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CAPITULO 1

1.1 LIPIDOS, MEZCLAS COMPLEJAS DE LIPIDOS Y LIPIDOMICA

Aungque no existe una definicion satisfactoria o aceptada del término
“lipido”, podemos decir que, con pocas excepciones, los lipidos son moléculas
anfifilicas, con partes hidrofébicas e hidrofilicas, que, junto con las proteinas
y los hidratos de carbono, constituyen los principales componentes

estructurales de la célula.

El término lipidoma aparecio por primera vez en la literatura en 2001,
precisamente en un articulo 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 lipiddmica hace referencia a la disciplina de investigacion
basada en el analisis de lipidos a gran escala mediante el estudio de los
mecanismos subyacentes, el trafico y la homeostasis en un sistema biolégico
después de un estimulo o crecimiento. Es decir, la identificacion de las
especies y el estudio de las reacciones que implican lipidos celulares en
sistemas bioldgicos. La investigacion en lipidémica incluye la identificacion y
cuantificacion de las miles de especies moleculares de lipidos celulares y sus
interacciones con otros metabolitos. Algunos autores estiman unas 10°
especies, que pueden agruparse en una centena de clases [2]. Otros varian

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

De entre esta gran variedad, definimos a continuacion aquéllas que se
encontraran en esta Memoria. En primer lugar, distinguiremos entre

categorias, clases, subclases y especies moleculares individuales.

La categoria de glicerolipidos engloba las especies de lipidos que sélo
pueden ser hidrolizadas para dar glicerol, un grupo azucar, acidos grasos, y/o
variantes alquiladas. Incluyen, entre otras, las clases monoacilglicéridos (MG),
diacilglicéridos (DG) vy triacilglicéridos (TG), que apareceran en el presente

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

grupos hidroxilo del glicerol (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Estructura basica de los glicerolipidos: molécula de glicerol con acidos 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 categoria de glicerofosfolipidos (o fosfolipidos) 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 sefalizacion celular y estd compuesto de diferentes clases,
subclases y especies moleculares individuales. En la figura se muestran las
clases que se trataran en este estudio (Figura 1.2). De entre las subclases,
s6lo 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 estan presentes
en las muestras sujeto de este trabajo.
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Figura 1.2 Estructura basica de los glicerofosfolipidos (o fosfolipidos): molécula de glicerol, a
la que se unen dos &cidos grasos y un grupo fosfato. El fosfato se une mediante un enlace
fosfodiéster a otras moléculas (p. €j. colina, etanolamina, glicerol, etc.). Ejemplos: A)

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

Los esfingolipidos (SL) son otra categoria de lipidos 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 categorias, existe una gran variabilidad en las clases (Grupos
de azulcares, globotriaosilceramidas (Gbs), lactosilceramidas (LacCer),

glucosilceramidas (GluCer), esfingomielinas (SM), etc.) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Estructura basica de los esfingolipidos: esqueleto de ceramida (formada por el
grupo esfingosina y un acido graso con R variable) y grupo unido en el alcohol primario.
Ejemplos: A) Gbs, B) LacCer, C) GluCer y D) SM.

La clase de acidos grasos pertenece a la categoria de acilos grasos junto
con eicosanoides, docosanoides, alcoholes grasos, aldehidos grasos, ésteres
grasos, y otros, que son los lipidos mas simples. Se caracterizan todos ellos
por tener en su estructura series repetitivas de grupos metileno. Los acidos
grasos son también bloques basicos de otras categorias y clases de lipidos
mas complejos, tales como los (glicerolipidos, glicerofosfolipidos,
esfingolipidos, 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 lipidos comprende una variedad de especies
de lipidos que contienen un grupo de cabeza idéntico y varias cadenas acilos

grasos de diferentes nimeros de atomos de carbono y grados de insaturacion.

Los avances en tecnologia analitica, especialmente en Espectrometria
de Masas (MS) a presion atmosférica, han impulsado la investigacion
lipidomica y, en general, la del analisis de lipidos en matrices complejas de
interés industrial, la mayoria de ellas relacionadas con la alimentacién y la

bioenergia [5-7].

Aungue la plataforma mas utilizada es, sin duda, su acoplamiento con
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia en columna, no hay un Unico esquema
basado en MS que pueda cubrir la deteccion del lipidoma completo debido a
la diversidad de las estructuras moleculares existentes [8]. El andlisis suele
ser finalmente abordado mediante una combinacién de diferentes
aproximaciones experimentales. Dependiendo de la técnica y la
instrumentacion se pueden obtener diferentes tipos y niveles de informacion
sobre la estructura molecular de los metabolitos, con diversos grados de

sensibilidad y selectividad.

1.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA LA LIPIDOMICA:
TECNOLOGIAS

1.2.1 Técnicas de ionizacion

El analito es ionizado en la fuente de iones. Las dos fuentes de iones
mas importantes son la ionizacibn por electrospray (ESI) y la

desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI).
1.21.1 ESI

Las disoluciones son directamente transformadas en moléculas
gaseosas ionizadas aplicando un alto voltaje a la disolucion, que crea un fino

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

atmosférica.

ESI es una técnica de ionizacidn suave, muy poco destructiva, que
permite la observacion de moléculas intactas con una o multiples cargas. Se
analizan fundamentalmente iones moleculares e incluso aductos, dimeros y
otros complejos muy débilmente unidos en disolucién, y que son detectados
como agregados o complejos no-covalentes. Asi, hablamos de minima

fragmentacion en la fuente [5].

El nimero de cargas de una molécula particular depende de varios
factores tales como estructura, tamafio, composicion, disolventes vy
parametros instrumentales. En general, se producen iones con una, dos o tres
cargas en el caso de moléculas con pesos moleculares <2-10% Da, mientras
gue para moléculas mayores, se observan iones con mas de tres cargas. Esta
capacidad de producir iones moleculares con multiples cargas hace posible
observar moléculas muy grandes tales como proteinas o fragmentos de ADN.

También permite la deteccion de iones monocargados de bajo peso molecular

9.

ESI es la ionizacién mas utilizada en el caso de los lipidos. Los procesos
de ionizacion molecular pueden conducir a iones positivamente o
negativamente cargados. Por ejemplo, se suele observar aductos protonados,
con amonio o alcali 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 ionizacion en modo ESI positivo se usa para moléculas
con grupos funcionales que aceptan facilmente un proton (tal como las
aminas), mientras que la ionizaciéon ESI en modo negativo se usa para
moléculas con grupos funcionales que pierden facilmente un proton (tal como
los acidos carboxilicos). Aunque la mayoria 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-L1y nmol-L?, que mejora con los nuevos desarrollos. Ademas, presenta

dos caracteristicas de gran importancia:

» Debido a su minima fragmentaciéon en la fuente, puede utilizarse en
modo tandem tras la fragmentacion inducida de uno o mas iones
seleccionados por colision con gas inerte (Collision-Induced Dissociation, CID)
(Seccion 1.3). Esta propiedad es fundamental para el andlisis de lipidos
(Seccion 1.5).

e Como ESI es una ionizacion muy adaptable desde el punto de vista de
disolventes, flujo, modificadores, es facilmente acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS) [11] (Seccion 1.4.2).

En el caso particular del andlisis lipidico, hay que tener en cuenta que la
mayoria de los lipidos son poco solubles en disolventes polares, asi que
forman agregados, micelas o vesiculas conforme aumenta su concentracion
y, en estado agregado, no pueden ser eficientemente y cuantitativamente
ionizados. Los disolventes organicos seran favorables en el analisis lipiddbmico
pues mejoran la solubilidad de los lipidos y también la desolvatacion (p. e;.
MeOH, CHCIs, etc.) y, en general, la ionizacién ESI.

Ademas, para decrecer el tamafo inicial de la gota y facilitar mas la
ionizacion, se afladen compuestos que pueden aumentar la conductividad (p.
ej. HAc, HCOzH, etc.).

Una especie de lipido puede aparecer en una variedad de tipos de iones
bajo condiciones experimentales diferentes. Esta propiedad es importante
para nuestro analisis pues los lipidos neutros pueden formar facilmente
aductos con pequefios cationes y aniones. En general, casi todos los lipidos

no volatiles pueden ser ionizados.

Las especies individuales de lipidos pertenecientes a una misma clase,
dado que poseen idénticas propiedades de carga intrinsecas debidas a la

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

condiciones experimentales [5, parte IlI].

1.2.1.2 MALDI

Es otra técnica de ionizacion suave que empez6 siendo una técnica de
vacio. Fue la primera técnica de ionizacion a la que se acoplo6 la HPTLC. Por
este motivo, explicaremos su fundamento, ventajas, limitaciones generales y

su aplicacion a los lipidos mas adelante (Seccion 1.7.1.2 A).

1.2.2 Analizadores de masas y técnicas MS tandem y  alta resolucién,
HRMS

Los iones resultantes se transmiten al analizador de masas, donde son
separados conforme a su m/z. La tecnologia es variada si bien los mas
utilizados para la lipidomica son los descritos a continuacion, 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 rapidamente un
amplio rango de m/z, o bien continuamente, o por una sucesion de saltos

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

Un triple cuadrupolo (QQQ) consta de tres cuadrupolos consecutivos.
El primero actia como un filtro de masa para transmitir un ion particular al
segundo cuadrupolo, que constituye la celda de colision. Alli el ion es
fragmentado tras colisionar con un gas inerte (p. ej. He, Ar, N2). El tercer
cuadrupolo también actia como un filtro de masa que transmite un ion
particular al detector en un tiempo dado, que es monitorizado proporcionando
informacion estructural. Asi, QqQ puede ser empleado para llevar a cabo
distintos tipos de MS/MS.
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QQqQ es el instrumento mas popular en lipiddmica puesto que se puede
usar tanto en modo “shotgun” como acoplado a LC (Seccion 1.4) [12]. Sus
limitaciones son una reducida precision en la masa, bajo poder de resolucién

y limitacion de tAndem 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 asi determinar el tiempo que tardan en llegar al detector. Presentan
una alta precision y resolucion en cuanto a la determinacion 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 hibridos con cuadrupolos (QTOF) o trampa lineal
de iones (Linear lon Trap-Time Of Flight, LIT-TOF), que han mejorado
notablemente el analisis de los iones producto conservando la precision y la

resolucién para determinar la masa exacta.

En esta Memoria se ha utilizado un QTOF, que proporciona una
resolucion de masa de 4-10* y una precision mayor de 5 ppm, de cara a
obtener la composicion elemental exacta, con una rapida y eficiente obtencion

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

e Trampa de iones (lon Trap, IT-MS) es otro tipo de espectrometro de
masas muy utilizado en lipidémica. Un IT-MS-3D (por ejemplo, el QIT)
comparte los mismos principios fisicos 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 andlisis tandem
multi-etapa, no so6lo MS/MS, pues permiten sucesivos aislamientos y
fraccionamiento de iones producto [15]. Sin embargo, la resolucién y el rango
dindmico que proporcionan no son muy altos. En esta Memoria se utilizara un

instrumento QIT.

La dltima adicién a la familia de analizadores de alta resolucién es

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

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

Los iones orbitan alrededor a lo largo del eje del electrodo. La oscilacion
genera imagenes 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
precision/resolucion y ya se presentan en tamafo “bench-top”. Se estan
desarrollando hibridos LIT-Orbitrap (o Qg-Orbitrap). Estos instrumentos se
consideran los sucesores de los analizadores de sector magnético como la
resonancia ion-ciclotron con Transformada de Fourier (Fourier Transform-lon

Cyclotron Resonance, FT-ICR).

1.3 IDENTIFICACION DE LIPIDOS

La técnica de ionizacion ESI-MS proporciona una minima fragmentacion
en la fuente, que es una gran ventaja y hace que pueda ser utilizada para
obtener informacion estructural. Sin embargo, esto se suele complicar debido
a que son muchas las especies que entran simultdaneamente en la fuente,
aunque ESI-MS esté acoplada a una separacion cromatografica. Asi que la
identificacion de los lipidos debe pasar por el uso de las técnicas tandem, que
requieren, o bien analizadores multiples (p. €j. triple cuadrupolo), o trampa de

iones.

Mientras que el esquema de fragmentacion de una clase de lipidos
depende de su estructura quimica y su carga, la aparicion de iones producto
tras disociacion inducida por colision (CID) con gases inertes depende de: la
energia de colision, la presion de gas de colision (en el caso del cuadrupolo),
el tiempo de colision en la celda (en el caso de la trampa de iones), asi como
del instrumento empleado [5, capitulo 6].

En el caso de los instrumentos de trampa de iones (como el utilizado en
esta Memoria), la duracion de colisién suele ser baja, permitiendo poco tiempo

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

puede ser una desventaja para la caracterizacion estructural, es una ventaja
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para elucidar las vias de fragmentacion. Ademas, la capacidad de los
instrumentos tipo trampa de iones para realizar analisis ion-producto multi-
etapa a través de la continua seleccion y fragmentacion de un ion producto
dado, puede compensar la generacién de menos iones producto. Asimismo,
las cadenas alquilicas de los acidos grasos muestran gran estabilidad en
condiciones de fragmentacion CID de baja energia como la proporcionada por
los equipos de trampa de iones [17].

Los cuatro modos principales de llevar a cabo MS/MS en lipidémica son:
Product-lon Analysis, Neutral-Loss Scan (NLS), Precursor-lon Scan (PIS) y

Selected Reaction Monitoring (SRM), y se resumen en la Figura 1.4 (adaptada
en espaiiol de [5, p. 38]).

A Product-lon Analysis

Seleccion Fragmentacion Escaneo
jon-precursor (CID) iones-producto
lones generados a - pe e,
partir de una fuente —gm | > - o504 | —»  Detector
de iones - - p— ]
B Neutral-Loss Scan (NLS)
Escaneo
Escaneo Fragmentacion iones-producto
ion-precursor (m/z) (CID) ((m-a)/z)
lones generados a >m ————»p.
rtir d fuent 4| ° 5P
partir de una fuente  —p» >, - ———— Py — Detector
de iones 2 A ——l
my-py=a
C Precursor-lon Scan (PIS)
Escaneo Fragmentacién Monitorizacion
ion-precursor (CID) iones-producto
lones generados a * M4 <
>, v = P Detector
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de iones >m, bt
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Figura 1.4 Diagrama esquematico de las técnicas de espectrometria de masas tandem. CID

(disociacién inducida por colision). mx y px (x=1, 2, 3,...) se refieren a iones precursor o
producto, respectivamente.
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En modo Product-lon Analysis, el primer analizador de masas se usa
para seleccionar un ion precursor particular de interés y transmitir sélo este
ion, que es acelerado con un potencial eléctrico para inducir colision en una
celda (CID) con gases inertes. La estructura del precursor seleccionado puede
ser elucidada a partir de la reconstruccion de los iones producto y/o los
patrones de fragmentacion, junto con la masa del precursor. Esta técnica
MS/MS puede ser realizada iterativamente con la seleccién secuencial de
iones producto resultantes para fragmentaciones subsiguientes, lo cual
permite definir mecanismos de fragmentacion. Esto se llama tandem multi-

etapas (MS") 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 lipidos que poseen un fragmento idéntico, consecuencia de
una diferencia constante de masa (NLS) o para detectar una clase o grupo de
lipidos 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 simultdaneamente (MRM, Multiple Reaction Monitoring). SRM
suele ser utilizado en modo acoplado a LC, debido a la limitada cantidad de
tiempo para la adquisicion de datos [18]. Los modos NLS, PIS y SRM son

propios de analizadores tipo triple cuadrupolo.

Con todo esto, la identificacion de los lipidos incluye: las clases
(definidas por los grupos de cabeza) y las subclases, ambas separadas
cromatograficamente en nuestro caso, como paso previo a la identificacion
por MS. Luego, la longitud de las cadenas de acidos grasos, el nimero total

de atomos de carbono y dobles enlaces en las cadenas.

Una especie correspondiente a una misma clase lipidica puede aparecer
en una variedad de tipos de iones bajo condiciones experimentales diferentes.

La obtencion de la distribucion posicional de los dobles enlaces en los
lipidos sigue siendo un reto, aunque se estan realizando avances en este
sentido, fundamentalmente mediante trampa de iones con técnicas multi-

etapa [19], y mediante espectrometria de masas de movilidad iénica (lon-

Mobility MS, IM-MS). IM-MS permite separar moléculas ionizadas en fase gas
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basandose en su movilidad, que es funcion de la masa del ion, carga, tamafio
y forma, en un gas portador bajo voltajes diferenciales. El area de un ion que
es “golpeado” por las moléculas de gas es una seccién transversal de colision
(collision cross section), que esta directamente relacionada con la forma y el
tamafio 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 aplicacion al campo de la lipidomica [20].

A pesar de los avances en Bioinformética y de la existencia de librerias
y bases de datos de lipidos, es inevitable tener que recurrir en bastantes casos
a una busqueda manual para la identificacion especifica de una especie [5,

capitulo 5].
1.4 ENFOQUES ACTUALES DE LA MS EN LIPIDOMICA

Las dos estrategias analiticas dominantes en lipidomica se llevan a cabo
mediante ESI-MS y se clasifican en: técnicas de infusion directa (shotgun) y
las basadas en cromatografia de alta eficacia en columna, que se suelen

denominar técnicas LC-MS.
1.4.1 Shotgun

Se caracteriza por una infusion directa de una concentracion constante
de la solucion de lipidos durante todo el tiempo de andlisis. Se basa en la
hipotesis de que todas las clases de lipidos experimentan un entorno idéntico
en la fuente de iones, e incluso la supresion idnica que experimentan los
lipidos entre si, dentro de una clase o entre clases diferentes, puede
considerarse constante [21]. Esta aproximacion ha experimentado impulso
gracias al desarrollo de los sistemas de infusion basados en nano-
electrospray, integrados en chips de silicio con boquillas que permiten inyectar
flujos de 100 nL-mint [22].

Pueden utilizarse todos los sistemas MS tandem y de alta resolucion

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

mayoria de los aparatos comercialmente disponibles no es lo suficientemente




INTRODUCCION GENERAL

alta para resolver completamente todos los solapamientos presentes en un
analisis de lipidos por infusion directa de cara a la cuantificacion [5, p. 328]
[24].

Hay autores que valoran la necesidad de la introduccion de una etapa
cromatografica [25].

142 LC-MS

Es quizas el enfoque analitico mas popular para el analisis de lipidos.
Permite aunar una tecnologia de separacion eficiente con la tecnologia de
deteccién mas sensible. LC-MS suele ser usada para analizar compuestos no

volatiles y térmicamente inestables.

La gran ventaja de LC-MS es el uso de una potente separacion
cromatografica para resolver mezclas de lipidos en clases de lipidos utilizando
columnas HPLC de fase normal [26], que aprovechan las interacciones
polares entre los grupos de cabeza lipidicos y la fase estacionaria (p. €j. silica
gel, diol, amino, etc.) o en especies de lipidos individuales, utilizando
columnas HPLC de fase reversa [27], que aprovechan la hidrofobicidad de los
acidos grasos de los lipidos, con sus diferentes longitudes de cadena, y
namero y posicion de los dobles enlaces. Otras fases estacionarias tales como
las de intercambio idnico, afinidad, interaccion hidrofébica (HIC) o de
interaccion hidrofilica (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 tecnologia HPLC han dado lugar a las
columnas tipo UPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography) que,
con una disminucion del tamafio de particula del relleno y mejora del
empaquetamiento y de los materiales, logran columnas de pequefio tamafio y

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

La separacion en columna proporciona la dimension de tiempo de

elucién para la identificacion de las especies de lipidos individuales.
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El segundo factor a considerar es el acoplamiento LC-MS. La ionizacién
ESI permite evaporar continuamente el disolvente que constituye la fase movil
usada en la separacion y ha llegado a ser la interfaz “estandar” en las técnicas
LC-MS [11]. Conforme el eluato fluye de la columna cromatogréfica, es
transformado en moléculas gaseosas ionizadas. Si bien una fuerza idnica alta
puede favorecer la supresion idnica, a veces la introduccion de iones en la
fase movil es esencial, o bien para facilitar la formacion de aductos o bien para

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

El tercer factor a considerar es el analisis MS y MS/MS de las especies
lipidicas eluidas, teniendo en cuenta que la concentracion de la solucién de
lipidos que entra en la fuente de iones esta cambiando constantemente y que
la identificacién de los lipidos debe hacerse en una pequefia ventana de
tiempo. Existen tres métodos fundamentales para el analisis de lipidos por LC-
MS:

* SIM (Selected lon Monitoring) : es un método propio de LC-MS en el
que el ion de interés puede ser extraido exclusivamente del cromatograma.
De este modo, se obtienen todas las especies de lipidos existentes con el
mismo peso molecular. Aunque se pueden obtener perfiles utiles, presenta

limitaciones en cuanto a la identificacion inequivoca y a la cuantitatividad [31].

e SMR/MRM (Seccion 1.3): esta aproximacion soOlo determina las
especies que contienen los pares de transicion predeterminados. Sin
embargo, la identificacion definitiva de las especies tiene que ser realizada
mediante MS en modo ion-producto (Product lon) para encajar el Unico

esquema de fragmentacion para cada lipido.

* Product lon Analysis (Seccion 1.3 ): las especies se identifican una por
una. Es una buena opcidn para identificacion aunque esta tipicamente limitada

a un pequefio numero de iones abundantes.
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1.4.2.1  Ventajas e inconvenientes de LC-MS

A pesar de que es una de las técnicas mas utilizadas, se han puesto de

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

» La eficiencia en la ionizacién se mide generalmente a diferentes tiempos
de elucidn en la separacion LC. Esto introduce variaciones en la eficacia de la

ionizacion ya que se usan diferentes composiciones de fase movil.

» Cuando se separan diferentes clases de lipidos, las diferentes especies
en una clase determinada no estan uniformemente distribuidas en la banda
eluida. Cada especie molecular individual posee su propio y distinto tiempo de
retencion y forma de pico, debido a las interacciones diferenciales con la fase

estacionaria y los agentes par-ionicos empleados.

» Para resolver especies moleculares individuales con columnas de fase
reversa, se suelen usar gradientes. Los cambios de composicion de éstos
pueden causar inestabilidades en la ionizacidn y/o afectar a la eficiencia de la
ionizacion de las especies eluidas con diferentes composiciones de fase maovil
[32].

» Los gradientes utilizados en fase reversa se suelen iniciar con fases
moviles acuosas, lo cual produce problemas de solubilidad dependiendo de
las especies. Esto puede inducir problemas de agregacion y eficiencias de
ionizacion diferenciales. No es inusual que ciertos lipidos 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 ionizacién.
Asimismo, otros autores [34], han puesto de manifiesto que los sistemas LC-
MS estan disefiados para procesar una cantidad enorme de datos y obtener
toda la informacion en un experimento Unico e individual. Una vez que la
manipulacion 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 explicara a lo largo

de esta Memoria.

1.5 VARIABLES Y DIFICULTADES DEL ANALISIS LIPIDOMICO 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 organulos celulares, membranas, microdominios de
membranas, etc. Ademas, la célula es dinamica y depende de su estatus
nutricional, concentraciones hormonales, condiciones de salud y muchos
otros factores, por lo que hacer analisis comparativos concluyentes es
complicado. Ademas, los lipidos forman agregados, lo cual resulta en
dificultades substanciales para el analisis 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
analitico: preparacion de muestra, introduccion, separacion, ionizacion,

identificacion y cuantificacion.

Como obtener y preparar una muestra es una de las cuestiones mas
importantes en lipidomica, en cuanto a: almacenamiento, minimizaciéon de la

oxidacion y extraccion.

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

la complejidad analitica, son:

* Muchos lipidos asociados con proteinas y polisacaridos en membranas

celulares no son facilmente extraibles.

e Algunos lipidos pueden estar fisicamente atrapados en una matriz

tisular.

e Las membranas celulares de algunos organismos son menos

permeables que otras a los disolventes.

» Cada clase de lipidos necesita distintos disolventes.
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» Es muy dificil obtener una recuperacion completa de cada clase de
lipidos por cualquier método conocido de extraccion. Se puede emplear un
patrén interno, de la misma naturaleza que los lipidos a extraer, a fin de

controlar el porcentaje de extraccion.

Las condiciones de pH, la polaridad del disolvente de la extraccion y las
propiedades intrinsecas de los lipidos a analizar, constituyen las variables
mas importantes en la preparacién de muestra. Posteriormente, dependiendo
o no de que haya un paso cromatografico intermedio, se deben seleccionar
las variables que influyen en la ionizacion ESI: modo de ionizacion,
temperatura de la fuente, voltaje del spray y flujo de eluyente. Posteriormente,
en la etapa del analisis tandem-MS, hay que controlar las variables en la CID:
energia de colisién, presion del gas de colision y tipo de gas.

1.5.1 Supresion ionica

El término supresion idnica se usa para describir el hecho de que la
eficiencia en la ionizacion o la intensidad de un compuesto o grupo de
compuestos esta significantemente reducida debido a la presencia de otros
compuestos, cambios en los componentes de una matriz, o simplemente
debido a cambios importantes de la concentracion de los compuestos, como,
por ejemplo, en el caso de agregacion de lipidos. Tal reduccion es debida a
cambios en la eficiencia en la formacién o desolvatacion de la gota ante la
presencia de dicho compuesto. Este proceso es dependiente del tipo de

compuesto y su concentracion [35, 36].

La supresion ionica puede afectar a la formacion del ion y, por ello, al
rango lineal, a la precision de la deteccién, y a la fiabilidad de la cuantificacion
[5, p. 341-343)].

Es preciso trabajar a bajas concentraciones y, aun asi, la supresion
iGnica ocurre inevitablemente tanto en las técnicas shotgun como en LC-MS
[37].

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

compuestos en la misma ventana de elucion (una sefal suprime la otra), de
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la variacion de composicion de la fase movil, etc. Es conocido que el uso de
detergentes puede causar supresion ionica severa en técnicas shotgun, o

afectar la separacion LC de los lipidos.

1.6 SEMICUANTITATIVIDAD Y CUANTITATIVIDAD EN EL ANALIS IS
LIPIDOMICO

La cuantificacion en lipidomica se puede considerar como absoluta y
relativa [5, p. 304]. La determinacion de los niveles cuantitativos de una
especie molecular de lipido, soélo puede ser realizada en escasas ocasiones y

conlleva largos y cuidadosos analisis con varios patrones internos.

La cuantificacion absoluta de un lipido mediante ESI-MS puede ser
realizada solamente como una medida relativa respecto a uno o varios
patrones internos estables, que son isotopdlogos (abreviatura de analogos
isotépicamente marcados, es decir, moléculas que difieren solamente en su

composicién isotopica).

El problema de la determinacion cuantitativa es que no existe una
relacion directa en MS entre la intensidad de los iones y la concentracion de
un analito que genera esos iones. Hay varias razones para ello, siendo las
fundamentales las de tipo instrumental (diferencias en disefio de fuentes de
iones, transmision de iones, detectores, etc.) y las diferencias en las
respuestas de los analitos frente a cada instrumento. Asi, intensidades muy
diferentes de iones pueden ser obtenidas a partir de la misma disolucion en
diferentes instrumentos bajo, aparentemente, idénticas condiciones
experimentales. Pequefias variaciones en estabilidad del vacio, condiciones
de la fuente de iones, niveles de humedad y ruido electronico, pueden afectar

a la intensidad.

Desde la toma de muestra hasta el procesamiento de datos se deberia
mantener el mayor grado de fiabilidad y precision posible. La propagacion de
errores deberia ser pre-estimada y controlada. Sin embargo, existen muchas
incertidumbres o variaciones durante todo el proceso analitico, desde el
muestreo, la preparacion de muestra, el analisis propiamente dicho y el




INTRODUCCION GENERAL

procesamiento ulterior de los datos. Asi, las variaciones en el muestreo

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

Otro ejemplo que también influye en los resultados cuantitativos es el del
uso de proteinas u otras biomoléculas como “normalizadores” o referencias
para la determinacién de una sustancia. Por ejemplo, deteccion de creatinina
en orina para determinar indirectamente Gbs. Este tipo de determinacion
afiade un error no despreciable al resultado analitico. Hay que considerar
también otros factores como la eficiencia en la ionizacién del analito, o la
agregacion, gue influye en la solubilidad y también sobre la eficiencia en la
ionizacion; también los instrumentos, las matrices, etc. Asimismo, la eleccién
de métodos estadisticos y la seleccion personalizada de parametros pueden
llevar a conclusiones diferentes, segun el operador. Han [5] considera que un
método lipiddbmico que emplee factores de correccion para clases de
compuestos, que use varios patrones internos adecuados, que corrija el sesgo
en la extraccion de la muestra y que controle las eficiencias en la ionizacion
(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
elucion LC en la que las propiedades de la fase movil varian durante la
elucidon) hace que el analisis 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 lipidomica [38]. En la mayoria de
los casos, pues, la cuantificacion no es necesaria. La semicuantificacion o
cuantificacion relativa mide la variacion del patron de especies en un sistema
lipidomico, la cual puede ser utilizada como herramienta para monitorizacion

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

1.6.1 Obtencion de perfiles semicuantitativos dentr o de una clase de

lipidos

Ha sido demostrado que los factores de respuesta de las especies

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

el rango de concentraciéon de pmol-uL?* o menor [5, capitulo 14] [39-42].

Las eficiencias de ionizacion (o factores de respuesta) de las especies
moleculares individuales dentro de una clase de lipidos polares, detectada por
su espectro de masas ESI completo, son esencialmente idénticas. Las
cadenas acilo de sus acidos grasos solo contribuyen minimamente a las
eficiencias de ionizacién en las condiciones experimentales. De este modo,
es a menudo practico utilizar esa “constancia” en las eficiencias de ionizacién
de las especies de una clase de lipidos para obtener un perfil semicuantitativo,
gue muestra una proporcion relativa (normalizada) entre la intensidad de los
iones de las especies moleculares de esa clase de lipidos y su abundancia en

la muestra.

En el caso de los analisis LC-MS, esta propiedad no siempre se cumple
y deberia ser verificada antes de efectuar las medidas puesto que, si se
emplea un gradiente de fase movil o se cambia constantemente la
concentracion de un eluyente, puede resultar en factores de respuesta

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

Como se vera a lo largo de esta Memoria, esto representa una ventaja
de la Cromatografia en Capa Fina (HPTLC)-MS frente a LC-MS puesto que,
en la primera, la fase movil es eliminada de la placa por secado tras la
cromatografia y, posteriormente, la extraccion on-line mediante la interfaz se
suele realizar con un Unico eluyente, en nuestro caso MeOH (Seccion
1.7.1.1). Asi pues, una clase de lipidos, tras ser separada mediante HPTLC y
transferida al equipo de ESI-MS, mostrara una distribucion de iones que

representard un perfil semicuantitativo de especies moleculares de esa clase.

En general, la obtencion de perfiles puede proporcionar una
comparacion rapida y extensiva de muestras biolégicas. La ocasional falta de
reproducibilidad de los perfiles puede estar asociada mas a la variabilidad
individual e intrinseca de las propias muestras bioldgicas que a la asociada a
la técnica MS (Capitulo 3).
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1.7 LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA EFICACIA (HP TLC),
SU ACOPLAMIENTO CON MS Y SU POTENCIAL USO PARA LA
LIPIDOMICA

La Cromatografia en Capa Fina (TLC), conocida ahora en su version
instrumental moderna como HPTLC, es actualmente una técnica modular,
automatizada y controlada por ordenador en cada una de sus etapas, esto es,
aplicacion de muestra, desarrollo cromatografico y deteccion. Mediante esta
técnica, en sus actuales configuraciones se pueden obtener separaciones
eficientes. Asimismo, es posible llevar a cabo diferentes acoplamientos
instrumentales para la deteccion, que proporcionan resultados fiables y
precisos, con un alto nimero de muestras procesadas por la placa, con un
minimo 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 analisis de lipidos
debido a su sencillez, rapidez y el elevado nimero 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 lipidos, no se suele considerar como suficientemente
eficaz para separaciones dentro de esas clases. Ademas, a pesar de que hace
algun tiempo que se han propuesto técnicas para acoplarla a MS, ha sido muy
poco usada para el andlisis de lipidos, sélo para mezclas bastante sencillas,
y apenas ha sido utilizada junto con técnicas tandem MS o HRMS para el
analisis lipiddmico o, en general, para el analisis de muestras complejas

basadas en lipidos.

Esto es tanto mas curioso cuanto que, como ya se ha comentado [1], el
término lipidoma aparecido por primera vez en la literatura en 2001,

precisamente en un articulo sobre TLC.

En esta seccidon se introducirdn 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 investigacion [45]. Como esta
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introduccion bibliografica se orienta con un enfoque instrumental, sélo se
trataran algunos sistemas MS que han tenido relacion con el analisis de
lipidos. La bibliografia sobre aplicaciones de la HPTLC-MS a los problemas
analiticos de las diversas clases de lipidos y matrices planteados en esta
Memoria (SL neutros en plasma humano; lipidos neutros y acidos grasos en
biodiésel; y fosfolipidos en membranas bacterianas) serd expuesta en la

introduccidn de cada uno de los capitulos relacionados (Capitulos 3-5 ).

Asimismo, aqui se abordara la cuestion de por qué HPTLC no se ha
acoplado hasta ahora para tal fin con técnicas tAindem MS y/o de alta

resolucion.

