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Resumen

Titulo: Evaluacion de la bixina como matriz MALDI para el analisis de pigmentos naturales”
Autor: Juan Esteban Leon Jaimes™

Palabras Clave: cis-bixina, matriz, Espectrometria de masas, MALDI.

Descripcion:

La cis-Bixina (hidrégeno-(9°Z)-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato de metilo) es un apocarotenoide
presente en la cubierta externa de las semillas de Bixa orellana. Siendo un pigmento altamente
conjugado, presenta una absortividad molar alta (32818 M cm™) y bandas de absorcion a 430,
457, 487 y 355 nm (caracteristica de la conformacidn cis-). Su extraccion implico el uso de tres
técnicas:  Extraccion con Fluido Supercritico (SFE), Extraccion con solvente asistida por
Ultrasonido (UAE) y Extraccién en Fase Solida (SPE). La extraccion SFE se hizo con el fin de
desgrasar y/o eliminar compuestos adheridos fuertemente a la capa lipidica de la semilla, como
carotenoides y terpenoides (incluyendo trans-bixina). Por otra parte, UAE y SPE se utilizaron para
extraer el compuesto de interés (soluble en solventes organicos) y purificarlo usando una resina de
intercambio anidnico (SAX). Diferentes técnicas analiticas fueron empleadas para la
caracterizacion de cis-bixina, entre ellas, DRS, FT-IR y LDI MS, las cuales confirmaron su
aislamiento y purificacion. Asimismo, en el analisis por HPLC-UV/Vis se observé un solo pico
con un tr = 3,8 min. Por otra parte, el bajo rendimiento cuantico de fluorescencia, (®cis-Bixina =
0,02) mostré que su relajacién principalmente no es radiativa. Asimismo, en los ensayos LDI no
se observa formacion de cationes radicales de cis-bixina, sino aductos de sodio [M+Na]*, donde
el descriptor analitico S/N se puede aumentar agregando iones Na*. Con el fin de estudiar el
comportamiento de cis-bixina en fase gaseosa y su desempefio analitico como matriz MALDI, se
llevaron a cabo ensayos con triacilglicéridos, xantofilas y clorofilas como analitos. Se observo que
se requiere de un agente promotor de la desorcion (APD) como antraceno o DCTB para hacer
posible su funcién como matriz MALDI de transferencia cationica. El analisis fue satisfactorio
usando antraceno como APD y triacilglicéridos de aceites comerciales (girasol, olivay sacha inchi)
como analitos, los cuales probablemente tienen afinidades cationicas mayores que cis-bixina.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez,
Quimica, Ph.D. Codirector: Luis Miguel Diaz Sanchez. Quimico, M.Sc.
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Abstract

Title: Evaluation of bixin as a MALDI matrix for the analysis of natural pigments”
Author: Juan Esteban Ledn Jaimes™

Key Words: cis-bixin, matrix, Mass Spectrometry, MALDI.

Description:

cis-Bixin (hydrogen-(9'2)-6,6'-diapocarotene-6,6'-methyl dioate) is an apocarotenoid present in
the outer coat of Bixa orellana seeds. Being a highly conjugated pigment, it has a high molar
absorptivity (32818 M cm™) and absorption bands at 430, 457, 487 and 355 nm (characteristic of
the cis-conformation). Its extraction involved the use of three techniques: Supercritical Fluid
Extraction (SFE), Ultrasonic Assisted Solvent Extraction (UAE) and Solid Phase Extraction
(SPE). The SFE extraction was done to defat and/or eliminate compounds strongly adhered to the
lipid layer of the seed, such as carotenoids and terpenoids (including trans-bixin). On the other
hand, UAE and SPE were used to extract the compound of interest (soluble in organic solvents)
and purify it using an anion exchange resin (SAX). Different analytical techniques were used for
the characterization of cis-bixin, including DRS, FT-IR and LDI MS, which confirmed its isolation
and purification. Likewise, in the HPLC-UV/Vis analysis, a single peak with a tr = 3.8 min was
observed. On the other hand, the low fluorescence quantum yield, (Dcis-ixin = 0.02) showed that its
relaxation is mainly non-radiative. Likewise, in the LDI assays, the formation of cis-bixin radical
cations is not observed, but sodium adducts [M+Na]*, where the analytical descriptor S/N can be
increased by adding Na* ions. In order to study the behavior of cis-bixin in the gas phase and its
analytical performance as a MALDI matrix, tests with triacylglycerides, xanthophylls and
chlorophylls as analytes were carried out. It was observed that a desorption promoting agent (DPA)
such as anthracene or DCTB is required to enable its function as a MALDI cation transfer matrix.
The analysis was successful using anthracene as DPA and triacylglycerides from commercial oils
(sunflower, olive and sacha inchi) as analytes, which probably have higher cationic affinities than
cis-bixin.

“ Degree Work
“*Science Faculty. Chemistry school. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Chemical,
Ph.D. Codirector: Luis Miguel Diaz Sanchez. Chemical, M.Sc.
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Introduccion

Los pigmentos de tipo clorofilay carotenoide han sido objeto de estudios cientificos a nivel
mundial debido a sus variadas propiedades biologicas y funciones a nivel celular. El analisis de
estos compuestos continda siendo el objetivo principal de muchas investigaciones, aun asi, y
debido a su labilidad y termoinestabilidad, se requieren de técnicas suaves para su analisis. En
espectrometria de masas, la técnica de ionizacion MALDI garantiza la sobrevivencia de los iones
moleculares de estos importantes pigmentos labiles. En el proceso de Desorcion/lonizacion Laser
Asistida por una Matriz (MALDI, por sus siglas en inglés) se utiliza un compuesto organico
denominado matriz, que absorbe la radiacion proveniente de la fuente laser para finalmente formar
iones moleculares o0 aductos del compuesto de interés.

Existen diversas matrices en MALDI MS; a saber: liquidas, sélidas y de dos fases (liquida-
solida). Asimismo, las matrices pueden clasificarse de acuerdo con la absorcion de radiacion
electromagnética (UV e IR). Las matrices UV MALDI son tipicamente compuestos organicos
aromaticos con estructuras moleculares que permiten la absorcion eficiente de la energia
proveniente del laser, (en el caso particular del laser Nd:YAG, A= 355 nm). El proceso de
transferencia de carga mas utilizado en MALDI es el de protonacién del analito, [M + H]*. Sin
embargo, existen sustancias sin la capacidad de aceptar o ceder protones, i.e., que no tienen sitios
acidos y/o basicos que favorezcan termodinamicamente el proceso. En estos casos, el empleo de
estrategias alternativas de adquisicion de carga por parte del analito, como por ejemplo la
transferencia electronica y/o cationica se convierten en opciones viables. No obstante, las matrices
comerciales ampliamente utilizadas para el analisis de compuesto termolabiles, termoinestables y

de alto peso molecular, en algunos casos reaccionan con el analito y no son estables en el vacio,
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razon por la cual se hace interesante la busqueda y el estudio de nuevos compuestos que funcionen
como matriz MALDI para promover exitosamente los procesos de transferencia de carga, ya sea
electronica, protdnica o cationica en fase gaseosa.

El Grupo de Investigacion en Fisicoquimica Teorica y Experimental, GIFTEX, de la
Universidad Industrial de Santander-UIS, ha reportado la sintesis y evaluacién de matrices
MALDI-ET basadas en a-cianofenilenvinilenos (a-CNPVSs) y fluorenos (FL) (Castellanos-Garcia
et al., 2017; Giraldo-Davila et al., 2018; Ramirez-Pradilla et al., 2019) con mejor desempefio
analitico hacia ciertos grupos de compuestos (complejos organometalicos y pigmentos) que los
reportados con matrices de transferencia electrénica (ET) ya establecidas comercialmente como
DCTB. Por otra parte, algunos reportes cientificos han demostrado que moléculas aisladas de
fuentes naturales, con estructuras altamente conjugadas como la curcumina, funcionan como
matrices MALDI multiproposito (S Francese et al., 2013). En este proyecto de investigacion se
demostro que, cis-bixina, un apocarotenoide -éster monomeétilico dicarboxilico- presente en las
semillas de achiote (Bixa orellana L.) compuesto por un esqueleto poliénico con 9 enlaces dobles
conjugados, funciona como matriz MALDI de transferencia catidnica para el analisis de
triacilglicéridos presentes en aceite de girasol. Sin embargo, se encontrd que la transferencia de
carga se hace efectiva haciendo uso de agentes promotores de la desorcion, los cuales disminuyen
las interacciones intermoleculares del compuesto de interés y ayudan con el proceso de desorcién
en MALDI. No obstante, se sugiere derivatizar el pigmento, a fin de evaluar directamente
derivados de cis-bixina como matrices MALDI con caracteristicas como buena solubilidad, alta
absortividad molar UV, alta presion de vapor, sin reaccion con el analito, y estable en el vacio para

analizar compuestos labiles y termoinestables de alto peso molecular.



19
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar el desempefio analitico de la bixina como matriz MALDI para el analisis de

compuestos labiles de tipo clorofila y carotenoide.

2.2 Objetivos Especificos

Aislar y caracterizar fisicoquimica y espectroscopicamente el apocarotenoide bixina a
partir de las semillas de Bixa orellana.

