800 como en la zona de m/z 1347-1390, que no 

hemos encontrado descritos en la bibliografía ni podemos interpretar en el 

estado actual de la investigación. Esto incluye el ion más intenso a m/z 

705.5781, que no concuerda con las estructuras presumiblemente presentes 

en el patrón de CL. Todo esto da una idea de la complejidad de la 

interpretación de las especies de CL (Figura 5.18  A). 

Se obtuvo el espectro HPTLC-ESI+-MS de CL patrón a partir de la placa 

cromatográfica (Figura 5.19  A). El esquema de fragmentación corresponde al 

descrito por Hsu y Turk [169], es decir, [M-2H+3Na]+. Entre las estructuras 

obtenidas se observa: 

• El ion a m/z 1515.7 que corresponde a la estructura del patrón CL(72:8), 

esto es, CL[C81H142O17P2-2H+3Na]+. 

•  El ion a m/z 1347.7 que en este caso es la especie más intensa y que 

podría corresponder a CL(60:8), CL[C69H118O17P2-2H+3Na]+, como se ha visto 

anteriormente en el espectro HRMS del patrón en disolución, al igual que 

• el ion a m/z 1075.6 probablemente debido a CL(40:4), correspondiente 

a CL[C49H86O17P2-2H+3Na]+. 

Hemos encontrado estos dos iones (m/z 1347.7 y 1074.9) en los 

espectros obtenidos a partir de una placa cromatográfica correspondiente a 

una muestra de Rb. blasticus, obtenida y separada en las condiciones 

descritas en este capítulo (Figura 5.19  B). Dichos iones se han obtenido en 

dos extracciones “on-line” diferentes efectuadas con la interfaz TLC-MS. En 

ambas, el ion a m/z 1347.7 ha sido el más intenso, al igual que en el caso del 

patrón. 
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Hay que recordar que, al ionizar en modo positivo, estos dos iones 

aparecían con baja intensidad en el espectro HR del patrón CL en disolución, 

lo que quiere decir que no se trata de un artefacto debido a la placa 

cromatográfica. 

Ha sido posible aislar y fragmentar el ion a m/z 1347.7 para obtener el 

ion producto, esto es, su MS/MS a partir de la muestra de Rb. blasticus 

(Figura 5.19  C). El ion producto presenta un m/z 997.7. Sin embargo, dicha 

fragmentación no ha podido ser explicada. 

Dado que ambos iones no parecen provenir de un artefacto debido a un 

“clúster” de los descritos anteriormente, ni de la propia placa cromatográfica, 

podemos sugerir en principio la hipótesis, que debería ser confirmada en el 

futuro, de que estas especies moleculares de CL se encuentran en la muestra 

de extracto de membrana de Rb. blasticus. 
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 INTRODUCCIÓN 

6.1.1 Fosfolípidos que contienen colina  

Los fosfolípidos (PL), como ya se ha comentado (Capítulo 5 ), son 

compuestos con gran importancia biológica. Éstos son los componentes 

principales de las membranas celulares, controlando la transferencia de 

sustancias entre el interior y el exterior de la célula. Asimismo, controlan el 

proceso de digestión (formando parte de la bilis), actuando como movilizador 

de lípidos, evitando la acumulación de grasas en el sistema cardiovascular. 

Como se ha descrito en la Sección 1.1 (Capítulo 1 ), la categoría de PL 

la componen los derivados de glicerol, en el que los grupos hidroxilo de los 

carbonos 1 y 2 están esterificados con ácidos grasos, y el alcohol restante lo 

hace con ácido fosfórico, para dar diacilglicerol-3-fosfato. El fosfato se une 

(mediante un enlace fosfodiéster) a otro grupo de átomos (colina, etanolamina 

o glicerol entre otros). 

En realidad, son una mezcla de diferentes familias, siendo las especies 

mayoritarias en el plasma sanguíneo la de los fosfolípidos que contienen 

colina (Ch-PL) como base nitrogenada en su estructura [179]; entre ellas la 

fosfatidilcolina (PC) es una de las más interesantes [180, 181]. Ésta se 

caracteriza porque las cadenas hidrocarbonadas están formadas 

mayoritariamente por los ácidos palmítico (16:0) o esteárico (18:0) en la 

posición del carbono 1 y los insaturados de 18 carbonos oleico, linoleico o 

linolénico en la posición del carbono 2 [182]. 

Un subproducto de la PC (Figura 6.1  A) es el fosfato de colina (ChoP), 

también llamado fosforilcolina o fosfocolina, formado por la acción de la 

enzima fosfolipasa C (PLC) sobre la PC o por la degradación de esfingolípidos 

(SL) como la esfingomielina (SM) (Figura 6.1  B) también presente en el 

plasma, mediante la enzima esfingomielinasa [183, 184]. 
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Figura 6.1  Estructura de: A) fosfatidilcolina (PC) y B) esfingomielina (SM). 

En los últimos años, está habiendo un interés creciente en el ChoP. Éste 

se utiliza como recubrimiento de lentillas [185, 186] y, debido a su 

biocompatibilidad es la base de polímeros utilizados para la fabricación de 

stents coronarios [187-189] y de los stents liberadores de fármacos [190]. 

Además, el ChoP, como otros PL que contienen Ch es también un 

componente que se encuentra en muchos alimentos [191] (actuando como 

fuente de Ch para el cuerpo) especialmente en la leche. Ya que es un nutriente 

esencial para el desarrollo del cerebro [192], la Academia Americana de 

Pediatría (AAP), ha recomendado que las fórmulas infantiles contengan al 

menos 7 mg Ch/100 Kcal (0.6 µmol·Kcal-1); como consecuencia, Ch, ChoP y 

otros PL se determinan generalmente en este tipo de muestra [193]. El 

contenido de Ch difiere según la fuente comercial. En general, el rango de 

valores de concentración total de Ch es de 31.1·10-5 a 227.0·10-5 mol·L-1 

donde la Ch libre comprende el rango de 4.3·10-5 a 72.3·10-5 mol·L-1 y el ChoP 

hasta 83.6·10-5 mol·L-1. 

Por todo esto, se pone de manifiesto lo importante que es el disponer de 

métodos para cuantificar los Ch-PL, tanto PC como sus subproductos. 

6.1.2 Estrategias para el análisis de Ch-PL 

Tradicionalmente, la determinación de Ch-PL y, en consecuencia el 

ChoP y Ch, se ha realizado utilizando técnicas de separación que requieren 
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varios pasos para separar los compuestos solubles en agua (Ch y ChoP) de 

los compuestos hidrofóbicos (PC y SM) antes de llevar a cabo su 

determinación por TLC [194], HPLC [195], MALDI-TOF-MS [196] o LC-MS/MS 

[197].  

En los últimos años han surgido nuevas alternativas. Por ejemplo, Nzai 

[198] ha desarrollado un método rápido y simple basado en espectroscopía 

de infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR) para determinar el 

contenido total de PL en aceite vegetal. Uno de los métodos más interesantes 

es el uso de la espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 

P-31 [199]. Se basa en el cambio químico que sufre el átomo de fósforo en 

cada fosfolípido, dando un espectro RMN con la señal correspondiente a los 

diferentes PL separados. La técnica tiene baja sensibilidad, pero al ser no 

destructiva se ha aplicado a la determinación de PL en varias muestras, por 

ejemplo en aceite de oliva. 

Para el control rutinario, los métodos enzimáticos son una de las 

opciones más interesantes. Algunos autores han desarrollado métodos 

enzimáticos para la determinación de PC [180, 200], basados en tres procesos 

según se muestra en el Esquema 6.1 : 
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Esquema 6.1  Reacciones enzimáticas llevadas a cabo para la determinación de PC. Enzimas 

involucradas en el proceso: PLC, AP y ChOx. 

• En la primera etapa, se utiliza la enzima fosfolipasa del tipo C (PLC) para 

liberar el residuo de fosfato de colina (ChoP) de la molécula de PC. A 

continuación, se utiliza la enzima fosfatasa alcalina (AP) con la que se obtiene 

Ch y fosfato. 

•  En la segunda etapa, si bien hay algún método que se centra en la 

determinación de fosfato con molibdato en presencia de un reductor, como la 

hidroquinona [201], la mayoría se centra en la determinación de Ch por su 

reacción enzimática con la colina oxidasa (ChOx), en la que uno de sus 

productos es el H2O2.  

• La tercera etapa es la de detección, en la que el H2O2 se somete a una 

segunda reacción catalizada por la enzima peroxidasa (HRP) y que involucra 

a un cromóforo [180, 200, 202] o un fluoróforo [203], que proporciona la señal 

analítica. 

Para alcanzar la sensibilidad necesaria se requieren tiempos de 

incubación entre 5 y 30 minutos. Estos métodos también se han aplicado a la 

determinación de Ch y ChoP [204, 205], así como al análisis en flujo. 

Como se ha comentado en la Sección 1.8.1  (Capítulo 1 ), la enzima 

ChOx es una flavoenzima que cambia sus propiedades de fluorescencia 

durante su reacción con la Ch. 

En esta parte de la Memoria se mostrarán las posibilidades de la 

fluorescencia de la ChOx para determinar Ch-PL, evitando de este modo la 

etapa de detección del Esquema 6.1 . 

 OBJETIVOS 

El objetivo fundamental es poner de manifiesto las posibilidades de la 

fluorescencia de las flavoenzimas (ChOx) para la determinación de 

fosfolípidos que contienen colina (Ch-PL). 
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El método se desarrolla utilizando un lector de placas de pocillos, con el 

consiguiente ahorro de reactivos, para lo que habrá que optimizar las 

condiciones de medida. 

Se trabajará tanto a las longitudes del FAD como de un marcador 

derivado de fluoresceína (FS), poniendo de manifiesto las opciones de 

eliminación de interferencias. 

Por simplicidad el estudio se centra en el fosfato de colina (ChoP), 

permitiendo la determinación conjunta o secuencial de Ch y ChoP en una 

muestra de leche materno-infantil. 

Esta metodología tiene tres ventajas adicionales con respecto a los 

métodos propuestos anteriormente: 1) no se requiere de la participación o de 

la adición de otros reactivos más que los implicados en las reacciones, 2) no 

hay pasos de incubación, así que es un método rápido y 3) las enzimas se 

regeneran durante el proceso, por lo que pueden ser utilizadas en varias 

ocasiones. El proceso es, por lo tanto, de gran interés para su aplicación en 

biosensores ópticos. 

Esta posibilidad se explora en el segundo apartado de este capítulo 

(Sección 6.4 ) en el que se construye y optimiza una lámina sensora, en la 

que están inmovilizadas tanto AP como ChOx. 

 RESULTADOS EN DISOLUCIÓN 

6.3.1 Preparación y tratamiento de muestra 

Puesto que la metodología se aplica en leche materno-infantil, se explica 

a continuación cómo se prepara la muestra a analizar: 

Se pesan exactamente alrededor de 0.4 g de leche en polvo en un frasco 

de vidrio y se añaden 5 mL de tampon carbonato a pH 9.0. El frasco se cierra 

y se agita manualmente para obtener una suspensión coloidal estable (~2 

min). Cualquier resto de sobrenadante se retira antes de seguir con el 

tratamiento. 
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Se preparan varias fracciones de 1.0 mL de esta disolución en tubos 

Eppendorf por separado (cada uno con capacidad para 1.5 mL). Se 

centrifugan durante 30 min a 1.34·104 rpm. Después de la centrifugación, se 

observan capas de sobrenadante en la parte superior e inferior de los tubos. 

El líquido obtenido se retira con la ayuda de una jeringa de plástico, unida a 

una aguja metálica. La fase acuosa contiene la Ch y el ChoP presentes en la 

leche, mientras que los PL se encontrarán en la fase sólida. 

El líquido se hace pasar a través de un filtro de nylon para retirar las 

posibles trazas de sobrenadante. La muestra líquida final recogida contiene 

los analitos de interés (Ch y ChoP). 

6.3.2 Preparación de la enzima modificada ChOx-FS 

Las señales se miden a la longitud de onda del FAD (Fluorescencia 

intrínseca) y también a las de un marcador derivado de la fluoresceína que se 

une a la enzima (fluorescencia extrínseca). En este apartado se explica cómo 

se realiza el marcaje. 

Se disuelve 1.0 mg de ChOx en 12.8 µL de tampon carbonato (0.1 mol·L-

1) a pH 9.0 y se mezcla con 8.0 µL de disolución del fluoróforo FS en un tapón 

de Eppendorf. La mezcla se deja que actúe reposando en la oscuridad a 

temperatura ambiente durante 60 min. El exceso de FS se separa de la 

enzima ChOx-FS utilizando una columna cromatográfica de exclusión 

molecular casera. 