Cada etapa HPTLC muestra un abanico de posibilidades en cuanto a
instrumentacién. Existen diferentes niveles de sofisticacion instrumental para
cada etapa, que puede ser elegido en funcién del objetivo analitico que se
proponga. Esto confiere a la técnica un alto grado de flexibilidad [45].

En lo referente a la aplicacion automatica de muestra, los aplicadores
tipo “spray-on”, por nebulizacion, son el referente ya que permiten aplicar la
muestra a densidad constante y en forma de bandas rectangulares, de tamafio
variable o de puntos. En lo referente al desarrollo cromatogréafico, existen
cubetas verticales con sensores de desarrollo, cubetas horizontales, y
también un sistema de desarrollo multiple automatizado (AMD2) que permite
eficientes separaciones de lipidos, combinando un desarrollo mdltiple
incremental y una elucién con gradiente de disolventes [46].

En lo referente a la deteccidn, la técnica mas popular es la densitometria
de barrido, en modos UV (para lipidos, a 190 nm) y fluorescencia, nativa o
inducida. En el caso de los lipidos insaturados, se puede trabajar en UV a 190
nm. En el caso de la fluorescencia, se puede inducir la emisién mediante un
fluoréforo, por ejemplo, primulina, que permite la detecciéon de lipidos
incluyendo los saturados [47]. Habitualmente, la deteccidon se realiza post-
cromatograficamente mediante una placa impregnada en el fluoréforo. El
principio y detalle de los sistemas mencionados estéa descrito en el Capitulo

2. Ademas de la densitometria de barrido, se han desarrollado técnicas de
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deteccién de videodensitometria y de actividad biolégica [48, 49], aunque
apenas se han empleado en el caso de los lipidos, al igual que los sistemas

de documentacion electroénica.

Pero sin duda, el mayor avance en la instrumentacion HPTLC ha sido su
acoplamiento con MS, que esta estableciéndose firmemente en los
laboratorios en el momento actual, particularmente mediante la interfaz
HPTLC-MS basada en elucién, extraccion y transferencia directa
automatizada de la correspondiente banda cromatogréfica a equipos MS (ver
su funcionamiento en el Capitulo 2) [34, 50].

A pesar de este progreso, la identificacion de lipidos se continla
haciendo todavia en gran medida en muchos laboratorios mediante rascado
de la zona de la placa tras el desarrollo cromatografico, seguido de la
extraccion manual con disolventes vy filtrado silica gel, antes de realizar el
analisis MS. Este procedimiento es tedioso y la recuperacion de lipidos es
pobre [51].

El uso de la interfaz ha permitido el disefio de sistemas acoplados y ha
abierto la posibilidad de conectar la HPTLC con otros detectores. A
continuacion, 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 ionizacion que
trabajan a temperatura ambiente y presion atmosférica, tales como

Electrospray (ESI) o lonizacion quimica a presion 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
configuracion abierta de HPTLC, de la evaporacién post-cromatografica de la
fase movil y de la pre-identificacion de las zonas cromatograficamente

relevantes por densitometria. Esto permite llevar a cabo un analisis

econdmicamente 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. Aqui
describiremos las técnicas que han sido o estan siendo comercializadas, o

aguéllas mas prometedoras.
1.7.1.1 Técnicas basadas en la elucion

A) Interfaz automatizada HPTLC-MS

La version inicial de esta interfaz fue desarrollada por Luftmann [54] v,
seguidamente mejorada por el trabajo de otros investigadores como Morlock
y Aranda [53, 55-57]. Fue comercializada en 2009 por Camag (Miuttenz,

Suiza).

Esta interfaz se ha convertido en una herramienta de rutina y ha sido
responsable de la mayoria de publicaciones en las que se ha requerido una
identificacion estructural. Opera en modo “manos libres”. Su funcionamiento

se muestra en el Capitulo 2 (Figura 2.6 ). Se describe aqui un resumen.

Una cabeza oval o circular (en el pistdn) es posicionada sobre la banda
cromatografica deseada por medio de un laser que utiliza las coordenadas
gue proporciona el densitbmetro. La cabeza sella la zona de la banda. La
extraccién on-line se lleva a cabo como sigue: un disolvente (0 mezcla) es
bombeado a través de un capilar de entrada en la cabeza, disuelve y eluye la
substancia extraida (en todo el grosor completo de la banda), incluido el perfil
més profundo, extrayéndola asi de la placa de HPTLC. El “eluato” es dirigido
a través de un filtro “fritado” de acero inoxidable de 2 um para filtrar la silica
gel. Seguidamente, el disolvente es dirigido a un espectrometro de masas, via

un capilar de salida. Toda esta operacion 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 concluyé que las sefiales 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 conexién sencilla, directa y modular, no solo con
MS sino también con otros sistemas de deteccion [50], y con cualquier tipo de
combinacion de columnas LC. Ademas, puede ser también utilizada con otros
fines preparativos, tales como extracciéon o andlisis por DBS (dried blood
spots) [58].

Como el “eluato” es liquido, la ionizaciéon es la misma que en LC-MS. La
fragmentacion ESI ha sido utilizada para caracterizar sobre todo compuestos
polares. Sin embargo, un grupo importante de compuestos apolares o poco
polares (entre ellos algunos lipidos) puede no ser ionizado correctamente en
ESI. En este contexto, la ionizacion APCI también ha sido de ayuda con esta
interfaz, proporcionando informacién complementaria para caracterizar este
tipo de moléculas. Nuestro grupo utiliz6 APCI-MS en combinacién 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
identificacion no era completamente segura, si que aportaba informacion para
identificar (SM) [59].

En lo que conocemos, antes de esta Tesis soOlo ha sido publicado otro
trabajo relativo al analisis de lipidos utilizando la interfaz. Park et al. [60] la
usaron en combinacion con ESI (en modo negativo) para identificar

glicoesfingolipidos acidos (gangliésidos y sulfatidas).
Estas citas se discuten con méas detalle en el Capitulo 3.
B) Muestreo de superficie basado en extraccion liqu  ida automatica

Un sistema miniaturizado de introduccién de muestra en un equipo hano-
ESI (sistema TriVersa NanoMate), el cual fue originalmente desarrollado para
muestras liquidas [61], fue combinado con un procedimiento de muestreo de
superficie basado en extraccion con disolvente (LESA®, Liquid Extraction
Surface Analysis), para realizar espectrometria 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 tecnologia de infusion basada en un chip
(microfluidica) que contiene una serie de boquillas para nanoelectrospray

(nanoESI) con didmetros muy pequefios, 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-union liquida 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 depdsito en la superficie de la

muestra a través de un capilar de suministro de solvente.

El solvente forma una micro-union 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 operacién 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 mayoria de las fases estacionarias utilizadas
(aproximadamente el 95%) son placas de silica gel. Un inconveniente de
LESA es su limitacion al uso de placas de HPTLC de fase reversa. Sin
embargo, se ha publicado un tratamiento de silicona para permitir micro-
uniones liquidas en superficies humectables [65]. Se puede pulverizar un
recubrimiento hidréfobo en una placa y secarlo. De esta manera, el solvente
de extraccion 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 algun material de recubrimiento extraido de la superficie, lo cual

puede dar interferencias en los espectros ESI-MS.

Teniendo en cuenta la resolucion espacial como el diametro del area de

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

el solvente.
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1.7.1.2 Técnicas basadas en la desorcion

En estas técnicas, un laser pulsado produce desorcion 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 analisis

cuantitativos deben llevarse a cabo utilizando patrones internos.

Una enorme cantidad de acrénimos se han acufiado para dar cuenta de
los diferentes enfoques basados en desorcion. Por ejemplo, y es una lista no
exhaustiva, la desorcion se ha realizado: por bombardeo con atomos rapidos
(FAB); por bombardeo i6nico (SIMS); mediante laser (MALDI, formacion de
imagenes MALDI, SALDI, ELDI, LIAD-ESI); por un haz de pulverizacion
(DESI, EASI); por un haz de gas excitado (DART, FA-APGD). Ver [50, 52]

para la nomenclatura y comparacion de enfoques.

Algunos de ellos, fueron estudiados en el pasado, otros estan
actualmente en progreso y solo unos pocos han sido comercializados. Estos
altimos se realizan bajo presion atmosférica y condiciones ambientales, y se

resumen aqui.
A) HPTLC-(AP)-MALDI-TOF-MS

Esta tecnologia fue desarrollada por Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA. MALDI a presiéon atmosférica (AP) funciona en condiciones ambientales,
pero su configuracion experimental es similar a la del MALDI de vacio clasico
donde, previamente a la irradiacion mediante un laser pulsado, las placas
deben pulverizarse (o sumergirse) con una matriz organica (por ejemplo, acido
2,5-dihidroxibenzoico, DHB) para mejorar la desorcion y la ionizacion de las
bandas cromatograficas en la placa de HPTLC. Se suelen obtener altas
resoluciones espaciales para el escaneo de muestras, pero la adicion de una
matriz organica puede disminuir la resolucion y producir cierta difusion 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 Gtil para

realizar directamente la caracterizacién estructural de moléculas complejas en
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la placa. Se ha utilizado principalmente para la caracterizacion de lipidos [44,
66], como los glicoesfingolipidos acidos a los que las especies de PC
(fosfatidilcolinas) producen supresion idnica con otras técnicas [67-69]. Como
se requiere una referencia visual para ubicar la banda de lipidos
correspondiente en la placa, se utilizé la derivatizacién (por ejemplo, orcinol
para glicoesfingolipidos). Sin embargo, dado su caracter destructivo, la

separacion 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 adquisicion de espectros de masas MALDI de
esfingolipidos [70]. En ese trabajo, la determinacion estructural de algunos
estandares de esfingolipidos (SL) se obtuvo por MS/MS en un espectrémetro
de masas MALDI-TOF/TOF. Sin embargo, la primulina debe agregarse a la
matriz organica. La interpretacion de los espectros de MALDI puede no ser
facil porque la primulina, el fondo de la matriz afladida, los aductos que se
forman y la fragmentacion hacen que los espectros de masas sean muy
complejos. Se han llegado a detectar diversos fosfolipidos mediante esta
técnica [71-73]. De forma similar, también se desarrollaron otros tratamientos
complejos, como el uso de inmunotincion especifica usando anticuerpos o la
transferencia de esfingolipidos tefiidos con primulina de la placa a una
membrana de difluoruro de polivinilideno seguida de extraccién, antes del
anélisis 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 lipidos, en el rango de 100 ng. Otro problema, es que
las sensibilidades de MALDI dependen de la distancia de migracion de la

sustancia [34].
B) HPTLC-DART-TOF-MS

El analisis 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 solidas, esto se realiza ajustando el angulo de la corriente de gas
DART. Este acoplamiento HPTLC-DART es comercializado por lonSense
(Saugus, MA, EE.UU).

DART sigue el mecanismo de ionizacién de Penning [52]: atomos de He
en estado excitado, excitan grupos de moléculas de agua en la atmésfera, que
a su vez transfieren protones a las moléculas de interés, creando asi iones
organicos. En el modo de ionizacion negativa, DART opera a través de
especies de oxigeno cargadas. Aunque su mecanismo de ionizacion es

bastante complejo, los espectros suelen ser sencillos de interpretar.

No hay mucha experiencia acumulada en HPTLC-DART y todavia 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 operacion. 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 preparacion. No se requiere matriz [78]. Sin embargo, la
automatizacion completa del acoplamiento esté lejos de ser resuelta. Aunque
el equipo incluye un riel motorizado, todavia no hay una solucion técnica para
un acoplamiento correcto de HPTLC y DART [79].

Pequefios 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 érdenes de magnitud mas baja que la de ESI. Un estudio
valido el uso de HPTLC-DART en la identificacion forense de los componentes

de varias preparaciones farmacéuticas [80].

1.8 OTRO PUNTO DE VISTA: METODOS SELECTIVOS ENZIMATICO S

Muchas otras técnicas analiticas se han usado, ademas de la MS, en la
investigacion lipiddmica. Asi, Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Resonancia Paramagnética Electréonica (EPR), dispositivos microfluidicos,

espectroscopia 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 separacion con el fin de aportar la

selectividad que el método de deteccion no puede aportar.

Sin embargo, si se quiere determinar un Unico analito (o familia de
analitos) existe otra alternativa que es el desarrollo de métodos analiticos

selectivos al analito en cuestion.

La parte fundamental de estos métodos es la seleccion de moléculas
receptoras capaces de reaccionar con el analito de forma selectiva y generar
una sefal. Lo ideal es que esta interaccion se produzca en una sola etapa, de
forma que se puedan desarrollar métodos rapidos que minimicen el
tratamiento de muestra y por tanto el tiempo de analisis. Si ademas el receptor
se regenera después de la interaccion, quedaria listo para una siguiente

determinacion, lo que permitiria el desarrollo de sensores.

Unas moléculas receptoras que cumplen estos requisitos son las
enzimas. Asi, por ejemplo, la determinacion de triacilglicéridos (TG) en suero
se lleva a cabo mediante una serie de reacciones enzimaticas que se

muestran en el Esquema 1.1 [82].
T Lipasa )
1) Triacilglicéridos + H,O — Glicerol + Acidos grasos

GK
2) Glicerol + ATP —— Glicerol-3-fosfato + ADP

GPO
3) Glicerol-3-fosfato + O, ——* Dihidroxiacetona fosfato + H,0,

HRP
4) H,0, + 4-aminoantipirina + p-clorofenol —— Quinoneimina + H,0O

Esquema 1.1 Determinacion enzimatica de triacilglicéridos (TG) en suero.

Los TG son hidrolizados a glicerol y acidos grasos por accion de una
enzima lipasa. Posteriormente, y en presencia de adenosin 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 peréxido de

hidrégeno. Este a su vez participa en una reaccion 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 afiade sobre una mezcla de todos los
reactivos, y se mide la absorbancia a 520 nm, siendo proporcional a la

concentracién de TG en la muestra.

Un tipo de enzimas muy interesantes son las flavoenzimas, ya que
presentan propiedades 6pticas que se modifican durante la reaccion con el
sustrato en cuestion, lo que las hace sistemas autoindicadores y simplifican el

procedimiento.

1.8.1 Fluorescencia de las flavoenzimas: Metodologi  a enzimética

Las flavoenzimas son un tipo de enzimas que contienen flavin adenin
dinucledtido (FAD) como cofactor. La estructura de la forma oxidada del FAD

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

Adenina
NH,
Flavin mononucledtido (FMN) Nf\N
4
|
o o W
CH,0-P-O1P10-CH; _O '
HO-CH O |[O
HO-CH AN+
e OH OH
CH,
HsC N.___N._O Adenosina
§ B
HaC ot
0

Figura 1.6 Estructura general del FAD. En FAD.H: se reducen los nitrégenos 1 y 5.

Como todas las enzimas, presentan fluorescencia en la regiéon UV del
espectro (dos bandas de excitacion a 220 y 280 nm, y una de emisién a 340
nm) debido fundamentalmente a la presencia en su estructura del aminoacido
triptéfano (trp). Ademas, el FAD presente en dichas flavoenzimas, aporta
fluorescencia en la region visible (Aexc 400 nm / Aem 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 oxidacién (Esquema 1.2), que
en la mayoria de los casos se pueden simplificar en un mecanismo como el

siguiente:

Sustrato Producto
Forma oxidada w Forma reducida
de la enzima < > de la enzima
(FAD) v/ kh (FAD.H,)
H,0, 0O,

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

Como se puede observar, durante la reaccion enzimatica el grupo flavina
de la enzima se reduce a FAD.H2, que con el Oz del medio se reoxida
(mecanismo ping-pong), siendo ki 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 reaccion.
Existen tres alternativas [86]:

1. Variacion de fluorescencia a las longitudes de onda del FAD; ya que
tanto FAD como FAD.H: tienen propiedades de fluorescencia, siendo la forma
oxidada mas fluorescente que la reducida por lo que durante la reaccion se

veran cambios en la fluorescencia [87].

2. Variacion de fluorescencia a las longitudes de onda del triptéfano (trp);
ya que debido a un mecanismo de transferencia de energia con el FAD, la

fluorescencia del trp también cambia durante la reaccion enzimatica.

3. Variacioén de fluorescencia a las longitudes de onda de una sonda de
fluorescencia; ya que algunos fluoréforos unidos a la enzima, como
fluoresceina (FS), modifican su fluorescencia durante la reaccion si existe un

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

La utilizacion de la metodologia enzimatica basada en las flavoenzimas

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

obtencion de la sefial analitica mas que la propia enzima, actuando ésta como
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indicador de la reaccion que cataliza; y por otra parte, la regeneracion de la

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

Nuestro grupo de investigacion lleva tiempo desarrollando métodos
enzimaticos relacionados con la fluorescencia de las flavoenzimas tanto
intrinseca [86, 88-90], como extrinseca (con fluoréforos que emiten en la zona
del visible) [89, 91-93]. En ellos se proponen modelos matematicos
relacionando las variaciones en la emision fluorescente con la concentracion
del analito estudiado. Estos modelos han sido utilizados por otros autores en
la determinacién de su analito particular, en este caso la glucosa [94].

Estas enzimas se regeneran durante la reaccion, 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 aldehido betaina (BA) y después a glicina betaina (GB) (Esquema 1.3).

ChOx
Ch + 0, —— BA + H,0,

ChOX
BA+ 0O, —» GB + H,0,

Esquema 1.3 Etapas de reaccion en la oxidacion de Ch.
Ambos pasos cumplen el Esquema 1.2 .

En este caso, la reaccion de reduccidon es mas rapida que la de
regeneracion (ki>kz2), por lo que el perfil de reaccion se corresponde al grafico
mostrado en la Figura 1.7 (@) si se sigue a las longitudes de onda del FAD. Al
afadir el sustrato, el FAD se reduce rapidamente y la intensidad de
fluorescencia disminuye alcanzando un minimo que se mantiene mientras
haya sustrato, momento en el cual el oxigeno presente en la disolucién

regenera a la enzima, y la fluorescencia se recupera [95].
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Figura 1.7 Simulacion de la variacion de la intensidad de fluorescencia (F) con el tiempo (t)
durante la reaccion enzimatica de ChOx con Ch medido a las longitudes de onda del a. FAD,

b. trp o fluoréforo unido a la enzima.

Si la reaccion se sigue a las longitudes de onda del trp (o de un fluoréforo
unido a la enzima), la sefal (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 emision del trp y el de
excitacion del FAD, que produce una transferencia de energia. Al afadir la
Ch, la enzima se reduce y como la especie FAD.H2, absorbe menos, la
transferencia de energia es menor, y la fluorescencia aumenta hasta alcanzar

un maximo que se mantiene hasta que se acaba el sustrato [89].

Sila ChOx se madifica con un fluor6foro como fluoresceina (FS), la sefial
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 excitacion del FAD y el
de excitacion del fluoréforo, 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 parametros analiticos se pueden utilizar tanto la variacion maxima

de fluorescencia (AFmax), el area bajo la curva de sefial (Sar) o el tiempo al

gue se alcanza una determinada variacion de fluorescencia (tmax O tmin).




CAPITULO 1

Esta reaccion es importante desde un punto de vista analitico, no solo
porque se puede determinar Ch, sino también porque se pueden determinar
otros compuestos que contienen Ch en su estructura. Para ello, la reaccion de

la ChOx se debe acoplar a una reaccion enzimética previa que libere Ch.

En el Capitulo 6 de esta Memoria se pondran de manifiesto las
posibilidades de esta metodologia para la determinacion de fosfolipidos que

contienen colina (Ch-PL).
1.9 JUSTIFICACION, INTERES Y OBJETIVOS

No existe una Unica técnica que permita abordar completamente el
analisis del lipidoma, sino que se suele emplear una combinacion de
diferentes aproximaciones experimentales. La eleccion de la técnica y método
apropiado dependera del objetivo del analisis y de conocer las hipotesis de
partida y limitaciones. De cada técnica e instrumentacion se pueden obtener
diferentes tipos y niveles de informacion sobre la estructura molecular de los

lipidos, con diversos grados de sensibilidad y selectividad.

En esta Tesis se pretende evaluar la viabilidad de dos técnicas y
desarrollar nuevas metodologias analiticas para el analisis de diferentes
clases de lipidos y sus especies moleculares individuales en muestras
complejas procedentes de matrices diferentes, que seran descritas mas

adelante en esta seccion:

» La Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficacia (HPTLC) acoplada a
técnicas MS tandem, para el analisis de las especies moleculares individuales
de las diferentes clases que constituyen los lipidos neutros, esfingolipidos y
fosfolipidos.

* Una metodologia basada en la fluorescencia de flavoenzimas que
poseen flavin adenin dinucleétido (FAD) como cofactor, como opcion o
alternativa cuando se quiere determinar un Unico analito o clase y no es

necesario separar sino buscar selectividad hacia ese analito. Aplicaremos
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esta metodologia para el analisis de fosfolipidos que contienen un resto de

fosfato de colina.

1.9.1 HPTLC-MS tandem/HRMS

La instrumentacién moderna en Cromatografia en Capa Fina de Alta
Eficacia (HPTLC) acoplada a MS presenta un prometedor futuro para el
analisis de lipidos complejos. Sin embargo, hasta el momento presente solo
se habian podido obtener de un modo sencillo y rapido espectros ESIy APCI-
MS de lipidos complejos biolégicos que, si bien aportaban cierta informacion
estructural de las especies presentes en un problema, no permitian una

identificacion inequivoca de los iones obtenidos.

Por otro lado, la obtencidn de espectros explotables MS/MS (en general,
MS") y/o de alta resolucion (HRMS) de lipidos directamente desde la placa,
que constituiria un avance importante, se ha visto hasta ahora impedida por
la ubicua presencia de iones sodio durante el proceso cromatografico (placa,
tubos, etc.), que causa una pobre fragmentacion de los iones aislados y su
coexistencia con iones sodiados, complicando o impidiendo la interpretacion

estructural de los espectros.

En este trabajo, se demuestra como es factible obtener espectros MS"y
HRMS explotables, de manera rapida, fiable y sencilla, a partir de muy
diversos lipidos, y en muestras reales complejas, tanto biolégicas como de

origen industrial.

El sistema utilizado consta de las siguientes etapas sucesivas, que se

llevan a cabo sobre una misma placa cromatografica:

» Separacion en gradiente, llevado a cabo en la capa fina mediante AMD

(Automated Multiple Development).

» Deteccidn de los lipidos separados en clases mediante densitometria,

bien en modo UV o por fluorescencia inducida no-covalente.
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« Transferencia directa de cada pico! separado en la placa a un
espectrometro de masas, de tipo trampa de iones, mediante una interfaz
portatil que permite su extraccion automatica y elucién “online”. El equipo MS
de trampa de iones permite la posibilidad de andlisis tandem multietapa
(MS/MS...MS"). También se muestra ocasionalmente su acoplamiento a un
equipo de tipo cuadrupolo tiempo de vuelo (QTOF) para la obtencion de

espectros de alta resoluciéon (HRMS). Toda esta etapa se realiza en segundos.
El acoplamiento de los equipos utilizados se expone en el Capitulo 2 .

Se demuestra que los mecanismos de fragmentacion ESI de los lipidos
a partir de la placa cromatografica son basicamente los mismos que los

descritos en disolucion.

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 lipidos, puedan ser fragm  entados en modo
ESI positivo, directamente desde la placa cromatogr  &fica, y que el sodio
permanezca como la carga de fragmentos idnicos esta  bles, siendo asi
Utiles para su inequivoca identificacion estructura | en muestras
complejas a través de los espectros MS "y HRMS. Es decir, que se formen
exclusivamente aductos sodiados. Esta posibilidad ha mostrado ser bastante
general para clases muy variadas de lipidos, como se ha puesto de manifiesto
en la obtencion (en ESI*) de espectros MS" y HRMS de compuestos tales
como: esfingolipidos (esfingomielinas, SM; Globotriaosilceramidas, Gbs y liso-
globotriaosilceramidas, liso-Gbs), lipidos neutros (monoacilglicéridos, MG y

diacilglicéridos, DG) y fosfolipidos (fosfatidilcolinas, PC y cardiolipinas, CL).

1En esta Memoria, se utilizara indistintamente el término pico y banda; aunque “pico” suele ser mas
utilizado cuando hay una separacién cromatografica a linea base, y “banda”, mas genérico, no entra en

la pureza de la separacién, aunque a veces engloba también al término pico.
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El sistema ha permitido también la compatibilizacién de su uso en modo
negativo (ESI) de algunos miembros de estas familias que no mostraban una
adecuada ionizacibn en modo positivo (acidos grasos, FA;

fosfatidiletanolaminas, PE y fosfatidilgliceroles, PG).

Aprovechando esta posibilidad, se ha utilizado este sistema, en las
condiciones mencionadas, para resolver tres problemas analiticos de interés
en diversas matrices, y que implican la obtencién de perfiles semicuantitativos
(por ESI-MS) representativos de diferentes clases de lipidos y la ulterior
identificacion estructural de sus especies moleculares individuales. Las clases
de lipidos involucradas en estas muestras, sus matrices problemay los niveles
de concentraciones implicadas ilustran bien una variedad de situaciones
analiticas reales y ejemplifican las funciones de los lipidos presentes en el
lipidoma, no habiendo sido dichos problemas analiticos abordados

previamente utilizando la técnica propuesta.
Asi, se mostraran en los capitulos sucesivos:

1. Obtencion de perfiles semicuantitativos e identificacion de esfingolipidos
neutros y sus especies moleculares en plasma humano (en baja
concentracion), que ejemplifican la funcién de sefializacion molecular, pues
son considerados biomarcadores de enfermedades de deposito lisosomal
(EDL). De entre ellos, nos centraremos en las esfingomielinas (SM),
relacionadas con la enfermedad de Niemann-Pick, y en las
globotriaosilceramidas  (Gbs) y globotriaosilesfingosinas  (liso-Gbs),

biomarcadores de la enfermedad de Fabry (Capitulo 3).

2. Obtencidn de perfiles semicuantitativos e identificacion de lipidos
neutros individuales de diferentes clases en biodiésel, muestra industrial de
origen energético y que ilustra sobre la funcion lipidica de depdsito de energia.
El tipo de biodiésel utilizado aqui es un combustible renovable con un
porcentaje variable de lipidos en su composicion. Estan mayoritariamente
compuestos de esteres metilicos de &cidos grasos (FAME). Un contenido en
FAME menor del 98% en peso indica condiciones de reaccion inapropiadas

para la produccion del biodiésel y, de aqui, la presencia de impurezas en el
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producto final que incluye MG, DG, y FA. La composicién y porcentaje de estas
impurezas lipidicas es importante para establecer las especificaciones de
calidad de dichos combustibles de transporte. En particular, los MG provocan
la colmatacion de los filtros de carburante y su concentracion maxima

autorizada es de 0.8% en peso (Capitulo 4 ).

3. Identificacidon de los fosfolipidos (PL) y sus especies moleculares, como
componentes de membranas celulares, unidos a proteinas de membrana en
las bacterias purpuras fotosintéticas: Rhodobacter (Rb.) blasticus,
Rhodospirillum (Rd.) rubrum y Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis y al complejo
fotosintético purificado de esta ultima bacteria. Se pretende identificar las
especies moleculares individuales de los PL de las familias: PC, PL, PEy CL,
gue pueden afectar la funcién de las proteinas de membrana (MP) de estas
bacterias e, indirectamente, contribuir a mejorar la cristalizacion de éstas
(Capitulo 5).

Se pone de manifiesto en estos capitulos que el sistema HPTLC-MS
aporta una dimension espacial complementaria a la dimension 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 analisis y disolventes, y algunas relativas a la ionizacion
homogénea de las especies de una clase dada de lipidos, seran expuestas a

lo largo de esta Memoria.

Aungque se suele considerar que esta técnica sélo sirve para un
fraccionamiento grosero en clases de lipidos, se demuestra en este trabajo
que la separacion fina mediante AMD y su acoplamiento a MS tandem permite
una determinacién estructural directa de lipidos individuales y sus especies
moleculares, asi como una estimacion semicuantitativa de las propias clases
de lipidos (densitometria por fluorescencia inducida) y dentro de cada clase
(ESI-MS/tandem/HRMS).
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1.9.2 Metodologias enziméticas basadas en la fluore  scencia

Una alternativa interesante a los métodos cromatograficos y a los
basados en MS para el analisis de metabolitos lipidicos son las metodologias
enzimaticas 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 investigacion lleva
tiempo desarrollando métodos enzimaticos 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
Capitulo 6, es poner de manifiesto las posibilidades analiticas de esta
metodologia en la determinacion de lipidos, mas concretamente fosfolipidos
gue tienen un resto de colina (Ch-PL) en su estructura. EI mas significativo de
todos es la fosfatidilcolina (PC), que se puede determinar segun la siguiente
secuencia de reacciones (Esquema 1.4):

PLC AP ChOx
PC —— > ChoP » Ch » GB + 2H,0,

Esquema 1.4 Reacciones enzimaticas llevadas a cabo para la determinacion 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.
Esta 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 concentraciéon del analito.

Esta metodologia es valida para PC o cualquiera de los metabolitos

dependiendo de las enzimas utilizadas.

El estudio se centrd en la determinaciéon de ChoP y Ch, de gran interés
por si mismas, demostrando también la versatilidad de la metodologia, ya que

se pudo llevar a cabo la determinacién conjunta o secuencial de las mismas,

dependiendo de las condiciones de trabajo.




CAPITULO 1

Una de las mayores dificultades de cualquier procedimiento analitico al
aplicarlo a una muestra real, es el tratamiento de muestra, ya que suele ser el
paso mas largo y laborioso de todo el proceso analitico. Tiene por objetivo
poner a los analitos en disolucion, libres de interferencias. La metodologia
desarrollada se aplica a la determinacién 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 analiticas de un instrumento
de fluorescencia (equipado con lector de placas) en reacciones enzimaticas,

lo que ha permitido resultados satisfactorios con un menor gasto de reactivos.

Puesto que las enzimas utilizadas se regeneran durante la reaccion, se
ha abordado la posibilidad de desarrollar un biosensor. Para ello, se estudio
el mejor modo de construccion de la lamina sensora, basado en un sistema
de acrilamida/bis-acrilamida, eleccion del fluoréforo adecuado para unirse a la

ChOx, inmovilizaciéon de las enzimas, asi como de las condiciones de medida.

Si el método se quisiera ampliar a la determinacion de PC, habria que
acoplarle la reaccion enzimatica con la PLC, si bien este objetivo queda fuera
de esta Memoria.
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2.1 INTRODUCCION

A lo largo de esta Memoria, se van a presentar una serie de estudios

relacionados con el desarrollo de dos tipos de sistemas:

» Combinacion de cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC) -
densitometria de barrido - espectrometria de masas (MS), a través de la
interfaz TLC-MS.

* Espectroscopia de fluorescencia molecular.

Dentro de cada uno se va a realizar una descripcion de la
instrumentacién que lo compone, con sus principales caracteristicas, asi como
una enumeracion de los reactivos y muestras requeridos en los diferentes

estudios que componen esta Memoria.

2.2 TECNICA BASADA EN CROMATOGRAFIA EN CAPA FINADE AL TA
EFICACIA (HPTLC)

2.2.1 Placas de HPTLC

Se utilizaron placas HPTLC para cromatografia en capa fina (Merck,
Alemania). Estan fabricadas en vidrio, con dimensiones de 20x10 cm (en
algunos ensayos se utilizaron de 10x10 cm) recubiertas de silica gel. El
tamafo de particula se encuentra entre los 3-10 um, el tamafio de poro es de

60 Ay el recubrimiento de silica gel con espesor de 0.2 mm.

Los ensayos en cromatografia en fase reversa, se llevaron a cabo con
placas con recubrimiento de C18 (RP-18W) con la caracteristica de poder ser

utilizadas incluso con un 100% de agua como disolvente.
2.2.2 Aplicacion de la muestra

Para depositar los diferentes patrones y muestras en la placa

cromatografica se utilizé el equipo Automatic TLC Sampler 4 (ATS4), (Camag,
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Suiza), un aplicador automatico de muestras para placas TLC de 20x10 y
10x10 cm (Figura 2.1 A).

Permite la aplicacion de bandas de densidad constante, mediante
nebulizacion de la muestra y evaporacion de forma simultanea del disolvente
utilizado (Figura 2.1 B).

A B

Figura 2.1 A) Sistema ATS4 y B) aplicacion 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 resolucion,
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 precision y
reproducibilidad a lo largo de la aplicacion de la muestra ya que esta

completamente automatizado.

Las etapas que intervienen en el proceso de aplicacion (carga del
volumen necesario de muestra en la jeringa, velocidad de llenado, limpieza de
la jeringa entre aplicaciones, aplicacion de la muestra nebulizando en forma
de bandas del tamafio y en la posicion y distancia deseadas) estan

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 semiautomatico de muestra en la

placa cromatografica. 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 aplicacion de las bandas se realiza de forma

automatica, como es el caso del ATS4.