Evaluar la bixina como matriz MALDI para el analisis de pigmentos tipo clorofila y

carotenoide.
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3. Marco referencial

3.1 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica cualitativa y cuantitativa que
permite caracterizar estructuralmente compuestos organicos e inorganicos. MS puede ser
empleada para determinar pesos moleculares y composicion porcentual de compuestos de interés,
como estructuras bioorganicas y mezclas complejas (Zagorevskii, 2016). El principio basico de la
MS consiste en generar iones del compuesto de interés -ya sea atomos o moléculas- en fase
gaseosa. Luego, los iones se separan en el analizador de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z)
mediante campos eléctricos, magnéticos -ya sea estaticos o dindmicos- e incluso en regiones libres
de campo. Finalmente, los iones separados se detectan y se procesa la informacion. La generacion
de estos iones puede llevarse a cabo mediante interacciones de la muestra con electrones, fotones,
atomos neutros energéticos, atomos excitados electronicamente, iones masivos de racimo vy
microgotas cargadas electrostaticamente (Gross, 2017). Adicionalmente, en ensayos MS/MS se
puede llevar a cabo fragmentacion controlada de iones de interés, lo que permite corroborar la
identidad de los compuestos. Por medio de la MS es posible medir la masa molecular con alta
exactitud, determinar composicién elemental, patron de fragmentacién y grupos funcionales del
analito target. MS es una técnica analitica muy sensible y versatil, con la capacidad de dar
respuesta a compuestos en cantidades de attomoles (108 moles) y femtomoles (10™° moles).
Ademas, permite analizar muestras volatiles, no volatiles, polares, no polares, sélidos, liquidos y
gases. Cuatro etapas basicas se realizan para hacer un analisis por MS, a saber; 1), introduccion de
la muestra; 2), ionizacion de la muestra; 3), separacion y analisis de los iones y; 4), adquisicion de

datos (espectro de masas) (Carmen et al., 2010).
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Uno de los pasos criticos en espectrometria de masas es la ionizacion de la muestra, la cual
puede estar en fase vapor o fase condensada. Para la fase vapor (en donde la muestra inicialmente
se volatiliza y luego se ioniza) se requieren analitos volatilizables y termoestables con pesos
moleculares menores que 1000 u, asi que los métodos tipicos de ionizacion usados para su analisis
son ionizacion electronica (EI), ionizacién quimica (CI), fotoionizacion (PI) e ionizacion por
campo (FI). En cambio, para la fase condensada (en donde la muestra se transforma directamente
en iones en fase gaseosa) se pueden analizar compuestos no volatiles y térmicamente inestables
con pesos moleculares mayores que 100.000 u. Para el analisis de estos analitos se encuentran
ionizacion por electrospray (ESI), bombardeo con atomos acelerados (FAB), desorcion plasmica
(PDMS), desorcidén por campo (FD), ionizacion/desorcion con laser (LDI) e ionizacién/desorcion
con laser asistida por una matriz (MALDI) como las técnicas mas comunes de ionizacién (Carmen

et al., 2010; Stashenko & Martinez, 2009).

3.2 lonizacion/Desorcion Laser

A partir de los anos 60’s diferentes investigadores han empleado laseres de diferentes
longitudes de onda y anchos de pulso con el fin de generar iones -principalmente de moléculas
organicas- que puedan ser analizados por espectrometria de masas. Los estudios en este campo
han avanzado y, en los afios 70’s se estudio; 1), que la transferencia de energia del 1aser a la muestra
deber ser eficiente y controlable, para ello, el analito target debe absorber a la longitud de onda a
la que emite el laser y; 2), la energia debe transferirse en muy poco tiempo (1-100 ns) con el fin
de evitar descomposicién térmica de compuestos labiles. Ahora bien, una de las mayores ventajas
del uso de laseres es que permiten la formacion de iones de compuestos de interés en un punto del

espacio-tiempo, aun asi, posteriores experimentos revelaron un limite que depende de la estructura
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del analito y los parametros del laser (Hillenkamp et al., 1991). Los investigadores F. Hillenkamp,
M. Karas y sus colaboradores, en sus trabajos con peliculas de aminoacidos absorbentes de UV,
notaron que con el empleo de una matriz solida o liquida altamente absorbente se pueden analizar
moléculas de mayor peso molecular y su ion molecular permanece intacto (Hillenkamp et al.,
1991; Zenobi & Knochenmuss, 1998). Comercialmente se han desarrollado diferentes laseres para
la ionizacion/desorcion laser (LDI). En la region infrarrojo (IR) se ha empleado CO. y Er:YAG,
mientras que en la region ultravioleta (UV) se ha empleado N2 (A=337 nm) y Nd:YAG, ya sea con
frecuencia triplicada (A = 355 nm) o cuadriplicada (A = 266 nm). Siendo este Gltimo, el mas
ampliamente utilizado en MALDI, con un foco laser de 10-300 um, angulo de incidencia de 30-
75° y usando un atenuador para ajustar la irradiancia del laser (Gross, 2017; Hillenkamp et al.,

1991; Zenobi & Knochenmuss, 1998).

3.3 lonizacion/Desorcion Laser Asistida por una Matriz

Como se menciond anteriormente, en espectrometria de masas, la etapa de ionizacion de
la muestra es crucial para el analisis, i.e., que la eleccion de la fuente de ionizacion se debe realizar
dependiendo de la naturaleza la muestra y la informacion que se desea obtener. Si el objetivo
principal es la supervivencia del ion molecular, la fuente de ionizacion debe ser suave y entre las
mas utilizadas estan Electrospray lonization (ESI) y Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDI). Esta ultima es una de las técnicas de ionizacion mas utilizadas en MS para el analisis
de biomoléculas con altos pesos moleculares no volatiles como péptidos, proteinas, pigmentos,
porfirinas, oligonucleodtidos, oligosacaridos, y polimeros sintéticos de alto peso molecular
(Giraldo-Davila et al., 2018; Wyatt et al., 2010; Zenobi & Knochenmuss, 1998). Como su nombre

lo indica, se necesita de una matriz que tiene un papel fundamental, debe absorber los fotones de
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energia provenientes de la fuente laser y a su vez debe actuar como un disolvente del analito target
de manera que reduzca las fuerzas intermoleculares entre las moléculas del analito. Para ello, la
matriz debe tener una fuerte absorcién de la radiacion a la longitud de emision del laser, y tener
una baja temperatura de sublimacién o alta presion de vapor (Gross, 2017; Gomez & Gonzalez,
2010).

MALDI se clasifica como una técnica de ionizacion suave donde el analito se co-cristaliza
junto con un compuesto organico denominado matriz, que se encuentra en proporcion mayor,
tipicamente, 1000:1, 10000:1, 100000:1 Matriz (M):Analito (A). La matriz MALDI absorbe la
energia proveniente del laser (106 Wem), se ioniza y permite la ionizacion del analito, ya sea por
formacion de aductos (CT), por transferencia protonica (PT) o electrénica (ET).

Se han propuesto varios mecanismos para la formacion de iones del analito target en
MALDI. Para la formacion de iones primarios se han propuesto: ionizacion multifotonica directa,
modelos multicéntricos y agrupacion de energia, transferencia de protones en estado excitado,
reacciones de desproporcion, desorcién de iones preformados, ionizacion térmica y pulsos de
presion, espalacion y choques (Zenobi & Knochenmuss, 1998). Por otro lado, para la formacion
de iones secundarios se han propuesto: transferencia protonica en fase gaseosa, cationizacién en

fase gaseosa, transferencia electrénica y compensacion de carga (Zenobi & Knochenmuss, 1998).

3.3.1 Formacion de iones primarios. lonizacion multifoténica directa (MPI)

El material organico absorbente, i.e., la matriz (M) recibe fotones directamente de la fuente
laser, se excita y permanece en dicho estado por un corto tiempo (nanosegundos). Entonces, M
absorbe “n” fotones adicionales hasta superar la energia de ionizacion, E;, con el fin de promover

un electrén y producir el cation radical de M (Zenobi & Knochenmuss, 1998).
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M HM* ‘Lh‘? M+ + e (Ecuacion 1)

3.3.2 Formacion de iones primarios. Modelos multicéntricos y agrupacion de energia

Dos 0 mas moléculas M ya excitadas agrupan su energia con el fin de producir el cation
radical de la matriz, en donde una molécula M cercana a la molécula M excitada (M”) se excita en
vez de que la molécula M” reciba un foton adicional. Asi pues, la energia total de las dos moléculas
M excitadas, se redistribuye de un estado deslocalizado a uno localizado para disminuir el
potencial de ionizacion de la matriz. De esta manera, los excitones mdviles se agrupan
dependiendo la densidad electronica y la temperatura, y permiten que la energia de maultiples
fotones provenientes de la fuente laser se transporte y se concentre para formar iones del
compuesto de interés bajo el modelo de Dinamica Fisica y Quimica Acoplada (CPCD, por sus

siglas en inglés) (Knochenmuss, 2016; Zenobi & Knochenmuss, 1998).
2hv .,
MM—-MM*>M+M"t +e” (Ecuacion 2)

Para ello, un fotén interacciona con un electron en el estado fundamental (So) de M y salta
al primer estado electronico excitado (S1), de igual manera un segundo foton interacciona con una
molécula M vecina repitiendo el proceso. Seguidamente una de las moléculas M excitadas
transfiere su energia a la otra permitiendo gue su electron excitado descienda al estado basal de la
molécula, lo anterior se realiza con el fin de que la molécula M excitada que recibe la energia
pueda llevar su electron ya excitado a un estado excitado superior (Sn). Finalmente, la molécula
estable recibe un foton adicional y repite el primer paso, de manera que interacciona una molécula

en un estado excitado superior con una molécula en el primer estado electrénico excitado para
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formar un ion (catién-radical) y una molécula en su estado basal (Knochenmuss, 2016), tal como

se observa en la figura 1.