La columna consiste en una jeringa de plástico de 1.0 mL de capacidad, 

con lana de vidrio colocada en el extremo inferior y rellena de una disolución 

de Sephadex® G-50 en agua. Para compactar la enzima, permanece 1 min a 

4.8·103 rpm en la centrífuga. 

La muestra que permanece en el tapón de Eppendorf se recoge con la 

ayuda de una jeringa de vidrio, añadiendo 20.0 µL de la mezcla por la parte 

superior de la columna. El cuerpo del Eppendorf, tarado, que previamente se 

había separado del tapón, se coloca en la parte inferior de la columna. Éste, 
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sirve para recoger la fracción de enzima unida a la FS, por lo tanto el exceso 

del marcaje quedará eliminado. La columna se coloca en la centrífuga 5 min 

a 4.8·103 rpm. 

A continuación, la columna se retira de la centrífuga. Una franja de color 

amarillo (debida a la FS) aparece en la parte superior de la jeringa, indicando 

que todo el exceso de agente de marcaje no se había eluido. El peso 

molecular de la FS es de 586 Da, mucho más bajo que el de la ChOx de 

7.2·104 Da. Por exclusión molecular, la enzima ChOx unida al marcador cae 

por gravedad al interior del Eppendorf. Esta disolución se mantiene estable 

durante unos 4 días a 8 ºC. 

6.3.3 Señal analítica 

Como se ha indicado anteriormente, el método pretende ser desarrollado 

utilizando el lector de placas como instrumento de medida. La zona espectral 

de trabajo es la región visible, bien a las longitudes de onda del FAD o a las 

del marcador unido a la enzima. Como el instrumento es de filtros, lo primero 

es conocer los espectros de excitación y emisión de ChOx y ChOx-FS. Los 

espectros de ChOx se muestran en la Figura 6.2 . 

 

Figura 6.2  Espectros de A) excitación y B) fluorescencia, del FAD de ChOx (10 UI·mL-1) a pH 

9.0. 
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Según estos registros, para trabajar a las longitudes de onda del FAD se 

deberían elegir los filtros de 420 nm para excitación y 530 nm como filtro de 

fluorescencia. 

La Figura 6.3  muestra los de ChOx-FS. En este caso se deberían elegir 

485 nm como filtro de excitación, pero el ancho de banda espectral de los 

filtros es de 20-50 nm, por tanto, se elige 440 nm como longitud de onda de 

excitación para ChOx-FS y así evitar la interferencia con la emisión. 

 

Figura 6.3 Espectros de a. excitación y b. fluorescencia, de ChOx-FS (1.6 UI·mL-1) a pH 9.0. 

El siguiente paso, fue comprobar si se podía seguir la reacción de la 

colina (Ch) usando la fluorescencia de la ChOx, utilizando un equipo lector de 

placas. 

A continuación, se muestra la variación de intensidad de fluorescencia 

corregida (Fc) durante la reacción de colina/colina oxidasa (Ch/ChOx) 

trabajando en el lector de placas, tras haber instalado los filtros mencionados 

(Figura 6.4  a), cuando sobre una disolución de ChOx se inyecta Ch y se sigue 

la variación de fluorescencia a las longitudes de onda del FAD. Como se 

observa, la señal es similar a la que cabía esperar, y que fue mostrada y 

explicada en la Sección 1.8.1  (Capítulo 1 ). 
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Figura 6.4  Variación de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reacción 

enzimática. a. [Ch]=1.0·10-5 mol·L-1, [ChOx]=1.6 UI·mL-1, pH 9.0 a las longitudes de onda del 

FAD (λexc 420 nm / λem 530 nm); b. [ChoP]=1.0·10-5 mol·L-1, [ChOx]=1.6 UI·mL-1, [AP]=40.0 

UI·mL-1, pH 9.0 a las longitudes de onda del FAD (λexc 420 nm / λem 530 nm); c. [ChoP]=1.0·10-

5 mol·L-1, [ChOx-FS]=1.6 UI·mL-1, [AP]=40.0 UI·mL-1, pH 9.0 a las longitudes de onda de la 

FS (λexc 440 nm / λem 530 nm). 

Cuando el analito es el ChoP, ambas reacciones enzimáticas se llevan 

a cabo al mismo tiempo, por lo que en el pocillo se depositan las enzimas AP 

y ChOx, y sobre ellas se inyecta la disolución de ChoP. Inicialmente, la Ch no 

está presente en la disolución. Ésta se libera lentamente durante la hidrólisis 

enzimática previa con la enzima fosfatasa alcalina (AP) (Figura 6.4  b). Si se 

comparan la Figura 6.4  (a) vs. (b), se observa que la hidrólisis del ChoP es 

más lenta que la oxidación de Ch (el decaimiento de la fluorescencia al inicio 

de la reacción es mucho más rápido en la Figura 6.4  (a). El comportamiento 

posterior de la señal es similar. 

Cuando la ChOx se modifica químicamente con FS, y su fluorescencia 

se mide a las longitudes de onda de la FS, la representación gráfica de Fc vs. 

t es casi una imagen especular con valores de fluorescencia positivos (Figura 
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6.4 b vs. c). Este comportamiento se ha explicado ya previamente en la 

Sección 1.8.1  (Capítulo 1 ) [89]. 

Como parámetros analíticos en la determinación de ChoP se pueden 

utilizar el área de la variación de la señal de fluorescencia (SΔF), la máxima 

variación en la señal de fluorescencia (ΔFmáx), así como el tiempo de reacción 

necesario para que aparezca el valor de señal mínimo (tmáx / mín). Los dos 

primeros se utilizan continuamente a lo largo de la Memoria (Figura 6.4  b-c). 

6.3.4 Optimización de parámetros 

 

Desde el punto de vista cinético de la enzima, ambas ChOx y ChOx-FS 

se comportan del mismo modo, por lo que la optimización se puede realizar 

utilizando cualquiera de ellas, extrapolando las conclusiones a la otra enzima. 

En este trabajo la optimización se ha realizado con la enzima ChOx. 

Dado que en este método están involucradas de forma simultánea dos 

reacciones enzimáticas es importante aclarar en detalle el efecto de cada una 

sobre la señal de fluorescencia. Sin embargo, debe tenerse en cuenta, que el 

objetivo es obtener una señal que permita una determinación con suficiente 

sensibilidad a corto plazo, es decir, el objetivo es lograr un equilibrio entre 

sensibilidad y tiempo de análisis, evitando también realizar incubaciones. 

Se estudia el efecto de la concentración de la enzima AP en la 

determinación de ChoP, al medir los parámetros SΔF y ΔFmáx; encontrando que 

ambas señales analíticas dependen directamente de la concentración de AP 

(Figura 6.5 ). 
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Figura 6.5  Influencia de la [AP] sobre SΔF  y ΔFmáx  . [ChOx]=1.6 UI·mL-1, [ChoP]=1.0·10-5 

mol·L-1, pH 9.0, λexc 420 nm / λem 530 nm. 

A medida que la concentración de enzima se hace más alta, el 

incremento en la señal es menos importante y para concentraciones altas 

(40.0 UI·mL-1 y 64.0 UI·mL-1) los resultados tienden a ser casi planos sin 

observarse prácticamente ninguna mejoría. Esto indica que si hay un aumento 

muy alto en la concentración de AP no aumentaría la señal, así que 40.0 

UI·mL-1 se considera como valor óptimo. El tmín se comporta de forma 

independiente a la concentración de enzima AP (Tabla 6.1 ). 

 

Tabla 6.1  Efecto de la concentración de AP con respecto del tmín. [ChOx]=1.6 UI·mL-1, 

[ChoP]=1.0·10-5 mol·L-1, pH 9.0, λexc 420 nm / λem 530 nm. 

A continuación, se estudia el efecto de la concentración de enzima colina 

oxidasa (ChOx) en la determinación de ChoP (Figura 6.6 ), tanto en el área 

(SΔF) como en el tiempo en alcanzar el mínimo de señal (tmín). Los resultados 

se ofrecen a partir de valores de intensidad normalizados. 
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Figura 6.6  Influencia de la [ChOx] sobre SΔF  y tmín  . [AP]=40.0 UI·mL-1, [ChoP]=1.0·10-5 

mol·L-1, pH 9.0, λexc 420 nm / λem 530 nm. 

Estos resultados se explican mejor si se tiene en cuenta que se mide la 

fluorescencia de la enzima; así, cuanto más alta sea la concentración de la 

enzima, más rápida será la reacción, por tanto menor SΔF y tmín. Por otro lado, 

la variación de fluorescencia máxima es independiente de la concentración de 

ChOx (Tabla 6.2 ).  

 

Tabla 6.2  Efecto de la concentración de ChOx con respecto a ΔFmáx. [AP]=40.0 UI·mL-1, 

[ChoP]=1.0·10-5 mol·L-1, pH 9.0, λexc 420 nm / λem 530 nm. 

Teniendo en cuenta el tiempo de reacción y la señal obtenida, se 

considera como óptimo un valor de concentración de ChOx de 2.0 UI·mL-1. 

 

La actividad de ambas enzimas depende del pH. La ChOx ya había sido 

estudiada en nuestro grupo de investigación [89]. Para valores menores a pH 

7.0 no se detecta reacción, mientras que para valores superiores a pH 11.0 
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comienza rápidamente la desnaturalización de la enzima; el pH óptimo para 

ChOx es 9.5 pero también es posible trabajar en un rango entre 8.0 y 10.0. 

Respecto a la AP, la enzima es estable en el rango de pH de 7.5-11.0, siendo 

el pH óptimo para la actividad enzimática de 8.0-10.0. 

Con el fin de optimizar las condiciones de pH para la determinación de 

ChoP, la reacción se ha llevado a cabo a cuatro pHs diferentes (7.0, 8.0, 9.0 

y 10.0). Se han obtenido los perfiles Fc=f(t) (Figura 6.7 ) modificando el pH y 

los resultados se muestran en la Tabla 6.3 . 

 

Figura 6.7  Variación de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reacción 

enzimática modificando el pH del medio. [AP]=40.0 UI·mL-1, [ChOx]=2.0 UI·mL-1, 

[ChoP]=1.0·10-5 mol·L-1, λexc 420 nm / λem 530 nm. a. pH=7.0, b. pH=8.0, c. pH=9.0, d. 

pH=10.0. 

 

Tabla 6.3  Influencia del pH sobre SΔF y ΔFmáx. [AP]=40.0 UI·mL-1, [ChOx]=2.0 UI·mL-1, 

[ChoP]=1.0·10-5 mol·L-1, λexc 420 nm / λem 530 nm. 
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Como conclusión, se ha elegido finalmente pH 9.0 como óptimo para 

llevar a cabo este método, ya que se obtiene mayor señal. 

6.3.5 Características analíticas para la determinac ión de ChoP 

A la luz de las consideraciones anteriores, se han elegido como 

condiciones experimentales finales: disolución [AP]=40.0 UI·mL-1, disolución 

[ChOx]=2.0 UI·mL-1 y pH 9.0. Utilizando estas condiciones, se ha realizado un 

estudio de calibración de ChoP, midiendo la fluorescencia del FAD (Figura 

6.8). 

 

Figura 6.8  Estudio de calibración de ChoP a las longitudes de onda del FAD. [AP]=40.0 

UI·mL-1, [ChOx]=2.0 UI·mL-1, pH 9.0, λexc 420 nm / λem 530 nm. [ChoP]= a. Blanco, b. 5.2·10-7 

mol·L-1, c. 1.0·10-6 mol·L-1, d. 5.2·10-6 mol·L-1, e. 1.0·10-5 mol·L-1, f. 5.2·10-5 mol·L-1, g. 1.0·10-

4 mol·L-1. 

Se han obtenido rectas de calibrado, tanto por áreas (SΔF) como por 

variaciones de fluorescencia (ΔFmáx), encontrando las ecuaciones mostradas 

en las filas 1ª y 2ª de la Tabla 6.4 . 

Obviamente, la metodología es más rápida midiendo el parámetro ΔFmáx, 

pero el rango lineal y la reproducibilidad son peores. 
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En las condiciones establecidas, se ha llevado a cabo un calibrado 

utilizando la fluorescencia de la ChOx-FS. Los resultados recogidos en las 

filas 3ª y 4ª de la Tabla 6.4  indican similitud con los obtenidos en el caso de 

la ChOx. 

 

Tabla 6.4  Determinación de ChoP y Ch utilizando la fluorescencia de la ChOx y/o ChOx-FS 

en las condiciones óptimas para el ChoP. 

 

En muchas de las muestras que contienen ChoP, la Ch está presente 

como constituyente, por lo que la metodología así descrita serviría para una 

determinación conjunta de ambas. Sin embargo, se puede adaptar para 

realizar también una determinación secuencial de los mismos, simplemente 

cambiando el orden de adición de las enzimas.  