2.2.3 Desarrollo cromatografico

La separacion HPTLC se realizd6 mediante el equipo Automated Multiple
Development 2 (AMD2), (Camag, Suiza), un desarrollo mudltiple vy
automatizado del cromatograma, que se lleva a cabo en las placas

cromatograficas 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 elucién
decreciente (de + polar a - polar) en combinacién con una distancia de
desarrollo creciente. La composicién de la fase movil en cada etapa es
diferente. Esta se ajusta mezclando diferentes proporciones de hasta cinco
disolventes. El equipo se encarga de la mezcla de forma automética, en la

proporcion deseada para conseguir la composicién adecuada.

a
L

Figura 2.2 Sistema de desarrollo cromatogréafico AMD2.

La combinacion de un desarrollo “incremental”, un gradiente por etapas

y una refocalizacion de las bandas obtenida por repeticion (si procede) de las
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etapas elementales, da lugar a bandas estrechas y, de aqui, a una separacion

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.

Asi, mediante el software WinCATS (Camag) se puede seguir en cada
momento la posicion del disolvente desarrollado a través de la placa, y como
se detiene la elucién de forma automatica entre etapas al alcanzar la distancia
en mm deseada. Para realizar la siguiente etapa del desarrollo, previamente
se seca a vacio el disolvente que queda de la etapa anterior. Los parametros
de la elucion que son necesarios introducir en el programa son: el nimero de
etapas de las que consta el desarrollo, la composicion de la fase mévil 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 fabricacion

(GMP) y buenas practicas de laboratorio (GLP).

Se trabajo también con la camara de desarrollo vertical (Twin Trough
Chamber) o cubeta para cromatografia (Camag, Suiza), de tamafio cuadrado
o rectangular cerrada para equilibrar la placa con los vapores del disolvente
antes de realizar la elucion (Figura 2.3 A). En nuestro caso se utilizé para el
lavado previo de las placas con tetrahidrofurano (THF) antes de su utilizacion,
cumpliendo la doble funcién de disolver y arrastrar las impurezas presentes
en la placa, asi como modificar la superficie de silica gel para lograr

separaciones con distinta selectividad.

Asimismo, en algunos ensayos puntuales, se utilizé la camara de
desarrollo horizontal (Camag, Suiza). El modelo del que disponemos esta
especialmente disefiado para placas cromatograficas de 10x10 cm (Figura
2.3 B). En el caso de la camara horizontal, el flujo de disolvente previamente
preparado, al circular en direccidén 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 asi la resolucién, o desde ambos lados hacia el centro,

maximizando el analisis, duplicando asi el nUmero de muestras en una misma

placa.
A B
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Figura 2.3 A) Camaras de desarrollo vertical y B) camara de desarrollo horizontal.
2.2.4 Impregnacion post-cromatografica

Se utilizé el dispositivo de inmersién (Camag, Suiza), en algunos casos
para aplicacion de agente revelador de forma reproducible de la placa
cromatografica (Figura 2.4 A). Esta impregnacion se realiza a velocidad
constante. El rango de valores se encuentra entre 25 y 45 mm-s?. De la misma
forma, se puede programar el tiempo en el que la placa queda sumergida en

la disolucion impregnante.

2.2.5 Calentamiento y secado post-cromatografico

Se trabaj6 con el calefactor (Camag, Suiza) de placas cromatograficas,
permitiendo un calentamiento uniforme a lo largo de toda la placa (Figura 2.4
B). Esta formado por una superficie resistente a los reactivos, en el que el
rango de temperaturas a alcanzar se encuentra entre los 25 y 200 °C. Admite

placas de hasta 20x20 cm.
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A B

Rl |

Figura 2.4 A) Dispositivos de impregnacion y B) secado post-cromatogréfico.
2.2.6 Deteccion, evaluacion y documentacion

Como sistema de deteccion se trabajo con el instrumento TLC Scanner
3 (Camag, Suiza), que consigue la evaluacion videodensitométrica de la placa
cromatografica (Figura 2.5 A). En este caso, admite placas de 20x10 y de
10x10 cm.

Este equipo, también llamado densitdbmetro, mediante la utilizacion 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 absorcién en cualquiera de las zonas de la placa.

Nuestro equipo se compone de tres tipos de lamparas, deuterio,
wolframio y vapor de mercurio, seleccionando asi la longitud de onda de

medida en un rango de 190-800 nm.

Mediante el software WINCATS (Camag) se pueden configurar los
parametros que caracterizan el tipo de medida a realizar, la longitud de onda
de excitacion, qué filtro seleccionar para recoger la emision en fluorescencia,
tipo de lampara, asi como los parametros que influyen en la integracion de los

picos.
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Para conseguir las imagenes de la placa que se observaran en alguno
de los ensayos de esta Memoria, se utilizé el equipo TLC Visualizer (Camag,
Suiza), visualizador con camara digital (Figura 2.5 B). Este sistema de
documentacion permite la adquisicion de la imagen completa de un
cromatograma en capa fina. Permite la iluminacion de la placa de forma UV
(254 y 366 nm) y luz blanca (re-emitida, transmitida y una combinacion de
ambas). Esta formado por una camara CCD (dispositivo de carga acoplada)
de 12 bit de alta resolucion. Permitiria la posibilidad de cuantificacion a partir
de la imagen con el software VideoScan.

A B

Figura 2.5 A) Sistemas de detecciéon TLC Scanner 3y B) TLC Visualizer.

2.3 TECNICA BASADA EN HPTLC ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASAS (HPTLC-MS)

2.3.1 Acoplamiento HPTLC-MS

Se utilizo la interfaz 2 TLC-MS (Camag, Suiza) para llevar a cabo la
extraccion semi-automatica de los compuestos separados en la placa y su
posterior analisis mediante espectrometria de masas (MS) (Figura 2.6 A). La
interfaz permite la conexion simple, directa y modular de HPTLC con las
técnicas de MS.
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Laser —

(encendido/apagado) \
Piston

(arriba/abajo)

Limpieza

Figura 2.6 A) Sistema interfaz 2 TLC-MS y B) detalle del piston.

Este proceso se consigue mediante un caudal constante de disolvente
(en nuestro caso metanol 0.2 mL-min), que viene suministrado por una
bomba HPLC (Jasco PU-2080, Jap6n) acompafiada de una valvula
(Rheodyne) de 6 vias. Cabe destacar que el disolvente que se utiliza debe
facilitar una correcta extraccion de la muestra en la silice de la placa y una
adecuada ionizacion de los analitos a estudiar. Antes de comenzar la
extraccion, el disolvente transcurre por el sistema aproximadamente unos
cinco minutos para asegurar la limpieza y el arrastre de los posibles residuos

gue causen distorsion en la sefal.

El componente principal del sistema es un piston que se coloca sobre la
superficie de silice de la placa que se quiera extraer (Figura 2.6 B). La zona
de la placa cromatogréfica que se extrae mediante el pistén tendra unas
dimensiones dependiendo del cabezal de extraccion (4x2 mm si es oval y 2x2
mm si es circular). En principio, en todos los procesos que hemos realizado
se utilizo el cabezal de tamafio oval porque es la mejor representacion 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 laser (indica la posicién exacta que va a
ocupar el pistdn a la hora de realizar la extraccion) con la zona de interés a
extraer, localizada previamente por densitometria. El piston se situa en el

méaximo del pico cromatografico, extrayendo la parte central del mismo, donde
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se encuentra la mayor concentracion de nuestro compuesto. De esta forma,
se selecciona el area de trabajo con enorme precision. Asi, el disolvente que
se dirige al espectrometro de masas contendra 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 presion de 3 bares, haciendo descender el piston
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 silice de la placa,
llegando a extraer la zona deseada. Asi, la muestra pasa al disolvente, que se
impulsa mediante un capilar exterior hasta el espectrdmetro de masas
conectado on-line a la interfaz. La silice de la fase estacionaria arrastrada se

elimina mediante un filtro de acero inoxidable de 2 pm.

En la posicion de limpieza, el pistdn se encuentra levantado, la bomba
HPLC y el espectrometro de masas sin conectar, por lo que se realiza una
presurizacion del sistema con Nz repetida en varias ocasiones para dejar el
filtro completamente limpio de silica gel (Figura 2.7 C). En menos de un

minuto se completa el proceso de extraccion con la interfaz.

La primera extraccion y elucion transferida al MS en cada uno de los
ensayos corresponde a una zona de blanco de la placa (impregnada con la

solucion correspondiente).
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Figura 2.7 Esquema de operacion de la interfaz TLC-MS. A) Posicién de bypass, B) posicion

de elucion y C) posicién de limpieza con aire presurizado.
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2.3.2 Espectrometria de masas (MS)

Las zonas de interés de la placa se eluyen on-line a un espectrometro
de trampa de iones Esquire 3000 Plus (Bruker Daltonics, Alemania) (Figura

2.8 A) mediante la interfaz TLC-MS descrita en la seccién anterior.

La condiciones del equipo para los analisis de un escaneo completo (m/z
50-2.0-10°), en modo electrospray (ESI) positivo (*) o negativo (), fueron de
+4.0-10° V (voltaje capilar) y de +500 V (end plate offset voltage). Se fij6 en
40 psi la presion del gas de nebulizacién (N2). El flujo y la temperatura del gas
de secado (N2) permanecieron constantes a 9.0 L-min? y 350 °C

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 informatico DataAnalysis v. 4.0 SP 5 (ambos suministrados por
Bruker Daltonics).

Las condiciones de operacion para llevar a cabo los analisis ESI-MS" se
especificaran en las secciones de resultados obtenidos dentro de cada uno

de los capitulos.

A B

o
—

Figura 2.8 Espectrometros A) de trampa de iones Esquire 3000 Plus y B) micro cuadrupolo

tiempo de vuelo.
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En el caso de analisis HPTLC-HRMS, las zonas de interés se eluyeron
en un espectrémetro de masas ESI-micro cuadrupolo tiempo de vuelo (micro-
QTOF, Bruker Daltonics, Alemania) (Figura 2.8 B). De esta forma, se utilizé
la bomba HPLC (Jasco PU-2080, Japén) impulsando un flujo de metanol a 0.2
mL-mint. Como blanco, se eluye una porciéon de placa impregnada con la
disolucidn de fluoroforo. Las condiciones para el analisis completo (m/z 50-
2.0-10°%) en modo ESI positivo corresponden a +4.8-10° V (voltaje capilar) y
+500 V (end plate offset voltage). Como presion del gas de nebulizacion (N2)
se fijjaron 23 psi. El flujo y la temperatura del gas de secado (N2)

permanecieron constantes a 8.0 L-minty 190 °C 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 continuacion 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 (aplicacion, separacién, deteccion e identificacion de muestra), asi
como la instrumentaciéon requerida (ATS4, AMD2, densitbmetro, interfaz,
espectrometro 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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2.4 TECNICA BASADA EN ESPECTROSCOPIA 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 Synergy™ 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 lampara
de Wolframio (como fuente de excitacion), un tubo fotomultiplicador (como
detector) y dos ruedas de filtros para seleccionar la longitud de onda de
excitacion y de emision deseadas (380, 420, 440, 485, 508, 530, 560 y 620

nm; con un ancho de banda espectral de 20 a 50 nm).

Otros parametros instrumentales a seleccionar son: sensibilidad, modo

de iluminacién (top o bottom) y altura de la fibra 6ptica.

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 plastico
transparentes de 96 orificios (pocillos), Microtiter 92096 (TPP) y Nunc-
Immuno™. El volumen total de un orificio es aproximadamente de 220 pyL. Los
datos se recogen utilizando el software Gen5™, exportando los resultados

para ser tratados posteriormente a Microsoft Excel y OriginPro 8.

El principal inconveniente de este sistema es que las sefales de
fluorescencia durante los primeros segundos de la reaccion 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 coleccién de datos en un formato de grafico minimiza la

pérdida de informacion, ajustando los registros de puntos al gréafico facilitando

la trayectoria de la imagen visual.
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Para elegir las condiciones 6ptimas de medida se realizan varias
pruebas. Finalmente, se selecciona una sensibilidad de 100, midiendo desde
la parte superior (top), en una placa de plastico transparente, con una altura
de fibra Optica de 1 mm, obteniendo asi resultados que se consideran
apropiados. Los filtros épticos se eligen teniendo en cuenta la sensibilidad y
la incertidumbre (ruido instrumental). Por dltimo, los filtros de
excitacion/emision 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 mayoria de las
ocasiones, las medidas se han llevado a cabo siguiendo la fluorescencia

intrinseca de la ChOx.

En una medida convencional, las cantidades necesarias de enzimas
(generalmente 50 pL de una disolucién de ChOx 6.6 Ul-mL*y 20 pL de una
disolucién de AP 440 Ul-mL?) junto con 100 pL de disolucién 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 reaccion).
Después de 30 s la placa se retira, se inyecta el analito (50 pL de
concentracion adecuada), colocandose de nuevo en el lector con el fin de
medir el cambio de fluorescencia durante la reaccion. Es necesario crear un
protocolo especifico para cada medida que incluya las caracteristicas de la
medida, los intervalos de tiempo en el que se toman los valores de
fluorescencia (para ambos procesos, linea base y reaccion) y la secuencia de
entrada y salida en la que se inyecta el analito en la placa. Durante los
estudios de optimizacion, el orden de adicion de los reactivos se ha modificado

dependiendo del pardmetro a estudiar.

En la mayoria de los casos, los valores brutos de intensidad de
fluorescencia obtenidos durante la reaccion Ft se dividen por el valor de
intensidad de fluorescencia inicial antes de la reaccion Fo, para obtener la
intensidad de fluorescencia corregida Fc, que es menos propensa a las

variaciones de concentracién de enzima entre los ensayos.
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A B

Figura 2.10 A) Lector Multi-Modal de Microplacas Synergy™ HT y B) espectrometro de

fluorescencia Perkin Elmer LS-50B.

2.4.2 Fluorimetro

El espectrofluorimetro “Photon Technology International (PTI) Time
Master” (modelo TM-2/2003-PTI), utiliza como fuente de excitacion continua
una lampara de arco de Xe (potencia de 75 W modelo A-1010B). Como
selector de longitud de onda tiene dos monocromadores (excitacion y
emision), con precision £1 nm, que permiten seleccionar en cada ensayo la
longitud de onda de medida (A), las anchuras de rendijas de excitacion y de
emision. El detector, que permite seleccionar el voltaje de medida (V), es un
fotomultiplicador analdgico/digital (PTI-814). El equipo tiene un sistema
magnético en el compartimento de muestra permitiendo la agitacion continua

de la disolucion.

Las sefiales se recogen con el software PTI Felix 32, exportando los

resultados para ser tratados posteriormente a Microsoft Excel y OriginPro 8.

Asimismo, se trabajo con el espectrofluorimetro “Perkin Elmer LS-50B”
(Figura 2.10 B), con posibilidad de realizacion de los espectros 3D. Cuenta
con una lampara de Xe pulsada con una potencia equivalente a 20 kW durante
8 us. 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 (excitacion y emisién), con precision +1 nm.
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El ancho banda espectral esta entre 2.5-15.0 nm (excitacion) y 2.5-20.0 nm
(emision) (con incrementos de 0.1 nm). EI compartimento de medida admite
la agitacion continua de la disolucion. A este equipo también se le puede

acoplar un lector de placas.

Las sefiales se recogen con el software FIWinlab 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 Optico 1 cm). Se utilizaran las cubetas
de volumen reducido (con 1.5 mL de volumen maximo de disolucion). A lo
largo del trabajo se indican las condiciones experimentales especificas
(longitudes de onda, pH de medida, concentraciones de reactivos) utilizadas.

A B

Figura 2.11 A) Sistema de acoplamiento de la celda de flujo al fluorimetro y B) celda de flujo
utilizada para las medidas en la lamina sensora. a. Celda de acero inoxidable, b. orificio
interno, c. ldmina sensora, d. cubierta de metacrilato, e. tuberias de acero, f. arandela de

silicona.

En cuanto a las medidas con la lamina sensora, se realizan en un
sistema (Figura 2.11 A) ya descrito [96] acoplado al fluorimetro 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 lamina sensora. Este dispositivo se cierra mediante (d) una ventana de
metacrilato, junto con (e) dos tuberias de acero de 0.5 mm de diametro interno,
por las que circulara el flujo de analito a través de la celda. Las dos piezas se
fijardn 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 6pticas para medir la fluorescencia. Durante la medida, se
bombea tampon con un caudal de 1.0 mL-min?, suministrado por una bomba
peristaltica (Minipuls 3, Gilson) registrando la intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda adecuada dependiendo de la medida. Cuando la sefal es
estable se inyectan 3 mL de disolucién de analito, obteniendo la variacion de
fluorescencia correspondiente para después volver a pasar tampon hasta que

la sefal vuelve al origen.

2.5 OTRO MATERIAL DE LABORATORIO UTILIZADO

* Micropipetas de volumen variable Wilson Pipetman y Socorex Acura
Manual. Rangos de volumen: 10-100 pL, 50-200 yL, 100-1.0-10° yL y 200-
1.0-10° L.

 Bafio de ultrasonidos JP Selecta Ultrasons analégico de 2.6 L de
capacidad.

» Balanza analitica de precision AND GR-202 (precision hasta la centésima
de miligramo).

» Centrifuga Beckman Coulter.

» Agitador orbital analégico Heidolph Rotamax 120.

» Potenciémetro Crison pH meter Basic 20.

« Jeringas de plastico, 1 mL, BD Plastipack™.

» Agujas metalicas, BD Microlance™ 3.

» Filtros de nylon de 25 mm de didmetro, con tamafio de poro de 0.20 um,
Whatman Puradisc.

2.6 REACTIVOS

2.6.1 Patrones y muestras
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2.6.1.1 Identificacion de SL en plasma humano (Capitulo 3)

* Globotetrahexosilceramida (Gbs, 298%, Matreya 1068, CAS [11034-93-8]).

* Globotriaosilceramida (Gbs, 298%, Matreya 1067, CAS [71965-57-6]).

» Liso-globotriaosilceramida (Liso-Gbs, 298%, Matreya 1520, CAS [126550-
86-5]).

« Lactosilceramida (LacCer, 298%, Matreya 1500, CAS [4682-48-8]).

* Glucosilceramida (GluCer, 298%, Matreya 1521, CAS [9884]).

» Esfingomielina (SM, 298%, Matreya 1051, CAS [85187-10-6]).

Cada patron de los anteriores se disuelve en diclorometano (DCM)-
metanol (MeOH) (1:1, v/v) antes de su aplicacion en la placa cromatografica.

Estas disoluciones se preparan diariamente.

La muestra estudiada es plasma humano procedente de pacientes
sanos y enfermos de la enfermedad de Fabry (Enfermedad de depdsito
lisosomal). Todas las muestras se han obtenido del Biobanco de Muestras de
Aragon del Hospital Miguel Servet (Zaragoza), obteniéndose los permisos
pertinentes del Comité de Bioética de Aragdn para todo el desarrollo del
trabajo.

2.6.1.2 Identificacion de lipidos neutros y acidos grasos (FA) en
biodiésel (Capitulo 4)

» 1-Estearoil-rac-glicerol (C18:0, 299%, Sigma M2015, CAS [123-94-4]).

» 1-Oleoil-rac-glicerol (C18:1, 299%, Sigma M7765, CAS [111-03-5]).

* Giliceril 1,3-diestearato (299%, Sigma D8269, CAS [504-40-5]).

* Giliceril triestearato (299%, Sigma T5016, CAS [555-43-1]).

« Acido oleico (C18:1, cis-9, 299%, Sigma 01008, CAS [9000-69-5]).

+ Ester metilico del acido oleico (C18:1, cis-9, 299%, Sigma 311111, CAS
[112-62-9]).

Cada patrén de los anteriores se disuelve en DCM-MeOH (1:1, v/v) antes

de su aplicacion en la placa cromatografica.
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La muestra estudiada es un derivado de biodiésel-FAME suministrado
por la compafia 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).

2.6.1.3 Identificacion de fosfolipidos (PL) unidos a proteinas de

membrana en bacterias purpuras fotosintéticas (Capitulo 5)

» Fosfatidilcolina (PC, 299%, Sigma P3556, CAS [8002-43-5]).

« Fosfatidiletanolamina (PE, 297%, Sigma P7943, CAS [39382-08-6]).
e Cardiolipina (CL, 298%, Sigma C0563, CAS [64043-42-1)).

» Fosfatidilglicerol (PG, 299%, Sigma P8318, CAS [80146-86-7]).

Cada patron de los anteriores se disuelve en DCM-MeOH (1:1, v/v) antes

de su aplicacion en la placa cromatografica.

Las muestras estudiadas son membranas purpuras de bacterias
fotosintéticas. Se trata de membranas Rhodobacter blasticus (Rb. blasticus),
Rhodobaca bogoriensis 6 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 Biofisica de
Plantas, CEA-CNRS-Université de Aix Marsella (Francia).

2.6.1.4  Identificacion de Ch-PL en leche materno-infantil (Capitulo 6)

» Fosfato de colina (ChoP, Sigma P0378, CAS: [72556-74-2]. Se prepara en
disolucién amortiguadora.

* Colina (Ch, 298%, Sigma C1879, CAS: [67-48-1]). Se prepara en disolucién
amortiguadora.

« Enzima colina oxidasa (ChOx) de Alcaligenes sp. (13 Ul-mg?, sélido
liofilizado, Sigma C5896).
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La enzima ChOx se prepara en disolucion amortiguadora (NaHCO3 y
Na2COs, 0.1 mol-L't, a pH 9.0 en agua agua Milli-Q) hasta obtener una
disolucion de 6.6 Ul-mL1. Una unidad de ChOx se define como la cantidad de
enzima que es capaz de oxidar un pmol de Ch por minuto a pH 8.0 y 37 °C,
generando dos pmoles de H202 y un umol de glicina betaina (GB).

« Enzima fosfatasa alcalina (AP) de intestino de ternera (1.0-10* Ul-mL* en
Tris-HCI 10 mmol-L?, pH 8.2, 50 mmol-L* KCI, 1.0 mmol-L'* MgCl2 y 0.1
mmol-L* ZnCl2, en 50% (p/v) glicerol, Sigma P4978).

La enzima AP se prepara en disolucion amortiguadora (NaHCOs y
Na2COs, 0.1 mol-Lt, a pH 9.0 en agua agua Milli-Q) hasta obtener una
disolucién de 440 Ul-mL?. Una unidad de AP se define como la cantidad de
enzima que es capaz de hidrolizar un umol de p-nitrofenil fosfato por minuto a
37 °C.

Las disoluciones enzimaticas se fraccionan y se almacenan en viales en
el congelador, para evitar asi la desnaturalizacion. Diariamente se coge la

fraccion 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).

e Cloroformo (CHCIs, estabilizado con etanol, UV, IR, HPLC, HPLC
preparativa, PAI, Panreac 361252.1611).

» Hidroxido de sodio (NaOH, pellets, ACS, ISO, Panreac 131687.1210).

« Acido acético (HAc, glacial, HPLC PAI, Panreac 361008.1611).

» Acetato de etilo (AcOEt, 299.5%, Panreac 161318.1211).

» Tetrahidrofurano (THF, UV, IR, HPLC, GPC, Panreac 361736.1612).

» Nitrogeno (ALPHAGAZ™, 299.999%, Air Liquide).
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+ Acido sulfarico (H2S04, 95-98%, méax. 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).

* NaHCOs y Na2COs (Sigma S5761y 222321). Preparacion de disoluciones
amortiguadoras 0.1 mol-L'* a pH 9.0 y 10.0 en agua Milli-Q.

* Na2HPO4y NaH2PO4 (Panreac 123018.1210 y Sigma S9763). Preparacion
de disoluciones amortiguadoras 0.1 mol-L't a pH 7.0 y 8.0 en agua Milli-Q.

» Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma 329940). Preparacion de disolucion
amortiguadora Tris-HCI, 0.1 mol-L* a pH 9.0, acidificada con HCI.

» Etanol (EtOH, gradiente HPLC, Panreac 221086.1612).

» Dimetil sulféxido anhidro (DMSO, Panreac 131954.1611).

» Sephadex® G-50 (Sigma G-50150). Relleno de la columna cromatografica.

» Las ldminas 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 fluoréforo, Sigma 206865, CAS [8064-60-
6]).

El procedimiento operativo se realiza de la siguiente forma: se prepara
una disolucién de 200 mg-L* de primulina en MeOH. Una vez que la cubeta
de cristal del dispositivo se rellena con la disolucion (Figura 2.4 A), se coloca
la placa en el soporte correspondiente y se activa el sistema. La placa
cromatografica desciende en la cubeta sumergiéndose en el fluoréforo a una
velocidad constante de 35 mm-s™. 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 disolucion 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 °C.
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Una vez seca la placa, la colocamos en el densitometro (Figura 2.5 A)
para realizar las medidas de fluorescencia (lampara de mercurio) excitando a
406 nm y recogiendo la emision 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 utilizé el dispositivo que se

muestra en la Figura 2.5 B excitando con una radiacion UV de 366 nm.

Abajo se presenta el espectro obtenido por ionizacion APCI-MS obtenido
al realizar una extraccion con la interfaz TLC-MS sobre una zona de la placa
impregnada con la disolucién de 200 mg-L* de primulina en MeOH, mostrando

la composicion 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
6.0-10% nA), demuestran que el fluoréforo es una mezcla de oligémeros cuya
estructura basica aparece encuadrada a la derecha del espectro, siendo “n”
el numero de unidades de benzotiazol. La relacion m/z 453.9 corresponde a
los iones [M+H]* (isdbmeros correspondientes a n=1), y m/z 321 (isbmeros

correspondientes a n=0).
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Figura 2.12 Espectro APCI-MS de la primulina (n: nimero de unidades de benzotiazol).
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» Derivado de fluoresceina (FS, éster de N-hidroxisuccinimida del acido 6-
[fluorescein-5(6)-carboxamido] hexanoico, Sigma 46940, CAS: [114616-31-
8]) (Figura 2.13).

Figura 2.13 Estructura molecular del derivado de fluoresceina (FS).

* CF™ 405S succinimidil éster (SE, Sigma SCJ4600013) (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Estructura molecular del CF™ 405S succinimidil éster (SE).

Estos dos ultimos, FS y SE, son fluoréforos utilizados para el marcaje

enzimatico.

En el caso de la FS, se prepara una disolucion de 1.0 mg de marcador,
en 0.1 mL de dimetil sulféxido anhidro (DMSOQO) (Seccién 6.3.2y 6.4.1 ),y en
el caso de SE, se prepara una disolucion de 1-10° moles de marcador, en 150
puL de DMSO (Seccién 6.4.1).

2.6.4 Agentes derivatizantes selectivos de azlcares

» Orcinol (297%, Sigma 447420) (Figura 2.15 A).
e [B-naftol (299%, Sigma 185507) (Figura 2.15 B).

A B
CHj3

Q cO
HO OH
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Figura 2.15 Estructura molecular del A) orcinol y B) B-naftol (segun Sigma).

Para llevar a cabo la identificacién de glucidos en la molécula, se hara
reaccionar la solucién de prueba con H2SO4 concentrado en presencia de
orcinol o B-naftol. Se prepara una disolucion de 2 g-L* en H2SO4 al 10% (v/v).
Los glucidos al reaccionar con acidos fuertes como el sulfurico concentrado,
se deshidratan formando furfural si son pentosas o hidroximetilfurfural si son
hexosas, que por condensacién con orcinol o B-naftol producen complejos de
color parpura-violeta. Se conoce como reaccion de Molisch (Figura 2.16). La
reaccion entre el acido sulfarico y el orcinol o B-naftol forma un anillo de color
verde claramente visible cuando no hay glicidos. Cuando la concentraciéon de
glicidos es alta, se forma un precipitado rojo que al disolverse, colorea la

solucién.
HO N
. o MO T\
Ho 3H,0 4
OH “oH 72 o
D-glucosa 5-(hidroximetil)furfural
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o AN MO wo ) Q [0], HiO* "
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5-(hidroximetil)furfural a-naftol Compuesto coloreado
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Figura 2.16 Reaccién de Molisch, que detecta la presencia de glicidos en una muestra.

Para la impregnacién 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
disolucién de orcinol o B-naftol. Antes de introducir la placa en el densitémetro
(Figura 2.5 A), para eliminar el exceso de H2SO4 se coloca ésta en el
calefactor (Figura 2.4 B), y permanece alli 5 minutos a 120 °C. Transcurrido
ese tiempo, se deja enfriar la placa a temperatura ambiente algunos minutos,

tras los que se escaneara con el densitometro midiendo la absorcién (lampara

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

radiacion de luz blanca transmitida.
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SEPARACION, OBTENCION DE PERFILES
E IDENTIFICACION DE ESPECIES
MOLECULARES DE ESFINGOLIPIDOS
NEUTROS EN PLASMA HUMANO
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3.1 INTRODUCCION

Las enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) son un grupo de
aproximadamente 50 desérdenes metabdlicos raros y de origen genético,
causados por disfunciones del lisosoma celular, normalmente a consecuencia
de la deficiencia en una Unica enzima que causa una acumulacion de
diferentes esfingolipidos (SL) en la célula [97]. Entre ellos, algunos SL neutros
como las glucosilceramidas (GluCer), globotriaosilceramidas (Gbs) vy
esfingomielinas (SM), se han considerado biomarcadores de las
enfermedades de Gaucher, Fabry y Niemann-Pick, respectivamente, si bien
no se han desarrollado todavia métodos eficaces para el diagndstico de estas
enfermedades. El incremento relativo de estos SL en fluidos (plasma, orina) y
en ciertos tejidos humanos se ha asociado con la progresién de la enfermedad
0 con la respuesta (o falta de respuesta) a la Terapia de Sustitucién
Enzimatica (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 acidos grasos acopladas por un enlace amida a la cadena
esfingoide de la ceramida), y analogos (con bases esfingoides diferentes a la
esfingosina d18:1). Asimismo, los liso-esfingolipidos (liso-SL) son aquellos
gue 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], ademas de sus liso-derivados [101, 102] pueden ser también

biomarcadores efectivos de algunas EDL.

Recientemente, Schiffmann et al. [103] encontraron que las
concentraciones de Gbs se elevan no solo en pacientes con enfermedad de
Fabry, sino también en una poblacién general de pacientes que habian sufrido

enfermedades de corazon no relacionadas con Fabry. De acuerdo con este
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estudio, los niveles elevados de Gbs podrian constituir un marcador de riesgo

con valor prondstico para evaluar un riesgo de muerte a corto plazo.

La separacion e identificacion de isoformas y analogos de SL, se realiza
fundamentalmente mediante Cromatografia Liquida de Ultra-alta Resolucién
acoplada a Espectrometria de Masas (UPLC-MS) tandem [101, 102, 104]. Las
ventajas e inconvenientes de esta técnica han sido discutidos en el Capitulo
1. Aunque tiene una gran eficacia en la separacion, puede no ser, en
ocasiones, la mejor opcion en funcién de la informacion que se pretenda

obtener y la rapidez requerida para el andlisis.

3.1.1 HPTLCde SL

En este capitulo, pretendemos evaluar la posibilidad de utilizar HPTLC
acoplada a MS tandem y HRMS para el andlisis de SL en plasma humano a
partir de una Unica placa cromatografica y, por tanto, evaluar su potencial

aplicacion en el analisis lipidomico.

En la bibliografia se encuentran algunos métodos HPTLC que fueron
desarrollados para la separacién de SL neutros [43, 44, 47, 67]. Sin embargo,
llevar a cabo un andlisis completo sobre una Unica placa plantea varios
problemas relativos a la separacion, deteccion/cuantificacion y, finalmente,

transferencia a MS.

La tecnologia AMD se ha utilizado en alguna ocasion para separar SL.
En esos casos, la deteccion densitométrica fue llevada a cabo previa
derivatizacion [47,105-115] con CuSO4/H3PO4 [105-113], orcinol [68, 116-118]
o resorcinol [115] ya que los SL presentan una pobre absorcion en UV. La
desventaja de los derivatizantes antes mencionados es la destruccion de la
muestra y el hecho de que no se conozca la estequiometria de las reacciones
implicadas, lo que hace que no se pueda controlar la sefial obtenida.
Actualmente, los densitometros modernos permiten llevar a cabo la deteccion
a 190 nm, longitud de onda a la que los SL absorben, si bien los SL con
cadenas saturadas de acidos grasos no presentan respuesta.
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Fluoréforos como la berberina o la primulina han sido utilizados para la
deteccidn, por los aumentos que experimenta su fluorescencia al interaccionar
con SL, y en general, lipidos con largas cadenas hidrocarbonadas. Los lipidos
incrementan la fluorescencia de base de estos fluoroforos mediante
interacciones dipolares inducidas, no especificas [44, 67, 68, 114, 116-120]

en medio silica gel.

Fluoroforos cationicos 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 mé&s larga es la cadena
hidrocarbonada, mayor sera la respuesta fluorescente. Se propuso un modelo
para explicar ese incremento en la emision [121, 123]. Este modo de
deteccion, adaptado a la densitometria tras separacion HPTLC, se conoce
como FDIC, siglas que corresponden a deteccién fluorescente por cambios de
intensidad [47, 124]. La magnitud de la emisién puede variar al modificar los
parametros cromatograficos, asi como la concentracion de fluoréforo. De este
modo, FDIC puede usarse para fines cuantitativos [125] mediante una simple
pre- 0 post-impregnacion 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 migracion total de 50 mm), FDIC fue utilizado
para semicuantificar la clase de SM, con un RSD <6%. La cuantificacién
incluyé adicion de patron (una esfingomielina patron, de cadena d:18) y
calibracion no-lineal. S6lo una placa fue necesaria para realizar el analisis
[59].