So+hv—-3S; (Ecuacién 3)

$S1+81—>5+S, (Ecuacion 4)
S, +S1—>So+S™ (Ecuacién 5)

Ion Ion Ion Ion Ion .

S, S, S, v s, . Su

— — — —
s, s, 0TS, s, s,
s, @ @ S, s, S, Sy

355nm

® Matriz
@ Analito
Figura 1. Mecanismo de formacién de iones primarios bajo el modelo de Dinamica Fisica y

Quimica Acoplada (CPCD), en el marco de Modelos multicéntricos y agrupacion de energia.

3.3.3 Formacion de iones secundarios. Transferencia electronica (ET)
La transferencia electrénica en fase gaseosa se lleva a cabo si y solo si el analito tiene un

valor de energia de ionizacion menor que la matriz MALDI utilizada, i.e., la transferencia
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electronica sea termodindmicamente favorable (Einalit) < Ei(matriz)). En este caso los iones de la
matriz abstraen un electron del analito neutro -en modo de iones positivos- y no ocurre una
fotoionizacion directa del analito (Hoteling et al., 2006; McCarley et al., 1998; Zenobi &
Knochenmuss, 1998). De manera que, dicha transferencia ocurre para moléculas que carecen de
sitios protonables en su estructura, quienes en fase gaseosa reaccionan con un ion precursor de la

matriz (catién radical).

M*+A-M+ A" (Ecuacion 6)

3.3.4 Formacion de iones secundarios. Transferencia proténica (PT)
La transferencia protonica se lleva a cabo cuando cationes radicales de la matriz (formados
previamente) reaccionan con moléculas neutras de la misma que dependiendo su afinidad

protonica pueden formar una molécula de la matriz protonada (Zenobi & Knochenmuss, 1998).
M* +M - MH" + [M — H] (Ecuacion 7)

Seguidamente, la matriz protonada reacciona con el analito para transferirle un proton. En
donde dicha reaccion en fase gaseosa se ve favorecida termodinamicamente en su mayoria porque
AG <0, y esto a su vez se favorece si el analito contiene sitios basicos que permitan su afinidad

por el proton (Zenobi & Knochenmuss, 1998).
MHT*"+A - M+ AH™ (Ecuacion 8)

Vale la pena resaltar que este tipo de transferencia es posible si la afinidad proténica de la
matriz es menor que la afinidad protonica del analito (AP(matriz) < AP(nalito)). Ademas, la reaccion

es exotérmica y esto conlleva a que el analito se fragmente por la liberacion de dicha energia y en
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algunos casos, a que el analito se protone repetidamente (carga maltiple) (Zenobi & Knochenmuss,
1998). Por otro lado, dependiendo la energia requerida para deprotonar la matriz, el analito luego
de una reaccion de captura de electrones disociativos de la matriz, podria eventualmente protonarse

y permanecer como anion (Zenobi & Knochenmuss, 1998).

M+e - [M-—H|” +H (Ecuacion 9)
IM—H|] +A->M+[A—H]| (Ecuacion 10)

3.3.5 Formacion de iones secundarios. Transferencia cationica (CT)

La transferencia cationica en fase gaseosa se ve influenciada en la preparacion de la
muestra y se lleva a cabo si el analito tiene una afinidad cationica mayor que la matriz MALDI
utilizada (AC(matrizy < ACanalito)) Inicialmente, los cationes (m) libres afiadidos (provenientes de
sales catidnicas) se unen a los cationes radicales de la matriz (formados previamente) para formar

aductos de la misma (Zenobi & Knochenmuss, 1998).
MY 4+m - Mm?t (Ecuacion 11)

Seguidamente, los iones pseudo-moleculares son formados producto de reacciones matriz
cationizada-analito teniendo en cuenta las afinidades cationicas de las especies involucradas

(Zenobi & Knochenmuss, 1998).
Mm*+A-> M+ Am* (Ecuacion 12)
3.4 Matrices MALDI

Existen matrices liquidas, solidas y dos fases (liquida-sélida). La ventaja de usar las

primeras es que puede refrescar su superficie y con ello elimina el fendmeno de “puntos calientes”



28
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

presente en matrices solidas (Zenobi & Knochenmuss, 1998). Esto es, la formacion de cristales no
homogéneos en la matriz de manera que el analito presente se encuentra en pocas areas pequefias
de la misma (Fukuyama, 2015). Dependiendo el rango en el que la matriz absorba radiacion
electromagnética (que esta relacionado con las propiedades fisicoquimicas de la misma), las
matrices pueden ser de absorcion en la region ultravioleta (UV) o en la region del infrarrojo (IR).
Tanaka y sus colaboradores en 1988 emplearon particulas de cobalto muy finas, las mezclaron con
la matriz liquida de glicerol y con ello obtuvieron mejores resultados en la generacion de iones
moleculares de biomoléculas grandes que pudieron ser analizadas por MS (K. Tanaka et al., 1988),
a estos tipos de matrices se les denomina matrices de dos fases (Zenobi & Knochenmuss, 1998).
Para el caso de matrices UV-MALDI, las moléculas deben tener cromdéforos que permitan la
absorcion de la radiacion proveniente del laser en esa region del espectro electromagnético,
tipicamente estas matrices MALDI presentan estructuras con un nucleo aromatico. El acido
nicotinico (NA), acido picolinico, acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), é&cido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB), acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (SA), 2-[(2E)-3-(4-terc-
butilfenil)-2-metilprop-2-eniliden] malonitrilo (DCTB) y ditranol son algunos ejemplos de
matrices UV-MALDI (Figura 2) usados para analizar pigmentos, péptidos, proteinas,
triacilgliceroles y polimeros, entre otros. Por otro lado, las matrices IR-MALDI generalmente no
tienen nucleos aromaticos en su estructura con el fin de disminuir la energia de absorcién. En este
tipo de matrices, la energia del haz es suficiente para penetrar con mayor profundidad en la matriz,
y con ello, facilitar el proceso de ionizacion. El &cido maldnico, &cido succinico, acido malico,
urea y glicerol son algunos ejemplos de matrices IR-MALDI (Figura 2) para analizar proteinas y

biomoléculas (Gross, 2017; Kampmeier et al., 1997).
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No obstante, las matrices UV-MALDI anteriormente mencionadas a pesar de ser solubles
con el analito target, tener alta absortividad molar UV y alta presion de vapor, algunas de ellas
reaccionan con el analito y son inestables en el vacio. Razon por la cual, se hace necesaria la
busqueda de nuevas matrices MALDI que solucionen dichos aspectos y se obtengan mejores

rendimientos.

Matrices IR-MALDI

0 0 OH
0 0

OH OH
HO HO
HO OH
0]

0
Acido malénico A cido succinico Acido mailico

0
)_L H()/\‘/\OH
H,N NH, OH

Urea Glicerol

Matrices UV-MALDI

0 OH 0
X OH N OH X OH
A =N =N
N

Acido nicotinico Acido picolinico A cido 3-hidroxipicolinico

(NA) (HPA)
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Figura 2. Estructura quimica de matrices MALDI comerciales (UV e IR) comunmente usadas

para el andlisis de compuestos de alto y mediano peso molecular, labiles y termoinestables.

En matrices MALDI la alta absortividad en la region de emision del laser (355 nm para el
Nd:YAG) se puede traducir en una conjugacion extensiva en las moléculas. Los pigmentos
naturales en plantas pueden ser de tipo fotoprotectores, accesorios y fotosintéticos, y todos tienen
papeles importantes en la cascada de reacciones de fijacion de energia luminica como energia
quimica denominado fotosintesis. Los pigmentos fotoprotectores como los carotenoides y las
ficobiliproteinas funcionan absorbiendo fotones en la region UV-Vis, para luego transferirlos al
sistema fotosintético donde se encuentran las clorofilas. Asimismo, los pigmentos fotoprotectores
permiten disipar la energia en exceso en los fotosistemas.

Con base en lo anterior, en esta propuesta se investigd el desempefio de cis-bixina (un
carotenoide) como matriz MALDI, para el andlisis de pigmentos tipo clorofila y carotenoide,

presentes en extractos de microalgas y lipidos en aceites de sacha inchi, girasol y oliva.