Se han obtenido los perfiles Fc vs. t al añadir secuencialmente ChOx-FS 

y AP sobre una disolución que contiene una mezcla de Ch+ChoP (Figura 6.9 ). 

Después de la adición de ChOx-FS, solo va a reaccionar la Ch presente en la 

disolución (primer máximo). Cuando la fluorescencia de la ChOx-FS vuelve a 

su valor inicial (lo que significa que la reacción con la Ch ya ha acabado), la 

adición posterior de AP hace que comience la reacción del ChoP, dando el 

segundo máximo. Las concentraciones de Ch y ChoP se pueden determinar 

gracias a los parámetros analíticos SΔF y ΔFmáx. 
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Figura 6.9  Variación de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reacción 

enzimática secuencial de una muestra que contiene Ch y ChoP medido a las longitudes de 

onda de la FS. [Ch]=5.0·10-5 mol·L-1, [ChoP]=2.0·10-5 mol·L-1, [ChOx-FS]=1.6 UI·mL-1, 

[AP]=40.0 UI·mL-1, pH 9.0, a las longitudes de onda de la FS (λexc 440 nm / λem 530 nm). 

Para poder llevar a cabo la determinación secuencial se debe comprobar 

que: 

1. La presencia de AP o ChoP en la disolución no afecta a la reacción 

ChOx-Ch como se observa en la Figura 6.10  en la que se muestra la señal 

de (b) ChOx-Ch, en presencia de (c) AP y (d) ChoP. 
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Figura 6.10  Variación de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reacción 

enzimática de Ch/ChOx con y sin adición de AP y ChoP. [Ch]=1.0·10-5 mol·L-1, [ChoP]=1.0·10-

5 mol·L-1, [ChOx]=2.0 UI·mL-1, [AP]=40.0 UI·mL-1, pH 9.0, a las longitudes de onda del FAD 

(λexc 420 nm / λem 530 nm). a. ChOx + tampon (blanco); b. ChOx + Ch (referencia); c. ChOx + 

AP + Ch; d. ChOx + ChoP + Ch. 

2. La reacción previa de Ch no tiene efecto sobre la cinética de la enzima 

en la reacción de determinación de ChoP como se pone de manifiesto en la 

Figura 6.11  para distintas concentraciones de Ch. 

 

Figura 6.11  Influencia de la concentración de Ch en la señal de SΔF de ChoP para un proceso 

de reacción secuencial. [AP]=40.0 UI·mL-1, [ChOx-FS]=1.6 UI·mL-1, [ChoP]=2.0·10-5 mol·L-1, 

pH 9.0, a las longitudes de onda de la FS (λexc 440 nm / λem 530 nm). 

3. En las condiciones de ChoP, la señal de Ch depende de la 

concentración, como se puede observar en la fila 5ª de la Tabla 6.4 , en la que 

se ha realizado una calibración de Ch en las condiciones del ChoP. 

6.3.6 Determinación de Ch y ChoP en leche materno-i nfantil 

En este apartado se ha aplicado la metodología descrita para determinar 

ambos, Ch y ChoP, en leche materno-infantil en polvo. 
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La leche es una matriz muy compleja formada por agua, grasas, 

proteínas, lactosa, vitaminas y otros compuestos. Las interferencias 

hidrofóbicas se pueden eliminar después de llevar a cabo un tratamiento 

simple de la muestra (Sección 6.3.1 ). La reacción enzimática asegura la 

especificidad del método, sin embargo, algunas sustancias solubles en agua 

podrían presentar fluorescencia, dando como resultado interferencias 

espectrales importantes. Se ha estudiado la fluorescencia de fondo 

correspondiente a la fase acuosa. Para ello, se han obtenido espectros de 

excitación/emisión 3D (comprende el espectro de emisión fluorescente entre 

300 y 700 nm, excitando a longitudes de onda de 280 a 480 nm, a intervalos 

de 10 nm) (Figura 6.12 ). 

 

Figura 6.12  Espectro 3D de la fracción acuosa de leche infantil. Cubeta de cuarzo, λexc 280, 

290, 300, 310… hasta 480 nm / λem 300-700 nm. 

El eje-x representa las longitudes de onda de excitación, y el eje-y las de 

emisión. La fluorescencia se ha representado mediante líneas de contorno. A 

la derecha de la figura aparece la escala de intensidades por colores. Se 
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pueden destacar tres picos importantes. Dos de ellos se encuentran a λexc 380 

nm / λem 520 nm, y λexc 450 nm / λem 520 nm, respectivamente. Estos picos, 

que corresponden a los del FAD, se deben a la riboflavina presente en la leche 

como Vitamina B2. El tercer pico, el más prominente por su intensidad de 

fluorescencia, es λexc 290 nm / λem 340 nm y corresponde al triptófano (trp) de 

los aminoácidos presentes en la leche. También aparece la dispersión 

Rayleigh y su armónico (bandas blancas). 

Para eliminar la fluorescencia de las riboflavinas se han probado varias 

alternativas: 

1. Por irradiación con luz UV (la radiación podría degradar la riboflavina), la 

interferencia solo se reduciría de forma parcial. 

2.  Se ha podido observar que la fluorescencia depende del pH y la 

composición de la disolución tampon influye en la estabilidad de la 

fluorescencia de la leche; si el pH aumenta, se observa un decrecimiento en 

la fluorescencia, los mejores resultados se obtienen a pH 9.0 o 10.0 (se prueba 

7.0, 8.0, 9.0 y 10.0). Ya que a pH 9.0 se ha obtenido buena sensibilidad, se 

elige éste como óptimo para llevar a cabo la determinación. La naturaleza del 

tampon afecta de forma sustancial a la señal. Se han probado disoluciones 

tampon diferentes (carbonato, fosfato y Tris-HCl). De entre todos los 

resultados que se han obtenido, los mejores han sido en tampon carbonato. 

3. Trabajar con ChOx-FS en vez de ChOx. ChOx-FS presenta una 

intensidad de fluorescencia que enmascara la fluorescencia residual de la 

muestra. Además, puesto que se miden las señales cinéticas, la interferencia 

espectral residual se puede corregir por diferencia de señales. 

Por último, el problema de la interferencia espectral se ha evitado 

combinando la opción (2) (trabajando a pH 9.0 carbonato) y (3) (utilizando 

ChOx-FS en vez de ChOx). 

Después de eliminar la fluorescencia de fondo, se observa un cierto 

efecto matriz de la muestra en la cinética de reacción. Este inconveniente se 

resuelve llevando a cabo una calibración por adición estándar. 
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Para llevar a cabo la determinación en fórmula de leche materno-infantil, 

se ha utilizado el método de adición estándar. Se lleva a cabo por triplicado. 

La muestra se prepara siguiendo un método simple (Sección 6.3.1 ), 

añadiendo ambos analitos antes del tratamiento de separación, para que 

sufrieran el mismo proceso que la muestra en todo momento. 

Como señal analítica se toma el área (SΔF). Se ha obtenido como 

resultados 0.157±0.013 mg/g Ch libre y 0.022±0.002 mg/g ChoP en leche 

(n=3), de acuerdo con los resultados de la bibliografía [193]. Asimismo, se ha 

realizado un estudio de recuperación. Las concentraciones de Ch y ChoP que 

se resumen en el procedimiento descrito, se añadieron a la disolución 

obtenida antes de la centrifugación. Para Ch la recuperación ha sido de un 

93% y para ChoP de un 95%, lo que pone de manifiesto los buenos resultados 

obtenidos [206]. 

Las enzimas utilizadas se regeneran durante las reacciones enzimáticas, 

por lo que se pueden utilizar varias veces. Esta es la base para el desarrollo 

de un sensor óptico autoindicador, que es lo que se expone en el siguiente 

apartado. 

 RESULTADOS CON EL BIOSENSOR 

A la hora de desarrollar un biosensor enzimático, hay que inmovilizar la 

enzima en un soporte que permita la entrada del analito para que se produzca 

la reacción. El soporte estará basado en un gel de poliacrilamida que absorbe 

en la región ultravioleta, por lo que el estudio se realizará en la región visible 

del espectro, y por tanto se trabajará con la enzima modificada con un 

marcador fluorescente. 

6.4.1 Preparación de la enzima modificada ChOx-FS y  ChOx-SE para 

medidas en lámina 
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Se utilizaron dos marcadores: éster de N-hidroxisuccinimida del ácido 6-

[fluorescein-5(6)-carboxamido] hexanoico (FS) y CF™ 405S succinimidil éster 

(SE). 

Para llevar a cabo el marcaje de la enzima el procedimiento fue distinto 

al descrito en la Sección 6.3.2 , que correspondía a las medidas realizadas en 

disolución. Para las medidas en la lámina se llevó a cabo de la siguiente forma: 

se disuelve 3.0 mg de ChOx en 230 µL de tampon carbonato 0.1 mol·L-1 a pH 

9.0 y se mezcla en un eppendorf con 250 µL de disolución del fluoróforo FS o 

con 6.0 µL de disolución de SE. Dependiendo del marcador utilizado, la 

relación molar enzima-FS era de 1:8 o enzima-SE de 1:1. La mezcla se deja 

que actúe reposando en la oscuridad a temperatura ambiente, en agitación 

durante 180 min. El exceso de marcador en este caso no se separa, para 

conseguir retener en el interior de la lámina la mayor cantidad que sea posible. 

6.4.2 Preparación de la lámina sensora 

Se disuelven 37.5 mg de acrilamida y 2.5 mg de bis-acrilamida en 250 

µL de disolución de enzima marcada ChOx-FS o ChOx-SE.  

 Transcurrido ese tiempo, se añaden 2 µL de disolución de persulfato de 

amonio (10.0% m/v) y mediante un borboteo de N2 se elimina el exceso de 

oxígeno. Se añaden 0.2 µL de TEMED. Al momento se extiende la mezcla 

(aproximadamente 150 µL de disolución) sobre un molde de vidrio 

(1.0x0.5x0.08 cm), cubriéndose con un cristal y dejando polimerizar ~60 min. 

Una vez que se ha formado la lámina, se lava y se guarda en disolución 

tampon en el frigorífico a 4 ºC para que no sufra modificaciones de tamaño y 

propiedades debido a un posible cambio de pH. 

6.4.3 Procedimiento experimental 

Como se ha descrito en la Sección 2.4.2 , las medidas en flujo en la 

lámina se llevaron a cabo con el espectrómetro de fluorescencia “Perkin Elmer 

LS-50B” (Figura 2.10  B). La celda de flujo que contiene la lámina sensora 

(Figura 2.11  B) se colocó sobre el accesorio que actúa como lector de placas 
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de fibra óptica (Figura 2.11  A). El caudal de flujo de analito se suministró 

mediante una bomba peristáltica (Minipuls 3, Gilson). 

Las medidas en disolución, tanto de los espectros como de las 

reacciones cinéticas, se llevaron a cabo según el procedimiento ya descrito 

en la Sección 6.3.3 . 

Para realizar las medidas en la lámina sensora, la celda de flujo (con la 

lámina en su interior) se coloca en el fluorímetro. Se hace pasar un flujo de 

disolución de carbonato a pH 9.0 a 1.0 mL·min-1 y se recoge la intensidad de 

fluorescencia a las longitudes de onda de excitación y emisión elegidas para 

cada marcador (490 / 530 nm para FS y 380 / 430 nm si es SE). Cuando la 

señal se estabiliza, se inyecta durante un tiempo determinado la disolución de 

analito, y se obtiene entonces una variación en la señal. Más tarde, se vuelve 

a pasar disolución de carbonato. 

6.4.4 Sensor de colina (Ch) 

El objetivo de esta parte del trabajo es la construcción de un sensor que 

responda a la concentración de fosfato de colina (ChoP), por lo que hay que 

inmovilizar las dos enzimas, colina oxidasa (ChOx) y fosfatasa alcalina (AP). 

Por ello se comenzó con la inmovilización de ChOx, lo que dio lugar a la 

construcción de un biosensor enzimático autoindicador de Ch. 

 

Lo primero fue comprobar que la reacción ChOx-FS con Ch daba señal 

en la lámina. Para ello, utilizando el dispositivo que se detalla en la Figura 

2.11 B, y según el procedimiento descrito en la Sección 2.4.2 , se bombeó la 

disolución de analito durante 2 min. No se obtuvo la señal esperada, ni incluso 

aumentando la concentración de analito, el tiempo de inyección o la cantidad 

de enzima. 

Podrían existir dos posibles razones por las que la señal no se 

observara: 
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1. Que la reacción enzimática no se produjera en suficiente extensión para 

observar la señal. 