Respecto a la transferencia de las bandas SL al equipo MS, se suele
realizar todavia en la mayoria de los trabajos en modo off-line. Asi, el
aislamiento de las bandas SL se realiza mediante el rascado de la placa,
extraccion de la silica gel, eliminacion del disolvente en rotavapor e
introduccion de la muestra en el equipo MS. La interfaz HPTLC-MS se ha
utilizado en contadas ocasiones. Asi, existe un precedente en la extraccion
automatizada de bandas SL de Stratum Corneum, tras separacion y

deteccion. En este caso, las bandas fueron detectadas mediante
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derivatizacion con CuSOa4/H3POg, por lo cual se necesito realizar una segunda
placa gemela (sin derivatizante) para asi obtener las coordenadas de las

bandas y poderlas transferir.

Otro ejemplo de utilizacidon de la interfaz ha sido el trabajo de Park et al.
[60] para separar e identificar glicoesfingolipidos acidos (gangliosidos y
sulfatidas) por ESI-MS (en modo negativo). Asi, los glico-SL acidos de cerebro
bovino fueron desarrollados mediante HPTLC en modo isocratico con
CHCI3s/MeOH/Cl2Ca en H20 (55:45:10, v/vlv), en dos placas gemelas, y
detectados mediante post-impregnaciones con orcinol y primulina.
Posteriormente, la banda correspondiente a los glico-SL asi revelados

(primulina) fue transferida mediante la interfaz para su identificacion MS.

Dreisewerd et al. [117] ya habian mostrado que la primulina era
compatible con la ionizacion 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 silica gel fue
posteriormente impregnada con primulina. Las bandas fueron extraidas con
la interfaz sin eliminacion del fluoréforo, que mostré ser compatible con las
ionizaciones ESI y APCIl. En efecto, la primulina no interaccioné
permanentemente con los SL, y ademas, el rango de peso molecular de la
primulina (MW: 475) tampoco interfirié con el de los SL estudiados. En dicho
estudio, diversos aductos de sodio de especies moleculares de SM fueron
identificados mediante comparacion 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 identificacion inequivoca de los iones
de los espectros, si que da una idea aproximada de las especies de SM en la
muestra. Logicamente, lo deseable es obtener espectros MS/MS, que es uno
de los objetivos de esta Tesis. Para ello, se optd por la ionizacion ESI, que ha
sido utilizada fundamentalmente para caracterizar compuestos con alta
polaridad [34], aunque no sea tan eficaz con compuestos menos polares, que
son mas dificilmente ionizados. De todos modos, ESI es la ionizacion de

eleccion en el caso de los lipidos. No obstante, en el trabajo citado [59] se
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mostré que la ionizacion APCI puede ser de utilidad, aportando informacién

complementaria, en el caso de lipidos de baja polaridad.
3.2 OBJETIVOS

En la potencial utilizacién de HPTLC-MS tandem y HRMS en lipidémica
pretendemos aprovechar varias ventajas, tanto las inherentes a la HPTLC (su
facilidad de uso, razonable rapidez en la ejecucion y alto nimero 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 andlisis. Esta separacion HPTLC y el acoplamiento online
permitirian un pre-fraccionamiento en clases (en este caso, de SL) que daria
como resultado un andlisis intermedio entre el de infusibn shotgun (con
introduccién de la muestra completa) y el de UPLC (separacién cuasi-
molecular de las especies individuales). Ademas, la eliminacion post-
cromatografica de la fase movil y la utilizacion de un Unico disolvente (MeOH)
para la extraccion automatizada con la interfaz, evitarian diferentes
respuestas en la ionizacion al evitar la introduccién de gradientes de
disolventes en ESI. Esto posibilitaria la obtencion de perfiles semicuantitativos
con las especies moleculares de lipidos de cada clase. Ademas la supresion
ionica no tiene por qué ser diferente de las descritas para los métodos shotgun
o LC-MS.

Asi pues, se pretende desarrollar métodos para evaluar la viabilidad de
utilizacion en lipidomica de HPTLC-MS en muestras reales de plasma humano
que contienen SL en rangos de concentracion bajos (caso de las SM) o muy
bajos (Gbs), del orden en este caso de menos de 2 ug-mL?, y evaluar si
HPTLC-MS puede ser una herramienta complementaria a LC-MS para el
analisis de muestras biolégicas complejas, como se vera también en el

Capitulo 5.

Como se ha expuesto en la Seccion 1.9.1 la utilizacién de las técnicas
MS tandem y HRMS se basan en la hipétesis de que existen condiciones

adecuadas para formar aductos sodiados estables (en modo ESI*).
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La obtencion de espectros explotables MS/MS (en general, MS") y/o de
alta resolucion (HRMS) de lipidos directamente desde la placa, que
constituiria un avance importante, se ha visto hasta ahora impedida por la
ubicua presencia de iones sodio durante el proceso cromatografico (placa,
tubos, etc.), que causa una pobre fragmentacion de los iones aislados y su
coexistencia con iones sodiados, complicando o impidiendo la interpretacion

estructural de los espectros.

Se obtendran condiciones de trabajo para que los aductos de sodio,
formados a partir de una amplia variedad de lipidos, puedan ser fragmentados
en modo ESI positivo, directamente desde la placa cromatografica, y que el
sodio permanezca como la carga de fragmentos ionicos estables, siendo asi
Gtiles para su inequivoca identificacion estructural en muestras complejas a
través de los espectros MS" y HRMS. Es decir, que se formen exclusivamente

aductos sodiados.

De este modo, y tras un procedimiento de preparacion del plasma que
incluye extraccion, centrifugacion e hidrolisis alcalina, se estudiaran las
condiciones de separacion SM y Gbs de plasmas de individuos sanos y
enfermos de Fabry y la obtencion online a partir de la placa de los espectros
ESI-MS para obtener los perfiles y los espectros MS" para la identificacion de

las especies moleculares de ambas clases de SL.
También se abordara el problema de la deteccion de liso-Gbsa.

El trabajo también demostrara que el uso de primulina no va a ser
necesario sino que podremos obtener las coordenadas de las bandas
mediante deteccion UV a 190 nm. Aunque los SL saturados no absorban a
esta longitud de onda, su coelucion 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 seran

identificadas.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Preparacion de muestra

Antes de comenzar con la determinaciéon de SL en plasma humano, se
lleva a cabo la preparacion de la muestra, basado en una variante del

procedimiento estandarizado descrito en la bibliografia [59, 126].

Alicuotas de 250 pL de plasma se extrajeron con 2 mL de cloroformo
(CHCI3)-MeOH (1:1, v/v) en un agitador de varilla (Heidolph® RZR 2021), a
140 revoluciones por minuto (rpm) con agitaciéon constante durante 30 min.
Posteriormente, se centrifugaron 10 min a 4.5-10° rpm en una centrifuga
(Beckman Allegra X-22R) a 19 °C para lograr la separacion de fases y la

precipitacion de proteinas. Este precipitado se descarto.

El liquido superior se sometié a una hidrolisis basica afiadiendo 150 pL
de hidréxido de sodio (NaOH) 1 mol-L*, incubandose mediante el agitador de
varilla mencionado a 140 rpm (agitacion constante) en un bafio termostatizado
a 40 °C, durante 2 h.

A continuacion, se produjo una nueva separacion de fases; para ello, se
afiadieron 10 pL de acido acético (HAc) (ajuste de pH), y acto seguido 1 mL
de MeOH y 1 mL de agua (para favorecer dicha separacion). Se centrifugo el
vial durante 10 min a 4.5-10° rpm y 23 °C en la centrifuga mencionada. Se
formaron dos fases separadas por una capa intermedia de proteinas.
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, Ghsy
Gbhsen el plasma, se transferia la fase organica (inferior) a un nuevo vial; al
contrario que si nuestro estudio se centraba en los grupos de liso-Gbs donde
la fase transferida seria la acuosa (superior), siempre ayudados por una pipeta
Pasteur y jeringa para atravesar la capa sélida intermedia de proteinas. La
fase de interés se llevo a sequedad bajo corriente de N2, reconstituyendo las

muestras en 250 pL de DCM-MeOH (1:1, v/v), volviendo al volumen inicial.
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3.3.2 Aplicaciéon de patrones y muestra en HPTLC

Una vez llevado a cabo el tratamiento de la muestra, se utilizo el equipo
Automatic TLC Sampler IV (ATS4) para la aplicacién de ésta sobre la placa

cromatografica. Pasos en su manejo:

1. Establecer las condiciones relacionadas con la aplicacion en WinCATS
(numero de calles, forma, dimensién y distancia entre bandas. Velocidad y
volumen de aplicacién de cada disolucion (patron o muestra) en cada banda.

Etapas de limpieza de la jeringa de aplicacion.

2. Colocar en el orden correspondiente los patrones y la muestra en los
compartimentos adaptados para ello. Asi como el disolvente de limpieza en el

qgue deben ser solubles los analitos aplicados.

Para conseguir aplicar una determinada masa del patron 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
asi volumenes pequefios. Cuando se trabaja con patrones, es mas correcto

hablar de masa aplicada y no de volumen inyectado.

En lo referente a las muestras, la baja concentracion que se preveia de

algunos SL, nos obligé a inyectar volimenes altos.

Todos los patrones y muestras se aplicaron en forma de bandas,

garantizando una distribucidn mas homogénea de cada disolucion.

Previamente a la aplicacion, patrones y muestras se disolvieron en una
disoluciéon 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 pg/banda (volimenes: 0.1-10.0 plL/banda,
concentracion: 0.1 mg-mL1), 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 Aplicacién de patrones y muestras (plasma) en la placa de silica gel.

Se dej6 una calle vacia sin realizar aplicaciéon como analisis en blanco.
A continuacion, se aplicé en la misma placa la muestra de plasma, 0.6
puL/banda para la determinacion de SM y 30 pL/banda para la identificacion
del resto de SL de nuestro interés presentes en el plasma. Finalmente, se dejé
otra calle vacia como experimento en blanco (Figura 3.1).

Los patrones de esfingolipidos estudiados corresponden a
esfingomielina (SM), glucosilceramida (GluCer), lactosilceramida (LacCer),
globotriaosilceramida  (Gbs), liso-globotriaosilceramida  (liso-Gbsz) vy
globotetraosilceramida (Gbas) (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Estructuras quimicas de los esfingolipidos estudiados. A) esfingomielina (SM), B)
glucosilceramida (GluCer), C) lactosilceramida (LacCer), D) globotriaosilceramida (Gbs), E)

liso-globotriaosilceramida (liso-Gbs) y F) globotetraosilceramida (Gba).
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3.3.3 Desarrollo cromatografico AMD

El siguiente paso en nuestro estudio fue la obtencién de una secuencia

de elucion aplicable a la resolucion de SL neutros patron.

El desarrollo cromatografico se llevo a cabo utilizando el sistema AMD?2.
Se tom6 como punto de partida una secuencia que constaba de nueve etapas,
con 1h 15 min de duracion. Se recoge la composicion 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 movil 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 aplicacién. Este compuesto
seguira eluyendo en las siguientes cinco etapas, aunque ya no se ve afectada
su resolucion llegando a quedar retrasado en la placa con respecto al resto
de analitos.

Las siguientes cinco etapas semejantes en las que la fase movil se
compone de MeOH-DCM (50:50; v/v), hasta llegar a 30 mm, tienen como

objetivo focalizar el Gbs, ya que es el pico mas ancho de los SL a estudiar.

A continuacion, para separar la LacCer del resto de SL se cont6 con la
etapa 7, formada por una mezcla de MeOH-DCM (70:30; v/v), hasta 40 mm;
asi como la GluCer desplazandola con la etapa 8, formada por una mezcla de
MeOH-DCM (80:20; v/v), hasta 50 mm.
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Etapat;5050302nc3123456789
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Figura 3.3 A) Valores del gradiente de elucion en nueve etapas, basado en mezclas binarias
de MeOH-DCM, para separacion de esfingolipidos neutros en extractos organicos de plasma

humano. B) Representacién de las condiciones de gradiente de elucién: MeOH ==, DCM ==
, md=.

Como alguno de estos compuestos no eluia con el frente de fase mavil,
se decidio dejar una separacion de 10 mm entre las md, para asegurarnos
una separacion de picos correcta. La ultima etapa que componia este
gradiente consistia en una limpieza final hasta md 60 mm.

Nuestro objetivo era comprobar si esta secuencia podia resolver la
identificacion de los SL neutros procedentes del plasma correspondiente a
este estudio. Por lo tanto, en nuestro trabajo se optimizaron las condiciones
centrandonos y ampliando la zona de desarrollo de Gbs, con el objetivo de su
identificacion en la muestra de plasma.

Se mantuvo la fase movil 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 duracion global del desarrollo era de 1h 10 min.
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Figura 3.4 A) Tabla del gradiente de elucién en siete etapas, basado en mezclas binarias de
MeOH-DCM, para separaciéon de esfingolipidos neutros en extractos organicos de plasma
humano. B) Representacion de las condiciones de gradiente de elucién: mismos colores que
en Figura 3.3 B.

Finalmente se decidid trabajar con esta secuencia centrandonos en la

zona de desarrollo de Gba.
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3.3.4 Deteccion por densitometria de barrido

En este apartado, se utilizo el densitometro 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 fij6 un tamafo de haz de medida de 4x0.2 mm. Los barridos que

se realizaron fueron lineales.

Tras la elucidbn cromatografica, la placa no se sometid a ningun
tratamiento o derivatizaciéon, ya que la deteccion posterior se realizd
inicialmente mediante absorcion de la radiaciéon a 190 nm. No fue necesaria
la impregnacion con primulina ni con otros agentes (orcinol, resorcinol o B-
naftol) ya que lo que se pretende es localizar las bandas para enviarlas al MS

mediante la interfaz.

Se midié la absorcidbn de los compuestos a la longitud de onda
mencionada obteniendo el cromatograma AMD correspondiente a: liso-Gbs a
md 10.0 mm (pico 1), SM a md 16.9 mm (pico 2), Gbs y Gbs a md 29.6 mm
(picos 3y 4), LacCer a md 47.6 mm (pico 5) y GluCer a md 55.9 mm (pico 6)
patrén (Figura 3.5).

Hay que destacar que los patrones han sido aplicados en este caso
individualmente, y que el uso de mezclas llevd exactamente a la misma

separacion.

Aplicando este gradiente, bajo las condiciones AMD descritas se
obtienen los perfiles cromatograficos del material lipidico correspondiente a la
muestra de plasma. La separacion de SL neutros en la placa de silica gel tiene
lugar de acuerdo a la polaridad de dichos lipidos. Los glicoesfingolipidos se
separan en funcion del nimero de unidades de azucar presentes en la
molécula. Cuanto mayor sea el numero de azlcares en la molécula, mayor

polaridad y menor distancia de migracion en la placa cromatogréfica.
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Figura 3.5 Cromatograma HPTLC-UV de los patrones siguientes: liso-Gbs a md 10.0 mm
(pico 1), SM amd 16.9 mm (pico 2), Gbs y Gbs 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 . Absorcion
UV a 190 nm.

Como la distancia de migracion 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 (Seccién 3.3.5y 3.3.6 ).
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Figura 3.6 Cromatograma HPTLC-UV a 190 nm obtenido en el extracto de plasma humano
(30 pL). Se observan las especies moleculares de SM (pico 1: md 16.7 mm), y Gbs (pico 2:
md 28.4 mm) extraidos mediante la interfaz y llevados directamente al espectrémetro 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 migracion de cada pico.

Hay que destacar la complejidad de los perfiles de los SL del plasma
humano pues su obtencion depende de la técnica analitica utilizada, la
variabilidad del plasma de cada individuo y el método de preparacion que ha
seguido la muestra [18]. Como muestra la literatura, no existe ningun protocolo
que extraiga todas las subespecies presentes en el plasma con un
rendimiento alto [18, 37]. Ni siquiera el trabajo mas exhaustivo sobre la
caracterizacion del plasma, realizado por Quehenberger et al. [18], ha logrado
que ciertas clases de SL sean extraidas en el conjunto. Por ejemplo, es notoria
la no-presencia de Gbs 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, asi como el potenciar el uso de nuestra técnica para la
busqueda rapida de los analitos/familias de interés mediante un escaneo

selectivo de la placa.

3.3.5 Obtencién de perfiles e identificacion de SM en extractos de

plasma humano

En el espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion 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, asi 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 patréon SM de origen animal, se observan
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especies moleculares similares, aunque logicamente 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 espectrometro de masas (IT-

MS), obteniendo nuevas especies sodiadas.

Por lo tanto, un aumento en la energia interna es suficiente para excitar
vibracionalmente al ion precursor, dando lugar a la ruptura de las uniones mas
labiles cuando se alcanza el umbral de energia. 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).

s - o)
d18:1;C16:0 CHs 1 +
m/z 725.6 HC-Ne S~ @ HNT R
CI:H O_IP_(D)I/\(\/C13H27+ Na
d18:1:C24:1 o oH
m/z 835.7
o) + o) .
d18:1:C16:0 ~ob "R R
o135 : 0-P-0_ _~ CyaHo7+ N + : CiaHo7+ N
6_\/\gH\/13 zrt Na \/\gH\/n 27+ Na
m/z 666.5 m/z 542.5
Pérdida: -trimetilamina Pérdida: -fosfocolina
o) + 0 +
d18:1:C24:1 ~ob R R
13 : 0-P-0O_ _~ CiaHo7+ N + : CiaHo7+ N
6_\/\€H\/13 21+ Na \/\gH\/n 21+ Na
m/z 776.6 m/z 652.7
Pérdida: -trimetilamina Pérdida: -fosfocolina

Esquema 3.1 Fragmentacion 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 (ionizacién positiva) del pico 1 a md 16.7 mm (Figura
3.6) en el extracto de plasma humano extraido mediante la interfaz TLC-MS. Se fragmentan
los iones mas abundantes obteniendo el espectro HPTLC-ESI-MS/MS (ionizacion 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 [C39H79N206P+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
[C47H93N206P+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 mas
abundante a m/z 835 de la muestra (Figura 3.7 C), con el mismo espectro
esta vez de un patron 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 mas
la asignacion estructural de especies moleculares de SM en el extracto
organico de plasma humano.

Como ya se ha comentado y era de esperar, la distribucion relativa de
m/z es diferente si se comparan patrones (de origen porcino) y muestras (de

plasma humano), por tener origenes distintos.

Se recoge el espectro correspondiente al pico de SM ampliando la
ventana de medida en un rango mas amplio de m/z, incluyendo la zona de m/z
>1000, observando que no se encuentran familias de globosidos y atribuyendo

de este modo el pico de 16.7 mm Unicamente a SM (Figura 3.9).
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Figura 3.8 A) Espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion positiva) de SM patrén, extraido mediante

la interfaz TLC-MS. B) Fragmentaciéon del ion mas abundante a m/z 835 obteniendo el

espectro HPTLC-ESI-MS/MS (ionizacién positiva) de este ion precursor. Estructura molecular

de SM (extremo superior).
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Figura 3.9 Espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion positiva) del pico 1 a md 16.7 mm (Figura
3.6) en el extracto de plasma humano, extraido mediante la interfaz TLC-MS y ampliando la

ventana de medida (rango m/z >1000). Estructura molecular de SM (extremo superior).

3.3.6 Obtencion de perfiles e identificacion 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 identificacion de las diferentes
especies moleculares de Gbs presentes en el plasma de un enfermo Fabry
mediante el espectro HPTLC-ESI*-MS [60].

Por comparacion con el espectro de Gbs patron, las sefiales obtenidas
por ESI*-MS, corresponden a aductos sodiados, de entre los cuales destaca
d18:1;C16:0 (m/z 1046), siendo asi la isorforma predominante de Gbs 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 (ionizacién positiva) del pico 2 a md 28.4 mm de
extracto de plasma humano (Figura 3.6), extraido mediante la interfaz TLC-MS. B)
Fragmentacion del ion mas 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

fragmentacion de un grupo hexosa presente en la molécula de Gba.
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El espectro HPTLC-ESI*-MS del patréon de Gbs (Figura 3.11) confirma la
asignacion de la molécula de Gbs 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 patron origenes diferentes.

El espectro HPTLC-ESI*-MS/MS del ion mas abundante a m/z 1046
[Cs2H97NO1s+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 Gbs son bajas,
debido a la baja concentracién en la que se encuentra esta molécula en el
plasma de Fabry. A pesar de su baja sensibilidad, esta es la primera deteccion
on-line de Gbs en plasma humano, a partir de una placa HPTLC, conocida por

los autores.

OH OH
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Figura 3.11 Espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion positiva) de patron Gbz extraido mediante

la interfaz TLC-MS. Estructura molecular de Ghs (extremo superior).

Por otra parte, se analizaron muestras de individuos sanos, encontrando
el Gbs siempre por debajo de los limites de deteccion (LOD) de los ESI-MS,
bajo las condiciones utilizadas. De acuerdo con la bibliografia, el Gbs en
plasma de pacientes Fabry determinado mediante HPLC-MS, se encuentra en

concentraciones mas altas que en controles sanos [100]. En otro trabajo
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utilizando una técnica similar, Quehenberg et al. [18] no encontraron Gbs en

muestras de plasma de individuos sanos.

La tecnologia IT-MS presenta como ventaja permitir fragmentaciones
consecutivas en varias etapas que son Utiles para determinar rutas de
fragmentaciones metabolicas por llevarse a cabo colisiones a baja energia
[127]. Asi, los iones producto de glicoesfingolipidos se generan por rotura del
enlace glicosidico. Este hecho se puede observar en los espectros HPTLC-
ESI-MS/MS, -MS3 y -MS* del patrén de Gbs (Figura 3.12 A-C).
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Figura 3.12 Fragmentacién del ion mas abundante m/z 1158 en patrén de Ghs (Figura 3.11)
extraido mediante la interfaz TLC-MS, obteniendo A) el espectro HPTLC-ESI-MS/MS
(ionizacion positiva) que muestra como ion producto m/z 996. Se lleva a cabo una nueva
fragmentacion de este ion obteniendo B) el espectro HPTLC-ESI-MS? (ionizacién positiva)
mostrando como ion producto m/z 834, fragmentandolo finalmente para obtener C) el espectro
HPTLC-ESI-MS* (ionizacién positiva).

El aducto sodiado mas abundante en el espectro HPTLC-ESI*-MS de
patron de Gbs (Figura 3.11) es m/z 1158 [CeoH113NO1e+Na]*. Este se aisla y
se fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 41 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*-MS? su ion producto a m/z 834 (Figura
3.12 B). Este ltimo a m/z 834 (aislado con anchura de ventana de m/z 4+1y
amplitud de voltaje de 1.25 V) muestra los iones producto a m/z 654 (pérdida
de tres grupos hexosa y una molécula de H20), m/z 672 (pérdida de tres
grupos hexosa) y m/z 816 (pérdida de una molécula de H20) en el espectro
HPTLC-ESI*-MS* (Figura 3.12 C). El patrén de fragmentacién del ion mas

abundante a m/z 1158 de Gbs se resume en el Esquema 3.2.
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Esquema 3.2 Patrdon de fragmentacién del ion m/z 1158 procedente de Gbs patréon, que

corresponde a las especies moleculares d18:1;C24:0.
3.3.7 Obtencion de perfiles e identificacién de Gb 4 patrén

Para completar lo ilustrado en la seccion anterior, el patron de Gbs (con
una unidad de glucosa mas que el Gbs) fue fragmentado consecutivamente
en IT-MS. La especie Gbs4 no ha sido encontrada en humanos aunque si en el
riidn de ratones, mediante TLC-MALDI (off-line) [128]. Se obtienen los
espectros HPTLC-ESI*-MS (Figura 3.13) y HPTLC-ESI*-MS" (Figura 3.14),
asi como sus correspondientes esquemas de fragmentacion (Esquema 3.3)
ofreciendo un resultado similar al del caso anterior (Gbs) 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 cromatogréafica.
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Figura 3.13 Espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion positiva) de patron Ghs, extraido mediante

la interfaz TLC-MS. Estructura molecular de Gbs (extremo superior).

El espectro HPTLC-ESI*-MS del patrén de Gbs muestra como ion mas
abundante m/z 1361 [CesHi26N2023+Na]*, ademas de m/z 1333
[CesH122N2023+Na]* (Figura 3.13). El ion precursor m/z 1361 se aisla y se
fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 41 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). Este se aisla con anchura de
ventana de m/z 4+1 y amplitud de voltaje 1.5 V, observandose el ion producto
a m/z 997 (pérdida de dos grupos hexosa) en el espectro HPTLC-ESI*-MS3,
El espectro HPTLC-ESI-MS# (ionizaciéon 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*-MS® 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 H20) (Figura
3.14 A-D).
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Figura 3.14 Fragmentacion del ion mas abundante m/z 1361 en patron de Gbs (Figura 3.13)
extraido directamente de la interfaz TLC-MS, obteniendo A) el espectro de HPTLC-ESI-
MS/MS (ionizacidn positiva) que muestra como ion producto m/z 1158. Se lleva a cabo una
nueva fragmentacién de este ion obteniendo asi B) el espectro HPTLC-ESI-MS? (ionizacién
positiva) con un ion producto a m/z 997. Este se fragmenta obteniendo C) el espectro HPTLC-
ESI-MS# (ionizacion positiva) con un ion producto de m/z 834 que se termina fragmentando

obteniendo finalmente D) el espectro HPTLC-ESI-MS?® (ionizacidn positiva) con el ion producto

de m/z 654.
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Esquema 3.3 Patrdon de fragmentacién del ion m/z 1361 procedente de Ghas patréon, 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 preparacion de muestra
(Seccion 3.3.1), si nuestro interés consistia en el estudio de los grupos de
SM, Gbsy Ghsen el plasma, se transferia la fase orgéanica final (inferior) a un
nuevo vial; al contrario que si nuestro estudio se centraba en los grupos de
liso-Gbs donde la fase transferida seria la acuosa (superior). En esta fase
acuosa se sospechaba que podia existir el SL neutro, liso-Gbs (considerado

biomarcador de Fabry en plasma junto con Ghbs), que por sus propiedades
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especiales de polaridad, se repartiria entre la fase organica y la acuosa. Sin
embargo, liso-Gbs no fue detectado en los ensayos de placa llevados a cabo

con la fase organica.

Por lo tanto se implementd una variante del método de Folch [59, 126]
para la extraccion de liso-Gbs junto con el resto de SL que componen la

muestra (SM o Gbhs) para ver si se podia detectar liso-Gbs en fase acuosa.

3.3.8.1 Separacion HPTLC en fase reversa con desarrollo

cromatografico AMD de liso-Gbs en el extracto acuoso de plasma

A partir del extracto acuoso anterior, se llevo a cabo la separacion en
AMD. Para ello, se utilizaron placas de silica gel en fase reversa (RP-18W),
estudiando las condiciones éptimas para ese tipo de separacion. Esta, es
técnicamente posible pero presenta ciertos problemas técnicos por el uso de
disolventes acuosos en el sistema de presion-vacio del equipo AMD.

Se han estudiado diversas variables: volimenes de aplicacion de
muestra y de patrones de los SL implicados, disolventes, tiempo, nimero de
etapas y distancias de migracion adecuadas en la elucion, para obtener una
buena separacion tanto de los SL neutros como polares, también el nimero y
las dimensiones de la banda a inyectar. Finalmente se logré6 una buena

separacion tanto de liso-Gbs, SM y Gbs en la placa cromatogréfica.
Las secuencias estudiadas se recogen en las Tablas A1.1 (Anexo Al).

Asi pues, se selecciond un gradiente general en siete etapas basado en
el uso de MeOH-AcOEt-H20 con preacondicionamiento acido (HAc 1N) previo

de la placa (Figura 3.15).
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Figura 3.15 A) Tabla del gradiente de elucién en siete etapas, basado en mezclas ternarias
de MeOH-AcOEt-H20, para separacion de SL neutros en extractos acuosos de plasma

humano. B) Representacién de las condiciones de gradiente de elucion: MeOH ==, AcOEt
1, H,O =, md 3.

3.3.8.2 Deteccion mediante videodensitometria

La videodensitometria permite obtener una imagen de la placa, con sus
bandas separadas. Se lleva a cabo la iluminacion de la placa de forma UV
(254 y 366 nm) y con luz blanca (re-emitida, transmitida y una combinaciéon de
ambas).

Mediante la inmersiobn en primulina y la derivatizaciébn con (-naftol
(agente selectivo de azucares) se consiguieron ver las bandas utilizando el
equipo de TLC-visualizer (Camag), adquiriendo los datos mediante el
programa VisionCATS vy trabajando con las distintas longitudes de onda
posibles para obtener una adecuada visualizacion. Se optimizaron las
concentraciones de reactivos utilizadas, aplicando tanto patrones y muestras

sobre la misma placa cromatografica en bandas de 10 mm (Figura 3.16).

Cabe destacar, que en la fase organica del plasma Fabry, separado
mediante HPTLC en fase reversa y revelado con 3-naftol, se intuye una banda
sombreada que podriamos asociar a Ghs (calle 1), si la comparamos con la
del patrén (calle 3).
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Primulina (UV-366 nm) B-naftol (Luz blanca T)

Mejores
distancias de
migracion para Efecto matriz:
liso-Gbs y Gb;  Gb,retenido en
Podria ser la muestra
Gb, \

l

Figura 3.16 Imagen UV de videodensitometria a A) 366 nm y B) luz blanca transmitida en la
placa HPTLC RP-18W de: plasma Fabry 30 uL (fase organica) (calle 1); liso-Gbs patrén 0.2
pg (calle 2); Gbs patron 0.2 ug (calle 3); SM 3.0 g (calle 4); plasma Fabry 30 pL (fase acuosa)
+ Gbs patrén dopado 0.2 pg (calle 5).

Se ha conseguido mover la banda correspondiente a la liso-Gbs patron
en fase reversa (calle 2), lo que en silica gel permanecia en el punto de
aplicacion.

Referente al patréon de SM (calle 4), es l6gico no ver ninguna banda
revelada por el B-naftol, ya que es exclusivo para azucares, y esta molécula

no contiene éstos en su estructura.

Los ensayos realizados mostraron que no se detecta liso-Gb3 en la fase
acuosa, aungue no se puede concluir gue no exista. Una razén puede ser que
se encuentre en muy baja concentracion en el plasma (menor ain que Gbs) o
que se pierda durante el proceso de preparacion de muestra. Este problema

queda abierto para futuras investigaciones.

3.3.8.3 Obtencion de perfiles e identificacion de liso-Gbs patréon

Se estudia el patron de fragmentacion de especies de liso-Gbs 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*-MS"
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(Figura 3.18); asi como sus correspondientes esquemas de fragmentacion

(Esquema 3.4) acordes a lo esperado.

PATRON liso-Gb, [M+Na]* C’?&oﬁ
HO
Ol

o
OH OH NH
&\/0’ S0 A
HO AS::;;&/O X Ci3Hz7
oH o OH J\OH
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5
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<
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Figura 3.17 Espectro HPTLC-ESI-MS (ionizacion positiva) de patron liso-Gbs, extraido
mediante la interfaz TLC-MS.

El espectro HPTLC-ESI*-MS de patrén de liso-Gbs muestra como ion
mas abundante m/z 808 [C3sHes7NO17+Na]* (Figura 3.17). Este se aisla y se
fragmenta (anchura de ventana o tolerancia de masa de m/z 41 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
continuacion, este ion se fragmenta mostrando el ion producto a m/z 484
(pérdida de dos grupos hexosa) en el espectro HPTLC-ESI*-MS?3 (anchura de
ventana de m/z 4+1 y amplitud de voltaje de 1.15 V). En el siguiente espectro
HPTLC-ESI*-MS* 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 Fragmentacion del ion mas abundante m/z 808 en patrén de liso-Gbs (Figura
3.17) extraido mediante la interfaz TLC-MS, obteniendo asi A) el espectro de HPTLC-ESI-
MS/MS (ionizacion positiva) que muestra el ion producto m/z 646. Se lleva a cabo una nueva
fragmentacion de este ion obteniendo B) el espectro HPTLC-ESI-MS? (ionizacién positiva)
mostrando el ion producto m/z 484, fragmentandolo finalmente para obtener C) el espectro
HPTLC-ESI-MS* (ionizacion positiva) con el ion mas abundante a m/z 322.

El patron de fragmentacion del ion mas abundante a m/z 808 de liso- Gbs

se resume en el Esquema 3.4 .
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Esquema 3.4 Patrén de fragmentacion del ion m/z 808 procedente de patron de liso-Gbsz, que

corresponde a la cadena d18:1.
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4.1 INTRODUCCION

El término biodiésel hace referencia a combustibles renovables basados
en lipidos, mayoritariamente ésteres metilicos de éacidos grasos, FAME
(proviene del inglés Fatty Acid Methyl Esters). Se utilizan como sustituto total
o parcial de combustible diésel derivado de petroleo, 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 modificacion esencial en los motores [129].