3.5 Bixa orellana L.

La planta Bixa orellana (Figura 3) es un arbusto tropical nativo de Centroamérica y
América del Sur. Es una especie ancestral de la familia Bixaceae perteneciente al género Bixa
(Giridhar, 2014) cuya especie Bixa urucurana Willd es considerada como su ancestro (L6pez et
al., 2018). Se trata de una especie botanica con la siguiente identificacién taxonémica (ITIS -

Report: Bixa Orellana, 2021):
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REINO PLANTAE
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embryophyta

Division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Malvales

Familia Bixaceae

Género Bixa

Especie Bixa orellana L

Es un arbusto perenne, lefioso y de polinizacion cruzada (Romero-Lopez et al., 2019) con
copa redondeada y ramificacion dicotdmica (Flores et al., 1988) cuyo nombre cientifico se debe a
su descubridor Francisco de Orellana (Raddatz-Mota et al., 2017). Tiene una altura de 2-10 m y se
compone de un tallo liso y poco fisurado (Flores et al., 1988). Sus hojas son alternas, simples,
cordadas, puntiagudas y pecioladas. Sus flores son bisexuales, regulares e hipoginosas con un tipo
de inflorescencia cerrada o monotélica, son de tonalidad rosada, morada o blanca, se agrupan en
panojas terminales y son pentdmeras (corola y caliz integrado por 5 pétalos y 5 sépalos,
respectivamente) (Flores et al., 1988; Lopez et al., 2018). Posee frutos (denominados cachopas
(Dias et al., 2011)) en forma de capsula dehiscente ovalada, cdnica o hemisférica. Se agrupan en
racimos y su parte mas externa se compone de apéndices espinosos, simples y flexibles, largos o
cortos (LOpez et al., 2018). En el interior se encuentran semillas ricas con el pigmento de interés -

bixina-, son poliédricas de color rojo y cubiertas por arilos pulposos (L6pez et al., 2018).
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Bixa orellana L.
Variedad ovada (A) A Variedad hemisférica (C)

Variedad cénica (B)

Figura 3. Variedades de la planta Bixa orellana L. Tomado y modificado de (Dressler & Schmidt,

2014).

Existen tres variedades fructiferas de B. orellana cuya clasificacion se hace con relacion a
la forma del fruto; a saber, variedad ovada (A), conica (B) y hemisférica (C). Se diferencian entre
si por la coloracién de las flores, las hojas y el fruto, el nimero de frutos por racimo, su tamafio y
la cantidad de semillas contenidas en ellos (ver figura 3). La variedad A consta de flores rosadas,
hojas verde claro con venacion roja, frutos con el pericarpio y las cerdas de tonalidad roja, un
namero de frutos medio y mayor contenido de semillas en ellos, por consiguiente, mayor contenido

de bixina. Por su parte, la variedad B consta de flores violetas, hojas verde claro, frutos de
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tonalidad variada (rojo, verde, amarillo, marrén) y un namero de frutos mayor pero un contenido
medio de semillas en ellos. Finalmente, la variedad C consta de flores blancas, hojas verde oscuro,
frutos con el pericarpio y las cerdas de tonalidad verde, un nimero de frutos menor y bajo
contenido de semillas en ellos, hecho que indica la poca cantidad de bixina presente (Akshatha et
al., 2011).

Cabe resaltar que el pigmento bixina, por sus diversas aplicaciones como colorante en la
industria de alimentos, belleza y textil, y sus propiedades biodegradables y no toxicas, incluyendo
su actividad antioxidante y antimicrobiana, ha despertado el interés de diversos paises a nivel
mundial (Stringheta et al., 2018). Por tal razdn, en los ultimos afios se ha venido incrementando la
produccidn de las semillas de B. orellana, alcanzando valores de 14500 toneladas de semilla por
afio (Lépez et al., 2018), siendo América Latina (principalmente Perd, Brasil y México) el mayor

productor (60%), seguido por Africa (27%) y Asia (12%) (Raddatz-Mota et al., 2017).

3.6 Pigmento natural: bixina

La bixina es un pigmento no toxico, de olor agradable (dulce) y sabor salino amargo, que
presenta isomeria geométrica (Scotter, 2009), y se observa en dos coloraciones; a saber, naranja y
roja (Giridhar, 2014) para los isémeros cis- y trans- respectivamente. Como se indicd
anteriormente, se encuentra en las semillas del arbusto B. orellana L., las cuales se componen
principalmente de 1.0-6.3% de bixina, 12.1-17.0% de humedad, 5.4-6.9% de cenizas, 2.0-4.8% de
lipidos, 12.1-17.0% de proteinas y 70.0% de carbohidratos (Albuquerque & Meireles, 2012) (ver
Figura 4).

La bixina, es un apocarotenoide -mas especificamente diapocarotenoide- de éster

monometilico dicarboxilico presente en la capa superficial de las semillas de las plantas Crocus
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sativus (azafran), Vitis vinifera (uva) y Bixa orellana (achiote), siendo esta ultima su principal

fuente de obtencion (Guaratini et al., 2004; Siva et al., 2010).

Fruto maduro

cis-Bixina 80,0%

Fruto / 3 trans-Bixina  20,0%

Bixina 1,0-6,3%
Norbixina 2,0%
Humedad 9,6-13,3%
Ceniza 5,4-6,9%
Lipidos 2,0-4,8%
Bixa orelna L. Proteina 12,1-17%
Variedad ovada Carbohidratos 70% Semillas

Figura 4. Planta Bixa orellana con especificaciéon de la composicion de las semillas. Tomado y

modificado de Akula & Rao Pamidighantam, 2003 y Vilar et al., 2014.

Heiduschka y Panzer en 1917 elucidaron la estructura molecular del apocarotenoide bixina,
el cual, en su forma trans- tiene 9 dobles enlaces conjugados lineales (Rodriguez-Amaya, 2015)
(Figura 5), esta estructura actia como un cromoforo con una longitud maxima de absorcién en la
region UV-vis del espectro electromagnético. Ademas, la trans-bixina presenta una coloracion roja
intensa, puede sufrir cambios estructurales debido a la oxidacion y es susceptible a isomerizacién
(Barnicoat, 1937; FAO & Additives, 2006; Scotter, 2009). La bixina esta clasificada en la categoria

de “cromoéforos con sistemas conjugados” (Wong, 1989), donde la conjugacion le aporta un efecto
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fotoprotector (Mathews-Roth et al., 1974), i.e., la deslocalizacion de los electrones en el esqueleto
poliénico le confiere propiedades fotofisicas y fotoguimicas, incluida la fotoisomerizacion
(Scotter, 2009).

La extraccion de la bixina puede llevarse a cabo en aceite vegetal, con solventes organicos,
en solucidn alcalina o con fluido supercritico, dependiendo el interés del analisis. En el caso de
extraccion con aceites vegetales y fluido supercritico, se obtiene un extracto enriquecido con el
isdbmero trans-, mientras que utilizando solventes organicos se obtiene el isbmero cis-. Asimismo,
mediante la hidrdlisis alcalina es posible la transformacion de bixina en la sal norbixina (ver

Figura 5) (Giridhar, 2014; Rodrigues et al., 2014; Taham et al., 2015).

A.

Figura 5. Estructura quimica de los isdmeros trans- (A) y cis- (C) bixina (CzsH3004) € isbmeros
trans- (B) y cis- (D) norbixina (C24H2504).
Ahora bien, cabe resaltar que cis-bixina o (hidrégeno-(9°Z)-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato

de metilo) representa el 80% de los carotenoides presentes en la semilla, (Figura 5) mientras que
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el 20% restante, corresponde a compuestos fenolicos y carotenoides como caroteno, criptoxantina,
luteina, zeaxantina, licopenoato, trans-bixina y metil bixina (Chisté et al., 2011; Giridhar, 2014;
Scotter, 2009). EIl isébmero cis-bixina es soluble en solventes organicos e insoluble en aceite
vegetal, una vez aislado, podria eventualmente convertirse con radiacion UV en el isomero trans-
debido a su estabilidad (por impedimento estérico) (Giridhar, 2014). Por su parte, el compuesto
trans-bixina es soluble en aceite vegetal y proporciona la coloracion roja caracteristica, esta
presente en concentraciones traza o puede formarse en el proceso de extraccion y aislamiento
(Giridhar, 2014).

Las semillas de B. Orellana se componen de una seccidn interna rica en acidos grasos,
ceras 'y cenizas minerales, una cascara formada por celulosa, taninos y flavonoides, y una envoltura
externa rica en sustancias cerosas y pigmentos, donde el componente principal es cis-bixina (Ver
figura 6) (Balogun & Fetuga, 1988; Biosci et al., 2020; Biswas et al., 2018; de Oliveira Junior et
al., 2019; Giorgi et al., 2013; Giridhar, 2014; Ribeiro et al., 2005; Shahid-ul-Islam et al., 2016;

Silvaetal., 2008; D. D. A. Vilar et al., 2014).
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Figura 6. Compuestos presentes en las semillas de B. orellana.

Camara y colaboradores en el afio 2003 elucidaron por primera vez la ruta biosintética de

la bixina (Siva et al., 2010). Los autores reportaron que el licopeno es el carotenoide del cual

38
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proviene el pigmento, razon por la cual, la bixina es considerada como un apocarotenoide. Es decir,
un compuesto que se forma por escision oxidativa (mediada por enzimas) de la cadena principal
del carotenoide. Lo anterior indica que, la bixina puede considerarse como carotenoide para fines
practicos. Por consiguiente, se hace importante el conocimiento de los pasos implicados en la
formacion de carotenoides, los cuales pertenecen a la familia de los terpenos y su biosintesis es
via isoprenoide (Raddatz-Mota et al., 2017).