La Ch debe de difundir en la lámina biosensora para reaccionar con la 

enzima. Para facilitar este proceso se realizaron varios ensayos. Algunos de 

ellos fueron dirigidos a la mejora del diseño de la lámina (se construyeron 

láminas más finas, agujereadas o con superficie rugosa) y otros ensayos se 

destinaron a mejorar las propiedades del analito para difundir en la lámina. La 

Ch es una especie cargada positivamente, por lo tanto, se utilizaron 

tensioactivos (SDS) para formar un par iónico y facilitar su entrada. Asimismo, 

se realizaron ensayos con parada de flujo (Stop-Flow), pero los resultados 

siguieron sin ser satisfactorios. Puesto que el H2O2 es un producto de la 

reacción enzimática, se comprobó mediante tiras reactivas de un kit comercial 

para la detección de peróxidos, si éste estaba presente en las soluciones 

residuales y los resultados fueron positivos. Esto indicaba que la reacción 

enzimática tenía lugar. 

2. Que aunque la reacción enzimática se produjera, ésta no fuera 

detectable.  

La Figura 6.13  muestra los espectros de absorción del FAD libre (a), y 

el espectro de excitación de la FS (b) en la ChOx-FS en disolución. Son 

señales relativas para poder comparar entre sí la forma de los espectros. 

Como puede observarse, existe un solapamiento entre ellos, lo que produce 

un filtro interno en la fluorescencia de la FS. Durante la reacción enzimática, 

el FAD se reduce a FAD.H2. Como el FAD libre presenta mayor absorción que 

el FAD.H2 (c), cuando la flavina está en su forma reducida, el filtro interno es 

menor y la fluorescencia de la ChOx-FS a las longitudes de onda de la FS 

aumenta. Por lo tanto, aunque la reacción enzimática ocurra, debe existir un 

filtro interno diferencial para observar la señal.  

Se hicieron los espectros de excitación de fluorescencia de la ChOx-FS 

inmovilizada en la lámina a las longitudes de onda de la FS para comprobar 

si se mantenía el solapamiento. Como puede observarse (d), el espectro 

queda ligeramente desplazado a la derecha con respecto al obtenido en 
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disolución (b). Por tanto, el solapamiento con el espectro del FAD es más 

pequeño y el efecto de filtro interno en la fluorescencia de la FS, debería ser 

menor, pero esto no es suficiente para explicar la casi ausencia de señal. 

Simultáneamente a este trabajo, se llevó a cabo en nuestro grupo de 

investigación un estudio exhaustivo de la fluorescencia del FAD en la ChOx 

[95]. En este estudio se obtuvo una conclusión importante y sorprendente: se 

observó una alteración inusual en los espectros de excitación, en comparación 

con los espectros de absorción, observada en función del pH.  

A pH 9.0 el espectro de excitación del FAD (e) sufre un desplazamiento 

hipsocrómico de alrededor de 50 nm (400 nm) en comparación con el espectro 

de absorción. Esto no se observa a otros pHs. Como puede observarse, a 

este pH no hay solapamiento entre el espectro de excitación del FAD (e) y de 

la ChOx-FS (d), así que no hay filtro interno. Aunque la reacción enzimática 

se produjera, no había ninguna variación de fluorescencia a las longitudes de 

onda de la FS y por lo tanto no se obtenía ninguna señal. 

Era necesario elegir otro marcador cuyo espectro de excitación se 

solapara al espectro de excitación del FAD en la ChOx a pH 9.0.  
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Figura 6.13  Espectros de: a. absorción del FAD libre , b. excitación de la ChOx-FS en 

disolución , c. absorción FAD.H2 libre ····, d. excitación de la ChOx-FS inmovilizada en la 

lámina   y e. excitación del FAD a pH 9.0 en la ChOx . 

El marcador seleccionado fue CFTM 405S, succinimidil éster (SE). La 

Figura 6.14  A muestra los espectros de excitación 3D del marcador CFTM 

405S SE en disolución. Al contrario que en la Figura 6.12 , aquí el eje-x 

representa las longitudes de onda de emisión, y el eje-y las de excitación. 

Igualmente, la fluorescencia se ha representado mediante líneas de contorno.  

Como se observa, el máximo de emisión es de 430 nm, teniendo cuatro 

máximos de excitación a 250, 280, 380 y 410 nm, dos de ellos (380 y 410 nm) 

están solapados con el espectro de excitación del FAD a pH 9.0 (Figura 6.14  

B). Si bien se podría trabajar con cualquiera de ellos, se eligió como óptimo 

380 nm, ya que evitaba solapamientos con la banda de emisión y con las 

bandas de dispersión. 
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Figura 6.14  A) Espectro 3D del marcador CFTM 405S, succinimidil éster (SE) en disolución. 

Cubeta de cuarzo, λexc 200, 240, 280, 320… hasta 410 nm / λem 400-500 nm. B) Espectro de 

excitación del FAD a pH 9.0 en la ChOx  y de excitación / emisión de la ChOx-SE 

inmovilizada en la lámina . 

El procedimiento de marcaje para el SE se detalla en la Sección 6.4.1 . 

Previamente, se probó en disolución la reacción enzimática entre la ChOx-SE 

con Ch, a las longitudes de onda del SE, obteniendo buenos resultados en su 

funcionamiento (Figura 6.15 ) para diferentes concentraciones de Ch. 
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Figura 6.15  Estudio de calibración de Ch  en disolución a las longitudes de onda del marcador 

CFTM 405S SE. [ChOx-SE]=1.6 UI·mL-1, pH 9.0, λexc 380 nm / λem 430 nm. [Ch]= a. Blanco, b. 

1.0·10-5 mol·L-1, c. 5.0·10-5 mol·L-1, d. 1.0·10-4 mol·L-1. 

El siguiente paso fue la inmovilización de la ChOx-SE en gel de 

poliacrilamida, y una vez colocada la lámina en la celda, tuvo lugar la reacción 

enzimática con Ch (a 380 / 430 nm como longitudes de onda de excitación / 

emisión respectivamente). En este caso, sí se observó la señal (Figura 6.16 ) 

y ésta dependía de la concentración de Ch, aunque fueron muy bajas. 

 

Figura 6.16  Estudio de calibración de Ch, con inmovilización de ChOx-SE en la lámina, 

medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. [ChOx-SE]=9.4 UI, pH 9.0, λexc 380 nm / 

λem 430 nm, caudalCh 0.5 mL·min-1, tiny. Ch: 2 min. [Ch]= a. 1.0·10-4 mol·L-1, b. 5.0·10-4 mol·L-1. 
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Para mejorar la señal se estudiaron diferentes parámetros: 

•••• Efecto del DMSO en la señal 

Cuando se llevó a cabo la reacción de derivatización de la enzima, se 

observó un aumento de temperatura en la disolución. Una posible causa es la 

presencia de DMSO (ya que el marcador SE se disuelve en este solvente para 

evitar ser hidrolizado). Se estudió el efecto de la presencia de DMSO en la 

actividad de la enzima para lo que la reacción enzimática entre ChOx y Ch se 

llevó a cabo a diferentes concentraciones de DMSO. Los resultados se 

muestran en la Tabla 6.5 . 

 

Tabla 6.5  Influencia del DMSO sobre la actividad de la enzima en la reacción ChOx con Ch. 

[ChOx]=1.6 UI·mL-1, [Ch]=1.0·10-5 mol·L-1, pH 9.0, λexc 280 nm / λem 340 nm. 

Como puede observarse, si la concentración de DMSO aumenta, la 

variación de fluorescencia durante la reacción enzimática disminuye.  

Para evitar que el DMSO en la lámina afecte a la señal, se lleva a cabo 

una evaporación del disolvente previa a la reacción de marcaje. 

•••• Preparación de la lámina 

La lámina sensora tenía una duración muy corta. En la Tabla 6.6  se 

observan las señales obtenidas con la misma lámina en días distintos, durante 

una misma semana. Como puede observarse, el área y la altura disminuyen 

con el tiempo. Puede deberse a que la enzima no quedó suficientemente 

atrapada en el gel y se perdió en el exterior, lo que se comprobó conservando 

una lámina en tampon y haciendo espectros de la disolución. 
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Con el fin de mejorar la retención de la enzima en la lámina, se modificó 

el procedimiento de preparación de la lámina. Como el marcador se une a la 

enzima mediante el grupo succinimida, se pensó en unir a la enzima a través 

de ese grupo un componente que interviniera en la polimerización. De esta 

manera, la enzima quedaría más atrapada en la lámina porque formaría parte 

de ella. El componente elegido fue el N-succinimidil acrilato, que se añade a 

la enzima ChOx junto con el marcador SE, para que ambos se unan a la 

enzima y con esta disolución se forme la lámina.  

 

Tabla 6.6  Señales de área y altura en la reacción de ChOx-SE con Ch, obtenidas por la misma 

lámina sensora en días distintos. [ChOx-SE]=27.8 UI, [Ch]=4.0·10-4 mol·L-1, pH 9.0, λexc 380 

nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. Ch: 5 min.  

Se probaron diferentes proporciones de enzima-acrilato, encontrando 

que una relación molar de 1:10 ofrecía buenos resultados. La Tabla 6.7  

muestra los resultados obtenidos con la misma lámina sensora durante 1, 3 y 

6 días. Como se observa, las señales son similares, indicando ya que la 

enzima se encuentra atrapada en el sensor. 

 

Tabla 6.7  Señales de área en la reacción de ChOx-SE con Ch, obtenidas por la misma lámina 

sensora en días distintos. Relación molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [Ch]= 

4.0·10-4 mol·L-1, pH 9.0, λexc 380 nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. Ch: 5 min.  

•••• Tiempo de inyección 

Al trabajar con la lámina en continuo, primero se hace pasar el portador 

(tampon carbonatos pH 9.0) a través de la celda de flujo. A continuación, el 
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analito se bombea durante un tiempo, al que llamamos tiempo de inyección 

(tiny) y finalmente se bombea de nuevo el portador.  

La Figura 6.17  B muestra la influencia del tiny. sobre el área de la señal, 

indicando que el área depende del tiny. Para tiempos superiores a 5 min, los 

resultados tienden a un valor constante y las mejoras en la señal son nulas. 

Por lo tanto, se consideró 3 min como un buen compromiso entre tiempo de 

análisis y señal obtenida. 

 

Figura 6.17  A) Estudio de tiempos de inyección de Ch, con inmovilización de ChOx-SE en la 

lámina, medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. Relación molar enzima-acrilato 

1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [Ch]=4.0·10-4 mol·L-1, pH 9.0, λexc 380 nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 

mL·min-1, tiny. Ch: a. 1 min, b. 2 min, c. 3 min, d. 4 min, e. 5 min. B) Influencia del tiempo de 

inyección sobre el área de la señal.  

Como se puede observar, los perfiles de las señales obtenidas son 

diferentes a los que se obtienen en disolución, ya que en este caso, además 

de producirse la reacción enzimática, el analito debe difundir en el interior de 

la membrana, por lo que el perfil de subida es más lento que el obtenido en 

disolución. 

Para mejorar la sensibilidad, se podría utilizar la reacción ChOx-SE con 

Ch con el modo de parada de flujo (Stop-Flow). La Figura 6.18  muestra la 

señal obtenida a una [Ch]=8.0·10-4 mol·L-1. (a) Se obtiene tras inyección de 5 

min de Ch sin parada posterior de flujo (área calculada SΔF=28.95) y (b) se 
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obtiene mediante 5 min de inyección de Ch con parada de flujo posterior de 

20 min (área calculada SΔF=203.16). 

 

Figura 6.18  Estudio de la reacción sin y con parada de flujo, con inmovilización de ChOx-SE 

en la lámina, medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. Relación molar enzima-

acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [Ch]=8.0·10-4 mol·L-1, pH 9.0, λexc 380 nm / λem 430 nm, 

caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. Ch: a. 5 min, b. 5 min + 20 min en parada de flujo. 

Por otro lado, la pendiente de subida no depende del tiempo de inyección 

(como se puede observar en las figuras anteriores) para la misma 

concentración de analito. 

 

Bajo las condiciones seleccionadas, se obtuvieron las figuras de mérito. 

La Figura 6.19  A muestra el estudio de calibración de Ch midiendo la 

fluorescencia a las longitudes del marcador CFTM 405S SE. Utilizando como 

parámetro SΔF, la dependencia con la concentración se muestra en la Figura 

6.19 B. Se observa que si bien no es lineal, existe un corto intervalo de 

concentraciones entre 2.0·10-4 mol·L-1 y 4.0·10-4 mol·L-1, en que sí lo es 

(y=132204x–21.371). La RSD fue del 4.2%, para una [Ch] de 4.0·10-4 mol·L-1 

(n=4). 
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Figura 6.19  A) Estudio de calibración de Ch, con inmovilización de ChOx-SE en la lámina, 

medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. [ChOx-SE]=27.8 UI, pH 9.0, λexc 380 nm 

/ λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. Ch: 3 min. [Ch]= a. Blanco, b. 2.0·10-4 mol·L-1, c. 3.0·10-

4 mol·L-1, d. 4.0·10-4 mol·L-1 e. 5.5·10-4 mol·L-1, f. 8.0·10-4 mol·L-1. B) Influencia de la [Ch] 

sobre el área de la señal. 