El biodiésel (B100) se obtiene a partir de aceites animales o vegetales a
través de un proceso de transesterificacion con un alcohol, normalmente
metanol, en presencia de un catalizador (Esquema 4.1 ). Las materias primas
mas utilizadas para la produccion de biodiésel son los aceites vegetales, como
el aceite de colza, de girasol, soja y aceite de palma; residuos de aceites de

cocinay las grasas animales [130-132].

0 PN 9
/U\ 9 a )k 7 %
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R (0]
2 + CH,OH + H3C\O)I\R
1
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0 O
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Esquema 4.1 Etapas del proceso de transesterificacion, donde la R representa las cadenas
de &cidos 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 produccion y de la
naturaleza de los lipidos utilizados como materia prima. Un contenido de
FAME en B100 inferior al 98% en peso indica que las condiciones de reaccion
han sido inadecuadas para la produccién del biodiésel y de aqui, que
aparezcan diversas impurezas en el producto final incluyendo lipidos neutros
tales como mono (MG)-, di (DG)-, tri (TG)- acilglicéridos sin convertir, acidos

grasos (FA) libres e incluso glicerol [133, 134].

Denominamos lipidos neutros a las moléculas complejas que resultan de
la reaccion de esterificacion entre el glicerol con uno, dos o tres acidos 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 corrosion, formacién de depdsitos sobre las boquillas de
inyeccion, etc. Por ejemplo, a partir de una cierta concentracion, los MG
pueden producir obstruccién en los filtros de combustible debido a su alto
punto de fusion y baja solubilidad a bajas temperaturas [135]. La norma
europea UNE-EN 14214 descrita por el Comité Europeo de Normalizacion
(CEN) establece una serie de requerimientos para B100 [136], es decir,
describe sus propiedades y composicion. En este caso, la maxima
concentracion tolerada de MG en BX debe ser del 0.8% en peso; asi como en
el caso de DG y TG del 0.2%.

411 HPTLC de biodiésel

Aunqgue las plataformas mas utilizadas para el analisis de impurezas en
biodiésel sean en su mayoria la Cromatografia de Gases (GC) y la
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia en columna (HPLC) [134], la
instrumentacién moderna en Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficacia

(HPTLC) acoplada a Espectrometria de Masas (MS) presenta un prometedor
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futuro para el analisis de lipidos complejos [34]. Es conveniente especialmente
cuando es necesario determinar clases de lipidos en lugar de especies
individuales, como es el caso del andlisis de biodiésel [134]. Una de las
ventajas del HPTLC frente a las técnicas cromatograficas en columna es que
todos los compuestos de la muestra estan fisicamente “almacenados” en la
placa tras el desarrollo cromatografico, haciendo posible un analisis
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 cromatograficamente.

HPTLC ha sido una técnica muy poco utilizada para el analisis de
biodiésel. Se ha descrito un método para evaluar su conversion [137] ; para
una caracterizacion semicuantitativa de mezclas biodiésel y diésel de petroleo
[138]; para obtener el porcentaje de conversion de triacilglicéridos [139]; y

para detectar glicerol en biodiésel [140].

En estos trabajos, el desarrollo cromatografico ha sido llevado a cabo en
cubetas verticales convencionales o en las camaras automatizadas ADC2 que
incorporan sensores para detectar el frente de desarrollo. Para la deteccion,
se ha utilizado densitometria UV tras derivatizacion por oxidacion destructiva
(p. ej. con KMnO4/NaOH vy otros reactivos [137, 138, 140]) dadas las pobres
propiedades de absorcion de los lipidos. También se ha utilizado la
fluorescencia inducida, mediante impregnacion post-cromatografica con
primulina [139]. Este procedimiento de deteccion no destructivo fue explicado
mediante fluorescencia inducida por cambios de intensidad, FDIC. Permite no
s6lo detectar, sino también cuantificar lipidos 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
ionizacion directa sobre las bandas (Easy Ambient Sonic-Spray lonization,
EASI-MS) que posibilité la diferenciacion de los componentes “bio” de los
componentes “petro” de la mezcla diésel. Sin embargo, no realizaron ninguna

identificacion estructural molecular de las muestras.
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4.2 OBJETIVOS

Nuestra aproximacion para abordar el acoplamiento HPTLC-MS ha sido
la interfaz basada en la extraccidn on-line automatizada de las bandas
seguida de elucion. El acoplamiento no es viable cuando se utilizan, en la fase
de densitometria, derivatizantes que destruyen la muestra. Sin embargo,
nuestro grupo demostré que es posible obtener espectros de masas de los
lipidos (tanto en ESI como en APCI) a partir de placas impregnadas en
primulina, puesto que ésta solo interacciona con los lipidos 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 patrén comercial de monoacilglicérido (C18:0). Se
realiza sobre una Unica placa cromatografica de silica gel. EI esquema
utilizado (Capitulo 2) es el siguiente e incluye: i) aplicacion de la muestra
mediante el sistema ATS4 que permite depositarla como bandas de densidad
constante y forma y tamafio seleccionable; ii) separacibn en gradiente
realizada con AMD; iii) impregnacion de la placa con primulina y densitometria
por fluorescencia; iv) fijacion de las coordenadas de la banda (mediante la
densitometria y guia laser) y extraccion-elucion automética 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 caracterizacion de biodiésel de origen vegetal y

animal:

1. Optimizando la separacion de biodiésel en MG, FA y DG. La técnica
AMD permite realizar gradientes, combinando un desarrollo multiple
incremental (en etapas cortas, de 1-2 mm) con distintas compaosiciones en la
fase movil. La repeticion adicional de una o mas etapas permite focalizar las

bandas, mejorando la eficacia de la separacion.

2. Obteniendo un perfil semicuantitativo de los lipidos individuales y

especies moleculares de cada una de estas clases, directamente a partir de
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las bandas separadas sobre la placa cromatografica y transferidas
directamente a ESI-MS. Como se ha descrito anteriormente en el Capitulo 2,
tras la separacion cromatografica y la impregnaciéon del fluoréforo, la fase
movil es evaporada de la placa (Figura 2.4 B). Posteriormente, el uso de un
disolvente con composicion constante para la extraccion-elucion de la banda
mediante la interfaz, permite que la ionizacion ESI se realice en las mismas
condiciones para los lipidos pertenecientes a una misma clase. Esto hace que,
para una clase dada, los factores de respuesta en ESI-MS sean practicamente

constantes [5, capitulo 14].

3. Identificando cada estructura presente en la mezcla utilizando los
espectros MS/MS (MS") 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 resolucion.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Aplicacion 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 cromatograficas de 20x10
cm; previamente al analisis fueron acondicionadas con tetrahidrofurano (THF)

(mediante desarrollo md: 90 mm).

Previamente a su aplicacién en las placas mencionadas, patrones y
muestras se disolvieron en una mezcla de DCM-MeOH (1:1 v/v). Los patrones
correspondientes de lipidos se aplicaron en la misma placa en forma de
bandas de 4 mm, con una masa depositada de 0.1-2.5 pug/banda (volimenes:
0.1-2.5 pL/banda, concentracion: 1 mg-mL?), 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
dej6 una calle vacia sin realizar aplicacion, como analisis en blanco. A
continuacion, 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
2.5:10° y 5.0-10° pg/banda respectivamente (volumen: 25 y 50 pL,
concentracion 100 mg-mL?). Finalmente, se dej6 otra calle vacia como

experimento en blanco (Figura 4.1).

A
4 mm/banda 12 mm/banda
5 A A
10cm | 7 A 7 A
Patrones Blanco Muestras B100 y diésel Blanco
: (masa: 0.1-2.5 pg) (masa: 2500 y 5000 ug)
| 10 mm A T A T
; — = ~ ~
; <>X OO0 ee ® O<- S D - - - - SO :/)\
10 mm 2<"> 16 mm 16 mm 10 mm
Vi v mm v
e >
20 cm

Figura 4.1 Aplicacién de patrones y muestras (BX y diésel) en la placa de silica gel.

Los patrones estudiados pertenecen a las cuatro familias de lipidos
neutros investigadas MG (1-oleoil-rac-glicerol y 1-estearoil-rac-glicerol), DG
(gliceril 1,3-diestearato), TG (gliceril triestearato) y FA (&cido oleico y éster

metilico del acido oleico) (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Estructura de A) l-oleoil-rac-glicerol (MG), B) l1l-estearoil-rac-glicerol (MG), C)
gliceril 1,3-diestearato (DG) y D) gliceril triestearato (TG), E) acido oleico (FA) y F) éster

metilico del &cido oleico (FA).

4.3.2 Desarrollo cromatografico AMD

En lo referente a la separacion cromatografica, el sistema de desarrollo
multiple automatizado (AMD) (Camag) trabaja con una elucidon en etapas
sucesivas (de varios mm cada una), que se llevan a cabo combinando el poder
de elucion del disolvente, con el aumento en la distancia de migracion (md).
La composicion de la fase movil en cada etapa puede ser diferente, y

generalmente de menor poder de elucién 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 (x0.45 mm en nuestro caso).
Si es necesario, se puede repetir el desarrollo de cada etapa individual para

conseguir la focalizacién de cada banda.

El sistema AMD es adecuado para muestras que abarcan un rango de
polaridad muy alto. En un trabajo anterior, se realizé la separaciéon AMD de
lipidos neutros y esteril glucosidos por familias utilizando un gradiente de
elucién 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 lipidos: colesteril éster y FAME, colesterol, MG, DG, TG,
FA, esteril glucésidos esterificados, y esteril glucésidos, en orden de polaridad

creciente, es decir, disminuyendo la md.

Como nuestra muestra se compone de algunas de estas familias, se
adapt6 el gradiente a la separacion de los patrones relacionados con el B100
(MG, DG, TG, FA y FAME). Como gradiente de elucién 1 se trabajé con un
desarrollo en tres etapas basado en TBME/DCM/n-heptano y distancia de
migracion (md) 90 mm, con duracion total de 53 min 14 s, bajo las condiciones
descritas (Figura 4.3).

A B
S
TBME DCM n-heptano md toec g
(% viv) (% viv) (% viv) (mm) (min) 3
Etapa1 100 0 0 40 2 §
Etapa 2 0 80 20 60 2 &
Etapa 3 0 60 40 90 2 '%
5
2

o 1 2 3
o

Etapas AMD 2

== TBME == DCM " n-heptano == md (mm)

Figura 4.3 A) Condiciones del gradiente de elucion 1 en tres etapas, basado en mezclas
ternarias de TBME-DCM-n-heptano, para separacién de MG, DG y FA en FAME procedente
de muestras de biodiésel. B) Representacion de las condiciones del gradiente de elucién 1:
TBME ==, DCM 33, n-heptano =3, md =3.
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Como los lipidos saturados y el diésel (compuesto por hidrocarburos
saturados) no pueden ser detectados por UV, se pueden utilizar los fluoréforos

berberina [47] y primulina [59] que permiten la deteccion de cadenas alifaticas.

Se llevé a cabo la impregnacién post-cromatogréafica por inmersion de la
placa en una disolucién de primulina en MeOH (200 mg-L?) utilizando el
dispositivo de inmersién cromatografica Il (Camag) disefiado para esta
funcién. La detecciéon fluorescente por cambios de intensidad (FDIC) de
primulina en presencia de los lipidos separados se realiz6 mediante el
dispositivo TLC Scanner 3 (Camag). La longitud de onda de excitacion: 365
nm, recogiendo la emision a longitudes de onda >400 nm. Se trabajé con
anchuras de rendija similares al tamafio de banda en cada ocasion (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), acido 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 metilico del &cido oleico a md 74.3 mm (pico 5) (Figura 4.4).
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Respuesta FDIC (au)
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Figura 4.4 Cromatograma HPTLC-FDIC de los patrones siguientes: 1-estearoil-rac-glicerol
(pico 1: md 21.2 mm), acido 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 metilico del acido oleico (pico 5: md
74.3 mm). Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg-L! a Aexc 365 nm /
Aem >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
cromatograficos del material lipidico 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 unico

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 combinacion entre FAME vy diésel, destacando las siguientes zonas:
material lipidico incluyendo todas las impurezas lipidicas 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 comparacion de los cromatogramas y bajo las condiciones
descritas, se puede concluir que el contenido en diésel no es una interferencia
para la determinacion de lipidos en biocombustibles. Cabe destacar que el
pico de diésel puro es detectado por FDIC en primulina debido a su

composicién mayoritaria en alcanos.
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Figura 4.5 Cromatogramas HPTLC-FDIC de: A) B100-3 (masa depositada 2.5-10° ug), B)
B50 (masa depositada 5.0-10% pug) y C) Combustible diésel (masa depositada 2.5-10° ug).
Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg- L a Aexc 365 nm / Aem >400 nm.

En el caso de muestras en matrices reales, la identificacion de los

compuestos no puede hacerse solamente mediante las distancias de
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migracion [141], debido a fendmenos de coelucion y efectos de matriz. En

nuestro caso, pretendemos hacer la identificacion estructural mediante MS.

Como uno de nuestros propésitos en esta Memoria es determinar las
impurezas lipidicas de biodiésel a bajas concentraciones, las muestras de
biodiésel se sobrecargaron en cada aplicacién sobre la placa (2.5-10° y
5.0-10° pg/banda en B100 y B50 respectivamente). Como la concentracion de
B50 estaba diluida a la mitad con respecto a la de B100, aplicando el doble
de volumen se obtuvo la misma area (au) para el pico, bien separado, (a ~md
16.9 mm) tanto para la muestra de B50 como para la de B100. Como se
expondra en la Seccién 4.3.4 , partimos de la base que el pico a ~md 16.9 mm

corresponde a MG, tras identificacién por MS.

Siguiendo con el estudio de MG en la muestra, se comparan los
cromatogramas obtenidos mediante el gradiente de eluciéon 1 para un FAME
B100 procedente de distintos origenes; origen vegetal (B100-1), residuos de
cocina (B100-8) y origen animal (B100-9) (Figura 4.6 A-C).

A B100-1 B B100-8 c B100-9
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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: 2.5-10° ug. Condiciones de
AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC) 200 mg-L™? a Aexc 365 nm/ Aem >400 nm.

En este caso, se observa una buena separacién de picos, con buena
resolucion, fijandonos en md 15-20 mm (~md 16.9 mm) que corresponde al
pico de MG identificado por ESI-MS (Seccion 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 continuacion, se estudié en detalle la zona de material lipidico 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 area
correspondiente al pico de MG (~md 16.9 mm) aumenta con el incremento de
FAME en BX, al mismo tiempo que el area del pico de diésel disminuye (md
80-90 mm).
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Figura 4.7 Cromatogramas HPTLC-FDIC detallando la zona a md 10-60 mm: A) B5, B) B20
y C) B50. Masa depositada 5.0-10° pg. Condiciones de AMD en Figura 4.3 . Primulina (FDIC)
200 mg-L?! @ Aexc 365 nm / Aem >400 nm.

El gradiente de elucién 1 (Figura 4.3 ) fue desarrollado para separar los
MG como un pico uUnico a md 16.9 mm. Como se ha comentado, la AMD
permite un ajuste fino de la separacion. Asi, este gradiente fue modificado a
gradiente de elucion 2 para separar entre si otras familias de lipidos 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
composicion de la fase movil y/o en el nUmero de etapas para obtener una
ampliacion en la resolucion de determinadas zonas no bien separadas en el

cromatograma.

Como se observa, la adicion de una cuarta etapa en el gradiente de
elucion 2 (DCM-n-heptano, 90-10 v/v) y la modificacion en la distancia de
migracion (md, en mm), permitio la separacion de ya no sélo familias de MG,
sino también DG y FA en la muestra FAME B100 procedente de biodiésel
(Figura 4.8).



CAPITULO 4
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Figura 4.8 A) Tabla del gradiente de elucién 2 en cuatro etapas, basado en mezclas ternarias
de TBME-DCM-n-heptano, para separacion de MG, DG y FA en FAME B100 procedente de
biodiésel. B) Representacion de las condiciones de gradiente de elucién 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 expondra 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 focalizacion de bandas, perfiles estrechos y repetibles (0.5 mm
desviacion estandar en md obtenidas). La zona de migracion (10-80 mm)
corresponde Unicamente al contenido de impurezas de lipidos 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 lipidica 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), extraidos mediante la interfaz, y llevados al espectrometro de masas.
Condiciones de AMD en Figura 4.8 . Primulina (FDIC) 200 mg- L1 a Aexc 365 nm / Aem >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).

700 -
E 600 1 FAME [
Q 500 | \
a) |
E 400 I
4 300 ‘I
4 Impurezas lipidicas ‘\
Q 200 |, I .
ﬂf N ‘\"“

100 /A

10 20 30 40 50 60 70 80 90
md (mm)

Figura 4.10 Cromatograma completo HPTLC-FDIC a Aexc 365 nm / Aem >400 nm obtenido
para la muestra de biodiésel escaneado hasta md 90 mm. Impurezas de lipidos separadas
por familias y pico mayoritario en FAME a md >80 mm. Condiciones de AMD en Figura 4.8 .

4.3.3 Deteccion por densitometria de barrido. Evalu acién

densitométrica

Tras el desarrollo cromatografico AMD, los cromatogramas HPTLC-
FDIC (Seccidn 4.3.2) se obtuvieron mediante una previa impregnacion de la
placa a través de la inmersion en una disolucion de primulina en metanol (200
mg-L1) utilizando el dispositivo de inmersién cromatogréfica Ill (Camag). El
equipo TLC Scanner 3 (Camag) fue usado para la deteccién de los picos

cromatograficos.
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La deteccion densitométrica de las placas se lleva a cabo tras esa
impregnacion con primulina, basandose en los aumentos de emision en la
fluorescencia que experimenta la primulina en presencia de hidrocarburos
saturados y lipidos, cuando el sistema se excita en el Visible. Se genera un
aumento en la sefal de fluorescencia en la medida a Aexc 365 Nnm y Aem >400
nm. Este procedimiento de deteccion se denomina deteccidn fluorescente por
cambios de intensidad (FDIC) y es aplicable a las moléculas formadas con
cadenas largas hidrocarbonadas. El origen de las sefiales 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 linea de
base proporcionada por la fluorescencia de la primulina.

Se han desarrollado varios métodos analiticos utilizando este fenbmeno
FDIC. Como por ejemplo, el cation berberina se utilizé para detectar y
cuantificar hidrocarburos saturados en productos de petréleo [123, 124]. En
este caso, la excitacion se llevo a cabo a 365 nm y la emisién se recogié a
partir de 400 nm. La berberina también fue utilizada en la deteccion de lipidos
[47]. Se ha estudiado que este fenOmeno se debe a la interaccion dipolar
inducida entre el cation berberina y el correspondiente alcano en el medio de
silica gel. Con todo ello se desarroll6 un modelo con resultados
experimentales [121, 123, 124].

Ya se demostro que la deteccion con primulina es compatible con el
analisis posterior ESI-MS [59]. La impregnacién en primulina no se considera
una derivatizacion ya que sOlo 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 Obtencidon de perfiles semicuantitativos e ide  ntificacion de MG
en FAME

Como se ha descrito en el Capitulo 2 , es posible la transferencia directa
al MS de los picos separados en la placa cromatografica (impregnada con

primulina) mediante la interfaz.

Por lo tanto, el siguiente paso que se llevo a cabo fue la caracterizacion,

es decir, la obtencion de perfiles e identificaciéon de MG en la muestra FAME.

Las especies de MG, DG y TG no pueden ser ionizadas facilmente en
ESI por protonacion de soluciones no acuosas, incluso con la presencia de
acidos organicos (por ejemplo, acido férmico o acético). Sin embargo, estas
especies pueden ionizarse de forma sencilla como aductos, por ejemplo de
sodio [5, p. 218][143-146].

Asi 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 transfirid
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, asi que se realiza un
zoom a la zona del espectro donde aparecen los iones mas abundantes
(Figura 4.12 A). Estos a m/z 379 y 395 (ambos con cadena hidrocarbonada
C18:1), corresponden al aducto de sodio 1-oleoil-rac-glicerol [C21H4004+Na]*
y su forma oxidada [C21H400s+Na]* respectivamente. El espectro HPTLC-
ESI*-MS del patrén 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 mas abundantes corresponden a m/z 379 y 395, confirmados por B)
espectro del patrén 1-oleoil-rac-glicerol, asi como por C) espectro HPTLC-ESI-HRMS (en
modo positivo) con sefiales tedricas a m/z 379.2819 (error 1.7 mDa 0 4.4 ppm) y m/z 395.2768
(error 0.8 mDa o0 2.0 ppm).

El espectro HRMS proporciona la masa exacta y una identificacion
inequivoca. Se calcula el error relativo (ppm) de los iones mas abundantes a
m/z 379 y 395, como el cociente entre el valor absoluto y el valor teérico
verdadero (Ecuacion 4.1 ). El error relativo deberia dar como resultado un
valor maximo de 5 ppm. En el caso de m/z 379.2819 (sefial tedrica), se obtiene
un error 1.7 mDa o0 4.4 ppm; y en el de m/z 395.2768 (sefial teorica), es de 0.8
mDa o 2.0 ppm.

m . m, , .
(7 medida — - teorlca)

Error relativo (ppm) = m
7 tedrica

Ecuacién 4.1 Calculo del error relativo (ppm) utilizado en la determinacién 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

cromatografica.

En el espectro HPTLC-ESI*-MS se lleva a cabo también la pre-
identificacion 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; o0 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
informacion sobre la procedencia y la historia del biodiésel analizado.

El siguiente paso a llevar a cabo es la identificacion MS" mediante la
fragmentacién del aducto de sodio del 1-oleoil-rac-glicerol presente en la
muestra de biodiésel. El ion precursor a m/z 379 [C21H4004+Na]* se aisla 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 [C21H3s03+Na]*y m/z 333 [C1oH3403+Na]*. Este
altimo predomina de forma mas clara. Se identifican con iones que provienen
de la pérdida de -H20 y de -(CH2)2H20 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 fragmentacion de

baja energia, muy util para obtener informacion estructural.

El ion precursor que predomina a m/z 333 se aisla 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 -H20 (m/z 315), -(CH2)2 (m/z 305), -
(CH2)2CHs (m/z 289) y -(CH2)sCH3H20 (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-MS2 (en modo positivo) del ion precursor a m/z 333 confirmando el pico

1 amd 15.4 mm (Figura 4.9) como MG en FAME.

4.3.5 Obtencion de perfiles semicuantitativos e ide  ntificacion de DG en
FAME

Del mismo modo que en el caso de los MG, se realiza la caracterizacion,
es decir, la obtencidén de perfiles e identificacion 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)
[C39H7205+Na]", m/z 659 (C36:2) [CsoH7206+Na]®, m/z 673 (C37:2)
[Ca0H7406+Na]" y m/z 687 (C38:2) [Ca1H760s+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 mas abundante a m/z 643 para obtener el espectro HPTLC-
ESI-MS/MS de este ion precursor (en modo positivo), confirmando asi la presencia de DG en
FAME.

Se selecciona como ion precursor el mas abundante que corresponde a
m/z 643, aislandose con una anchura de ventana (tolerancia de masa) de m/z
2+1 y fragmentandose con una amplitud de voltaje de 0.4V, obteniendo su
HPTLC-ESI*-MS/MS. Se muestran los picos correspondientes a la pérdida de:
-(CHs)2 (m/z 613), -(CH2CH3)2 (m/z 584), -(CH2)4(CHs)2 (m/z 554) y -
(CH2)6(CH3)2 (m/z 526) (Figura 4.14 B).

4.3.6 Obtencién de perfiles e identificacion de FA en FAME

Habiendo estudiado el perfilado de las familias de MG y DG en FAME,
se continud con la caracterizacion de FA (Figura 4.9, pico 2 a md 24.2 mm),
es decir, la obtencion de perfiles y su identificacion. Estos van a formar iones
moleculares con carga negativa [M-HJ, por lo que el proceso se llevo a cabo
mediante ionizacion ESI negativa, y no positiva formando iones sodiados

[M+Na]* (como sucedia 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 tipico de FA (Figura 4.15
A).
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Figura4.15 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
acido oleico (extremo superior). El ion obtenido mas abundante es m/z 281, confirmandose
gue es acido oleico, por: B) su espectro HPTLC-ESI-HRMS (en modo negativo) con sefial
tedrica 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 acido oleico desprotonado
[C18H3402-H] con m/z 281 (C18:1). Ademas de acido 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 patrén de acido oleico (Figura 4.16).
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Figura 4.16 A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) del patrén de acido oleico asi
como B) su espectro HPTLC-ESI-HRMS (en modo negativo) con sefial tedrica a m/z 281.2486
(error 1 mDa o 3.5 ppm). C) Espectro HPTLC-ESI-MS/MS (en modo negativo) del patron de
acido oleico con los iones mas abundantes obtenidos del precursor m/z 281. Estructura

molecular del &cido 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 patrén de acido 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 2t1 y
fragmentado con una amplitud de voltaje de 0.65 V) ofrece una fragmentacion
similar a la del patron de acido oleico (Figura 4.16 C). Los fragmentos
obtenidos corresponden a la pérdida de: -H20 (m/z 263), -CH2CH3H20 (m/z
234) y -(CH2)6CH3H20 (m/z 163).
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5.1 INTRODUCCION

Los descubrimientos acerca de la implicacion de las proteinas de
membrana (MP) en procesos biolégicos esenciales no dejan de aumentar
[147]. Sin embargo, la comprension de sus mecanismos de funcionamiento es
en la actualidad muy limitada. Las MP representan actualmente menos del 2%
de las proteinas cuyas estructuras se encuentran depositadas en el Protein
Data Bank, mientras que representan aproximadamente el 30% del proteoma

humano, y mas del 60% de las dianas terapéuticas existentes [148, 149].

Esto es debido a que los detergentes especiales usados para extraer MP
impiden su cristalizacion o la difraccion a alta resolucion de los cristales
obtenidos, incluso pudiendo producir la inactivacion de dichas proteinas [150].
De modo parecido, los lipidos han sido tradicionalmente considerados como
impedimentos que debian ser eliminados antes de estudiar las estructuras de
las MP. Sin embargo, los lipidos que se encuentran interaccionando y
rodeando las MP en las membranas bioldgicas juegan un papel importante en
la actividad de estas proteinas, influyendo directamente en su estabilidad
[147]. Los lipidos pueden modificar la compacidad del complejo Proteina-
Detergente-Lipido (PDL) y cambiar la forma, y la resolucion, de los cristales
de MP.

En este capitulo se muestra como la separacion HPTLC y su
acoplamiento con ESI-MS y tandem MS puede ayudar, de una manera simple
y directa, a identificar los fosfolipidos (PL) que pueden afectar la funcion de
las proteinas de membrana (MP) e, indirectamente, a mejorar la cristalizacion

de éstas.

A continuacion, y antes de mostrar los resultados obtenidos, se explican
los conceptos basicos necesarios para la comprension de este capitulo y se

plantea en detalle el problema analitico.
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5.1.1 Las MP del aparato fotosintético de las bacte rias parpuras

La fotosintesis, de primordial importancia evolutiva, es el proceso bio-
energético por el cual las plantas y ciertas bacterias sintetizan materia

organica a partir de la luz [151].

Las bacterias purpuras, que pertenecen a la familia de las Eubacterias,
forman un grupo extremadamente heterogéneo a nivel morfoldgico (forma,
tamafio, estructura de membranas...), fisioldgico (consumo de carbono,
nitrogeno...) y constitutivo (estructura molecular del aparato fotosintético,
composicidon en pigmentos...). En presencia de oxigeno, estas bacterias
realizan la respiracién “clasica” y reprimen la sintesis de los complejos del
aparato fotosintético. Por el contrario, cuando son cultivadas en medio
anaerobio y en presencia de luz, realizan la fotosintesis. Esto implica la
formacion de membranas invaginadas intracitoplasmaticas, formacion que es
fuertemente reprimida cuando la bacteria utiliza la respiracion. Estas

invaginaciones son debidas a la sintesis del aparato fotosintético.

El Premio Nobel 1988 en Quimica fue concedido a Johann Deisenhofer,
Hartmut Michel y Robert Huber por la elucidacién de la estructura de Rayos X
del centro reaccional fotosintético (RC) de Rhodopseudomonas viridis, una

bacteria parpura [151].

La cadena fotosintética de las bacterias purpuras posee un Uunico
fotosistema que convierte la energia luminosa en energia quimica. Esta
compuesto de dos tipos de proteinas: las antenas colectoras de luz (LH1, por
“light harvesting”) que absorben los fotones, y el centro reaccional fotosintético
(RC) que realiza la separacion de las cargas eléctricas. La antena LH1 esta
presente en todas las cepas bacterianas e intimamente ligada al RC al que
rodea. Estas antenas son proteinas integrales, constituidas por la repeticion
de un heterodimero de dos polipéptidos (de 5 a 7 kDa), a los cuales se asocian
los pigmentos carotenoides y bacterioclorofilicos que captan la luz. Las
bacterias purpuras (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 fotosintesis: captacién de
la luz (por absorcién), fotoproteccion (por degradacion del exceso de energia)
y estabilizacion estructural de los complejos de captacion de la luz.

El laboratorio de Genética y Biofisica 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 dimeros RC-LH1 en forma de S [152],
resultando de la asociacion de dos monomeros 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 puarpuras no sulfurosas se presentan como un dimero, el
complejo RC-LH1-pufX [153].

Figura 5.1 Organizacién de las membranas fotosintéticas [148]. A) Fractura de membranas
de Rhodobaca (Rb.) bogoriensis (el rectangulo punteado se indica a modo de ejemplo). B)
Mapa de proyeccion a 20 A de resolucion de las membranas nativas por coloracion negativa
de Rhodobacter sphaeroides.

La proximidad de todos estos elementos juega un papel primordial en la
transferencia de electrones, trafico de H* a través de la membranay, por tanto,
el ciclo fotosintético, con la produccion simultanea de ATP a partir de ADP
(Figura 5.2).
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Luz Periplasma

Citocromo b/c;
LH2 LH1 € e H*

H+

ADP +Pj ATP Citoplasma
H* H*
ATP sintasa

Figura 5.2 Esquema de la cadena fotosintética. LH1 y LH2, antenas colectoras de luz que
transfieren energia al RC (Centro Reaccional Fotosintético), donor de e para las quinonas

(Q). Se denomina Cyt ¢ a Citocromo C.

A pesar de todo este conocimiento, la ausencia de una caracterizacion
de la estructura de alta resolucion del complejo RC-LH1-pufX no permite
comprender completamente el mecanismo, ni siquiera el papel estructural de
pufX. Hasta la fecha, sélo se han propuesto modelos a partir de imagenes de
microscopia de fuerza atémica (AFM) o de microscopia electrénica.

5.1.2 Solubilizacion de MP

Las MP constituyentes de este aparato fotosintético son proteinas
integrales o intrinsecas, esto es, que se insertan en la bicapa lipidica de la
membrana. Estas proteinas son moléculas anfifilicas, puesto que estan
constituidas por una parte hidro6foba que interacciona con las cadenas
alifaticas de los lipidos de la membrana. Pueden estar completamente
encajadas en la membrana o poseer dominios extra-membrana para fijar

ligandos, transportar metabolitos o para realizar la transduccion de energia.

La presencia de una parte hidrofébica en su estructura las hace
insolubles en agua (se desnaturalizan) y complica la cristalizacion, tanto en la
cristalogénesis como en las etapas de produccion y purificacion. Esto implica
gue, para manipularlas, hay que utilizar detergentes especiales, que son
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compuestos anfifilicos de tipo tensioactivo, para mantenerlas en disolucion. El
detergente utilizado en este trabajo ha sido el dodecil f-maltésido (DDM), un

tensioactivo no-iénico con cabeza tipo azucar.

Al contacto con la membrana, el detergente desestabiliza los lipidos y se
inserta poco a poco en la bicapa lipidica hasta hacerse mayoritario. Hay
entonces una solubilizacion de la membrana con formacion de micelas mixtas
detergente/lipido y de complejos proteina/detergente. Este complejo imita la
bicapa lipidica recubriendo la superficie hidrofébica de la proteina, lo que
permite mantenerla en disolucion. Es decir, que habra una cierta cantidad de
detergente asociado a la proteina. Asimismo, ciertos lipidos nativos quedan
ligados a la proteina después de la extraccion, de ahi el uso de la

denominacion PDL para designar al complejo Proteina-Detergente-Lipido.

5.1.3 Influencia de los fosfolipidos en la solubili ~ zacion y cristalizacion
de las MP

Mientras que la importancia del detergente se ha considerado evidente
desde los comienzos de la cristalizacion de las MP, la influencia de los lipidos
no fue observada hasta 1993, en que Nussberger [154] mostro la necesidad
de un galactolipido especifico para la formacion de un cristal 3D de un
complejo proteico captador de luz en las plantas. Después se sucedieron mas
ejemplos [155] y, en algunos casos, la adicion de lipidos ha contribuido incluso
a la obtencion de cristales [156, 157]. De hecho, la cantidad de lipidos influye
directamente en la estabilidad de la proteina y puede, al igual que el
detergente, modificar la compacidad del complejo PDL y cambiar la formay la
resolucién de los cristales de MP [158]. Hay pues una cantidad Optima de
lipidos a definir para encontrar el mejor compromiso entre ambiente préximo
a las condiciones nativas y complejo PDL compacto. Sin embargo, esta
cantidad difiere de una proteina a otra y no puede ser conocida a priori.
Ademas, el detergente utilizado para la purificacion determinard en gran
medida la cantidad de lipidos copurificados con la proteina. La conclusion es
que una MP deberia cristalizar en un ambiente lo mas similar posible a su

medio natural.
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Considerando las dificultades que acabamos de explicar, no es ilogico
plantearse como las proteinas de membrana pueden incluso cristalizar. Sin
embargo, se han dado aproximadamente 672 casos de éxito hasta 2016
(Figura 5.3).
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Figura 5.3 Evolucion con respecto al tiempo del nUmero de estructuras de MP cristalizadas

que se conocen hasta el afio 2016.