Los terpenos son compuestos formados por unidades de isopreno (CsHsg) (Figura 7) y se
clasifican de acuerdo con el nimero de unidades que tenga en su estructura. Asi, los terpenos Ci1o
(compuestos por 2 unidades de isopreno) se denominan monoterpenos, los terpenos Cis
(compuestos por 3 unidades de isopreno) se denominan sesquiterpenos, los terpenos Cozo
(compuestos por 4 unidades de isopreno) se denominan diterpenos, los terpenos Czo (compuestos
por 6 unidades de isopreno) se denominan triterpenos, los terpenos Cao (compuestos por 8 unidades
de isopreno) se denominan tetraterpenos y para aquellos con mas de 8 unidades de isopreno se

denominan politerpenos (Pérez-Urria Carril & Avalos Garcia, 2009).

~

Figura 7. Estructura quimica del isopreno, CsHs

Su biosintesis puede llevarse a cabo mediante dos rutas metabdlicas, a saber, ruta del acido
mevalonico ocurrida en el citosol y ruta del fosfato de metileritrilo (MEP) ocurrida en el
cloroplasto (Ver Figura 8). Para el primer caso, tres moléculas de acetil-coenzima A se unen para

formar el &cido mevaldnico, el cual se fosforila en la posicion del alcohol primario, se descarboxila
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y deshidrata para formar el respectivo difosfato de isopentilo (IPP) que eventualmente se isomeriza
en difosfato de dimetilalilo (DMAPP) y se establece un equilibrio entre si. Para el segundo caso,
el gliceraldehido-3-fosfato y acido pirtvico se unen para formar el fosfato de metileritrilo, el cual
se fosforila y deshidrata para formar el respectivo DMAPP. Ahora bien, IPP (“cabeza”) y DMAPP
(“cola”), considerados como los precursores de todos los terpenos, se unen para formar geranil
difosfato (GPP), precursor de todos los monoterpenos. Este Gltimo puede unirse nuevamente a una
molécula de IPP para formar difosfato de farnesilo (FPP), precursor de casi todos los
sesquiterpenos, quien puede incorporar otra molécula IPP para formar el geranilgeranil difosfato
(GGPP), precursor de los diterpenos. Asimismo, la adicién de dos moléculas de FPP y GGPP
forman triterpenos y tetraterpenos, respectivamente (Taiz & Zeiger, 2002).

De esta manera, la union de dos moléculas GGPP mediante fitoeno sintasa (PSY) permite
la formacion del intermediario pirofosfato de prefitoeno y luego cis-fitoeno (Cao), quien
posteriormente sufre cuatro reacciones de desaturacion (deshidrogenacion gradual y simétrica)
para la formacion de fitoflueno, &-caroteno, neurosporeno y finalmente licopeno (carotenoide méas
simple) mediante fitoeno desaturasa (PDS) y &-caroteno desaturasa (ZDS) (Raddatz-Mota et al.,
2017; Siva et al., 2010; Srivastava & Srivastava, 2015) (Ver Figura 8). Cabe resaltar que las
isomerizaciones cis-trans se llevan a cabo in vivo porgue el fitoeno se sintetiza en configuracion
15-cis pero se isomeriza para mayor estabilidad (Siva et al., 2010).

Una vez formado el licopeno, ocurre la escision de los enlaces 5-6 y 5°-6” e incorporacion
del grupo aldehido mediante la enzima dioxigenasa (LCD) para la formacion de bixin aldehido.
Seguidamente el compuesto se carboxila mediante bixina aldehido deshidrogenasa (ADH) para la

formacion de norbixina y finalmente se sintetiza el apocarotenoide mediante carboxil metil
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transferasa (CMT) para la formacion de bixina (Raddatz-Mota et al., 2017; Siva et al., 2010) (Ver
Figura 8).

Ruta del acido mevalonico Ruta del fosfato de metileritrilo
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Figura 8. Pasos involucrados en la biosintesis de bixina, C2sH300s4.
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3.7 Triacilglicéridos, clorofilas y carotenoides

Los triacilglicéridos (TAG) son una clase de lipidos vegetales que incluyen derivados de
acidos grasos. Estan compuestos de una molécula de glicerol al que estan unidos tres moléculas
de acidos grasos mediante enlace éster (Tao, 2007). Sus propiedades fisicoquimicas (térmicas y
cristalogréficas, reactividad quimicay actividad superficial) dependen de la composicién de dichos
acidos grasos, su posicion en la molécula de glicerol, grado de insaturacion, longitud y
estereoquimica (configuracion geomeétrica y distribucion espacial) (Tao, 2007). No obstante,
dichas propiedades se ven afectadas por la rotacion libre entre los carbonos del glicerol y &cidos
grasos, de manera que existe gran variedad de conformaciones y por tanto, patrones
cristalogréaficos (polimorfismo) (Tao, 2007). Son biosintetizados en forma cis- pero se isomerizan
a la forma trans- con el aumento de temperatura. Son numerosos y hoy dia han sido aplicados a
nivel industrial y bioldgico (Tao, 2007).

Los TAG’s tienen diversas funciones a nivel celular, entre ellas, sirven como precursores
en la sintesis de azucares, su degradacion seguida de la B-oxidacion produce ATP e incorporan
acidos grasos libres presentes en el medio (Yang & Benning, 2018). Asimismo, son considerados
fuente eficiente de carbono y energia, por ello se encuentran normalmente en semillas, pericarpios
y polen. Ademas, recientemente se ha reportado su presencia en hojas (Lin & Oliver, 2008).

Los acidos grasos pueden ser saturados e insaturados, y difieren en la longitud de la cadena
hidrocarbonada (C1o a Cz4), siendo Cis y Cig los predominantes en la mayoria de plantas (Tao,
2007). En la figura 9 se muestra la estructura general del glicerol y los principales &cidos grasos
presentes en aceites naturales de oliva, girasol y sacha inchi (Calvano et al., 2007; Fanali et al.,
2011; Jergovi¢ et al., 2017; Ollivier et al., 2003; Stolyhwo et al., 1985), cuyos TAG’s fueron

identificados en este proyecto de investigacion.
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Figura 9. Estructura quimica del glicerol y &cidos grasos presentes en aceite de oliva, girasol y

sacha inchi.

Las clorofilas son pigmentos naturales presentes en todas las plantas, se encuentran
localizados en organelos internos denominados cloroplastos, ahi, las clorofilas se encuentran
asociadas con carotenoides, lipidos y lipoproteinas (Yilmaz & Gokmen, 2015). Las clorofilas
tienen como funcidn principal colectar energia solar y servir como transporte de electrones dentro
de los centros de reaccion, fundamentales en el proceso de la fotosintesis. El transporte electronico
a cargo de este tipo de moléculas es posible debido a la presencia de dobles enlaces conjugados en
sus estructuras (Figura 10) (A. Tanaka & Tanaka, 2006)

La estructura quimica basica de las clorofilas es un tetrapirrol ciclico (cuatro anillos de
pirrol, A, B, C, D, enlazados con puentes de metino) con un quinto anillo isociclico adicional (E),

un ion metalico (Mg?*) coordinando con cuatro atomos de nitrégeno y un alcohol isoprenoide
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monoinsaturado (fitol) esterificado a &cido propidnico unido al C-17 (Yilmaz & Goékmen, 2015).
Existen 5 tipos de clorofilas (a, b, ¢, d y e) que difieren entre si por la presencia de distintos
sustituyentes en C-3, C-7 y C-17 y por las diferentes longitudes de onda méaxima a las que
absorben, de las cuales las mas abundantes son clorofilaay b en las plantas vasculares (Yilmaz &
Gokmen, 2015).

La estabilidad de las clorofilas depende del pH, la temperatura, el oxigeno, los metales y
las enzimas presentes en el medio. Estos pigmentos se degradan facilmente bajo condiciones
acidas; donde, para el caso de clorofila a, se forma feofitina a i.e., ocurre la pérdida del &tomo
central de Mg?*. Por su parte, los tratamientos térmicos suaves conllevan a la formacion de
isomeros de clorofila (a’ y b’) y en algunos casos, a la formacion de feofitina, pirofeofitina y
pirofeoforbida. Lo anterior, mediado por enzimas como clorofilasa, lisil oxidasa (LOX),
peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PPO) que se activan bajo estas condiciones. Asimismo, el
ion Mg?* de la clorofila puede ser intercambiado con iones como Zn%* y Cu?* para formar
complejos mas estables y el pigmento puede sufrir oxidacion fotosensibilizada (Yilmaz &

Gokmen, 2015).

Clorofila a
CssH7,0sNsMg
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Clorofila b
CssH79OsN4sMg
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Figura 10. Estructura quimica de clorofilas y xantofilas representativas.

Por otro lado, los carotenoides son tetraterpenos derivados del fitoeno, compuestos de 40

atomos de carbono o un poco menos (norcarotenoide y apocarotenoide). Los carotenoides pueden
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ser compuestos hidrocarbonados (carotenos) o derivados oxigenados de carotenos (xantofilas). Su
estructura basica es lineal (e.g., licopeno) y esta puede ser ciclada en uno o ambos extremos de la
molécula (e.g., p-caroteno) (Sanchez et al., 1999). Los carotenoides, desempefian la funcion de
antioxidantes en organismos fotosintéticos y la cadena poliénica presente en sus estructuras es mas
estable en una conformacion trans- debido a que los enlaces son coplanares y el impedimento
estérico es minimo. Los carotenoides son moléculas lipofilicas y tienen la capacidad de absorber
luz en la regidn visible por la presencia de dicha cadena poliénica. Sin embargo, la presencia de la
cadena poliénica los hace sensibles a la degradacion oxidativa y a la fotoisomerizacion, que pueden
ocurrir a temperaturas altas y/o a pH bajo (Sanchez et al., 1999).