Para ampliar el rango, se podría ajustar la representación a la ecuación 

correspondiente pero, como se puede observar en la Figura 6.19  A, la 

pendiente de subida de la señal depende de la concentración, haciéndose 

mayor a medida que ésta aumenta, por lo que se evaluó la posibilidad de 

hacer la calibración utilizando como parámetro analítico esa pendiente, 

resultados que se muestran en la Figura 6.20 . 

 

Figura 6.20  Calibración utilizando la pendiente como parámetro analítico respecto a la [Ch], 

medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. 
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Como se puede ver, los resultados son satisfactorios; existe una relación 

lineal (y=1.3632x–0.0002) ampliándose el rango de respuesta lineal hasta 

8.0·10-4 mol·L-1, con una RSD para una [Ch] de 4.0·10-4 mol·L-1  de 4.8% (n=4). 

Esta opción reduce considerablemente el tiempo de análisis, puesto que 

no es necesario dejar que la reacción concluya, ya que solo se necesita 

obtener la pendiente de subida. 

6.4.5 Sensor de fosfato de colina (ChoP) 

Para desarrollar un sensor para la determinación de ChoP, se debe 

inmovilizar además de la ChOx, la enzima AP. Si bien no se han podido 

concluir todos los estudios sobre este sensor, se han querido incluir en esta 

Memoria los resultados obtenidos porque son muy alentadores y los primeros 

obtenidos en nuestro grupo con la inmovilización de dos enzimas. 

Cuando se determinó ChoP en disolución, se utilizaba en concentración 

de 40.0 UI·mL-1. En este caso, en primer lugar, se probó en inmovilizar en la 

lámina una [AP] de 100.0 UI·mL-1, un valor algo superior al óptimo en 

disolución y [ChOx-SE]=27.8 UI. 

La Figura 6.21  muestra la señal obtenida para [ChoP] de 8.0·10-4 mol·L-

1 (a). Aunque se obtuvo una señal muy baja (en comparación a la señal 

obtenida para la misma [Ch] de 8.0·10-4 mol·L-1 (b), este primer resultado fue 

muy alentador. Por un lado indicaba que ambas enzimas se habían 

inmovilizado en la lámina, por otro, que ChoP difundía a través de la lámina, 

y por último, que ambas reacciones enzimáticas se estaban produciendo 

simultáneamente en ella.  



FOSFOLÍPIDOS QUE CONTIENEN COLINA EN LECHE MATERNO-INFANTIL 

 
210 

 

Figura 6.21  Estudio de la reacción sin parada de flujo (no Stop-Flow), con inmovilización de 

las enzimas ChOx-SE y AP en la lámina, medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. 

Relación molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [AP]=100 UI·mL-1, pH 9.0, λexc 380 

nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. 5 min. a. [ChoP]=8.0·10-4 mol·L-1, b. [Ch]=8.0·10-

4 mol·L-1. 

Con el fin de mejorar la señal obtenida, se estudió la influencia de la 

enzima AP, mostrando los resultados en la Tabla 6.8 . 

 

Tabla 6.8  Señales de área en la reacción de AP, ChOx-SE con ChoP, obtenidas por la misma 

lámina sensora. Relación molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [ChoP]=8.0·10-4 

mol·L-1, pH 9.0, λexc 380 nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. ChoP: 5 min. 

El área SΔF y la variación de fluorescencia dependen directamente de la 

[AP]. La máxima concentración probada fue de 400 UI·mL-1. Se eligió ese 

valor como óptimo, aunque también podría haberse utilizado una [AP] de 200 

UI·mL-1. 

Se realizó la optimización del tiempo de inyección para la determinación 

de ChoP, obteniendo resultados similares a los anteriores, por lo que 5 min 

fue elegido como tiempo suficiente para que se lleve a cabo el transcurso de 

la reacción. 
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Se realizó una calibración de ChoP. Si como parámetro analítico se toma 

el SΔF bajo cada señal, se obtienen los resultados que se observan en la 

Figura 6.22 , que al igual que ocurría para Ch, es una curva. 

 

Figura 6.22  Estudio de calibración de ChoP en la reacción con AP y ChOx-SE inmovilizadas. 

Relación molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 UI, [AP]=400 UI·mL-1, pH 9.0, λexc 380 

nm / λem 430 nm, caudalCh 1.0 mL·min-1, tiny. Ch 5 min. 

La calibración utilizando las pendientes de subida de la señal se muestra 

en la Figura 6.23  con buenos resultados. 

 

Figura 6.23  Calibración utilizando la pendiente como parámetro analítico respecto a la 

[ChoP], medido a las longitudes de onda del CFTM 405S SE. 

El rango lineal de concentración fue de 2.0·10-4 mol·L-1 a 8.0·10-4 mol·L-

1 (máxima concentración probada). La precisión RSD para una [ChoP] de 

8.0·10-4 mol·L-1 (n=3) fue del 5.2%. 
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7.1 SCOPE 

There is no single technique to fully address the analysis of lipidome, but 

usually a combination of different experimental approaches. The choice of the 

appropriate technique and method will depend on the objective of the analysis 

and on knowing its starting hypotheses and limitations. From each technique, 

different types and levels of information on the molecular structure of lipids can 

be obtained, with varying degrees of sensitivity and selectivity. 

This Thesis aims to evaluate the viability of two techniques and to 

develop new analytical methodologies for the analysis of different classes of 

lipids and their individual molecular species, in complex samples from different 

matrices: 

• A platform based on High-Performance Thin Layer Chromatography 

(HPTLC) with densitometry and coupled with tandem-MS techniques has been 

developed for the separation of lipid classes and structural identification of their 

individual molecular species, i.e. classes from neutral lipids, sphingolipids and 

phospholipids, in various samples related to lipidomics and complex industrial 

mixtures. 

Although column-based LC-MS is mostly used in lipidomics, 

development of HPTLC-MS may help to overcome some disadvantages of 

column-based LC-MS approaches and complement the information obtained 

by this technique because TLC inherent properties and the possibility of 

improving MS analysis. 

• A methodology based on the fluorescence of flavoenzymes which have 

flavin adenine dinucleotide (FAD) as a cofactor. This approach is an alternative 

when one wants to determine a single lipid (or class), and a previous 

separation is not necessary to perform, but to look for selectivity towards that 

lipid/class. In this work, we applied this methodology for the analysis of 

phospholipids that contain a choline phosphate residue. 
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7.2 DEVELOPMENT OF A PLATFORM BASED ON HPTLC COUPLE D TO 

DENSITOMETRY AND TO TANDEM-MS/HRMS 

The platform consists of the following successive steps, which are carried 

out on the same chromatographic plate, either silica gel or reverse phase one, 

after automated application of the sample by means of a spray-on nebulization 

system: 

1. Automated Multiple Development (AMD) which was performed in steps, 

with decreasing solvent strength in combination with increasing migration 

distances (md, in mm). The possibility of band refocusing increases separation 

efficiency. 

AMD2 development is an interesting alternative for challenging 

separations or compound-class separations in complex mixtures. The 

separation of poorly resolved zones in a chromatogram of studied lipid-

containing samples was improved by optimization of the gradient (solvents, 

solvent composition, number of steps and time of drying).  

2. Detection of lipid-classes by densitometry, either by UV at 190 nm or by 

induced-fluorescence using primuline post-chromatographic impregnation. 

This allows detection of lipid-long hydrocarbon chains to be performed through 

weak, non-covalent interactions. 

The concentration of primulin used allows to modulate the sensitivity of 

lipid signal. Densitometric detection has been used in this work not for 

performing semi-quantitative analysis, but for evaluating the efficiency of 

separation in lipid clases and for fixing band(s) coordinates to MS transfer. 

3. On-line, direct transfer of each plate-separated band to an Ion-Trap Mass 

Spectrometer (IT-MS) or to a Time of Flight quadrupole (QTOF), through a 

portable interface. This allows automatic band extraction and on-line elution in 

seconds.  

The eventual use of primulin does not interfere in the subsequent 

acquisition of MS spectra from the plate because the interactions it establishes 
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with the lipids are weak, and because its MW range is lower than those of the 

lipids studied. 

7.3 INFORMATION OBTAINED FROM THE MS SPECTRA OBTAIN ED 

FROM THE CHROMATOGRAPHIC PLATE. NOVELTY OF THE 

APPROACH. 

ESI-MS  

Each class of lipids separated on a silica gel plate as a band and 

transferred through the interface shows its corresponding distribution of 

sodium adducts sodium (in ESI+), whose formation is favoured in the 

experimental conditions used in the operation of the platform. 

Although ions obtained in the spectrum of each band may provide a 

structural pre-identification of the lipid species, an unambiguous identification 

of species is not possible “sensu stricto” if it is not confirmed by MS/MS or 

HRMS. 

The distribution of ions obtained, however, constitutes a semi-

quantitative profile that provides a relative percentage of the participation of 

each species in the corresponding lipid class. This is due to the fact that the 

gradient of solvents used in the AMD instrument is evaporated after 

separation, and, later, the extraction with the interface is carried out with a 

single solvent (MeOH in our case) which guarantees that the ionization will be 

carried out in the same mobile phase composition conditions for each species. 

Therefore, the response factors of the species of the same lipid class will be 

very similar, since they depend fundamentally on the polar head group. 

ESI-MS/MS (MSn)  

Recording of exploitable MS/MS spectra (in general, MSn) of lipids 

directly from the plate, has until now been impeded by the ubiquitous presence 

of sodium ions during the chromatographic process, which causes poor 

fragmentation of the isolated ions and their coexistence with protonated ions, 

complicating or preventing the structural interpretation of the product-ions. 
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IT-MS allows the possibility of multistage tandem analysis 

(MS/MS…MSn). This Thesis shows that it is possible to obtain working 

conditions so that the sodium adducts, formed in ESI-MS from a wide variety 

of lipids, can be fragmented in positive ESI mode, directly from the plate, and 

that the sodium remains as the charge of stable ionic fragments. These have 

been useful for unequivocal structural identification of ions in complex 

samples, through the fragmentations obtained in the MSn spectra by the 

selection of CID conditions, i.e. ion-precursor, window width, mass tolerance 

and fragmentation voltage, so that mostly sodium adducts are formed. 

This has proved to be quite general for a wide number of lipid classes 

from the plate, as demonstrated by the MSn (ESI+) spectra of compounds such 

as: sphingolipids (sphingomyelins, SM; globotriaosylceramides, Gb3; and lyso-

globotriaosylceramides, lyso-Gb3); neutral lipids (monoacylglycerides, MG; 

and diacylglycerides, DG); and phospholipids (phosphatidylcholines, PC; and 

cardiolipins, CL). Likewise, this analytical system is compatible for ionization 

in negative mode (ESI-) of some members of these families that did not show 

an adequate ionization in positive mode (fatty acids, FA; 

phosphatidylethanolamines, PE; and phosphatidylglycerols, PG). 

HRMS 

Alternative on-line coupling of HPTLC-densitometry with a quadrupole 

Time of Flight (QTOF) allows recording of high resolution spectra to be 

obtained from the separated bands, which provide mass exact identification of 

lipids.   

7.4 APPLICATIONS 

This platform has been applied to three analytical problems of interest, 

which are related to: neutral sphingolipids in human plasma; neutral lipid 

impurities in Fatty Acid-Methyl Esters (FAME-biodiesel); and phospholipids in 

membranes of photosynthetic bacteria. They were selected because they 

cover different fields of interest related to lipidomics, and an energy-related 

industrial sample. The different levels of lipid concentrations present in the 
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matrices illustrate a variety of real analytical situations and exemplify the 

functions of the lipids present in the lipidome. These analytical problems have 

not been addressed previously using the proposed technique. 

Analyses involve sample preparation, AMD separation in lipid-classes, 

semi-quantitative profiles of each class (ESI-MS), and subsequent structural 

identification of their individual molecular species by ESI-MSn / HRMS.  

A) Separation, profiling and individual identificat ion of molecular 

species of neutral sphingolipids in human plasma, w hich are considered 

biomarkers of Lysosomal Storage Diseases (LSD), are  described in 

Chapter 3 . 

LSD are characterized by accumulation of sphingolipids in body fluids 

and many tissues, and are caused by deficiency of several enzymes. They 

have acute neurological, cardiological and renal consequences. Original 

analytical techniques are required for diagnosis and treatment monitoring of 

LSD.  

In this work, we have focused on sphingomyelins (SM), related to 

Niemann-Pick disorder, and on globotriaosylceramides (Gb3) and 

globotriaosylsphingosines (lyso-Gb3), which are both considered as 

biomarkers of Fabry’s disease. 