La cristalizacion de las MP es, pues, una tarea delicada, fruto de teoria,

ensayos prueba-error y cribado extensivo.

Aunque es raro que la extraccion por un detergente elimine
completamente la cubierta de lipidos unidos a las proteinas de membrana, si
esto ocurre puede suponer la pérdida de la actividad biologica de la proteina.
Hay docenas de ejemplos de proteinas (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 lipidos por el detergente o disolventes organicos,

y son reactivadas por adicion de lipidos [159, p. 51 y p. 98].
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5.1.4 Influencia de los fosfolipidos en la funcién de las MP de bacterias

fotosintéticas

Las propiedades de las proteinas de membrana se comprenden mejor
en el contexto de su entorno lipidico. De hecho, los contactos entre las
proteinas integrales de membrana y los lipidos deben ser muy estrechos para
mantener el sellado de la membrana como barrera de permeabilidad. La
presencia de una proteina no tiene efecto sobre los lipidos distantes de la
bicapa, pero si lo tiene en el anillo (annulus) de lipidos que la rodean,
formando la interfase con el resto de la membrana. Estos lipidos son
denominados anulares o “boundary” (fronterizos) y pueden ser distinguidos
experimentalmente de los lipidos “bulk” de la bicapa. Ademas de los lipidos
bulk y anulares, hay una tercera clase de lipidos que comprenden aquéllos
que estan fuertemente unidos en hendiduras o entre subunidades de las
proteinas. Estos lipidos son denominados lipidos cofactores, que se necesitan
frecuentemente por razones de actividad. Experimentos con proteinas
purificadas han mostrado que muchas proteinas de membrana requieren
lipidos especificos (0 clases de lipidos) para unirse de modo estable o
insertarse en las bicapas. Asimismo, numerosos enzimas requieren lipidos

especificos para su actividad [159, p. 97].

Las  fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE) vy
fosfatidilgliceroles (PG) estan entre las clases de fosfolipidos (PL) mas
importantes en las membranas de las bacterias purpuras no sulfurosas [148,
160] y son éstas en las que nos hemos centrado en este trabajo (Figura 5.4).
Asimismo, la bibliografia sugiere un papel especifico para la cardiolipina (CL)
en los complejos fotosintéticos de las bacterias purpuras [161]. Por ejemplo,
la cristalizacién del centro reaccional de Rhodobacter (Rb.) sphaeroides,
también una bacteria purpura no sulfurosa, mostré que éste contiene un sitio
para interaccionar con CL. La estructura obtenida por Rayos X muestra que
la CL estéa unida a un dominio transmembrana y que los grupos negativamente
cargados de la CL se estabilizan por interacciones con ciertos aminoacidos

cargados positivamente (Arg, Lys, His). Las cadenas acilo de la CL
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contribuyen a estabilizar la estructura de la proteina, proporcionando un modo

de mantener unidas diferentes subunidades a través de este fosfolipido [162].

O 0
)J\ -
A R < OYO éP_ O\/\T<

Figura 5.4 Estructura de A) fosfatidilcolinas (PC), B) fosfatidiletanolaminas (PE), C)

fosfatidilgliceroles (PG) y D) cardiolipinas (CL), con Ry R” como cadenas hidrocarbonadas.

Adicionalmente, la técnica de resonancia de espin electrénico (EPR)
predijo, basandose en la forma y tamafio de su RC, que Rb. sphaeroides
contiene 30-35 lipidos anulares. Las estructuras de Rayos X mostraron
evidencia de lipidos especificos, incluyendo una cardiolipina y un PE, los
cuales ajustan perfectamente en los surcos hidrofobicos de la superficie de la

proteina 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 estan entre las subunidades
y son responsables de la unidn de la subunidad IV en el complejo [159, p.
216].

5.1.5 Técnicas analiticas para caracterizacion de| os PL de membrana

Como se observa de lo anteriormente expuesto, la cristalografia de
algunas MP, en los casos en los que se ha podido llevar a cabo
satisfactoriamente, ha proporcionado una informacion detallada sobre la
influencia de sus interacciones con lipidos en lo referente a sus funciones

biofisicas mas importantes.

Los RC fotosintéticos fueron descubiertos en las bacterias purpura y
caracterizados por técnicas como EPR y espectroscopia Optica antes de que
se probara que eran susceptibles de cristalizacion, por ejemplo, en el caso de
Rb. sphaeroides [159, p. 99 y p. 109].

En ausencia de la posibilidad de llevar a cabo un andlisis de Rayos X,
un seguimiento por EPR o0 espectroscopia de fluorescencia, se han realizado
simulaciones computacionales que han sugerido, como ejemplo, la posibilidad
de un papel similar para la CL en otras bacterias purpuras, ademas de en el

caso mencionado de Rb. sphaeroides.

Otra via para la identificacion de los fosfolipidos unidos a las membranas
celulares es la extraccion y ulterior analisis cromatografico acoplado a
Espectrometria de masas (MS). Esta via ha sido relativamente poco explorada

en el caso de las bacterias que aqui nos ocupan.

La Cromatografia 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
trimetilsililacion [163, 147]. Si bien la aproximacion al andlisis por

Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de masas (LC-MS) parece
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mas correcta desde el punto de vista de la posible modificacion térmica de los
compuestos, esta técnica ha sido poco utilizada hasta el momento en el caso
de las bacterias aqui estudiadas.

La Cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC) tampoco ha sido
muy utilizada. Barret desarroll6 un método basado en HPTLC para evaluar
semicuantitativamente el efecto de los detergentes en la cristalizacion del
complejo RC-LH1-pufX de Rhodobacter (Rb.) blasticus [164].

La misma autora llevé 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. Utilizé LC-MS en fase reversa, ajustando las condiciones de
separacién con el objetivo de un analisis general de todas las clases de PL y
comparo los resultados con los obtenidos mediante analisis por HPTLC. En
este trabajo, las clases de PL separadas en la placa fueron rascadas y
posteriormente extraidas manualmente para su analisis por MS. Ambas
técnicas coincidieron en lo sustancial, si bien sélo detectaron

mayoritariamente PC, PE y PG(36:2) y ninguna especie de CL fue encontrada.

El Unico estudio acerca de bacterias fotosintéticas que se ha centrado
en la identificacion de las especies de CL ha sido publicado muy

recientemente, coincidiendo con la redaccion de esta Memoria [19].

Las especies de CL contenidas en los extractos lipidicos de una cepa
particular (R26) de la bacteria fotosintética purpura 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, obtencion preparativa de la banda de CL mediante rascado
manual de la placa, y ulterior LC en fase reversa acoplada a ESI-MS, con
ionizacién en modo negativo, y tAndem secuencial MS/MS, MS2 con un equipo
de trampa de iones similar al utilizado en nuestro trabajo. El acoplamiento “off-
line” de dos tipos de cromatografia 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 isomeros composicionales y
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regioisomeros). La técnica es eficaz, analiticamente hablando, aunque tediosa
en cuanto a tiempo y trabajo experimental. Esta enfocada especificamente 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, mas susceptibles al
dafio por oxidacion, esté justificada por la conocida ausencia de carotenoides,
que actuan 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 esta de acuerdo con resultados publicados previamente
[165-167].

5.2 OBJETIVO

Nosotros hemos continuado el trabajo de Barret [148] con el mismo
enfoque (analisis 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, asi como en el
complejo purificado de esta ultima bacteria, que también ha sido obtenido en
condiciones aerobias (presencia de Oz) y anaerobias (luz en ausencia de O2);
aunqgue los resultados previos encontrados en la bibliografia (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 separacion HPTLC, acoplando ésta
directamente a MS.

Pretendemos identificar los fosfolipidos (PL) presentes de las clases PC,

PE y PG en los extractos de esas mismas bacterias puarpuras 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),
gue estudia su fotosintesis.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Preparacion de muestra

Se prepararon membranas de Rd. rubrum, Rb. blasticus y Rbc.
bogoriensis mediante una técnica descrita en la bibliografia [153]. Las dos
primeras bacterias fueron obtenidas en condiciones fotosintéticas mientras
gue 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 aislé y purificd el complejo RC-
LH1-PufX de Rbc. bogoriensis.

5.3.1.1 Aislamiento de las membranas

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 centrifugaciéon a 8.0-103%g,
lavadas con tampon Tris (tris(hidroximetil)aminometano)-HCI (20 mM, pH 8) y
con 4-(2-aminoetil) benzenosulfonil  fluoruro (ImM, Interchim), vy
posteriormente sometidas a tres ciclos con prensa francesa (hidraulica), a
1.6-10* p.s.i. Las células que quedaron intactas y otros residuos fueron
eliminadas por centrifugacién a 2.0-10%°g durante 30 min a 4 °C. Las
membranas fotosintéticas fueron “pelletizadas” a 2.0-10°g durante 90 min y
resuspendidas en Tris-HCI (20 mM, pH 8) y 4-(2-aminoetil) benzenosulfonil
fluoruro (1 mM). Para la preparaciéon del complejo RC-LH1 (ver mas abajo),
las membranas fueron tratadas con NaBr 3M, seguido de dos lavados con
Tris-HCI (50 mM, pH 8) para eliminar las proteinas unidas a la membrana. En
todos los experimentos, las membranas fueron suspendidas en Tris-HCI (20
mM, pH 8).
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5.3.1.2 Aislamiento del complejo RC-LH1-PufX de Rhodobaca

bogoriensis

Las membranas fotosintéticas fueron solubilizadas con 1% de dodecil 3-
maltésido (DDM) (Biomol) durante 10 min a 4 °C y luego ultracentrifugadas a
2.0-10°g durante 30 min para eliminar el material insoluble. EI complejo
solubilizado se depositdé en un gradiente continuo de sacarosa, conteniendo
Tris-HCI (20 mM, pH 8), sacarosa 0.5 M y DDM al 0.01%, y posteriormente
fue ultracentrifugado a 2.0-10°g durante 15h a 4 °C. De este modo, se
separaron tres bandas de pigmentos correspondiendo (de arriba abajo) a:
citocromo bci, complejo monomérico y dimérico RC-LH1. Esta ultima fraccion
fue recogida utilizando una jeringa aplicada a una columna cromatografica
(GE Healthcare) con relleno de intercambio aniénico (Mono Q), preequilibrada
previamente con Tris-HCI (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. La fraccién dimérica fue recogida
y concentrada mediante cromatografia de filtracion en gel (GPC) (columna
Superose-6, GE Healthcare). Dicha fraccion fue congelada y guardada en

pequefias alicuotas para su investigacion estructural.

5.3.2 Aplicacién de patrones y muestra en HPTLC

La extraccion de los lipidos se hizo a partir de 800 pL de dimeros de RC-
LH1-PufX obtenidos de la columna anteriormente mencionada (1-1.5 mg-mL
1), o bien 100 pL de membranas (10 mg-mL?) diluidos con 700 pL de agua.
Se afadieron 3 mL de CHCIs-MeOH (1:1, v/v) en tubos previamente
enjuagados en CHCIsz y utilizando pipetas Pasteur también enjuagadas en
CHCIs, a fin de eliminar trazas de acidos grasos en el material de vidrio. El
tubo fue agitado con el vortex 10 min. Se afiadié 1 mL de CHCIs (vortex 30 s)
y 1 mL de NaCl al 0.9%. Los tubos se agitaron 10 min y luego centrifugados
(5 min, 4.0-10° rpm, 4 °C). Se recuperd la fase organica (inferior). La fase
acuosa se extrajo de nuevo dos veces con 1 mL de CHCIs. Tras reunir las
fases organicas, éstas fueron evaporadas bajo flujo de N2. Los lipidos fueron

entonces redisueltos en un volumen entre 650-850 uL de DCM-MeOH (1:1,
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v/v) para su aplicacion en la placa cromatografica con el aplicador de muestra
ATS4.

Utilizando el sistema ATS4, se aplicaron por duplicado varias muestras
de membranas y complejo (5 pL/banda) en placas HPTLC de silica gel 20x10
cm en forma de bandas de 4 mm. Cuatro de las calles iniciales por duplicado

se reservaron para la aplicacion de los patrones PL (2.0 pg/banda)

pertenecientes a las cuatro familias de fosfolipidos investigadas
(fosfatidilcolinas PC, fosfatidiletanolaminas PE, cardiolipinas CL vy
fosfatidilgliceroles PG) (Figura 5.5).
A
4 mm/banda
A
10 cm - o
Patrones Blancos Muestras membrana y complejo
(masa: 2.0 pg) (vol: 5.0 uL)
j N ' N
-8 @ @ @ e e e e O eeoOocoess O OO
/:\10mm o 10 mm |
v W/ 4 mm \/
ool >

Figura 5.5 Aplicacion de patrones y muestras (membrana y complejo) en la placa de silica

gel.

5.3.3 Desarrollo cromatografico AMD

Los diferentes gradientes AMD estudiados para separar las bandas
correspondientes a las cuatro clases de PL mencionadas se describen en las
Tablas Al1.2 (Anexo Al). Se selecciond de entre ellos un gradiente que
permite: una adecuada separacion de los PL; proporciona un medio sodiado
gue posibilita una ionizacién ESI positiva; y facilita un buen acoplamiento con
la técnica de MS utilizada. Sin embargo, como veremos mas adelante, estas

condiciones de gradiente que permiten unas condiciones adecuadas para una
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inspeccion general de todas las clases de fosfolipidos, deben ser modificadas

si se pretende una caracterizacion ulterior de las cardiolipinas.

Asi pues, se selecciond un gradiente general en 7 etapas basado en el
uso de MeOH-AcOEt-H20 con preacondicionamiento acido (HAc 1N) previo
de la placa (Figura 5.6 ). Las bandas fueron detectadas por densitometria UV
a 190 nmy por videodensitometria a 366 nm (Figura 5.7 A-B). Las respectivas
zonas de interés para cada familia de PL se pueden seleccionar mediante la
interfaz portatii TLC-MS, que estd basada en extraccion automatizada y
elucion. De este modo, la banda seleccionada es transferida directamente en
cuestiéon de segundos a un equipo tandem MS de trampa de iones. Asi,
utilizando las distancias de migracion (md) de los patrones de PL, se
perforaron las zonas correspondientes de la placa utilizando el cabezal oval
(4x2 mm) del pistén de la interfaz. Dado que existe un ligero efecto de matriz,
se llevd a cabo una verificacion de los limites de elucidon 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).

>
w

MeOH AcOEt H,0 md t, & 00}
(% VIV) (% VIv) (% viv) (mm) (min) % 38 :
Etapa1 900 00 100 100 4.0 § gg l ,
Etapa2 600 400 00 216 20 3 28 ;
Etapa3 500 500 00 332 20 ; 30
Etapa4 400 600 00 448 20 £ 10 ]
Etapa5 300 700 0.0 564 20 § 1 2 3 4 5 6 7
Etapa6 200 800 00 680 20 o Etapas AMD 2
Etapa7 00 1000 00 796 20 = MeOH == AcOEt T H,0 =™ md (mm)

Figura 5.6 A) Tabla del gradiente de elucién en siete etapas, basado en mezclas ternarias de
MeOH-AcOEt-H20, para separacion de fosfolipidos en muestras de bacterias parpuras de
membranas fotosintéticas. B) Representacion de las condiciones de gradiente de elucién:
MeOH =, AcOEtE=, H,O =3, md =3.
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Figura 5.7 A) Separacion HPTLC (AMD) de los patrones PC, PE, CL y PG, a 190 nm. B)
Imagen UV de videodensitometria 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 analisi s por HPTLC-MS

Los patrones (Sigma-Aldrich) provienen de fuentes naturales. Patron PC:
1,2-diacyl-sn-glicero-fosfocolina, de clara de huevo, (pureza = 99%) con
presencia de acidos palmitico, oleico, linoleico y esteérico. Patrén PE: L-a-
fosfatidiletanolamina, de clara de huevo, (pureza = 97%). Patron PG: sal de
sodio de L-a-fosfatidilglicerol, de lecitina de clara de huevo, (pureza = 99%).
Patron CL: sal de sodio de cardiolipina, 1,3-bis(sn-3'-fosfatidil)-sn-glicerol, de
corazén bovino, con composicién en acidos poliinsaturados, en especial,

acido linoleico.

Los propios patrones fueron problemas analiticos en si mismos, ya que
sus especificaciones no detallaban su composicion en acidos grasos. Asi
pues, sus fosfolipidos fueron identificados, al igual que las muestras
problemas, por la técnica HPTLC-MS aqui desarrollada.

Es preciso mencionar primero que, para una clase dada de PL, la
notacion adoptada aqui para la identidad de las especies moleculares es (x:y),
donde “X” es el numero total de carbonos de las cadenas de acido graso de la
molécula, e “y” corresponde al numero 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 silica gel (utilizando
el gradiente AMD seleccionado). Los aductos sodiados son formados
conforme a lo descrito en la bibliografia [169]. Dichos aductos pudieron ser

fragmentados usando tandem MS.

La caracterizacion del patron PC corresponde a una mezcla de PC(34:1)
que es mayoritario y PC(36:1). El sodio permaneci6 como carga de los
fragmentos, lo cual, como se vera mas adelante, permitirda identificaciones
estructurales, tanto en el patrén correspondiente como en las membranas,
mediante los iones producto (MS/MS) (Figura 5.8 A-B).

A PATRON PC  [M+Na]* R)j\o/Y\O/f\o\/\N+/
R'\n/d H O >
[¢]
[C4oHgrOgPN+Na]*
__ 28 PC(34:1)
‘3, 7827  [CyuHgsOsPN+Na]*
~ PC(36:1)
2 10
- 810.7
0'0"I""I""I""Il'L"'l""I""
650 700 750 800 850 900
m/z
B
[Ca7HgeO4+Na]*
- Pérdida: -(CH,),PO,N(CH,),
] 599.3  [CaeH;504P+Na]*
E 0.6- Pérdida: -N(CHs)s
~ 0.4
s ] 7232
- 0.2 1 I
00 ! I ¥ | { | ! .I ! | ' I L I
200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z

Figura 5.8 A) Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) del patron 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.




FOSFOLIPIDOS EN MEMBRANAS BACTERIANAS

La CL, con cuatro cadenas de acidos grasos y dos grupos fosfato en su
estructura, puede ser ionizada también mediante ESI- (negativa) como [M-
2H]?> [170]. El patréon corresponde mayoritariamente a CL(72:8) y mas
concretamente a CL[18:2/18:2/18:2/18:2] (Seccion 5.3.10).

Los patrones PG y PE fueron ionizados preferiblemente en modo
negativo. El patron PG corresponde a un ion mayoritario [M] de PG(34:1) y
otro minoritario de PG(36:2) (Figura 5.9 A). El patréon PE ionizado como [M-
H], muestra una mezcla compleja de especies, de las cuales PE(36:2) es la

mayoritaria (Figura 5.9 B).

0 0
, A P
PATRON PG  [M] R 0/;(;0’(5_\0\)\/0“
o)
[C4oH76010PT
8.0 1 PG(34:1)
5 60} 7471
o 4.0 - [C42H75040PT
o ] PG(36:2)
2.0 |
- ] 773.1
0~0|'1'|'1'|’|'M|'|'|7|'|'
660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860
m/z o
5 R/U\o/\(\O’:’I’\o
PATRON PE [M-H]- RYOH C;‘ \/\NH:‘»,
(o]
[C41H7805PN]
PE(36:2)
13 742.2
=
£ 10
n
o
< 05 766.1 8142 830.2

860.1

672.6 7006 773.1 796.6

Figura 5.9 Espectro HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de A) patrén PG (estructura
molecular de PG en el extremo superior); B) patron PE (estructura molecular de PE en el

extremo superior).
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Se utilizo el software de LIPID MAPS para cribar las especies a partir de
los espectros ESI-MS. La identificacibn de las especies moleculares
individuales de cada clase de PL se basa en la distancia de migracién
cromatografica, el espectro ESI-MS correspondiente y el analisis de iones
producto por MS/MS, asi como en algunos casos mediante espectros de
HRMS (alta resolucién, 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 ionizacion en disolucién.




FOSFOLIPIDOS EN MEMBRANAS BACTERIANAS

i oL L., L. L. . L Zu 006 058 008 052 00L 059 009

909L 0z

1289 8959

89LL

424

(ne) so1- |
(ne) ,o1- |

928L 09

910Z/L/TT  NOIDN10SIA N3 _

L10z/2/Le

(O]
=
c
(]
[%2])
(@]
S
c
(]
=
Qo
[e]
O
o
(]
©
c
e
P
=
©
o
T
©
~~
o
=
=
(2]
o
o
(o]
©
o
00 =
c
I
N
0
=
0
_.__._
O
-
T
o
I
[%2])
o
=
(8}
(]
Q.
"
L
o
—
Lo
©
S
=]
2
LL

05L 002
frapmerp et gy 0
06€eL v v0Lycg9

(ne) so1- |
(ne) 401- |

928L

L102/Y/S L102/2/0T

ZW 0004 056 006 058 008 052

Zju 006 058 008 052 002
T e 00

ol

(ne) 5o |
(ne) ,01- 1

v'zeL 0¢

9T0Z/1T/€T
Zu 006 0c8 008 0cL 00 0s9
n 1 1 I 1 n I n 1 1 n n _d_— 1 n I I n 1 1 n n I 1 n n 1 I 1 n 1 OO
1018 .
(1:9€) Od %0 =
[eN+d®ON%H""0] o 2
Lol 51 &
(1:+€) Od
[eN+d®ON®H D]
L102/€/TT 910Z/L/T1

«[eN+IN] 2d NO¥lvd

julio 2016 y abril 2017 (estructura molecular de PC en el extremo superior). Comparacion

placa-disolucién.
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5.3.5 Artefactos tipo “cluster”

Varios tipos de “clusters” sodiados de fondo fueron detectados durante
los experimentos (corresponden a Na*(CH3-COONa)n1, (HCOONa)nz, (con ni,
n2 20), y que pueden aparecer a intervalos de m/z A=82, en el caso de acetato
de sodio, y m/z A=68, en el caso del formiato). La formacion de dichos
“clusters” puede estar favorecida por el preacondicionamiento de la placa con
HAc, asi como la ubicua presencia de Na* en las placas, necesaria para
posibilitar una ionizacién positiva. Este fendmeno no soélo ocurre en los
experimentos de HPTLC-MS, sino que también esta descrito en el caso de
experimentos llevados a cabo con LC-MS, como se puede ver en la
bibliografia [171, 172].

Ademas de los “clusters de fondo”, también pueden formarse “clusters”
a partir de los iones de la muestra, tales como [M+Na]*(CHs-
COONa)/[M+Na]*(HCOONa), en el caso de la ionizacion positiva. La
deteccion 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 estd 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
acido vaccénico, (Z)-octadec-11-enoico, un acido graso w-7, ha sido
considerado como uno de los acidos grasos preponderantes en los PL de Rd.
rubrum. El resto de iones obtenidos (Figura 5.12 A) corresponden a
[M+Na]*(CHs-COONa) 6 [M+Na]*(HCOONa). Asi el ion a m/z 864.4
corresponde al “cluster” de CH3-COONa de [PC(34:1)+Na]* (m/z A=82). Los
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iones a m/z 876.4 y 890.4 pueden ser atribuidos a “clusters” de HCOONa
[PC(36:2)+Na]* (m/z A=68) y de CH3-COONa de [PC(36:2)+Na]* (m/z A=82),

respectivamente.

A
[C44Hg,OgPN+Na]* R)J\'o/ﬁ(\of_\o\/\w,
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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 “clister” 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 patron PG a md 48 mm

(estructura molecular de PG en el extremo superior).
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A continuacién, 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 mas
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 composicién de cadenas que los encontrados en el patron 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), asi como una probable estructura de
lyso-PG(30:6) (a m/z 668.6).

La ionizacion negativa de PE fue dificil. La eficiencia de ionizacién de las
especies PE como aductos protonados y/o sodiados es mas baja que la de
las especies PC, ya que la amina cuaternaria de las especies PC con carga
positiva es mucho mas estable que la amina primaria de las especies PE [5,
p.180]. Se obtuvieron sefales de baja intensidad correspondientes a iones de
PE en Rb. blasticus. Dichas sefiales fueron del mismo orden de magnitud que

las de los “clusters” de fondo de acetato sodico.

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 identificacion de PE, se obtuvo el espectro HPTLC-ESI-
-MS/MS a partir del aislamiento y fragmentacion del ion precursor a m/z 742.2.
El correspondiente ion producto a m/z 682.2 muestra una pérdida del grupo —
OCH2CH2NHs (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 mas importante, con una cadena derivada de &cido
palmitoleico (A-9-cis-hexadecénico, acido graso w-7 monoinsaturado) y otra

de acido palmitico (dcido 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 —CHsCOONa).

Respecto a PC, se encontraron diversas sefiales de baja intensidad,
como [M+Na]*, correspondientes a varias especies de PC. La baja
concentracion/ausencia de especies preponderantes de PC en membranas
de Rd. rubrum fue puesta de manifiesto por Russell y Harwood [160] y

referencias alli 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 concentracion (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
concentracion. 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) Patron (el ion a m/z 864.5 corresponde al “cluster” [PC(36:2)+Na]*CH3sCOONa) (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 ionizacion en modo negativo. Se
obtuvo el espectro ESI-MS (en modo negativo) del patron PG, con un ion
intenso a m/z 747.3 correspondiente a PG(34:1), y un ion de baja intensidad
am/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 (0.5-1x10°) 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 sefales intensas debidas a especies
moleculares de PG, siendo la mas 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) Patrén (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, nien 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.

Rb. blasticus
Especies Formas de .
m/z L Formula molecular
moleculares ionizacion
808.4 36:2 C44Hs40sPN+Na]"
PC (36:2) [M+Na]* [CasHeiO L
782.4 (34:1) [C42Hg208PN+Na]
773.2 (36:2) [Ca2H78010P]
PG 7471 (34:1) [M] [C40H76010P]
668.6 Liso-PG (30:6) [C36He009P]
Rd. rubrum
Especies Formas de .
m/z R Formula molecular
moleculares ionizacion
742.2 36:2 C41H780gPN-H]
PE ( ) IM-HJ [C41H780s ]_
688.2 (32:1) [C37H7208PN-H]
Rbc. bogoriensis A
Especies Formas de .
m/z L Formula molecular
moleculares ionizacion
No hay especies identificadas
Rbc. bogoriensis B
Especies Formas de .
m/z R Formula molecular
moleculares ionizacion
808.6 (36:2) [C4sHg4aOsPN+Na]”
PC 782.6 (34:1) [M+NaJ* [C42Hs20sPN+Na]*
822.7 (37:2) [CasHgsOsPN+Na]*
Complejo RC-LH1-PufX
Especies Formas de .
m/z L Formula molecular
moleculares ionizacion
822.6 (37:2) [CasHgsOsPN+Na]*
808.6 (36:2) [CasHg4aOgPN+Na]”
PC 850.5 (39:2) [M+Na]* [C47H900sPN+Na]*
700.5 (28:0) [C3sH7208PN+Na]”
782.0 (34:1) [C42Hg20sPN+Na]”
773.3 (36:2) [Ca2H78010P]
PG 742.3 (34:4) My [Ca0H70010P]
727.3 (33:4) [C39HesO10P]

Tabla 5.1 Resumen de las especies moleculares de PC, PG y PE identificadas.
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5.3.9 Cadenas impares de acidos grasos en PL

En principio, podria resultar sorprendente la presencia de alguna cadena
impar de acido 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 purpuras no sulfurosas. Asi, los PL de una cepa de
Rhodopseudomonas acidophila mostraron una composicion inusual en las
cadenas de acidos 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 funcion de
dichas cadenas impares podria estar relacionada con el incremento de la
fluidez de las membranas [19, 165-167].

Fuera del campo de las bacterias fotosintéticas, hay que resefiar que
desde hace tiempo se vienen consignando en la literatura la presencia de
cadenas de acidos grasos impares en diferentes organismos de los reinos de
las plantas, animal y microbiano [174]; tanto en el caso de acidos 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 investigacion presenta varias dificultades. Por un lado, los
espectros MS de las especies de CL son sumamente complejos y la ionizacion
dificil. Por otro lado, la base de datos LIPID MAPS no contiene muchos lipidos
de bacterias. Ademas, solo estan comercialmente disponibles patrones CL
con cadenas acilo muy concretas (C18:2), lo que hace que la caracterizaciéon
de especies CL en bases de datos se lleve a cabo a partir de los espectros

completos de las muestras biologicas que se van estudiando [5, capitulo 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 aqui los resultados obtenidos que, si bien no son
concluyentes, permiten lanzar una hipotesis, a confirmar en un futuro, acerca

de la presencia de CL en la membrana de Rb. blasticus.

5.3.10.1 Modos de ionizacion de CL

El esquema de fragmentacién de un lipido particular depende de la
cinética de su reaccion de descomposicion, asi como de la termodinamica de
los iones producto resultantes. En otras palabras, las propiedades quimicas
determinan la fragmentacion. Sin embargo, la aparicion de un determinado
ion-producto tras disociacién inducida por colision (CID) puede variar
drasticamente. La variacion del espectro depende de la energia cinética del
ion precursor y del numero 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 aniénico 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 mayoria de los casos, el
ion [M-2H]> es mas abundante que [M-H]. En ESI*-MS, la CL puede formar
aductos de sodio, [M+Na]* y [M-2H+3Na]* en disolucion [169, 170].

A fin de verificar la fragmentacion en ambos modos, y tanto en disolucion
como directamente desde la placa cromatografica de silica gel, utilizamos en
nuestro trabajo el patron comercial de CL anteriormente descrito (Seccion
5.3.4).
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5.3.10.2 ESI-MS negativo

1) Viabilidad de la ionizacion negativa de CL patré  n en la placa

La ionizacion ha sido idéntica en la placa cromatogréafica y en disolucion,
mostrando el patréon un ion a m/z 723.4 correspondiente a [M-2H]%, que
corresponde a CL(72:8) y mas concretamente a CL(18:2/18:2/18:2/18:2),
caracteristico [170, 178]. La repetibilidad del ensayo en placa fue evaluada

satisfactoriamente (Figura 5.16 A-B).
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Figura 5.16 Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo negativo) de especies moleculares de CL
en A) Patrén en placa cromatografica (Julio 2016) con detalle del desdoblamiento del pico
mas intenso a m/z 723.4 (estructura molecular de CL en el extremo superior); B) Patrén en
placa cromatografica (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) proporcion6 un ion producto a m/z 592.1, asignado a una
estructura [M-2H-RC=0=0]?%, que esta de acuerdo con la bibliografia antes
citada obtenida en disolucién, y con la idea de que el ion [M-2H]> es un
precursor basico que sufre mas facilmente una pérdida del grupo ceténico que

de algun grupo acido graso [5].
2) No se produce oxidacién de CL en la placa

A modo de curiosidad, en una muestra de CL patrén en disolucion (en
MeOH) que se dejo varios dias a temperatura ambiente, se detectaron varios
productos de oxidacién (Figura 5.17), que pueden ser asignados a las
estructuras descritas por E. Maciel [178]. Toda su tesis doctoral fue dedicada
a la ionizacion negativa de CL. Esta investigadora obtuvo los iones de la figura

tras oxidacién de CL en disoluciéon en condiciones drasticas (H202/FeClz).

0 o)
PATRON CL EN DISOLUCION  [M-2H]> RJKO/YO/,%\OH
R.G6W O
o 7])/ HO H
[Cg1H142047P2-2H]* 9
CL(18:2/18:2/18:2/18:2) R)J\O/X\O/F\O
f R” O H OH
~ 5] [RCOOT [M-2H-RCOO} e
2 %9 2791 7235 1167.7 °
= o
o
: 1.0 4151 592.3l
0.0 T ok T L e S ES R S A . B
500 < 1000 1500 2000
[PA-RCOOH-H] [M-2H-R=C=0J>
m/z

Figura 5.17 Espectro ESI-MS (en modo negativo) de especies moleculares de CL en patron
en disolucion oxidado a temperatura ambiente (estructura molecular de CL en el extremo

superior).

Nosotros ponemos aqui de manifiesto que una oxidacién en el disolvente

a temperatura ambiente produce los mismos productos (Figura 5.17 ):
» Elionam/z 1167 se forma por la pérdida del anién acilo del &cido graso.

» Elion doblemente cargado a m/z 592 se forma por la pérdida del anion

acilo del acido graso como grupo ceténico.
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« Elion am/z 279 se debe a aniones carboxilato.

* Elion a m/z 415 se debe a la pérdida de RCOOH a partir del acido

fosfatidico (PA) correspondiente.