Como se menciond anteriormente, las xantofilas son carotenoides oxigenados que tienen
en su estructura grupos hidroxilo o epdxidos (Vats, 2017). Son pigmentos amarillos-naranjados-
rojos cuya funcion es modular la energia absorbida por las hojas de la planta, de manera que se
involucran en el proceso de fotosintesis. Por ello, se encuentran unidos a moléculas de clorofila 'y
proteinas presentes en las membranas integrales de células vegetales (Vats, 2017).

Las xantofilas mas comunes son luteina, zeaxantina y -criptoxantina cuyas estructuras se
observan en la figura 10. Estos compuestos y sus derivados son fitoquimicos que ayudan a
proteger las plantas contra amenazas externas como la radiacion UV, patdgenos o pequefios

insectos.

3.8 Antecedentes
Con el fin de determinar el nimero de articulos cientificos que han sido publicados desde
el aflo 1995 hasta 2022, relacionados con el empleo del compuesto bixina como matriz MALDI

en la espectrometria de masas, se uso la base de datos Scopus (Elsevier) (Figura 11). La busqueda
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se realizo el 24 de febrero de 2022, usando la ecuacion de basqueda TITLE-ABS-KEY (“bixin

AND Mass Spectrometry”).

5 | ‘ |

1995-1998 1999-2002 2003-2006 2007-2010 2011-2014 2015-2018 2019-2022
Afio de publicaciones

Numero de publucaciones
w AN

N

[N

Figura 11. Publicaciones cientificas de bixina en espectrometria de masas.

En la Figura 11, se puede observar una representacion de la relacion entre el nimero de
publicaciones y el periodo de tiempo comprendido desde 1995 hasta 2022. La busqueda, utilizando
la ecuacion de basqueda descrita anteriormente arrojo un total de 26 publicaciones. Aun asi, en
ninguno de estos reportes se utilizé el pigmento bixina como matriz MALDI, ni se estudiaron sus
propiedades en fase gaseosa. Los estudios reportados tienen como objetivo central la extraccion,
identificacion y/o caracterizacion de la bixina por medio de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, asi como sus aplicaciones. En la busqueda realizada también se pudo
observar que el pais que mas ha contribuido al estudio de la bixina ha sido Brasil, con un mayor

numero de publicaciones (7), seguido por Reino Unido (5), Bélgica (4) y Estados Unidos (3).
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De las 26 publicaciones, se destacan los trabajos realizados por Faria, D.V. y colaboradores
(Faria et al., 2019), en el que observaron la influencia de la luz sobre los cultivos de plantas B.
orellana (‘Piave Vermelha’ y ‘UESB74”) y con ello, la manera como se ve afectada la biosintesis
del apocarotenoide bixina. Estos autores notaron que la ‘Piave Vermelha’ prefiere luz LED
azul/roja para biosintetizar satisfactoriamente y en mayor proporcién la bixina, mientras que el
genotipo ‘UESB74’ prefiere luz fluorescente con irradiancias de 50 pmol m~2s~1. Por otro lado,
Rao y colaboradores (Prabhakara Rao et al., 2015) analizaron los lipidos presentes en las semillas
de B. orellana mediante GC-MS y los compararon sus resultados con los lipidos presentes en las
semillas de Trachyspermum copticum. Los autores, reportan que existe una alta presencia de
lipidos neutros en ambas fuentes (mas del 95%), siendo la semilla de B. orellana la que tiene mayor
cantidad (98.1%). De igual manera, los autores investigaron la composicién de acidos grasos de
dichos lipidos y encontraron acido palmitico y linoleico en mayor abundancia en las semillas de
B. orellana y acido petroselinico y linoleico en las otras semillas de estudio. Asimismo, Chisté,
R.C., Yamashita, F. y colaboradores (Chisté et al., 2011) extrajeron carotenoides y compuestos
fenolicos presentes en las semillas de achiote, usando una mezcla de acetona:metanol:agua
(50:40:10, v/viv), para luego cuantificarlos usando HPLC-DAD-MS/MS. Como era de esperarse,
de acuerdo con estudios previos (Giridhar, 2014), la bixina es el principal carotenoide presente.
Por su parte, Rehbein, J. y colaboradores (Rehbein et al., 2007) trabajaron especificamente con el
apocarotenoide bixina, utilizaron dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) como método de
extraccion de la bixina, para luego purificarla e identificarla por LC-MS. Erdawati E. y
colaboradores (Erdawati et al., 2021) llevaron a cabo un proceso similar pero su extraccién se hizo
con solvente asistida por ultrasonido. Los autores notaron que la condicion éptima para la

extraccion del pigmento es agua destilada: acetato de etilo (1.7 v/v) como solvente y un tiempo de
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extraccion de 15 min con baja potencia de radiacion. Los compuestos aislados se identificaron por
espectroscopia IR y LC-MS.

Curiosamente, Siva, R. y colaboradores (Siva et al., 2010) encontraron que los genes
codificantes en la ruta biosintética para la formacion de bixina (que codifican la dioxigenasa de
escision del licopeno -precursor-, la bixina aldehido deshidrogenasa y la norbixina carboxil
metiltransferasa), no sélo estan presentes en la B. orellana, sino que también en Crocus sativus
(azafran) y Vitis vinifera (uva). Asi que se encontrd la presencia de este apocarotenoide en otras
dos fuentes naturales haciendo uso de GC-MS.

Otros investigadores, como Bittencourt, C y colaboradores (Bittencourt et al., 2005) se
interesaron por estudiar la termoestabilidad de la bixina mediante espectrometria de masas de iones
secundarios con analizador de tiempo de vuelo (TOF-SIMS). Los autores, notaron que la sefial
correspondiente al apocarotenoide desaparece a 150 °C y a temperaturas ligeramente menores se
observa la formacion de dimeros. Por otro lado, Scotter (Scotter, 2009) hizo un analisis riguroso
en el que aislé los isomeros cis-, di-cis- y trans- de bixina y norbixina presentes en el extracto de
achiote por medio de HPLC y determind sus diferencias usando detectores de MS. Not6 que la
separacion en la columna fue posible usando acetonitrilo como fase movil en una elucién isocréatica
de acido acético al 0,4% a 35 °C en una columna HRPB Cg/Cis.

El estudio mas reciente ha sido realizado por Oliveira y colaboradores (Oliveira et al.,
2022). Los autores reportan una técnica ambiental suave y novedosa para la cuantificacion del
pigmento. Los autores emplean LC-MS con Venturi easy ambient sonic spray ionization (V-EASI)
como interfaz. Con ello, resaltan el uso de una fuente de ionizacion suave para analizar muestras

en solucion y cuantificar el pigmento de interés.
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De esta manera, se observa que la bixina ha sido estudiada para fines de su identificacion
en extractos de achiote, pero ain no se han explorado sus propiedades fisicoquimicas para ser
evaluada como matriz MALDI. Asimismo, otros pigmentos aislados de fuentes naturales e.g., la
1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona o curcumina (Ver figura 12) aislado
de la planta herbacea curcuma (Curcuma longa L.) (S Francese et al., 2013) ha sido utilizada en
diferentes aplicaciones; a saber, dar coloracidn y conservacion de alimentos, como tinte de telas,
para tratar enfermedades cardiovasculares, en otras aplicaciones (S Francese et al., 2013).
Curcumina, es un pigmento natural de color amarillo-naranja presente en los rizomas de la planta
en forma tautomeérica, esto es, forma ceto (si es disuelta en solventes polares) y forma endlica (si
es disuelta en solventes apolares).

Asimismo, en el afio 2011 se descubrid que la curcumina puede ser usada para desempolvar
las huellas de dedos latentes en diversas superficies. Lo anterior, debido a la formacion de puentes
de hidrégeno entre los acidos grasos del sebo contenidos en la huella y los grupos carbonilo e
hidroxilo presentes en el pigmento (S Francese et al., 2013).

Por lo anterior, Francese S. y colaboradores analizaron las propiedades fisicoquimicas del
colorante y su aplicacion en ciencia forense. Los autores reportaron el uso de la curcumina como
matriz MALDI para el analisis de compuestos termolabiles como medicamentos, lipidos, péptidos
y proteinas, y sus aplicaciones para la obtencidn de imagenes quimicas de muestras bioldgicas de
huellas dactilares (S Francese et al., 2013) asi como de tejidos pulmonares y piel de rata (Baker et
al., 2017; S Francese et al., 2013).