Neutral SL were isolated from plasma using a standardized sample 

preparation procedure which includes centrifugation, hydrolysis and 

extraction. Subsequently, samples were applied on a silica gel plate and 

submitted to AMD. 

AMD separation into families was the basis for further profiling and band 

identification by MS directly from the plate, using the interface. A nine-step 

DCM-MeOH gradient was selected for a general separation of SL, according 

to their polarity and number of sugar units. Five of nine steps were used to 

obtain an adequate refocusing of Gb3. Densitometry was carried out in UV 

mode at 190 nm. 
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Chromatogram of plasma sample from both a healthy individual and a 

Fabry patient shown, under the above conditions, two bands which were 

identified by tandem-MS. 

SM molecular species 

The band at md 16.7 mm corresponds to pure SM class. Its HPTLC-ESI+-

MS spectrum shows no globosides, and displays the profile of sphingomyelins 

in human plasma. The most important SM molecular species detected were 

the sodium adducts of d18:1;C16:0 (m/z 725) and d18:1;C24:1 (m/z 835). The 

other sodium adducts found in the SM profile were those of d18:1;C18:0 (m/z 

753), d18:1;C20:0 (m/z 781), d18:1;C22:0 (m/z 809) (Figure 7.1  A). 

This pre-identification was confirmed by MS/MS. For example, the 

HPTLC-ESI+-MS/MS spectrum of the abundant precursor ion at m/z 725 

[C39H79N2O6P+Na]+ showed ion products at m/z 666 [M-N(CH3)3+Na]+ and m/z 

542 [M-phosphocholine+Na]+ (isolation width m/z 4 and voltage amplitude 0.4 

V).  

In a similar way, the HPTLC-ESI+-MS/MS spectrum of the precursor ion 

at m/z 835 [C47H93N2O6P+Na]+, showed ion-products at m/z 776 [M-

N(CH3)3+Na]+ and m/z 652 [M-phosphocholine+Na]+ under the same 

conditions.  

The stability of the sodium adducts of SM was so high that it allowed 

consecutive fragmentations to be achieved in IT-MS. The achievable kinetic 

energy of the precursor ion fell in the range of low energy collision-induced 

dissociation. This resulted in the cleavage of the most labile bonds when 

reaching a certain threshold energy. This explains the loss of the 

trimethylamine and phosphocholine groups in SM.  

Gb3 molecular species 

Although the band 2 at md 28.4 mm was not a pure class, it was however 

possible to pre-identify molecular species of Gb3 in the plasma of a Fabry 

patient through its HPTLC-ESI+-MS spectrum. The mass signals obtained 

corresponded to sodiated adducts d18:1;C24:0 (m/z 1158), d18:1;C22:0 (m/z 
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1130), d18:1;C20:1 (m/z 1100), d18:1;C18:0 (m/z 1074), and the most 

preponderant form d18:1;C16:0 (m/z 1046) (Figure 7.1  B).  

The HPTLC-ESI+-MS/MS spectrum of the most abundant ion at m/z 1046 

[C52H97NO18+Na]+ showed a product ion at m/z 885 which corresponded to the 

loss of one hexose group [M-hexose+Na]+. Under low-energy collision 

conditions using IT-MS, the product-ions of glycosphingolipids were generated 

by glycosidic bond cleavages. This confirms identity of Gb3 species. Examples 

of consecutive fragmentation patterns: HPTLC-ESI+-MS/MS, -MS3 and -MS4 

spectra) of Gb3, Gb4, lyso-Gb3 standards are described in Chapter 3 .  

It is remarkable that molecular species of Gb3 were detected in a Fabry’s 

patient plasma. In a healthy plasma control, Gb3 species were under LOD. 

 

Figure 7.1  HPTLC-ESI-MS spectrum (in positive mode) of the A) SM´s profile and B) Gb3´s 

profile on the extract of human plasma.  
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Lyso-Gb 3 

Lyso-Gb3 was not detected in the organic phase extracted from the 

plasma. According to its size and polarity, it could be hypothesized that it would 

pass to the aqueous phase during sample preparation step. A variant of the 

Folch’s method was developed for extracting the aqueous phase. 

It was demonstrated that the plasma aqueous extract can be submitted 

to AMD reversed-phase separation on a RP-18W (C18) plate, using a gradient 

based on MeOH-AcOEt-H2O, with previous acid-plate pre-conditioning (HAc 

1N). Detection was carried out by videodensitometry at UV (254 y 366 nm) 

white light, primulin, and β-naphtol post-impregnations. 

Lyso-Gb3 was also not detected in aqueous phase. 

Lyso-Gb3 standard shows the same MS fragmentation pattern than that 

of the other studied sphingolipid standards, at a similar concentration range. 

B) Separation, profiling and individual identificat ion of individual 

molecular species of neutral lipids of different cl ases in biodiesel are 

detailed in Chapter 4.  

FAME-derived biodiesel is made of renewable sources, mostly 

composed of mono-alkyl esters of fatty acids. A fatty-acid methyl ester 

contents lower than 98 wt% indicates inappropriate reaction conditions and the 

presence of impurities in the final product, including monoacylglycerides (MG), 

diacylglycerides (DG), and free fatty acids (FA), among others. It can be used 

in its pure form, referred to as FAME or B100, or blended with diesel fuel in 

different proportions (BX, with X being the volume percent of FAME in the 

mixture). 

Composition and percentages of lipid impurities affect the performance 

of biodiesel, and are important for establishing their quality specifications. MG 

can lead to severe problems in the engine, such as formation of deposits on 

injection nozzles. MG maximum tolerated concentration in biodiesel is 0.8 wt% 
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In a previous study, MG were separated from the other constituents of a 

FAME-biodiesel sample using a 3-step gradient based on the use of tert-butyl 

methyl ether, DCM and n-heptane. 

We show in this Thesis that the addition of a further step (DCM-n-heptane 

9:1 v/v) and the modification of mds enabled the separation of several lipid 

classes, i.e. MG at md 15.4 mm, FA at md 24.2 mm, and DG at md 41.4 mm. 

The combination of incremental development, stepwise gradient and zone 

focusing led to narrow bands in a highly reproducible way (±0.5 mm standard 

deviation of the lipids, md). The HPTLC chromatogram of FAME-derived 

biodiesel showed the lipid impurities (<2 wt%) from md 10.0 to 80.0 mm. The 

main components corresponding to FAMEs (>98 wt%) as well as the diesel 

peak (in BX) migrated at md >80.0 mm. Detection was performed after post-

impregnation with primulin (0.02 wt%), which generated an intensified 

fluorescence measured at λexc 365 nm and emission collection at λem >400 nm. 

MG molecular species 

The HPTLC-ESI+-MS spectrum of band 1, at md 15.4 mm, in FAME-

derived biodiesel displayed a profile consisting of MG sodiated ions with 

different FA chains in their structures. They corresponded to C18:2 (m/z 377), 

C18:0 (m/z 381), and C20:0 (m/z 409), and their respectively oxidized forms 

based on C18:2 (m/z 393), C18:1 (m/z 395), and C20:1 (m/z 423) (Figure 7.2  

A). 

The most abundant ions at m/z 379 and m/z 395 corresponded to the 

monoglyceryloleate sodium adduct [C21H40O4+Na]+ and its oxidized form 

[C21H40O5+Na]+. The HPTLC-ESI+-MS spectrum of the monoglyceryloleate 

standard and the HPTLC-ESI+-HRMS spectrum confirmed these assignments.  

HPTLC-ESI+-MSn with consecutive fragmentations also confirmed 

identity. The precursor ion at m/z 379 was isolated (width m/z 2; voltage 

amplitude 0.55V). The corresponding spectrum displayed ion-products at m/z 

361 and predominantly at m/z 333, which corresponded to ions derived from 

the loss of H2O or two CH2 groups. The precursor ion at m/z 333 was isolated 

next (width m/z 2; voltage amplitude 0.65V). The HPTLC-ESI+-MS3 spectrum 
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of the product ion at m/z 333 showed the corresponding losses of mainly H2O 

(m/z 315) or two CH2 groups (m/z 305). 

DG molecular species 

The profiling and characterization of DG in the FAME-derived biodiesel 

(band 3 at md 41.4 mm) was performed in a similar way. The respective 

HPTLC-ESI+-MS spectrum displayed the sodiated molecules at m/z 643 

[C39H72O5+Na]+, m/z 659 [C39H72O6+Na]+, m/z 673 [C40H74O6+Na]+, and m/z 

687 [C41H76O6+Na]+, which corresponded to the profile of DG in FAME-derived 

biodiesel (Figure 7.2  B). For HPTLC-ESI+-MS/MS, the most abundant ion at 

m/z 643 was selected as precursor ion (width m/z 2; voltage amplitude 0.4 V), 

producing product ions at m/z 613, m/z 584, m/z 554 and m/z 526 that 

corresponded to the loss of H2O and CH2 groups. 

Free FA molecular species 

The band 2 at md 24.2 mm was assigned as FA in the FAME-derived 

biodiesel. Its HPTLC-ESI--MS spectrum displayed the deprotonated [M-H]- 

ions that corresponded to a typical FA profile. The deprotonated oleic acid 

[C18H34O2-H]- at m/z 281 was the preponderant FA. Other FA, such as C16:0 

(m/z 254), C18:2 (m/z 279), C20:0 (m/z 311), and C22:0 (m/z 339), were 

identified in the sample profile (Figure 7.2  C). The respective HPTLC-ESI--

HRMS spectrum of band 2 in FAME-derived biodiesel allowed to unequivocally 

identify oleic acid by exact mass. On the other hand, the HPTLC-ESI--MS/MS 

spectrum of the precursor ion at m/z 281 in the biodiesel (width m/z 2; voltage 

amplitude 1.3 V) confirmed the identity and provided similar fragmentation as 

the oleic acid standard. The fragments obtained from m/z 281 corresponded 

to the loss of H2O and CH2 groups. 

The use of HPTLC-fluorescence densitometry-MS under the described 

conditions may be useful to distinguish biodiesel from different origins (animal, 

vegetal). It may be used for a semi-quantitative characterization of the 

molecular species that constitute the lipid impurities of a biodiesel. 
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Figure 7.2  HPTLC-ESI-MS spectrum A) of the detail of MG's profile (in positive mode), B) of 

DG´s profile (in positive mode) and C) of FA´s profile (in negative mode), on FAME. 
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C) Identifications of phospholipids (PL) bound to m embrane proteins 

in photosynthetic purple bacteria: Rhodobacter (Rb.) blasticus, 

Rhodospirillum (Rd.) rubrum and  Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis, as well 

as the purified photosynthetic complex (RC-LH1-pufX ) of this last 

bacterium were described in Chapter 5.  

HPTLC-MS can help to identify the PL individual molecular species of the 

following clases: PC (phosphatidylcholines), PG (phosphatidylglicerols), PE 

(phosphatidylethanolamines) and CL (cardiolipins), which may affect function 

and to improve crystallization of membrane proteins.  

The lipids that surround MP in biological membranes play an important 

role in the activity of these proteins, directly influencing their stability. They can 

modify the compactness of the Protein-Detergent-Lipid complex and change 

the shape and resolution of MP-crystals. 

Photosynthetic membranes from Rd. rubrum, Rb. blasticus y Rbc. 

bogoriensis were prepared, solubilized using dodecyl β-maltoside (DDM) and 

purified by standardized methods.  

Rbc. bogoriensis was cultured in aerobic (A) and anaerobic (B) 

conditions. Likewise, RC-LH1-PufX complex was isolated from Rbc. 

bogoriensis. 

Extracts were solved in CH2Cl2-MeOH (1:1, v/v), and samples and 

standards were applied in duplicate on HPTLC silica gel plates as 4 mm-

bands, using the ATS4 system. Conditions using Automated Multiple 

Development (AMD) were studied to provide phospholipid-classes as 

separated bands. Thus, a 7-step gradient was selected based on MeOH-H2O-

AcOEt, with HAc (1N) plate pre-conditionning. Bands were detected at 190 nm 

by densitometry and videodensitometry (UV-366 nm). These conditions: allow 

an adequate separation of PL classes to be perfomed; provides a sodiated 

medium for ESI+; and favours the coupling with MS via interface. 

Taking into account md of PL standards, the corresponding plate zones 

were perforated using a 2x4 mm-oval head interface, as in the other 
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applications studied in this Thesis. However, as chromatograms do not show 

adequate resolution and a matrix effect was noticed, a verification of the elution 

limits for each PL class in samples was inspected by MS. Selected zones were: 

PC (11-13 mm), PE (29-34 mm), CL (39-41 mm), PG (45-49 mm). 