Cuando se realizdé una preparacion fresca del patréon, no se observé
oxidacion ni en los espectros en disolucion ni en los obtenidos desde la placa.
Otra conclusion interesante es que el desarrollo cromatografico en la placa
tampoco produce oxidacién (Figura 5.16 A).

Tras mostrar la viabilidad de la obtencion de espectros ESI-MS y MS/MS
en modo negativo a partir de CL patron, se intentd aplicar este modo de
ionizacion 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 investigacion sobre la posibilidad de la ionizacion
negativa de las CL en las muestras, los experimentos deberian ser enfocados
al desarrollo de una secuencia que no implicara un medio acido y que fuera

ma&s compatible con una ionizacién en modo negativo.

5.3.10.3 ESI-MS positivo

Cuando se visualiza el espectro ESI*-HRMS (alta resolucion, masa
exacta) del patron CL en disolucién, se observa un espectro que da una idea
de la complejidad del propio patrén y de la dificultad de la asignacién de
estructuras a los fragmentos ionicos (Figura 5.18 A). El ion a m/z 1516.9139,
que no es el mas intenso, corresponde a CL[CsiH142017P2-2H+3Na]*, y
concuerda con la estructura mayoritaria en el patron CL[(18:2)4]. El error
estimado con la estructura tedrica es de 8.2 ppm (Tabla 5.2). El
desdoblamiento del pico es caracteristico de las estructuras CL (Figura 5.18
B). La estructura es, ademas, coherente con la fragmentacion propuesta por
Hsu y Turk [169] que es aceptada como la mas completa y fiable para las
especies CL.




FOSFOLIPIDOS EN MEMBRANAS BACTERIANAS

. . o o)
A PATRON CL EN DISOLUCION R0 oo
F /
R\n/o H O,
HO—L-H
0
2 Foe
RO 0—P~d
R'~_O H OH
0
705.5781 [CogH118047P,-2H+3Na]*
o 500 [Cg1H142047P,-2H+4Na]?* CLISE®) [Cg1H142047P-2H+3Na]*
g 4
) 200 | [C49H86017P2-2H+3Na]*\ /
* 20 769.4614 CLi404) | 15169130
1.00 | l 1075.7412 1347.9169 \
000, . il L,
600 800 1000 1200 1400 1600
B m/z
1. 3
1.25] 1516.9139
1.00 ] 1515.9129
= ]
s 0'75—; 1517.9191
iy ]
3 3
< 0901 1516.4088| 11517.4110
0.254 1518.9277
: 1519.9323
0.00 1 /\
2. 1
1.00 + 1515.9253
1 1516.9287
0.80
ﬂs 4
& 0.60
i 4
S 040 1517.9320
0.20 + 1518.9354
1 1519.9387
0'00""|""|'vv'|""/|\'v'*I'
1516 1517 1518 1519 1520
miz

Figura 5.18 Espectro ESI-HRMS (en modo positivo) de A) especies moleculares presentes
en CL patrén en disolucion (estructura molecular de CL en el extremo superior); B) 1. Detalle
del pico a m/z 1516.9139 observando su desdoblamiento; 2. Datos tedricos del pico mas

intenso a m/z 1515.9253 de CL.

m/z Férmula m/z |Error| |Error|

medida molecular teodrica [mDa] [ppm]
1515.9129 [CgH 4,047P»-2H+3Na]* 1515.9253 124 8.2
769.4614 [CgqH,4,0,,P,-2H+4Na]?* 769.4573 41 5.4

Tabla 5.2 Valores de m/z medida, férmula molecular, m/z teérica y error calculado (en valor

absoluto) en CL patrén en disolucion.
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En la zona del espectro HRMS con m/z >1000, el patron 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 patrén
como a partir de la muestra de Rb. blasticus (Figura 5.19 A-B). Uno de ellos,
a m/z 1347.9169, podria corresponder a una estructura CL(60:8), esto es,
CL[Ce9H118017P2-2H+3Na]*. El otro ion, a m/z 1075.7412, podria corresponder
a una estructura CL[40:4], esto es, CL [C49Hss017P2-2H+3Na]".
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Figura 5.19 Espectros HPTLC-ESI-MS (en modo positivo) de especies moleculares de CL en
A) Patron en placa cromatogréfica (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 patron en disolucién (ESI*), existe un ion
de baja intensidad a m/z 769.4614 que podria corresponder a una
fragmentacion [M-2H+4Na]?*, siendo M la especie del patron CL[(18:2)4], y
que viene avalada por el bajo error (<5 ppm) entre la masa estimada y la

tedrica (con 4 decimales) (Tabla 5.2).

Hay bastantes iones en el espectro ESI-MS (en modo positivo) del patron
CL, tanto por debajo de m/z 800 como en la zona de m/z 1347-1390, que no
hemos encontrado descritos en la bibliografia ni podemos interpretar en el
estado actual de la investigacion. Esto incluye el ion mas intenso a m/z
705.5781, que no concuerda con las estructuras presumiblemente presentes
en el patrén de CL. Todo esto da una idea de la complejidad de la

interpretacion de las especies de CL (Figura 5.18 A).

Se obtuvo el espectro HPTLC-ESI*-MS de CL patron a partir de la placa
cromatografica (Figura 5.19 A). El esquema de fragmentacion corresponde al
descrito por Hsu y Turk [169], es decir, [M-2H+3Na]*. Entre las estructuras

obtenidas se observa:

» Elion am/z 1515.7 que corresponde a la estructura del patrén CL(72:8),
esto es, CL[Cs1H142017P2-2H+3Na]".

* Elion a m/z 1347.7 que en este caso es la especie mas intensa y que
podria corresponder a CL(60:8), CL[Ces9H118017P2-2H+3Na]*, como se ha visto

anteriormente en el espectro HRMS del patron en disolucion, al igual que

* elion a m/z 1075.6 probablemente debido a CL(40:4), correspondiente
a CL[Ca9Hs6017P2-2H+3Na]".

Hemos encontrado estos dos iones (m/z 1347.7 y 1074.9) en los
espectros obtenidos a partir de una placa cromatogréafica correspondiente a
una muestra de Rb. blasticus, obtenida y separada en las condiciones
descritas en este capitulo (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 mas intenso, al igual que en el caso del
patrén.
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Hay que recordar que, al ionizar en modo positivo, estos dos iones
aparecian con baja intensidad en el espectro HR del patron CL en disolucién,
lo que quiere decir que no se trata de un artefacto debido a la placa

cromatografica.

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

fragmentacion no ha podido ser explicada.

Dado que ambos iones no parecen provenir de un artefacto debido a un
“claster” de los descritos anteriormente, ni de la propia placa cromatografica,
podemos sugerir en principio la hipétesis, que deberia 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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DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS QUE
CONTIENEN COLINA EN LECHE
MATERNO-INFANTIL MEDIANTE
REACCIONES BASADAS EN LA
FLUORESCENCIA DE LAS FLAVOENZIMAS
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6.1 INTRODUCCION
6.1.1 Fosfolipidos que contienen colina

Los fosfolipidos (PL), como ya se ha comentado (Capitulo 5), son
compuestos con gran importancia biolégica. Estos 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 digestién (formando parte de la bilis), actuando como movilizador

de lipidos, evitando la acumulacion de grasas en el sistema cardiovascular.

Como se ha descrito en la Seccion 1.1 (Capitulo 1), la categoria de PL
la componen los derivados de glicerol, en el que los grupos hidroxilo de los
carbonos 1y 2 estan esterificados con acidos grasos, y el alcohol restante lo
hace con acido fosforico, para dar diacilglicerol-3-fosfato. El fosfato se une
(mediante un enlace fosfodiéster) a otro grupo de atomos (colina, etanolamina

o glicerol entre otros).

En realidad, son una mezcla de diferentes familias, siendo las especies
mayoritarias en el plasma sanguineo la de los fosfolipidos que contienen
colina (Ch-PL) como base nitrogenada en su estructura [179]; entre ellas la
fosfatidilcolina (PC) es una de las mas interesantes [180, 181]. Esta se
caracteriza porque las cadenas hidrocarbonadas estdn formadas
mayoritariamente por los acidos palmitico (16:0) o esteéarico (18:0) en la
posicion del carbono 1 y los insaturados de 18 carbonos oleico, linoleico o

linolénico en la posicion 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 accién de la
enzima fosfolipasa C (PLC) sobre la PC o por la degradacion de esfingolipidos
(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 Gltimos afios, esta habiendo un interés creciente en el ChoP. Este
se utiliza como recubrimiento de lentillas [185, 186] y, debido a su
biocompatibilidad es la base de polimeros utilizados para la fabricacion de
stents coronarios [187-189] y de los stents liberadores de farmacos [190].
Ademas, 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 laleche. Ya que es un nutriente
esencial para el desarrollo del cerebro [192], la Academia Americana de
Pediatria (AAP), ha recomendado que las férmulas infantiles contengan al
menos 7 mg Ch/100 Kcal (0.6 umol-Kcaft); como consecuencia, Ch, ChoP y
otros PL se determinan generalmente en este tipo de muestra [193]. El
contenido de Ch difiere segun la fuente comercial. En general, el rango de
valores de concentracién total de Ch es de 31.1-10° a 227.0-10° mol-L*
donde la Ch libre comprende el rango de 4.3-10°a 72.3-10° mol-L! y el ChoP
hasta 83.6-10° mol-L™.

Por todo esto, se pone de manifiesto lo importante que es el disponer de

meétodos para cuantificar los Ch-PL, tanto PC como sus subproductos.

6.1.2 Estrategias para el analisis de Ch-PL

Tradicionalmente, la determinacion de Ch-PL y, en consecuencia el

ChoP y Ch, se ha realizado utilizando técnicas de separacion que requieren



CAPITULO 6

varios pasos para separar los compuestos solubles en agua (Ch y ChoP) de
los compuestos hidrofébicos (PC y SM) antes de llevar a cabo su
determinacién por TLC [194], HPLC [195], MALDI-TOF-MS [196] 0 LC-MS/MS
[197].

En los dltimos afios han surgido nuevas alternativas. Por ejemplo, Nzai
[198] ha desarrollado un método rapido y simple basado en espectroscopia
de infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR) para determinar el
contenido total de PL en aceite vegetal. Uno de los métodos mas interesantes
es el uso de la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
P-31 [199]. Se basa en el cambio quimico que sufre el atomo de fosforo en
cada fosfolipido, dando un espectro RMN con la sefial correspondiente a los
diferentes PL separados. La técnica tiene baja sensibilidad, pero al ser no
destructiva se ha aplicado a la determinacion de PL en varias muestras, por

ejemplo en aceite de oliva.

Para el control rutinario, los métodos enziméticos son una de las
opciones mas interesantes. Algunos autores han desarrollado métodos
enzimaticos para la determinacion de PC [180, 200], basados en tres procesos

segun se muestra en el Esquema 6.1 :

0
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Esquema 6.1 Reacciones enzimaticas llevadas a cabo para la determinacion de PC. Enzimas

involucradas en el proceso: PLC, AP y ChOx.

« Enla 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
continuacion, se utiliza la enzima fosfatasa alcalina (AP) con la que se obtiene

Chy fosfato.

* En la segunda etapa, si bien hay algin método que se centra en la
determinacién de fosfato con molibdato en presencia de un reductor, como la
hidroquinona [201], la mayoria se centra en la determinaciéon de Ch por su
reaccion enzimatica con la colina oxidasa (ChOx), en la que uno de sus

productos es el H20:.

» La tercera etapa es la de deteccion, en la que el H202 se somete a una
segunda reaccion catalizada por la enzima peroxidasa (HRP) y que involucra
a un cromoforo [180, 200, 202] o un fluoréforo [203], que proporciona la sefial

analitica.

Para alcanzar la sensibilidad necesaria se requieren tiempos de
incubacion entre 5y 30 minutos. Estos métodos también se han aplicado a la

determinacion de Ch y ChoP [204, 205], asi como al analisis en flujo.

Como se ha comentado en la Seccion 1.8.1 (Capitulo 1), la enzima
ChOx es una flavoenzima que cambia sus propiedades de fluorescencia

durante su reaccion con la Ch.

En esta parte de la Memoria se mostraran las posibilidades de la
fluorescencia de la ChOx para determinar Ch-PL, evitando de este modo la

etapa de deteccion del Esquema 6.1 .

6.2 OBJETIVOS

El objetivo fundamental es poner de manifiesto las posibilidades de la
fluorescencia de las flavoenzimas (ChOx) para la determinacion de

fosfolipidos que contienen colina (Ch-PL).



CAPITULO 6

El método se desarrolla utilizando un lector de placas de pocillos, con el
consiguiente ahorro de reactivos, para lo que habrd que optimizar las
condiciones de medida.

Se trabajara tanto a las longitudes del FAD como de un marcador
derivado de fluoresceina (FS), poniendo de manifiesto las opciones de

eliminacién de interferencias.

Por simplicidad el estudio se centra en el fosfato de colina (ChoP),
permitiendo la determinacion conjunta o secuencial de Ch y ChoP en una

muestra de leche materno-infantil.

Esta metodologia tiene tres ventajas adicionales con respecto a los
métodos propuestos anteriormente: 1) no se requiere de la participacion o de
la adicion de otros reactivos mas que los implicados en las reacciones, 2) no
hay pasos de incubacién, asi que es un método rapido 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 aplicacion en
biosensores épticos.

Esta posibilidad se explora en el segundo apartado de este capitulo
(Seccion 6.4) en el que se construye y optimiza una lamina sensora, en la

gue estan inmovilizadas tanto AP como ChOx.

6.3 RESULTADOS EN DISOLUCION

6.3.1 Preparacion y tratamiento de muestra

Puesto que la metodologia se aplica en leche materno-infantil, se explica

a continuacion como 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 afiaden 5 mL de tampon carbonato a pH 9.0. El frasco se cierra
y se agita manualmente para obtener una suspension 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 disolucion en tubos
Eppendorf por separado (cada uno con capacidad para 1.5 mL). Se
centrifugan durante 30 min a 1.34-10* rpm. Después de la centrifugacion, se
observan capas de sobrenadante en la parte superior e inferior de los tubos.
El liquido obtenido se retira con la ayuda de una jeringa de plastico, unida a
una aguja metalica. La fase acuosa contiene la Ch y el ChoP presentes en la

leche, mientras que los PL se encontraran en la fase solida.

El liquido se hace pasar a través de un filtro de nylon para retirar las
posibles trazas de sobrenadante. La muestra liquida final recogida contiene

los analitos de interés (Ch y ChoP).

6.3.2 Preparacion de la enzima modificada ChOx-FS

Las sefiales se miden a la longitud de onda del FAD (Fluorescencia
intrinseca) y también a las de un marcador derivado de la fluoresceina que se
une a la enzima (fluorescencia extrinseca). En este apartado se explica como

se realiza el marcaje.

Se disuelve 1.0 mg de ChOx en 12.8 yL de tampon carbonato (0.1 mol-L-
1) a pH 9.0 y se mezcla con 8.0 pL de disolucién del fluoréforo FS en un tapén
de Eppendorf. La mezcla se deja que actie reposando en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 60 min. El exceso de FS se separa de la
enzima ChOx-FS utilizando una columna cromatografica de exclusién

molecular casera.

La columna consiste en una jeringa de plastico de 1.0 mL de capacidad,
con lana de vidrio colocada en el extremo inferior y rellena de una disolucién
de Sephadex® G-50 en agua. Para compactar la enzima, permanece 1 min a

4.8-10° rpm en la centrifuga.

La muestra que permanece en el tapon de Eppendorf se recoge con la
ayuda de una jeringa de vidrio, afadiendo 20.0 pL de la mezcla por la parte
superior de la columna. El cuerpo del Eppendorf, tarado, que previamente se

habia separado del tapén, se coloca en la parte inferior de la columna. Este,



CAPITULO 6

sirve para recoger la fraccion de enzima unida a la FS, por lo tanto el exceso
del marcaje quedara eliminado. La columna se coloca en la centrifuga 5 min
a 4.8-10° rpm.

A continuacion, la columna se retira de la centrifuga. Una franja de color
amatrillo (debida a la FS) aparece en la parte superior de la jeringa, indicando
qgue todo el exceso de agente de marcaje no se habia eluido. El peso
molecular de la FS es de 586 Da, mucho mas bajo que el de la ChOx de
7.2-10% Da. Por exclusion molecular, la enzima ChOx unida al marcador cae
por gravedad al interior del Eppendorf. Esta disoluciéon se mantiene estable

durante unos 4 dias a 8 °C.

6.3.3 Seifal analitica

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 region 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 excitaciéon y emisiéon de ChOx y ChOx-FS. Los

espectros de ChOx se muestran en la Figura 6.2 .
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Figura 6.2 Espectros de A) excitacién y B) fluorescencia, del FAD de ChOx (10 Ul-mL?1) a pH
9.0.
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Segun estos registros, para trabajar a las longitudes de onda del FAD se
deberian elegir los filtros de 420 nm para excitacion y 530 nm como filtro de

fluorescencia.

La Figura 6.3 muestra los de ChOx-FS. En este caso se deberian elegir
485 nm como filtro de excitacion, 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
excitacion para ChOx-FS y asi evitar la interferencia con la emision.
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300 1
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100 -

0
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Figura 6.3 Espectros de a. excitaciéon y b. fluorescencia, de ChOx-FS (1.6 Ul-mL?) a pH 9.0.

El siguiente paso, fue comprobar si se podia seguir la reaccion de la
colina (Ch) usando la fluorescencia de la ChOx, utilizando un equipo lector de

placas.

A continuacién, se muestra la variacion de intensidad de fluorescencia
corregida (Fc) durante la reaccion 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 disolucion de ChOx se inyecta Ch y se sigue
la variacion de fluorescencia a las longitudes de onda del FAD. Como se
observa, la sefial es similar a la que cabia esperar, y que fue mostrada y
explicada en la Seccién 1.8.1 (Capitulo 1).
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Figura 6.4 Variacion de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reaccion
enzimatica. a. [Ch]=1.0-10"° mol-L1, [ChOx]=1.6 Ul-mL1, pH 9.0 a las longitudes de onda del
FAD (Aexc 420 nm / Aem 530 nm); b. [ChoP]=1.0-10° mol-L, [ChOx]=1.6 UI-mL-, [AP]=40.0
Ul-mL?, pH 9.0 a las longitudes de onda del FAD (Aexc 420 nm / Aem 530 nm); c. [ChoP]=1.0-10
5 mol-L?1, [ChOx-FS]=1.6 Ul-mL?, [AP]=40.0 Ul-mL?, pH 9.0 a las longitudes de onda de la
FS (Aexc 440 nm / Aem 530 nm).

Cuando el analito es el ChoP, ambas reacciones enziméticas 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 disolucién de ChoP. Inicialmente, la Ch no
esta presente en la disolucion. Esta se libera lentamente durante la hidrolisis
enzimatica 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 hidrolisis del ChoP es
mas lenta que la oxidacion de Ch (el decaimiento de la fluorescencia al inicio
de la reaccidon es mucho mas répido en la Figura 6.4 (a). El comportamiento

posterior de la sefial es similar.

Cuando la ChOx se modifica quimicamente con FS, y su fluorescencia
se mide a las longitudes de onda de la FS, la representacion gréafica 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
Seccion 1.8.1 (Capitulo 1) [89].

Como parédmetros analiticos en la determinacion de ChoP se pueden
utilizar el area de la variacion de la sefal de fluorescencia (Sar), la maxima
variacion en la sefial de fluorescencia (AFmax), asi como el tiempo de reaccion
necesario para que aparezca el valor de sefial minimo (tmax / min). LOS dos

primeros se utilizan continuamente a lo largo de la Memoria (Figura 6.4 b-c).

6.3.4 Optimizacion de parametros

6.3.4.1 Concentracion de enzima

Desde el punto de vista cinético de la enzima, ambas ChOx y ChOx-FS
se comportan del mismo modo, por lo que la optimizacion se puede realizar
utilizando cualquiera de ellas, extrapolando las conclusiones a la otra enzima.

En este trabajo la optimizacion se ha realizado con la enzima ChOXx.

Dado que en este método estan involucradas de forma simultanea dos
reacciones enzimaticas es importante aclarar en detalle el efecto de cada una
sobre la sefal de fluorescencia. Sin embargo, debe tenerse en cuenta, que el
objetivo es obtener una sefial que permita una determinacion con suficiente
sensibilidad a corto plazo, es decir, el objetivo es lograr un equilibrio entre

sensibilidad y tiempo de andlisis, evitando también realizar incubaciones.

Se estudia el efecto de la concentracion de la enzima AP en la
determinacion de ChoP, al medir los parametros Sar y AFmax; encontrando que
ambas sefales analiticas dependen directamente de la concentracion de AP
(Figura 6.5).
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Figura 6.5 Influencia de la [AP] sobre Sar @y AFma M . [ChOx]=1.6 Ul-mL, [ChoP]=1.0-105
mol-L2, pH 9.0, Aexc 420 nm / Aem 530 nm.

A medida que la concentracibn de enzima se hace mas alta, el
incremento en la sefial es menos importante y para concentraciones altas
(40.0 Ul-mL?t y 64.0 Ul-mL?) los resultados tienden a ser casi planos sin
observarse practicamente ninguna mejoria. Esto indica que si hay un aumento
muy alto en la concentracion de AP no aumentaria la sefial, asi que 40.0
Ul-mL?! se considera como valor 6ptimo. El tmin Se comporta de forma

independiente a la concentracion de enzima AP (Tabla 6.1).

[AP] (UI'mL") 82 164 236 31.8 40.0 636

trnin (S) 9% 92 98 92 96 92

Tabla 6.1 Efecto de la concentracion de AP con respecto del tmin. [ChOXx]=1.6 Ul-mL?,
[ChoP]=1.0-10"° mol-L*, pH 9.0, Aexc 420 nm / Aem 530 nm.

A continuacion, se estudia el efecto de la concentracidén de enzima colina
oxidasa (ChOx) en la determinacién de ChoP (Figura 6.6), tanto en el area
(SaF) como en el tiempo en alcanzar el minimo de sefial (tmin). LOs resultados

se ofrecen a partir de valores de intensidad normalizados.
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Figura 6.6 Influencia de la [ChOXx] sobre Sar @ y tmin 0. [AP]=40.0 UI-mL, [ChoP]=1.0-10
mol-L1, pH 9.0, Aexc 420 nm / Aem 530 nm.

Estos resultados se explican mejor si se tiene en cuenta que se mide la
fluorescencia de la enzima; asi, cuanto mas alta sea la concentracion de la
enzima, mas rapida sera la reaccion, por tanto menor Sar y tmin. Por otro lado,
la variacion de fluorescencia maxima es independiente de la concentraciéon de
ChOx (Tabla 6.2).

[ChOxX] (UI'mL") 1.0 15 20 25 30 35

AF hax 0.07 0.07 0.08 0.08 0.09 0.07

Tabla 6.2 Efecto de la concentraciéon de ChOx con respecto a AFmax. [AP]=40.0 Ul-mL?,
[ChoP]=1.0-10"° mol-L, pH 9.0, Aexc 420 nm / Aem 530 nm.

Teniendo en cuenta el tiempo de reaccion y la sefial obtenida, se

considera como éptimo un valor de concentraciéon de ChOx de 2.0 Ul-mL™1,

6.3.4.2 PH de trabajo

La actividad de ambas enzimas depende del pH. La ChOx ya habia sido
estudiada en nuestro grupo de investigacion [89]. Para valores menores a pH

7.0 no se detecta reaccion, mientras que para valores superiores a pH 11.0
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comienza rapidamente la desnaturalizacion de la enzima; el pH éptimo 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 éptimo para la actividad enzimatica de 8.0-10.0.

Con el fin de optimizar las condiciones de pH para la determinacion de
ChoP, la reaccién 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.

1.057

1.007

L 0.95-

0.90

0.85

0 100 200 300 400 500 600
t(s)

Figura 6.7 Variacion de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reaccion
enzimatica modificando el pH del medio. [AP]=40.0 Ul-mL?, [ChOx]=2.0 Ul-mL?,
[ChoP]=1.0-10° mol-L?t, Aexc 420 nm / Aem 530 nm. a. pH=7.0, b. pH=8.0, c. pH=9.0, d.
pH=10.0.

pH 7.0 8.0 9.0 10.0

Sar 2.780 0 16.800 9.000

AF,; 0011 0 0105 0.042

Tabla 6.3 Influencia del pH sobre Sar y AFmax. [AP]=40.0 Ul-mL?, [ChOx]=2.0 Ul-mLY,
[ChoP]=1.0-10° mol-L1, Aexc 420 nm / Aem 530 nm.
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Como conclusion, se ha elegido finalmente pH 9.0 como Optimo para

llevar a cabo este método, ya que se obtiene mayor senial.

6.3.5 Caracteristicas analiticas para la determinac  i6n de ChoP

A la luz de las consideraciones anteriores, se han elegido como
condiciones experimentales finales: disolucion [AP]=40.0 Ul-mL?, disolucién
[ChOx]=2.0 UI-mL*y pH 9.0. Utilizando estas condiciones, se ha realizado un
estudio de calibracion de ChoP, midiendo la fluorescencia del FAD (Figura
6.8).

102E e /F/‘W&;%\/ﬁd W g WU
0.981 VAN
o 0.94-
u- g
0.90
0.86
0.82 N a |

0 100 200 300 400 500 600
t(s)

Figura 6.8 Estudio de calibracién de ChoP a las longitudes de onda del FAD. [AP]=40.0
Ul-mL?, [ChOx]=2.0 Ul-mL?, pH 9.0, Aexc 420 nm / Aem 530 nm. [ChoP]= a. Blanco, b. 5.2-107
mol-L1, c. 1.0-10% mol-L1, d. 5.2-10% mol-L?, e. 1.0-10° mol-L?, f. 5.2:10° mol-L1, g. 1.0- 10

4 mol- L1,

Se han obtenido rectas de calibrado, tanto por areas (Sar) como por
variaciones de fluorescencia (AFmax), encontrando las ecuaciones mostradas
en las filas 12y 22 de la Tabla 6.4.

Obviamente, la metodologia es mas rapida midiendo el parametro AFmax,

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 32 y 42 de la Tabla 6.4 indican similitud con los obtenidos en el caso de
la ChOx.

Calibracion lineal [ChoP] o [Ch] (mol-L-') Rango (mol-L-") RSD (%)

Sar = 01335 +1.27 5.0y 106 [ChOP]

ChOx 52:107 a1.0-10%®@ 3.7% (n=4)

r=0.999
= . 4
AF g, = 0.00335)+1.34(50710% [ChoP] 52107252105 4.8% (n=4)
r=0.993
— 105
ChOx-FS rszAg990947<=3-5>+2'41<=2-°>10 [ChoP] 5.2:106a1.0-104 @ 4.2% (n=4)

AF e = 0.004 .55 +8.60(.50 102 [ChoP]
r=0.989

Sar=1.9635 +1.57 0,105 [Ch]
r=0.998

@ Concentraciones maximas probadas

52:106a1.0-10° 5.0% (n=4)

9.2:106a1.0-104 @ 4.1% (n=4)

Tabla 6.4 Determinacion de ChoP y Ch utilizando la fluorescencia de la ChOx y/o ChOx-FS

en las condiciones éptimas para el ChoP.

6.3.5.1  Consideraciones sobre la determinaciéon de Ch y ChoP

En muchas de las muestras que contienen ChoP, la Ch esta presente
como constituyente, por lo que la metodologia asi descrita serviria para una
determinacién conjunta de ambas. Sin embargo, se puede adaptar para
realizar también una determinacion secuencial de los mismos, simplemente

cambiando el orden de adicién de las enzimas.

Se han obtenido los perfiles Fc vs. t al afiadir secuencialmente ChOx-FS
y AP sobre una disolucion que contiene una mezcla de Ch+ChoP (Figura 6.9).
Después de la adicion de ChOx-FS, solo va a reaccionar la Ch presente en la
disolucién (primer maximo). Cuando la fluorescencia de la ChOx-FS vuelve a
su valor inicial (lo que significa que la reaccién con la Ch ya ha acabado), la
adicion posterior de AP hace que comience la reaccion del ChoP, dando el
segundo maximo. Las concentraciones de Ch y ChoP se pueden determinar

gracias a los parametros analiticos Sar y AFmax.
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Figura 6.9 Variacion de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reaccion
enzimatica secuencial de una muestra que contiene Ch y ChoP medido a las longitudes de
onda de la FS. [Ch]=5.0-10% mol-L?1, [ChoP]=2.0-10° mol-L, [ChOx-FS]=1.6 Ul-mL?,
[AP]=40.0 Ul-mL, pH 9.0, a las longitudes de onda de la FS (Aexc 440 nm / Aem 530 nm).

Para poder llevar a cabo la determinacién secuencial se debe comprobar

que:

1. La presencia de AP o ChoP en la disolucion no afecta a la reaccion
ChOx-Ch como se observa en la Figura 6.10 en la que se muestra la sefal

de (b) ChOx-Ch, en presencia de (c) AP y (d) ChoP.

WWMWW i

0 100 200 300 400 500 600
t(s)
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Figura 6.10 Variacion de la intensidad de fluorescencia con el tiempo durante la reaccion
enzimatica de Ch/ChOx con y sin adiciéon de AP y ChoP. [Ch]=1.0-10° mol-L%, [ChoP]=1.0-10
5 mol-L1, [ChOx]=2.0 Ul-mL?1, [AP]=40.0 Ul-mL1, pH 9.0, a las longitudes de onda del FAD
(Aexc 420 nm / Aem 530 Nm). a. ChOx + tampon (blanco); b. ChOx + Ch (referencia); c. ChOx +
AP + Ch; d. ChOx + ChoP + Ch.

2. Lareaccién previa de Ch no tiene efecto sobre la cinética de la enzima
en la reaccion de determinacion de ChoP como se pone de manifiesto en la

Figura 6.11 para distintas concentraciones de Ch.

207

161

S,r ChoP
@

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
[Ch] -105 (mol-L-")

T T

Figura 6.11 Influencia de la concentracion de Ch en la sefial de Sar de ChoP para un proceso
de reaccion secuencial. [AP]=40.0 Ul-mL?, [ChOx-FS]=1.6 Ul-mL, [ChoP]=2.0-10"° mol- L1,
pH 9.0, a las longitudes de onda de la FS (Aexc 440 nm / Aem 530 nm).

3. En las condiciones de ChoP, la sefial de Ch depende de la
concentracion, como se puede observar en la fila 52 de la Tabla 6.4, en la que

se ha realizado una calibracién de Ch en las condiciones del ChoP.

6.3.6 Determinacion de Ch y ChoP en leche materno-i  nfantil

En este apartado se ha aplicado la metodologia descrita para determinar
ambos, Ch y ChoP, en leche materno-infantil en polvo.
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6.3.6.1 Eliminacioén de interferencias

La leche es una matriz muy compleja formada por agua, grasas,
proteinas, lactosa, vitaminas y otros compuestos. Las interferencias
hidrofébicas se pueden eliminar después de llevar a cabo un tratamiento
simple de la muestra (Seccion 6.3.1). La reaccion enzimatica asegura la
especificidad del método, sin embargo, algunas sustancias solubles en agua
podrian 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
excitacién/emisién 3D (comprende el espectro de emision fluorescente entre
300 y 700 nm, excitando a longitudes de onda de 280 a 480 nm, a intervalos
de 10 nm) (Figura 6.12).

700

600

500

Aem (M)

400

Figura 6.12 Espectro 3D de la fraccidn acuosa de leche infantil. Cubeta de cuarzo, Aexc 280,
290, 300, 310... hasta 480 nm / Aem 300-700 nm.

El eje-x representa las longitudes de onda de excitacion, y el eje-y las de
emision. La fluorescencia se ha representado mediante lineas de contorno. A

la derecha de la figura aparece la escala de intensidades por colores. Se



CAPITULO 6

pueden destacar tres picos importantes. Dos de ellos se encuentran a Aexc 380
NM / Aem 520 nm, y Aexc 450 nm / Aem 520 nm, respectivamente. Estos picos,
gue corresponden a los del FAD, se deben a la riboflavina presente en la leche
como Vitamina B2. El tercer pico, el mas prominente por su intensidad de
fluorescencia, es Aexc 290 nm / Aem 340 Nnm y corresponde al triptofano (trp) de
los aminoacidos presentes en la leche. También aparece la dispersion
Rayleigh y su armonico (bandas blancas).

Para eliminar la fluorescencia de las riboflavinas se han probado varias

alternativas:

1. Porirradiacién con luz UV (la radiacion podria degradar la riboflavina), la

interferencia solo se reduciria de forma parcial.

2. Se ha podido observar que la fluorescencia depende del pH y la
composicion de la disoluciéon 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 0 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 Optimo para llevar a cabo la determinacion. La naturaleza del
tampon afecta de forma sustancial a la sefial. Se han probado disoluciones
tampon diferentes (carbonato, fosfato y Tris-HCI). 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. Ademas, puesto que se miden las sefiales cinéticas, la interferencia

espectral residual se puede corregir por diferencia de sefales.