Afos mas tarde, Francesa S. (Simona Francese, 2015) describié un protocolo para la
creacion de perfiles (MSP) y la formacion de imagenes por MALDI MS (MSI) para analizar

satisfactoriamente huellas dactilares en superficies de vidrio, diferentes tipos de metal, madera,
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plastico, cuero, carton y ceramica. La autora reporta que la curcumina presenta ventajas sobre el
CHCA por su fluorescencia, hecho que facilita la visualizacion de la huella. Ademas, se requiere
de muy poca cantidad porque se adhiere fuertemente a las superficies. Sin embargo, si la marca es
antigua, la adherencia es poca porque el contenido de lipidos es minimo. Los autores, describen la
deteccidén y mapeo de péptidos y proteinas, reportan el analisis del método de deposicion de la
matriz: Spray-Coating o método Dry-Wet e inclusive, describe el protocolo MALDI MSI de

huellas dactilares en preservativos.

Figura 12. Estructura quimica de la curcumina, C21H2006

Para el afio 2017, Francese S. y colaboradores (S Francese et al., 2017) reportaron el uso
de la curcumina bajo el método Dry-Wet y encontraron su utilidad en ensayos de laboratorio. Sin
embargo, descubrieron que la fuerte adherencia del pigmento a las huellas dactilares hace casi
imposible su limpieza, de manera que fue impedido su uso en escenas de crimen. Por otro lado,
los autores reportaron que las técnicas MALDI MSP y MALDI MSI son tiles en ciencia forense,
ya que permiten detectar sustancias endogenas (e.qg., lipidos y péptidos), sustancias exdgenas (e.g.,
deteccidén y mapeo de drogas de abuso), sustancias semiexdgenas y sustancias de contacto con el
fin de construir el perfil del infractor.

Posteriormente, Macedo y colaboradores (de Macedo et al., 2017) reportaron el uso de la

curcumina como matriz MALDI para obtener imagenes quimicas de la piel. Los autores se
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interesaron por analizar la distribucion espacial de analitos como proteinas, péptidos, lipidos y
metabolitos, asi como la absorcidn de farmacos en la piel y la preparacion de muestras (recoleccion
y conservacion de muestras, inclusion de tejidos, crioseccion, lavado y aplicacion de matriz) para
su respectivo analisis. Notaron que la preparacion de muestras es un paso crucial para un analisis
satisfactorio, de manera que detallaron las consideraciones para tener en cuenta en cada paso
analitico, y a su vez, determinaron que se obtienen mejores resultados empleando el pigmento
como matriz. Los estudios se compararon con la matriz CHCA (cominmente usada por su
eficiencia y versatilidad) y se observd que usando curcumina pueden localizarse el farmaco
acitretina en la epidermis y los lipidos de la piel con mayor intensidad en las imagenes obtenidas.

Partiendo de la informacion anterior, pigmentos obtenidos de fuentes naturales pueden ser
utilizados como matrices MALDI para el analisis de compuestos como lipidos, péptidos y
proteinas. La bixina, un apocarotenoide obtenido de B. orellana L. por sus propiedades
fisicoguimicas como la absorcién de radiacion en el UV vy estabilidad por deslocalizacion de
electrones al igual que la curcumina despierta interés para su evaluacion como matriz MALDI en

el analisis de triacilglicéridos y pigmentos de tipo clorofila y carotenoide.
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4. Metodologia

Este trabajo de investigacion se llevd a cabo con el propdsito de aislar el apocarotenoide
principal de las semillas de B. Orellana, medir ciertas propiedades fisicoquimicas del compuesto
aislado y emplearlo para promover reacciones en fase gaseosa como matriz MALDI. En la primera
etapa, la cis-bixina se aislo y purificd mediante extraccion con fluido supercritico, extraccion con
solvente asistida por ultrasonido y extraccion en fase sélida. Seguidamente, el compuesto aislado
se caracterizd por espectroscopia ultravioleta visible, espectroscopia de reflectancia difusa,
espectroscopia infrarroja y espectrometria de masas LDI. Asimismo, se calculo el coeficiente de
absortividad molar y se determind el rendimiento cuantico de fluorescencia. En la segunda etapa
del proyecto de investigacion, se establecié el comportamiento de cis-bixina en fase gaseosa bajo
condiciones MALDI, se determind su mecanismo de transferencia de carga y se empled como
matriz MALDI. Los resultados obtenidos utilizando cis-bixina como matriz MALDI, fueron
comparados con la matriz comercial DHB, la cual funciona como matriz de transferencia protonica

y cationica.

4.1 Aislamiento y caracterizacion de cis-bixina presente en las semillas de Bixa orellana
4.1.1 Extraccion de cis-bixina a partir de las semillas de la planta B. orellana

Las semillas de Bixa orellana (variedad ovada) se adquirieron de manera comercial (plaza
local), y el apocarotenoide principal -cis-bixina- se extrajo mediante tres técnicas de extraccion
siguiendo un orden légico, a saber; extraccion con fluido supercritico (SFE), extraccion con

solvente asistida por ultrasonido (UAE) y extraccién en fase sélida (SPE).
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4.1.1.1 Extraccion con fluido supercritico (SFE). La primera etapa consistio en tratar las
semillas de achiote haciendo uso de SFE con un equipo Apeks Supercritical 1500-1L, equipado
con un cilindro de 0,7 L de capacidad para la extraccion y un sistema de bombeo de CO2 (4500
psi). Para ello, 100 g de semillas de B. orellana se llevaron al equipo SFE por 5 horas a 38,3 °C
(311,45 K) y 1350 psi (91,86 atm), condiciones maximas alcanzadas por el equipo que se acercan
a las condiciones reportadas por Albuquerque y Meireles (Albuquerque & Meireles, 2012). Pasado
el tiempo de extraccion, se colectaron las semillas desengrasadas junto con una fraccién rica en

compuestos lipidicos.

4.1.1.2 Extraccion con solvente asistida por ultrasonido (UAE). En la segunda etapa se
utilizaron las semillas desgrasadas por SFE del paso anterior. Se emple6 un sonicador Bransonic
CPX3800 equipado con un deposito de acero inoxidable de 4 L de capacidad y con una frecuencia
de trabajo igual a 40 kHz. Para ello, 1 g de semillas se trataron con 10 mL de acetato de etilo y se
llevaron a ultrasonido por 15 min a temperatura ambiente (Cardarelli et al., 2008). El proceso se

hizo por triplicado, con 10 ciclos de extraccion para cada uno hasta decoloracion de la semilla.

4.1.1.3 Extraccion en fase solida (SPE). La tercera y Ultima etapa consistio en la
purificacion de la muestra. Se usaron cartuchos Biotage ISOLUTE-XL SAX que constan de 500
mg de una resina de intercambio aniénico como sorbente (amina cuaternaria con ion cloruro como
anion). Para ello, el extracto obtenido por UAE se secO bajo corriente de argon y 0,1 g se
disolvieron en 8 mL de metanol. Seguidamente, se llevé a pH 7,3 con una solucién de NaOH 0,01
M vy se adicionaron 2 mL de buffer KoHPO4/KH2POs al mismo pH. Los cartuchos se

acondicionaron con 5 mL de metanol (solvente afin a cis-bixina) y 5 mL del buffer previamente
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preparado, para luego eluir la muestra. Una vez depositada esta, se eliminaron interferencias con
5 mL de hexano y 5 mL de una solucion metanol:agua (30:70 v/v). A continuacion, se dejé pasar
una solucion de 2 mL de buffer Hs3PO4/KH2PO4 a pH 2,7 y la cis-bixina pura se eluyo con
soluciones de 1 mL de acetato de etilo acidificado al 10% con acido férmico (Biotage, 2015).
Con el fin de confirmar el proceso de purificacion, el extracto se dejé secar y ca., 1 mg se
disolvié en 2 mL de metanol (MeOH), la solucion se filtr6 con un filtro de membrana
politetrafuoroetileno (PTFE) con un diametro del poro igual a 0,45 um y se depositd en un vial
HPLC para su respectivo analisis. Se establecio un tiempo de corrida igual a 10 min y se usé una
columna en fase reversa, Cig (4.6 x 250 mm, 5 um), en condiciones isocraticas con ACN como
fase movil y detector UV a una A = 457 nm, establecida previamente como la longitud de méxima

absorcion de la cis-bixina en el andlisis UV-Vis.

4.1.2 Caracterizacion del pigmento bixina

4.1.2.1 Espectroscopia UV-Vis. La medicion UV-Vis se realiz6 en un espectrofotémetro
Thermo Scientific GENESYS 10S UV-VIS bajo un rango de trabajo de 300 a 600 nm en el que se
uso una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y cloroformo (CHCI3) como blanco en la celda de
referencia. Asimismo, se determind el coeficiente de absortividad molar a partir de la pendiente
de la curva de absorbancia vs concentracion, utilizando la ecuacion de Lambert-Beer para
soluciones diluidas (ver ecuacion 13). Donde; A, corresponde a la absorbancia medida de la
solucion; b, el camino dptico de la celda utilizada; C, la concentracion molar de la solucion de

bixina y; €, el coeficiente de absortividad molar a la longitud de onda especifica.

A=¢-b-C (Ecuacion 13)
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Para ello, se prepararon 7 soluciones diluidas de bixina en tetrahidrofurano (THF) en un
rango de 3 a 30 uM, la absorbancia de cada solucidén se midio a la longitud de onda especifica
A=355 nm, se utiliz6 una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico y THF como blanco en la celda

de referencia.