Concerning PL standards, HPTLC-ESI+ spectra of PC and CL showed 

sodium adducts ([M+Na]+ and [M-2H+3Na]+, respectively), and they were 

fragmented using tandem MS. PE and PG standards were preferably ionized 

in negative mode. CL standard can also be ionized in negative mode. Further 

identification of individual molecular species belonging to each PL class can 

be obtained by MS/MS. HPTLC-ESI-MS spectra of standards showed an 

adequate stability over time and correct ion intensities when compared with 

ionization in solution. 

PL species found in membrane extracts of studied bacteria are 

summarized in Table 7.1 . 

The number of species found using HPTLC-MS was higher to those 

found in another experiment, based on LC-MS, performed under the same 

membrane extracts in another laboratory. 

Formation of sodiated background clusters [Na+(CH3-COONa)n1, 

(HCOONa)n2, (con n1, n2 ≥0), with m/z Δ=82 for sodium acetate and m/z Δ=68 

for sodium formiate], and sample ion clusters [M+Na]+(CH3-

COONa)/[M+Na]+(HCOONa), were considered as artifacts for spectra 

interpretation. 

The RC-LH1-PufX complex from Rbc. bogoriensis shows abundant PC 

species at m/z 822.6 [PC(37:2)]; m/z 808.6 [PC(36:2)]; m/z 850.5 [PC(39:2)], 

and m/z 700.5 [PC(28:0)]. Concerning PG, the most abundant species were 

PG(36:2), at m/z 773.3. Other molecular species with lower intensities were 

PG(34:4) at m/z 742.3, and PG(33:4) at m/z 727.3. 

Some detected chains of fatty acids show an odd number of carbon 

atoms. This fact has already been described several times in the case of other 

non-sulfurous purple bacteria. 



THESIS SUMMARY 

 
228 

 

Table 7.1  Molecular PC, PE and PG identified species in bacterial extracts and purified 

complex. 

Chromatographic identification of cardiolipin species is a complex 

problem. Experiments using LC-MS (ESI-) conducted by another research 

group did not lead to the identification of CL species in the membrane extracts 

of Rb. blasticus. We try to deepen this problem using HPTLC-MS, and found 

that: 

• Chromatographic development on the plate does not involve oxidation of 

CL. 



   CHAPTER 7 

 
229 

•     CL standard and a sample of oxidated CL standard were ionized (ESI-) 

in an identical manner from a solution and from the chromatographic plate. 

• No CL species were identified in ESI- in any of the extracts studied or in 

the Rbc. bogoriensis complex. 

•  In the case of ESI+, two ions, at m/z 1347.7 and 1074.9, were identified 

in the Rb. blasticus extract, which could correspond to CL[C69H118O17P2-

2H+3Na]+ and CL[C49H86O17P2-2H+3Na]+ structures, respectively. Both ions, 

also observed both in the spectra of the CL standard in solution and in those 

obtained from the plate, do not seem to come from "cluster" artifacts, nor from 

the chromatographic plate itself. However, its MS/MS fragmentation could not 

be explained. 

7.5 COMMENTS ON THE PROPOSED TECHNIQUE 

Separation using HPTLC (AMD) provides lipid-classes as narrow peaks 

enough to ensure a direct elution and transfer of the plate zones. This 

technique may have a special practical interest in certain circumstances, as in 

the rapid, targeted characterization of hot bands in the desired zone of the 

plate. Therefore, the spatial selectivity provided by HPTLC-MS made it a useful 

complementary technique to LC-MS for lipid analysis. 

Moreover, HPTLC-MS may help to overcome certain limitations of 

column-based LC-MS methods. LC-MS systems are designed to process large 

amount of data, and get all the information in a single experiment. Once a 

manipulation starts, it cannot be stopped. Likewise, runs are expensive in time 

and solvent. Thus, expensive mass spectrometric recording of unknown 

samples with negative findings may be reduced to a minimum using HPTLC-

MS. 

Likewise, in LC-MS technology, ionization is carried out directly from the 

gradient-based mobile phase whose composition varies with retention time. In 

the case of HPTLC-MS, the post-chromatographic elimination of the mobile 

phase and the subsequent extraction of the interface with a single solvent 
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guarantee the same starting conditions for the ionization of all the molecular 

species in a lipid class. 

 The described technique also benefits from the general advantages of 

the HPTLC, such as high sample throughput and parallel screening. Likewise, 

the flexibility, the low relative cost and the particular features through the planar 

format of the described technique may contribute to renew interest in a 

technique as popular in the field of lipids as HPTLC. 

7.6 ANOTHER POINT OF VIEW: ENZYMATIC SELECTIVE METH ODS 

An alternative to separation methods to determine a single analyte (or 

family of analytes) is the development of selective analytical methods for the 

corresponding target. 

These methods are based on the choice of receptor molecules which 

react in a selective way with the analyte and therefore generate a signal. 

Enzymes having FAD as cofactor (flavoenzymes) are very interesting 

receptors since they present optical properties that are modified during the 

reaction with the corresponding substrate. The mechanism by which 

flavoenzymes catalyze the oxidation of substrates can be summarized in 

Scheme 7.1 : 

 

Scheme 7.1  Mechanism by which the flavoenzymes catalyze the oxidation of substrates. 

As indicated, the flavin group of the enzyme oxidizes the substrate to the 

product while it is reduced to FAD.H2; then, the oxygen regenerates the FAD, 

and simultaneously H2O2 is formed. This reaction can be monitored using the 

following alternatives: 
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1.  Variation of fluorescence at the FAD wavelengths. 

2.  Variation of fluorescence at the tryptophan (trp) wavelengths. 

3.  Variation of fluorescence at the wavelengths of a fluorescent probe 

coupled with the enzyme.  

The use of enzymatic methodology based on flavoenzymes provides two 

important advantages: it does not require the addition of more reagents than 

the enzyme involved in the reaction, which acts as an indicator of the reaction 

it catalyzes (self-indicating systems). On the other hand, the enzyme is 

regenerated during the process so it can be used several times. Consequently, 

it is very interesting to be implemented in optical biosensors. 

The analytical possibilities of this methodology in the determination of 

phospholipids having a choline residuo/rest/group (Ch-PL) in their structure 

were studied, focusing on the choline phosphate (ChoP, metabolite derived 

from phosphatidylcholine). The reaction scheme is as follows (Scheme 7.2 ): 

 

Scheme 7.2  Enzymatic reactions carried out for the determination of ChoP. Enzymes involved 

in the process: AP and ChOx. (GB: glycine betaine). 

Choline fosfate (ChoP) reacts with alkaline phosphatase enzyme (AP) to 

produce choline (Ch) which, in turn, reacts with choline oxidase flavoenzyme 

(ChOx), producing changes in fluorescence wich are related to the analyte 

concentration. 

This methodology was used for the determination of Ch or for the 

combined determination of both analytes (Ch and ChoP), either jointly or 

sequentially. An example of determination in infant milk formula is shown. 

Since both enzymes are regenerated, the possibility of developing a self-

indicating sensor is also explored. 
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7.6.1 Ch and ChoP determination in solution 

The method was developed using a plate reader. ChOx and ChOx-FS 

spectra should be considered to select excitation and fluorescence filters. 420 

nm and 530 nm were selected as λexc and λem, respectively for ChOx, and 440 

nm λexc / 530 nm λem, for ChOx-FS.  

 

Figure 7.3  Variation in fluorescence intensity over time during the enzymatic reaction.  

Figure 7.3  (a) shows the corrected fluorescence intensity variation (Fc) 

during choline/choline oxidase (Ch/ChOx) reaction, using the plate reader. The 

initial fluorescence decay is mainly due to the oxidation of Ch to BA. The later 

increase appears when the whole BA is oxidized to GB (Scheme 7.3 ). 

 

Scheme 7.3  Reaction steps in the Ch oxidation (BA: betaine aldehyde, GB: glycine betaine). 

Since the kinetic of the FAD.H2 formation is faster than that of the FAD 

regeneration, while substrate is present in the solution, the reduced form is the 

preponderant species and the fluorescence intensity remains low. When the 
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whole substrate (Ch and BA) has been oxidized, then the FAD becomes the 

predominant species and the initial fluorescence intensity is recovered. 

When ChoP is the analyte, both enzymatic reactions are carried out 

simultaneously. Initially, Ch is not present in the solution. It is slowly liberated 

during the previous enzymatic hydrolysis with alkaline phosphatase (AP), so 

the fluorescence variation vs. time shows the profile indicated in Figure 7.3  

(b). A comparison between (a) and (b) reveals that the ChoP hydrolysis is 

slower than the Ch to BA oxidation (the fluorescence decay at the beginning 

of the reaction is much faster in (a). As Figure 7.3  (b) shows, several 

parameters could be used as the analytical parameters for ChoP 

determination, namely the area of the signal (SΔF), the maximum variation of 

fluorescence intensity (ΔFmax) and the reaction time necessary for the 

minimum value of the signal to appear (tmin).  

When ChOx was chemically modified with fluorescein (FS), and 

fluorescence was measured at the FS wavelengths, the fluorescence vs. time 

representation was nearly a mirror image but with positive fluorescence values 

(Figure 7.3  c) with regard to that shown in Figure 7.3  (b). This behavior was 

previously explained. Briefly, ChOx flavin group absorbs at the same 

wavelength as FS. Then, flavin produces an inner filter effect on the FS 

fluorescence. As FAD has a higher molar absorptivity than that of FAD.H2, 

when flavin is in the oxidized form, the inner filter effect is higher than in the 

reduced form; this means that the ChOx-FS fluorescence intensity at FS 

wavelengths is higher when flavin is in the reduced form.  

An optimization of AP and ChOx concentrations, and pH was carried out. 

Likewise, ChoP and Ch calibrations were performed into selected FAD and FS 

wavelengths. The results are shown in Table 7.2 . 
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Table 7.2  Figures of merit for ChoP and Ch determination using ChOx and/or ChOx-FS 

fluorescence in the ChoP optimal conditions. 

In many samples containing ChoP, Ch is also present as a constituent. 

Since Ch also reacts with ChOx, the method described can be adapted for a 

combined determination of both analytes. Figure 7.4  shows a Fc=f(t) profile 

obtained when ChOx-FS and AP are sequentially added to a solution 

containing a Ch+ChoP mixture. After ChOx-FS addition, only the Ch present 

in the solution reacts (first maximum). When the ChOx-FS fluorescence 

returns to the initial value (which means that the Ch reaction is over), the 

subsequent addition of AP starts the ChoP reaction, giving the second 

maximum.  

 

Figure 7.4  Fluorescence intensity variation over time during the sequential enzyme reaction 

of a sample containing Ch and ChoP measured at FS wavelengths. 
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To carry out the determination in infant milk formula, the standard 

addition method was used. The sample is prepared following a simple method, 

by adding both standards before the separation treatment and correcting the 

spectral interference by measuring at label wavelengths. The results obtained 

were 0.157±0.013 mg·g-1 of free Ch and 0.022±0.002 mg·g-1 of ChoP in milk 

(n = 3), in agreement with results from the literature.  

A recovery study was also performed. Concentrations of Ch and ChoP 

were added to the solution obtained before centrifugation, which were 

submitted to the described procedure. Recovery of 93% for Ch and 95% for 

ChoP were obtained. 

7.6.2 Biosensor results 

When developing a biosensor, enzymes must be immobilized in a 

support that allows the analyte to enter to produce the reaction. The support 

will be based on an acrylamide/bis-acrylamide gel which absorbs in the 

ultraviolet region. Therefore, this study will be carried out in the visible region 

of the spectrum, working with the enzyme modified with a fluorescent label. 

It was necessary to choose another label whose excitation spectrum is 

overlapped to excitation spectrum of FAD in ChOx at pH 9.0. This is because, 

at pH 9.0, the excitation maximum of FAD experiences a hypsochromic shift 

of about 50 nm (to 400 nm) compared to its absorption spectrum. This is not 

observed at other pH. At this pH there is not an overlap between the excitation 

spectra of FAD and fluorescein (FS) so there is not an inner filter. 

The selected label was CFTM 405S, succinimidyl ester (SE). In its 3D 

excitation spectrum in solution, the maximum of emission is 430 nm. Likewise, 

it has four maxima of excitation: 250, 280, 380 and 410 nm. Two of them, 380 

and 410 nm, are overlapped to FAD excitation spectrum at pH 9.0. 

For continuous measurements, the flow cell (wich includes the biosensor 

film inside) was placed in the fluorimeter. At pH 9.0, a carbonate solution was 

flowed to 1 mL·min-1 and fluorescence intensity was monitored to 430 nm (λexc 

380 nm). When signal stabilization was reached, a prefixed volume of analyte 



THESIS SUMMARY 

 
236 

solution was injected and variations of signal were monitored. After the run 

was completed, carbonate solution was flowed again. 

Exclusive immobilization of ChOx-SE provides a choline biosensor. A 

joint immobilization of ChOx-SE and AP provides a ChoP biosensor (Figure 

7.5). 