Por ultimo, el problema de la interferencia espectral se ha evitado
combinando la opcion (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 reacciéon. Este inconveniente se

resuelve llevando a cabo una calibracion por adicion estandar.
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6.3.6.2 Determinacion enzimatica de Ch y ChoP en la muestra

Para llevar a cabo la determinacion en formula de leche materno-infantil,
se ha utilizado el método de adicion estandar. Se lleva a cabo por triplicado.
La muestra se prepara siguiendo un método simple (Seccién 6.3.1),
afiladiendo ambos analitos antes del tratamiento de separacion, para que

sufrieran el mismo proceso que la muestra en todo momento.

Como sefial analitica se toma el area (Sar). 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 bibliografia [193]. Asimismo, se ha
realizado un estudio de recuperacién. Las concentraciones de Ch y ChoP que
se resumen en el procedimiento descrito, se afiadieron a la disolucién
obtenida antes de la centrifugacion. Para Ch la recuperacion 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 enzimaticas,
por lo que se pueden utilizar varias veces. Esta es la base para el desarrollo
de un sensor Optico autoindicador, que es lo que se expone en el siguiente

apartado.

6.4 RESULTADOS CON EL BIOSENSOR

A la hora de desarrollar un biosensor enzimético, hay que inmovilizar la
enzima en un soporte que permita la entrada del analito para que se produzca
la reaccion. El soporte estara basado en un gel de poliacrilamida que absorbe
en la region ultravioleta, por lo que el estudio se realizara en la region visible
del espectro, y por tanto se trabajara con la enzima modificada con un

marcador fluorescente.

6.4.1 Preparacion de la enzima modificada ChOx-FS'y  ChOx-SE para

medidas en lamina
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Se utilizaron dos marcadores: éster de N-hidroxisuccinimida del acido 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 Seccion 6.3.2 , que correspondia a las medidas realizadas en
disolucion. Para las medidas en la ldmina se llevé a cabo de la siguiente forma:
se disuelve 3.0 mg de ChOx en 230 pL de tampon carbonato 0.1 mol-L* a pH
9.0 y se mezcla en un eppendorf con 250 uL de disolucion del fluoroforo FS o
con 6.0 pL de disolucion de SE. Dependiendo del marcador utilizado, la
relacion molar enzima-FS era de 1:8 o enzima-SE de 1:1. La mezcla se deja
gue actue reposando en la oscuridad a temperatura ambiente, en agitaciéon
durante 180 min. El exceso de marcador en este caso no se separa, para

conseguir retener en el interior de la lamina la mayor cantidad que sea posible.

6.4.2 Preparacion de la lamina sensora

Se disuelven 37.5 mg de acrilamida y 2.5 mg de bis-acrilamida en 250
uL de disolucion de enzima marcada ChOx-FS o ChOx-SE.

Transcurrido ese tiempo, se afiaden 2 pL de disolucion de persulfato de
amonio (10.0% m/v) y mediante un borboteo de N2 se elimina el exceso de
oxigeno. Se afiaden 0.2 uL de TEMED. Al momento se extiende la mezcla
(aproximadamente 150 pL de disolucion) 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 lamina, se lava y se guarda en disolucion
tampon en el frigorifico a 4 °C para que no sufra modificaciones de tamafio y
propiedades debido a un posible cambio de pH.

6.4.3 Procedimiento experimental

Como se ha descrito en la Secciéon 2.4.2 , las medidas en flujo en la
lamina se llevaron a cabo con el espectrémetro de fluorescencia “Perkin Elmer
LS-50B” (Figura 2.10 B). La celda de flujo que contiene la lamina sensora

(Figura 2.11 B) se coloc6 sobre el accesorio que actia como lector de placas
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de fibra optica (Figura 2.11 A). El caudal de flujo de analito se suministré

mediante una bomba peristéltica (Minipuls 3, Gilson).

Las medidas en disolucién, tanto de los espectros como de las
reacciones cinéticas, se llevaron a cabo segun el procedimiento ya descrito

en la Seccion 6.3.3 .

Para realizar las medidas en la lamina sensora, la celda de flujo (con la
lamina en su interior) se coloca en el fluorimetro. Se hace pasar un flujo de
disolucién de carbonato a pH 9.0 a 1.0 mL-min*' y se recoge la intensidad de
fluorescencia a las longitudes de onda de excitacion y emision elegidas para
cada marcador (490 / 530 nm para FS y 380 / 430 nm si es SE). Cuando la
sefal se estabiliza, se inyecta durante un tiempo determinado la disolucion de
analito, y se obtiene entonces una variacion en la sefial. Mas tarde, se vuelve

a pasar disolucion de carbonato.

6.4.4 Sensor de colina (Ch)

El objetivo de esta parte del trabajo es la construccion de un sensor que
responda a la concentracion de fosfato de colina (ChoP), por lo que hay que
inmovilizar las dos enzimas, colina oxidasa (ChOx) y fosfatasa alcalina (AP).
Por ello se comenzd con la inmovilizacion de ChOx, lo que dio lugar a la

construccion de un biosensor enzimatico autoindicador de Ch.

6.4.4.1 Ensayos previos. Eleccion del modificante enzimatico

Lo primero fue comprobar que la reaccion ChOx-FS con Ch daba seiial
en la lamina. Para ello, utilizando el dispositivo que se detalla en la Figura
2.11 B, y segun el procedimiento descrito en la Seccion 2.4.2 , se bombeo la
disolucién de analito durante 2 min. No se obtuvo la sefial esperada, ni incluso
aumentando la concentracion de analito, el tiempo de inyeccion o la cantidad

de enzima.

Podrian existir dos posibles razones por las que la sefial no se

observara:
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1. Que lareaccién enzimatica no se produjera en suficiente extension para

observar la sefal.

La Ch debe de difundir en la lamina biosensora para reaccionar con la
enzima. Para facilitar este proceso se realizaron varios ensayos. Algunos de
ellos fueron dirigidos a la mejora del disefio de la lamina (se construyeron
laminas mas finas, agujereadas o con superficie rugosa) y otros ensayos se
destinaron a mejorar las propiedades del analito para difundir en la lamina. La
Ch es una especie cargada positivamente, por lo tanto, se utilizaron
tensioactivos (SDS) para formar un par ionico y facilitar su entrada. Asimismo,
se realizaron ensayos con parada de flujo (Stop-Flow), pero los resultados
siguieron sin ser satisfactorios. Puesto que el H202 es un producto de la
reaccion enzimatica, se comprob6 mediante tiras reactivas de un kit comercial
para la deteccion de peroxidos, si éste estaba presente en las soluciones
residuales y los resultados fueron positivos. Esto indicaba que la reaccion

enzimatica tenia lugar.

2.  Que aunque la reaccion enzimatica se produjera, ésta no fuera

detectable.

La Figura 6.13 muestra los espectros de absorcion del FAD libre (a), y
el espectro de excitacion de la FS (b) en la ChOx-FS en disolucion. Son
sefales relativas para poder comparar entre si 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 reaccion enzimatica,
el FAD se reduce a FAD.H2. Como el FAD libre presenta mayor absorcién que
el FAD.H2 (c), cuando la flavina esta 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 reaccion enzimatica ocurra, debe existir un

filtro interno diferencial para observar la sefal.

Se hicieron los espectros de excitacion de fluorescencia de la ChOx-FS
inmovilizada en la ldmina a las longitudes de onda de la FS para comprobar
si se mantenia el solapamiento. Como puede observarse (d), el espectro

gueda ligeramente desplazado a la derecha con respecto al obtenido en
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disoluciéon (b). Por tanto, el solapamiento con el espectro del FAD es mas
pequefio y el efecto de filtro interno en la fluorescencia de la FS, deberia ser

menor, pero esto no es suficiente para explicar la casi ausencia de sefial.

Simultaneamente a este trabajo, se llevd a cabo en nuestro grupo de
investigacion un estudio exhaustivo de la fluorescencia del FAD en la ChOx
[95]. En este estudio se obtuvo una conclusién importante y sorprendente: se
observo una alteracion inusual en los espectros de excitacion, en comparacion

con los espectros de absorcion, observada en funcion del pH.

A pH 9.0 el espectro de excitacion del FAD (e) sufre un desplazamiento
hipsocromico de alrededor de 50 nm (400 nm) en comparacién con el espectro
de absorcidon. Esto no se observa a otros pHs. Como puede observarse, a
este pH no hay solapamiento entre el espectro de excitacion del FAD (e) y de
la ChOx-FS (d), asi que no hay filtro interno. Aunque la reaccién enzimatica
se produjera, no habia ninguna variacién de fluorescencia a las longitudes de

onda de la FS y por lo tanto no se obtenia ninguna sefal.

Era necesario elegir otro marcador cuyo espectro de excitacion se

solapara al espectro de excitacion del FAD en la ChOx a pH 9.0.

(ne) 4
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Figura 6.13 Espectros de: a. absorcion del FAD libre —, b. excitacion de la ChOx-FS en
disolucion ===, c. absorcion FAD.Hz libre -- -+ d. excitacion de la ChOx-FS inmovilizada en la

lamina === y €. excitacion del FAD a pH 9.0 en la ChOX .

El marcador seleccionado fue CF™ 405S, succinimidil éster (SE). La
Figura 6.14 A muestra los espectros de excitaciéon 3D del marcador CF™
405S SE en disoluciéon. Al contrario que en la Figura 6.12, aqui el eje-x
representa las longitudes de onda de emisién, y el eje-y las de excitacion.
Igualmente, la fluorescencia se ha representado mediante lineas de contorno.
Como se observa, el maximo de emision es de 430 nm, teniendo cuatro
maximos de excitacion a 250, 280, 380 y 410 nm, dos de ellos (380 y 410 nm)
estan solapados con el espectro de excitacion del FAD a pH 9.0 (Figura 6.14
B). Si bien se podria trabajar con cualquiera de ellos, se eligi6 como éptimo
380 nm, ya que evitaba solapamientos con la banda de emision y con las

bandas de dispersion.
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Figura 6.14 A) Espectro 3D del marcador CF™ 405S, succinimidil éster (SE) en disolucién.
Cubeta de cuarzo, Aexc 200, 240, 280, 320... hasta 410 nm / Aem 400-500 nm. B) Espectro de
excitacion del FAD a pH 9.0 en la ChOx === y de excitacion / emisién de la ChOx-SE

inmovilizada en la lamina m.

El procedimiento de marcaje para el SE se detalla en la Seccién 6.4.1 .
Previamente, se probo en disolucion la reaccién enzimatica 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 calibracion de Ch en disolucidn a las longitudes de onda del marcador
CF™ 405S SE. [ChOx-SE]=1.6 Ul-mL?, pH 9.0, Aexc 380 nm / Aem 430 nm. [Ch]= a. Blanco, b.
1.0-10° mol-L?, c. 5.0-10° mol-L1, d. 1.0-10“ mol-L2.

El siguiente paso fue la inmovilizacion de la ChOx-SE en gel de
poliacrilamida, y una vez colocada la ldmina en la celda, tuvo lugar la reaccion
enzimatica con Ch (a 380 / 430 nm como longitudes de onda de excitacion /
emision respectivamente). En este caso, si se observo la sefal (Figura 6.16)

y ésta dependia de la concentracién de Ch, aunque fueron muy bajas.
420 -
400 A
360 1 LW

320 -

300

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t(s)
Figura 6.16 Estudio de calibracién de Ch, con inmovilizacién de ChOx-SE en la lamina,

medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE. [ChOx-SE]=9.4 Ul, pH 9.0, Aexc 380 nm /
Aem 430 nm, caudalch 0.5 mL-min?, tiny. ch: 2 min. [Ch]= a. 1.0-10* mol-L?, b. 5.0-10“ mol- L.
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6.4.4.2 Optimizacion

Para mejorar la sefial se estudiaron diferentes parametros:
» Efecto del DMSO en la seial

Cuando se llevo a cabo la reaccion de derivatizacion de la enzima, se
observo un aumento de temperatura en la disolucién. Una posible causa es la
presencia de DMSO (ya que el marcador SE se disuelve en este solvente para
evitar ser hidrolizado). Se estudio el efecto de la presencia de DMSO en la
actividad de la enzima para lo que la reaccion enzimatica entre ChOx y Ch se
llevé a cabo a diferentes concentraciones de DMSO. Los resultados se
muestran en la Tabla 6.5.

% DMSO 0 &5 20

% Variacion de
fluorescencia

Tabla 6.5 Influencia del DMSO sobre la actividad de la enzima en la reaccién ChOx con Ch.
[ChOx]=1.6 Ul-mL?, [Ch]=1.0-10° mol-L?%, pH 9.0, Aexc 280 nm / Aem 340 nm.

Como puede observarse, si la concentracion de DMSO aumenta, la

variacion de fluorescencia durante la reaccion enziméatica disminuye.

Para evitar que el DMSO en la lamina afecte a la sefial, se lleva a cabo

una evaporacion del disolvente previa a la reaccién de marcaje.
e Preparacion de la lamina

La lamina sensora tenia una duracion muy corta. En la Tabla 6.6 se
observan las sefales obtenidas con la misma lamina en dias distintos, durante
una misma semana. Como puede observarse, el area y la altura disminuyen
con el tiempo. Puede deberse a que la enzima no quedd suficientemente
atrapada en el gel y se perdio en el exterior, lo que se comprob6 conservando

una lamina en tampon y haciendo espectros de la disolucion.
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Con el fin de mejorar la retencion de la enzima en la lamina, se modifico
el procedimiento de preparacion de la lamina. Como el marcador se une a la
enzima mediante el grupo succinimida, se penso en unir a la enzima a través
de ese grupo un componente que interviniera en la polimerizacion. De esta
manera, la enzima quedaria mas atrapada en la lamina porque formaria parte
de ella. El componente elegido fue el N-succinimidil acrilato, que se afiade a
la enzima ChOx junto con el marcador SE, para que ambos se unan a la

enzima y con esta disolucion se forme la lamina.

Dia Sjpr  Fpax-Fo

1 22.86 0.103
4 16.14 0.075
5 5.13 0.028
6 3.98 0.022

Tabla 6.6 Sefiales de areay altura en la reaccion de ChOx-SE con Ch, obtenidas por la misma
lamina sensora en dias distintos. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [Ch]=4.0-10* mol-L1, pH 9.0, Aexc 380

nm / Aem 430 nm, caudalcnh 1.0 mL-min?, tiny. ch: 5 min.

Se probaron diferentes proporciones de enzima-acrilato, encontrando
gue una relaciéon molar de 1:10 ofrecia buenos resultados. La Tabla 6.7
muestra los resultados obtenidos con la misma lamina sensora durante 1, 3y
6 dias. Como se observa, las sefiales son similares, indicando ya que la

enzima se encuentra atrapada en el sensor.

Dia Sur
1 27.9
3 34.2
6 30.3

Tabla 6.7 Sefiales de area en la reaccion de ChOx-SE con Ch, obtenidas por la misma lamina
sensora en dias distintos. Relacion molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [Ch]=
4.0-10* mol-L%, pH 9.0, Aexc 380 nm / Aem 430 nm, caudalch 1.0 mL-min, tiny. ch: 5 min.

* Tiempo de inyeccion

Al trabajar con la lamina en continuo, primero se hace pasar el portador

(tampon carbonatos pH 9.0) a través de la celda de flujo. A continuacion, el
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analito se bombea durante un tiempo, al que llamamos tiempo de inyeccién

(tiny) y finalmente se bombea de nuevo el portador.

La Figura 6.17 B muestra la influencia del tiny. Sobre el area de la sefial,
indicando que el area depende del tiny. Para tiempos superiores a 5 min, los
resultados tienden a un valor constante y las mejoras en la sefial son nulas.
Por lo tanto, se consider6é 3 min como un buen compromiso entre tiempo de

analisis y sefial obtenida.

A B
1.10"3

20

Sar

/ .:H \ N S
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o
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T
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Figura 6.17 A) Estudio de tiempos de inyeccion de Ch, con inmovilizacién de ChOx-SE en la
lamina, medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE. Relacién molar enzima-acrilato
1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [Ch]=4.0-10* mol-L?, pH 9.0, Aexc 380 nm / Aem 430 nm, caudalcn 1.0
mL-min?, tiny. ch: @. 1 min, b. 2 min, ¢. 3 min, d. 4 min, e. 5 min. B) Influencia del tiempo de

inyeccion sobre el area de la sefial.

Como se puede observar, los perfiles de las sefales obtenidas son
diferentes a los que se obtienen en disolucién, ya que en este caso, ademas
de producirse la reaccidon enzimatica, el analito debe difundir en el interior de
la membrana, por lo que el perfil de subida es mas lento que el obtenido en

disolucién.

Para mejorar la sensibilidad, se podria utilizar la reaccion ChOx-SE con
Ch con el modo de parada de flujo (Stop-Flow). La Figura 6.18 muestra la
sefial obtenida a una [Ch]=8.0-10* mol-L™. (a) Se obtiene tras inyeccion de 5

min de Ch sin parada posterior de flujo (area calculada Sar=28.95) y (b) se
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obtiene mediante 5 min de inyeccion de Ch con parada de flujo posterior de

20 min (4&rea calculada SarF=203.16).

1.15 A

1.10 : M‘.‘M{WJN;‘%W J t

BN

L 1.05-

1.00
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0.95

Figura 6.18 Estudio de la reaccién sin y con parada de flujo, con inmovilizacion de ChOx-SE
en la lamina, medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE. Relacién molar enzima-
acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [Ch]=8.0-10* mol-L1, pH 9.0, Aexc 380 nm / Aem 430 nm,

caudalch 1.0 mL-min, tiny. ch: @. 5 min, b. 5 min + 20 min en parada de flujo.

Por otro lado, la pendiente de subida no depende del tiempo de inyeccion
(como se puede observar en las figuras anteriores) para la misma

concentracion de analito.

6.4.4.3 Caracteristicas analiticas

Bajo las condiciones seleccionadas, se obtuvieron las figuras de mérito.
La Figura 6.19 A muestra el estudio de calibracion de Ch midiendo la
fluorescencia a las longitudes del marcador CF™ 405S SE. Utilizando como
parametro Sar, la dependencia con la concentracion 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% mol-L* y 4.0-10* mol-L?%, en que si lo es
(y=132204x-21.371). La RSD fue del 4.2%, para una [Ch] de 4.0-10* mol-L*
(n=4).
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Figura 6.19 A) Estudio de calibracion de Ch, con inmovilizacién de ChOx-SE en la lamina,
medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE. [ChOx-SE]=27.8 Ul, pH 9.0, Aexc 380 nm
/ Aem430 nm, caudalcn 1.0 mL-min, tiny. ch: 3 min. [Ch]= a. Blanco, b. 2.0-10“ mol-L?, c. 3.0- 10
4 mol-L?%, d. 4.0-10“% mol-L? e. 5.5-10* mol-L?, f. 8.0-10“ mol-L%. B) Influencia de la [Ch]

sobre el area de la sefial.

Para ampliar el rango, se podria ajustar la representacion a la ecuacion
correspondiente pero, como se puede observar en la Figura 6.19 A, la
pendiente de subida de la sefial depende de la concentracion, haciéndose
mayor a medida que ésta aumenta, por lo que se evalué la posibilidad de
hacer la calibracion utilizando como parametro analitico esa pendiente,

resultados que se muestran en la Figura 6.20 .

107 =1 3632x-0.0002
R2=0.9757 .
5 038
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[Ch] 10" (mol-L"")

Figura 6.20 Calibracion utilizando la pendiente como parametro analitico respecto a la [Ch],
medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE.
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Como se puede ver, los resultados son satisfactorios; existe una relacion
lineal (y=1.3632x—0.0002) ampliandose el rango de respuesta lineal hasta
8.0-10*mol-L?t, con una RSD para una[Ch] de 4.0-10“ mol-L* de 4.8% (n=4).

Esta opcion reduce considerablemente el tiempo de analisis, puesto que
no es necesario dejar que la reaccion 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 determinacion de ChoP, se debe
inmovilizar ademas 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 inmovilizacion de dos enzimas.

Cuando se determiné ChoP en disolucion, se utilizaba en concentracion
de 40.0 Ul-mL™. En este caso, en primer lugar, se probé en inmovilizar en la
lAmina una [AP] de 100.0 Ul-mL?, un valor algo superior al éptimo en
disolucién y [ChOx-SE]=27.8 Ul.

La Figura 6.21 muestra la sefial obtenida para [ChoP] de 8.0-10“ mol-L
! (@). Aungue se obtuvo una sefial muy baja (en comparaciéon a la sefial
obtenida para la misma [Ch] de 8.0-10“ mol-L? (b), este primer resultado fue
muy alentador. Por un lado indicaba que ambas enzimas se habian
inmovilizado en la lamina, por otro, que ChoP difundia a través de la lamina,
y por ultimo, que ambas reacciones enzimaticas se estaban produciendo

simultdneamente en ella.
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Figura 6.21 Estudio de la reaccion sin parada de flujo (no Stop-Flow), con inmovilizacién de
las enzimas ChOx-SE y AP en la lamina, medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE.
Relacién molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [AP]=100 Ul-mL%, pH 9.0, Aexc 380
nm / Aem 430 nm, caudalch 1.0 mL-min, tiny. 5 min. a. [ChoP]=8.0-10* mol-L?, b. [Ch]=8.0-10

4 mol-L1.

Con el fin de mejorar la sefal obtenida, se estudio la influencia de la

enzima AP, mostrando los resultados en la Tabla 6.8.

[AP]UI-mL" 100 200 400
Sar 57 182 21.3

Tabla 6.8 Sefales de area en la reaccion de AP, ChOx-SE con ChoP, obtenidas por la misma
lamina sensora. Relacion molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [ChoP]=8.0-10*

mol-L2, pH 9.0, Aexc 380 nm / Aem 430 nm, caudalcn 1.0 mL-mint, tiny. chor: 5 min.

El area Sary la variacion de fluorescencia dependen directamente de la
[AP]. La maxima concentracion probada fue de 400 Ul-mL™. Se eligi6 ese
valor como 6ptimo, aunque también podria haberse utilizado una [AP] de 200
Ul-mL1.

Se realiz6 la optimizacion del tiempo de inyeccion para la determinacion
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 reaccion.
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Se realiz6 una calibracion de ChoP. Si como parametro analitico se toma
el Sar bajo cada sefial, se obtienen los resultados que se observan en la
Figura 6.22 , que al igual que ocurria para Ch, es una curva.

20

15
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0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
[ChoP] -10 (mol-L-")

Figura 6.22 Estudio de calibraciéon de ChoP en la reaccion con AP y ChOx-SE inmovilizadas.
Relacién molar enzima-acrilato 1:10. [ChOx-SE]=27.8 Ul, [AP]=400 Ul-mL%, pH 9.0, Aexc 380

nm / Aem 430 nm, caudalch 1.0 mL-min?, tiny. cn 5 min.

La calibracién utilizando las pendientes de subida de la sefial se muestra
en la Figura 6.23 con buenos resultados.

y=0.2489x-3-106
R?=0.9886

2.0

Pendiente -10* (au)

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
[ChoP] -10* (mol-L"")

Figura 6.23 Calibracién utilizando la pendiente como parametro analitico respecto a la
[ChoP], medido a las longitudes de onda del CF™ 405S SE.

El rango lineal de concentracién fue de 2.0-10“ mol-L'*a 8.0-10“ mol-L
1 (méxima concentracion probada). La precision RSD para una [ChoP] de
8.0-10* mol-L* (n=3) fue del 5.2%.
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CHAPTER 7

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 lon-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 (MS")

Recording of exploitable MS/MS spectra (in general, MS") 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...MS"). 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 MS" 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 MS" (ESI*) spectra of compounds such
as: sphingolipids (sphingomyelins, SM; globotriaosylceramides, Gbs; and lyso-
globotriaosylceramides, lyso-Gbzs); 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-MS" / 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 (Gbs) and
globotriaosylsphingosines (lyso-Gbs), 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 Gbs. 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
[C39H79N206P+Na]* showed ion products at m/z 666 [M-N(CHs)s+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 [CarHosN20sP+Na]*, showed ion-products at m/z 776 [M-
N(CHs3)s+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.
Gbs 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 Gbs 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




CHAPTER 7

1130), di18:1;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
[Cs2H97NO1s+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 Gbs species. Examples
of consecutive fragmentation patterns: HPTLC-ESI*-MS/MS, -MS? and -MS#
spectra) of Gbs, Gba, lyso-Gbs standards are described in Chapter 3.

It is remarkable that molecular species of Gbs were detected in a Fabry’s

patient plasma. In a healthy plasma control, Gbs species were under LOD.

o)
A HyC- SHs Q HN/U\R
C|:/\O (F; O\/\(\/C13H27
OH
[C39H79N2'O§P+N.a]+ [C47HgsN,OgP+Nal*
S181G160 d18:1;C24:1
5.0 725.6 8357
40 [CasHerN,0P+Na]*
_ d18:1;C20:0
S
< 30 3
< ' [CusHe1N2O6P+-Na]
‘o_ [C41H83N206P+Na]+ d181,0220
~ 207 d18:1;C18:0 809.7
753.6
1.0 1 781.7
0.0 Jubbundd “M”
675 700 725 750 775 800 825 850 875
m/z
B OH{\O/H/O\
2.0 1046.5 HO; o ﬁ\
[Cs2Hg7NO4g+Na]* _OH _OH HN™ R
A by 4 ° *\‘/O\ X CiaHar
1.5] d181,C16:0| [CguH 01NOsg+Na]* Hoﬁa‘vaWoJ\oﬁzcw
4 d18:1;C18:0
S [CsgH109NO1g+Na]*
3 1.0 [(CogHroNOg#N ]d18:1;02210
+Nal*
3 " 418:1:020:1 [CooH113NOg+Nal*
0.5 1074.4 d18:1;C24:0
1100.7 1130.5 1158.7

O O \ JAH ) ) Wi pei¥idd, StV
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200
m/z

Figure 7.1 HPTLC-ESI-MS spectrum (in positive mode) of the A) SM’s profile and B) Gbz’s

profile on the extract of human plasma.
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Lyso-Gb 3

Lyso-Gbs 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-H20, with previous acid-plate pre-conditioning (HAc
1N). Detection was carried out by videodensitometry at UV (254 y 366 nm)
white light, primulin, and B-naphtol post-impregnations.

Lyso-Gbs was also not detected in aqueous phase.

Lyso-Gbs 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 Aexc 365 Nnm and emission collection at Aem >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 [C21H4004+Na]* and its oxidized form
[C21H4005+Na]*. The HPTLC-ESI*-MS spectrum of the monoglyceryloleate
standard and the HPTLC-ESI*-HRMS spectrum confirmed these assignments.

HPTLC-ESI*-MS" 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 H20 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*-MS? spectrum
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of the product ion at m/z 333 showed the corresponding losses of mainly H20
(m/z 315) or two CHz 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
[C39H720s5+Na]*, m/z 659 [CsoH7206+Na]*, m/z 673 [Cs0H7406+Na]*, and m/z
687 [C41H7606+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 H20 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
[C18H3402-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 H20 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 B-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 CH2Cl>-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-H20-
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 A=82 for sodium acetate and m/z A=68
for sodium formiate], and sample ion clusters [M+Na]*(CHs-
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.
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Rb. blasticus

miz Molecular species | lonization forms Molecular formula
808.4 36:2 Cu4HgsOgPN+Na]”
PC (36:2) (M+Na]" [C44Hg40s ]+
782.4 (34:1) [C42Hg208PN+Na]
773.2 (36:2) [C42H78010PT
PG 7471 (34:1) [M] [Ca0H76010P]
668.6 Lyso-PG (30:6) [C36He009PT
Rd. rubrum
m/z Molecular species | lonization forms Molecular formula
742.2 36:2 C41H7808PN-H]
PE (36:2) IM-H] [C41H780s ]_
688.2 (32:1) [C37H7208PN-H]

Rbc. bogoriensis A

miz Molecular species | lonization forms Molecular formula

There are no identified species

Rbc. bogoriensis B

miz Molecular species | lonization forms | Molecular formula

808.6 (36:2) [CasHesOsPN+Na]"

PC 782.6 (34:1) [M+Na] [C42Hg20sPN+Na]”
822.7 (37:2) [CasHesOsPN+Na]"

RC-LH1-PufX complex

miz Molecular species | lonization forms | Molecular formula
822.6 (37:2) [CasHesOsPN+Na]*
808.6 (36:2) [C44Hg4OsPN+Na]*
PC 850.5 (39:2) [M+Na]" [Ca7Ho0OsPN+Na]”
700.5 (28:0) [CasH7208PN+Na]*
782.0 (34:1) [Ca2Hg208PN+Na]”*
773.3 (36:2) [C42H78010PT
PG 742.3 (34:4) M [C40H70010P]
727.3 (33:4) [Ca9HesO10PT

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.
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» 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[Ce9H118017P2-
2H+3Na]* and CL[C49Hs6017P2-2H+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:

Substrate Product

k
Enzyme oxidized \j ,» Enzyme reduced
form (FAD) m form (FAD.H,)
H, 0, 0,

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.Hz; then, the oxygen regenerates the FAD,
and simultaneously H20:2is 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):

AP ChOx
ChoP — Ch———*> GB + 2H,0,

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 Aexc and Aem, respectively for ChOx, and 440
NM Aexc/ 530 NM Aem, for ChOx-FS.

tmax

1.057

1.004 [:

0.957

0.90 4

085 T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
t(s)

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/ChOXx) 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).

ChOx
Ch + 02 E— BA + H202

ChOx
BA+0, —» GB + H,0,

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 (Sar), the maximum variation of
fluorescence intensity (AFmax) 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.Hz,
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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Calibration line [ChoP] or [Ch] (mol-L') Range (mol-L) RSD (%)

Sar = 0.133.5 +1.27 5.0 108 [ChoP]

chox  Swil. 521107 a1.0-10% @ 3.7% (n=4 )
AF gy = 0.003(.35) +1.3420)10% [ChOP]T £ 407 250.106  4.8% (n=4)
r=0.993 : : :

= . 5

ChOx-Fs StF = 04735 +2.41 20 10% [ChoP] 521062 1.0104 @ 4.2% (n=4)
r=0.999
AF = 0.004 .5 5) +8.60 0102 [ChoP] P o
A ma” 5.2:106a1.0-105  5.0% (n=4)
Sar= 196,56 +1.5750 105 [Ch] VTSP P
P 9.2106a1.0-104 @ 4.1% (n=4)

@ Maximum concentrations tested

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.

1.107

1.05 Free Ch Ch from ChoP
ool | [ a2 S
, 0957 AP addition
n ]
0.90 -

0-85ch+choP

0.80 1 ChOx-FS
0.75 - addition
0.70

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t(s)

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* of free Ch and 0.022+0.002 mg-g* 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 CF™ 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* and fluorescence intensity was monitored to 430 nm (Aexc

380 nm). When signal stabilization was reached, a prefixed volume of analyte
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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.
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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 CF™ 405 S. a.
[ChoP]=8.0-10* mol-L*, b. [Ch]=8.0-10“ mol-L™.

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:

e For Ch, linear relationship, y=1.3632x—0.0002, linear response range
from 2.0-10* mol-L* to 8.0-10* mol-L1, with a RSD of 4.8% (n = 4) (for [Ch]=
4.0-10* mol-L?).

« For ChoP, linear relationship, y=0.2489x-3-10°%, linear response range
from 2.0-10* mol-Lto 8.0-10* mol- L1, with a RSD of 5.2% (n=3) (for [ChoP]=
8.0-10“ mol-L1).
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GENERAL CONCLUSIONS

e 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.

e 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 (MS") 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.

« ldentification 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 MS" 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 (MS") through further fragmentation. Thus,
it is feasible to obtain exploitable MS" (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.

e Thus, sphingomyelins (SM) and globotriaosylceramides (Gbs) 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, [Cs9sH79N20eP+Na]*) and d18:1;C24:1 (m/z 835,
[Ca7H93N206P+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 Gbs molecular species were detected as sodium adducts
in the plasma of a Fabry’'s patient, of which d18:1;C16:0 (m/z 1046,
[Cs2H97NO1s+Na]*) was the most preponderant one. In a healthy plasma
control, Gbs species were under LOD. The identity of Gbs 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 (Aexc 365 Nnm / Aem >400 nm).

* MG profile displays seven sodiated ions, of which, the most abundant
correspond to monoglyceryloleate sodium adduct (m/z 379, [C21H4004+Na]*)
and its oxidized form (m/z 395, [C21H400s+Na]*). HPTLC-ESI*-MS? 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, [C3sH7205+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
[C18H3402-H] at m/z 281 was the preponderant FA.

e 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



GENERAL CONCLUSIONS

AMD-gradient based on MeOH-H20-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.

e 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.

e To accomplish this, ChOx has to be labeled to avoid spectral
interferences. The label selected was CF™ 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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Al. SECUENCIAS DE DESARROLLO CROMATOGRAFICO ESTUDIA DAS

plasma humano; el

Identificacion de especies moleculares de SL en
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problema de la liso-Gb 3 (Seccion 3.3.8.1)
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Tablas Al.1 Secuencias de desarrollo cromatogréafico estudiadas para la identificacion de

liso-Ghs mediante separacion HPTLC en fase reversa (Seccion 3.3.8.1).
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Tablas A1.2 Secuencias de desarrollo cromatografico estudiadas para la identificacién de PL

unidos a proteinas de membrana mediante separacion HPTLC (Secci6n 5.3.3).
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