In order to improve the obtained signal, influence of the AP concentration, 

injection time, DMSO effect, preparation of film or Stop-Flow measuring mode 

was studied. 

 

Figure 7.5  Study of the reaction without Stop-Flow, with Chox-SE and AP enzymatic 

immobilization in the sensor film, measured at the wavelengths of the CFTM 405 S. a. 

[ChoP]=8.0·10-4 mol·L-1, b. [Ch]=8.0·10-4 mol·L-1. 

Calibration using slopes is recommended because it extends the 

response range and reduces the time of analysis.  

The obtained results are satisfactory; in the best conditions the 

calibrations were:  

• For Ch, linear relationship, y=1.3632x–0.0002, linear response range 

from 2.0·10-4 mol·L-1 to 8.0·10-4 mol·L-1, with a RSD of 4.8% (n = 4) (for [Ch]= 

4.0·10-4 mol·L-1). 

•  For ChoP, linear relationship, y=0.2489x–3·10-6, linear response range 

from 2.0·10-4 mol·L-1 to 8.0·10-4 mol·L-1, with a RSD of 5.2% (n=3) (for [ChoP]= 

8.0·10-4 mol·L-1). 
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GENERAL CONCLUSIONS 

• HPTLC of lipid complex mixtures (e.g. biodiesel) and lipidome-related 

samples (e.g. human plasma, bacterial membranes), using gradient-based 

AMD and on-line sequential coupling to densitometry (UV, Fluorescence) and 

to MS (IT-MS/QTOF) allow to obtain: 

-  A separation into lipid-classes or subclasses. 

-    A semi-quantitative lipid profiling within each class by ESI-MS. 

-  A direct structural determination of individual lipids and their molecular 

species by Tandem-MS/HRMS, on a single chromatographic plate. 

• Separation using HPTLC (AMD) provides lipid-classes as narrow peaks 

enough to ensure a direct elution and transfer of the plate zones to obtain both 

semi-quantitative composition profiles of each class by ESI-MS, and 

identification of individual lipids and molecular species belonging to each 

separated lipid class by MS/MS (MSn) and/or HRMS. As the zones of interest 

on the plate can be selectively transferred to the ESI-MS instrument via an 

elution-based interface, a rapid, relevant structural information about 

molecular species can be obtained. The interface allowing the connection of 

the separated zones on the plate with the IT-MS/QTOF equipment is portable. 

Operation is completed within a minute or even seconds. 

•  Identification of molecular species of different neutral lipid-, sphingolipid- 

and phospholipid-derived classes in the samples can be achieved by ESI in 

positive mode and by MSn or HRMS, owing to the stability of sodiated ion 

adducts formed, or in negative mode. 

• ESI+-MS of the species of a given class of lipids from the HPTLC plate 

provides stable sodium adducts and a homogeneous ionization since, after 

elimination of the chromatographic mobile phase, they are extracted by the 

interface with a single solvent. 
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•  The respective sodium adducts of the above-mentioned ESI-MS spectra 

can be fragmented in the positive ion mode using IT-MS technology. The 

sodium remained the charge of their fragment ions, thus being useful for their 

structural identification by MS/MS (MSn) through further fragmentation. Thus, 

it is feasible to obtain exploitable MSn (and HRMS-QTOF) spectra, quickly, 

reliably and simply, from the bands separated on the plate. The spectra 

obtained showed good intensity and quality. 

• Fragmentation patterns of lipids from standards and real samples in both 

ESI (positive and negative) modes, from silica gel chromatographic plate are 

similar to those described in solution. Likewise, useful information on 

fragmentation pathway of lipids in lipidomic samples can be obtained. The 

stability of the sodium adducts was so high that it allowed consecutive 

fragmentations to be achieved by low-energy CID, with cleavage of the most 

labile bonds when reaching a certain threshold energy.  

• This platform was applied and methods were developed to three 

analytical problems of interest: 

1. Separation, profiling and individual identificat ion of molecular 

species of neutral sphingolipids in human plasma.   

• Thus, sphingomyelins (SM) and globotriaosylceramides (Gb3) were 

separated using a 9-step DCM-MeOH AMD-gradient and detected by UV 

densitometry at 190 nm.  

•  Five SM molecular species were detected as sodium adducts, of which 

d18:1;C16:0 (m/z 725, [C39H79N2O6P+Na]+) and d18:1;C24:1 (m/z 835, 

[C47H93N2O6P+Na]+) were the most abundant. Identification was confirmed by 

MS/MS by the loss of trimethylamine and phosphocholine groups in ion-CID 

fragmentation. 

• Likewise, five Gb3 molecular species were detected as sodium adducts 

in the plasma of a Fabry’s patient, of which d18:1;C16:0 (m/z 1046, 

[C52H97NO18+Na]+) was the most preponderant one. In a healthy plasma 

control, Gb3 species were under LOD. The identity of Gb3 species were 
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confirmed by MS/MS, where the product-ions of glycosphingolipids were 

generated by glycosidic-bond cleavages. 

2. Separation, profiling and individual identificat ion of individual 

molecular species of neutral lipid impurities in Fa tty Acid-Methyl Ester 

(FAME-biodiesel).  

• Monoacylglycerides (MG), diacylglycerides (DG) and free fatty acids (FA) 

were separated between them and from FAME and diesel peaks, using a 4-

step gradient based on tert-butyl methyl ether (TBME), DCM and n-heptane, 

and detection by primulin-induced fluorescence (λexc 365 nm / λem >400 nm).  

•  MG profile displays seven sodiated ions, of which, the most abundant 

correspond to monoglyceryloleate sodium adduct (m/z 379, [C21H40O4+Na]+) 

and its oxidized form (m/z 395, [C21H40O5+Na]+). HPTLC-ESI+-MS2 and MS3 

and HRMS spectra confirmed MG assignments. 

•  In a similar way, four sodiated DG species were detected and identified, 

of which C36:2 (m/z 643, [C39H72O5+Na]+) was the most abundant.  

• Five free FA were detected as deprotonated [M-H]- ions by HPTLC-ESI-, 

and their identity confirmed by MS/MS and HRMS. The deprotonated oleic acid 

[C18H34O2-H]- at m/z 281 was the preponderant FA. 

• The use of HPTLC-fluorescence densitometry-MS under the described 

conditions may be useful to distinguish biodiesel from different origins (animal, 

vegetal). It may be used for a semi-quantitative characterization of the 

molecular species that constitute the lipid impurities of a biodiesel. 

3.  Identifications of phospholipid-molecular species ( PL) bound to 

membrane proteins in photosynthetic purple bacteria  were carried out 

on membrane extracts from Rhodobacter (Rb.) blasticus , Rhodospirillum 

(Rd.) rubrum  and Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis , as well as the purified 

photosynthetic complex (RC-LH1-pufX) of this last b acterium. 

• Phosphatidylcholines (PC), phosphatidylethanolamines (PE), 

phosphatidyglicerols (PG) and cardiolipins (CL) were separated using a 7-step 
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AMD-gradient based on MeOH-H2O-AcOEt, with HAc (1N) plate pre-

conditionning. Bands were detected at 190 nm by densitometry and 

videodensitometry (UV-366 nm).  

•  In Rb. blasticus, two molecular species of PC (36:2 and 34:1) and PG 

(36:2 and 34:1) were mostly found by HPTLC-ESI+, as sodium adducts, and 

ESI–, as [M]-, respectively. In Rd. rubrum, two PE molecular species (36:2 and 

32:1) were found by HPTLC-ESI-, as deprotonated ions. 

•  Some PC molecular species were mostly found by HPTLC-ESI+ in the 

Rbc. bogoriensis membrane extract and, more concentrated, in its purified RC-

LH1-PufX complex. The most abundant ones were the sodiated adducts at m/z 

822.6 [PC(37:2)] and m/z 808.6 [PC(36:2)]. Concerning PG, the preponderant 

species was [M]- at m/z 773.3, which corresponds to PG(36:2). 

• HPTLC-densitometry-Tandem MS provides either a chromatogram 

(densitometry) or image (videodensitometry) and an online transfer to MS that 

offers the selective advantage of accessing to the desired areas of the plate in 

a fast and selective manner. Therefore, this technique provides a spatial 

dimension complementary to the temporal dimension provided by LC-MS. As 

only the zones of interest are transferred to MS, the presence or absence of a 

given lipid class can be confirmed, or relevant information about the sample 

can be rapidly obtained, with considerable savings in solvents and in analysis 

time, since the interface operates in seconds. 

ANOTHER POINT OF VIEW: ENZYMATIC SELECTIVE METHODS 

• Enzymatic reactions of flavoenzymes are a choice for the development 

of self-indicating selective methods to determine specific lipids or lipid families. 

•  Developed methods are quick and simple because: 

- Selectivity is provided by the enzymatic reaction, thus avoiding long 

sample treatments and separation stages. When the lipid cannot react directly 

with the flavoenzyme, the strategy to achieve it is to release any part of it 

through other enzymatic reactions. 
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- On the other hand, as flavoenzymes are self-indicators, therefore 

detection stages can be avoided. 

A)  Measurements in solution 

• The previous statements were shown in this report with regard to choline 

phosphate (ChoP) determination. ChoP is a by-product of phosphatidylcholine 

(PC) which is released after its reaction with a lipase (PLC). 

•  ChoP reacts with alkaline phosphatase (AP) releasing choline (Ch) which 

in turn reacts with choline oxidase (ChOx). Reaction conditions were optimized 

to avoid the need for incubation stages. In this case, both reactions occur 

simultaneously. 

• Changes in ChOx fluorescence during the reaction, either intrinsic (from 

FAD wavelengths) or extrinsic (from fluorescein (FS)-label wavelengths), 

allowed ChoP to be determined without adding any other reagents than those 

involved in the reaction. 

•  After method optimization, linear response interval is wider and 

repeatability is higher in the case of the Area is used as an analytical signal. 

Likewise, method is less time-consuming wether fluorescence variation is 

used. Thus, Area or fluorescence variation can be selected depending on the 

analytical purpose.  

•  This method is sensitive to Ch and therefore allows the joint 

determination of Ch and ChoP. Both analytes can be sequentially determined 

in a single assay by modifying the order of addition of the reagents. 

•  Since ChoP and Ch are water soluble, their determination in infant milk 

formula only required a simple sample treatment which involved sample 

dissolution in aqueous solution, centrifugation and filtration. Existing spectral 

interferences mostly came from riboflavin and tryptofan in milk, and were 

resolved working at pH 9.0 and measuring at Chox-FS excitation/emission 

wavelengths. Quantification was performed after calibration by the standard 

addition method.  
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• Measurements were carried out using an equipment designed for reading 

in well plates, which proved to be useful for performing enzymatic 

measurements given the small volumes used and the considerable savings in 

reagents. 

B)  Sensors 

•  As ChOx and AP are regenerated after enzymatic reaction, several 

measurement cycles can be carried out. This allowed the analytical method to 

be implemented in the form of a sensor. Viability of developed sensors were 

studied using Ch and ChoP standards. Immobilization of ChOx in 

acrylamide/bis-acrylamide allowed manufacturing a Ch sensor. 

• To accomplish this, ChOx has to be labeled to avoid spectral 

interferences. The label selected was CFTM 405S succinimidyl ester, which 

has, when immobilized, a fluorescence spectrum overlapped with that of FAD 

at pH 9.0. 

• ChOx was directly linked to acrylate to improve the immobilization of the 

enzyme in the film. In this way, ChOx is part of its structure. The optimal ratio 

is 1:10 enzyme-acrylate. 

• Signal Area depends on the injection time. Adequate signals are obtained 

using an injection time of 3 min. Stop Flow method may be used when 

necessary to improve sensitivity. 

• Calibration was done by representing slope (fluorescence variation vs. 

time) vs. Ch concentration. This involves faster measurements with regard to 

those from Area determination. 

• Additional manufacturing of a ChoP sensor was also carried out, after 

optimizing experimental conditions, through the joint immobilization of AP and 

ChOx-SE in an acrylamide/bis-acrylamide film.  
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A1. SECUENCIAS DE DESARROLLO CROMATOGRÁFICO ESTUDIA DAS 

1) Identificación de especies moleculares de SL en plasma humano; el 

problema de la liso-Gb 3 (Sección 3.3.8.1) 
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Tablas A1.1  Secuencias de desarrollo cromatográfico estudiadas para la identificación de 

liso-Gb3 mediante separación HPTLC en fase reversa (Sección 3.3.8.1 ). 
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2) Identificación de PL unidos a proteínas de membr ana en bacterias 

púrpuras fotosintéticas (Sección 5.3.3) 
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Tablas A1.2  Secuencias de desarrollo cromatográfico estudiadas para la identificación de PL 

unidos a proteínas de membrana mediante separación HPTLC (Sección 5.3.3 ).  
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