4.1.2.2 Espectroscopia de Reflectancia Difusa. Se midio el espectro de reflectancia difusa
para conocer la absorcion de la cis-bixina en estado solido utilizando un espectrofotometro
Shimadzu UV-2401PC con esfera de integracion. Para la medicién del blanco, se utilizé sulfato
de bario (BaS0Oa), en un barrido espectral desde 300 hasta 800 nm, con un slit de 1 nm. La muestra
fue homogeneizada y se depositaron 5 mg sobre un fondo del blanco en el portamuestras, el cual

sirvié como soporte tal como se observa en la figura 13.

Figura 13. Portamuestra con 5 mg de cis-bixina depositada en un fondo de BaSO4 para analisis

por reflectancia difusa.

4.1.2.3 Rendimiento cuantico de fluorescencia. Con el fin de conocer la probabilidad de
desactivacion de la cis-bixina en un estado excitado por mecanismo radiativo (fluorescencia) o no
radiativo, se determind su rendimiento cuantico con base en la ecuacion 14.

2
dx = bgr (E_x) (ni) (Ecuacion 14)
ST

1IST2
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Donde los subindices x y ST corresponden a la muestra y el estandar, respectivamente; @,
corresponde al rendimiento cuantico de fluorescencia; m, a la pendiente luego de graficar area de
emision fluorescente Vs absorbancia y; n, al indice de refraccion del solvente usado para la
prepararon de las muestras.

Para ello, se prepararon 5 soluciones diluidas de cis-bixina en diclorometano (CH2Cl2) y
antraceno en etanol (fluoroforo estandar) en un rango de 0,6 a 3 uM. La absorbancia de cada
solucion se midi6 a la longitud de onda especifica A=355 nm en un espectrofotometro Thermo
Scientific GENESYS 10S UV-VIS vy se utiliz6 una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.
Posteriormente, se tomd el espectro de emision de fluorescencia en un espectrofotémetro Horiba
PTI QM-40 en una cubeta de fluorescencia (celda de cuarzo) de 1 cm de paso dptico, un rango de
360 a 700 nm con una longitud de onda de excitacion igual a 355 nm y un ancho de hendidura de
0,5 para la excitacion y emision. El rendimiento cuantico del antraceno (estandar) se tomo de la

informacidn suplementaria de Barrios y colaboradores, con valor de 0,29 (Barros et al., 2019).

4.1.2.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR). Se midi¢ el
espectro infrarrojo haciendo uso del equipo Bruker FT-IR tensor 11 con celda ATR que fue cubierta

en su totalidad por el compuesto de interés -cis-bixina-.

4.1.2.5 Espectrometria de masas LDI. Para los ensayos LDI se usé un espectrémetro de
masas MALDI TOF-TOF Bruker Ultraflextreme — Bruker Daltonics, Billerica, MA, equipado con
un laser Smart Beam de Nd:YAG (A= 355 nm) con frecuencia de 1 kHz y salida maxima de energia
de 85 pJ aproximadamente por disparo y un pulso de duracion de 6 ns con ancho de spot 10 — 100

pum de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La obtencion de los espectros de masas se
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hizo en un rango de m/z 200 a 1100 en modo reflectron positivo usando voltaje de aceleracion de
25 kV con PIE (pulsed ion extraction) de 100 ns. Para el analisis MALDI se prepard una solucion
2,5 mM de cis-bixina en metanol, se tom¢ una alicuota de 1 pL y se depositd sobre el portamuestras
MALDI.

De igual manera se hicieron experimentos de cationizacion del compuesto de interés. En
este caso, se prepard una solucion 2,5 mM de Na2COs en metanol, se mezclaron volumenes iguales
con una solucion 2,5 mM de bixina en metanol y se tomo una alicuota de 1 pL para depositarla

sobre el portamuestras MALDI.

4.2 Preparacion de la muestra en la evaluacion de cis-bixina como matriz MALDI para el

analisis de triacilglicéridos, xantofilas y clorofilas.

Para evaluar el desempefio de cis-bixina como matriz MALDI de transferencia cationica,
inicialmente se prepararon soluciones 2,5 mM de TAG en MeOH y 0,13 M de DHB en ACN:H20
(2:1) al 0.1% de é&cido trifluoroacético, para luego ser mezcladas en relaciones molares
analito:matriz (A:M) 1:3000 y analizadas en MALDI como se describirA méas adelante.
Seguidamente, se prepard una solucion 2,5 mM de cis-bixina en MeOH y se mezcl6 con las
soluciones de TAG, previamente preparadas en relaciones molares analito:matriz (A:M) 1:100,
1:1000 y 1:10000.

Una vez realizados los andlisis anteriores, se procedid a evaluar antracenoy DCTB 2,5 mM
en MeOH, como posibles agentes promotores de la desorcion (ADP), para lo cual se mezclaron
con la solucién de cis-bixina en relaciones molares matriz:APD 1:1, 1:100 y 1:1000 y se analizaron

en MALDI como se describird mas adelante. Asimismo, los TAG’s fueron analizados junto con
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los APD bajo condiciones MALDI, en relaciones molares 1:100 para DCTB y 1:1 para antraceno,
proporciones previamente escogidas de acuerdo con los resultados de este proyecto de
investigacion.

Finalmente, se llevaron a cabo los ensayos de identificacion de TAG utilizando cis-bixina
y ADP. Para realizar los analisis, se mezclaron las soluciones de cis-bixina junto a TAG y APD en
relaciones molares matriz:APD:analito 100:10000:1, 1000:100000:1 y 10000:1000000:1 para
DCTB y 100:100:1, 1000:1000:1 y 10000:10000:1 para antraceno (ver tabla 1). De igual manera,
el andlisis de astaxantina y diadinoxantina se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente, se prepararon las soluciones a 2,5mM en MeOH y las soluciones finales se variaron
en relacion molar matriz:APD:analito 100:10000:1, 1000:100000:1, 10000:1000000:1,
100000:10000000:1 y 1000000:100000000:1 para DCTB y 100:100:1, 1000:1000:1,
10000:10000:1, 100000:100000:1 y 1000000:1000000:1 para antraceno (ver tabla 1). Para el
analisis de clorofila a, se variaron las relaciones molares en 100:10000:1, 1000:100000:1,
10000:1000000:1 para DCTB y 100:100:1, 1000:1000:1, 10000:10000:1 para Antraceno (ver

tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de la preparacion de la muestra para la identificacion de TAG’s, xantofilas

y clorofila a. Donde M: cis-bixina, APD: Agente promotor de la desorcion y A: analito.
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Ensayo

Relacion molar
M:APD:A

Identificacion de TAG’s usando
DCTB como APD

Identificaciéon de TAG’s usando

antraceno como APD

100:10000:1
1000:100000:1
10000:1000000:1

100:100:1
1000:1000:1
10000:10000:1

Identificacién de xantofilas
usando DCTB como APD

Identificacion de xantofilas

usando antraceno como APD

100:10000:1
1000:100000:1
10000:1000000:1
100000:10000000:1
1000000:100000000:1

100:100:1
1000:1000:1
10000:10000:1
100000:100000:1
1000000:1000000:1

Identificacion de clorofila a
usando DCTB como APD

Identificacién de clorofila a

usando antraceno como APD

100:10000:1
1000:100000:1
10000:1000000:1

100:100:1
1000:1000:1
10000:10000:1
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La preparacion de las muestras se basé en el método de dried droplet, asi que se mezclaron
15 pL de cada solucién preparada para cada relacion molar y se agitaron por 1 min a 1500 rpm.
Se deposito 1 pL de la mezcla sobre el portamuestras MALDI con 3 repeticiones de cada una.
Seguidamente, se registraron los espectros de masas en el rango de m/z 100 a 1200, y se obtuvieron
los diferentes descriptores analiticos para los analisis. La calibracion del equipo en el rango de
masas especificado se realizé utilizando la serie de péptidos estandar: leucina-encefalina,

bradiquinina, bombesina y sustrato de renina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO).
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5. Discusion de resultados

5.1 Aislamiento de cis-bixina presente en las semillas de Bixa orellana.

Las técnicas de SFE, UAE y SPE fueron necesarias para extraer y purificar
satisfactoriamente cis-bixina (C2sH3004). La SFE fue necesaria para desgrasar las semillas, es
decir, para eliminar la fraccion lipidica, asi como para eliminar los carotenoides y terpenoides que
se unen fuertemente a la bicapa lipidica, los cuales son muy solubles en CO; en estado supercritico.
Ademas, los lipidos y demas carotenoides presentes pueden interferir haciendo méas compleja la
extraccion y purificacion de cis-bixina, la cual es soluble en solventes organicos e insoluble en
aceite vegetal. Los posibles compuestos eliminados en el paso de desgrasado utilizando SFE son
dimetil-(92,9'2)-6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato, (9'Z)-apo-6'-licopenoato de metilo y sus
derivados, luteina, zeaxantina, norbixina, metil (92)-10'-ox0-6,10'-diapocaroten-6-oato y sus
derivados, 6-geranilgeranil-8'-metil-6, 8'-diapocaroten-6, 8'-dioato y sus derivados, isomeros de la
vitamina E como é-tocotrienol y y-tocotrienol, y &cidos grasos como palmitico, linolenoico, oleico,
linolénico y estearico (Biswas et al., 2018; Giorgi et al., 2013; Giridhar, 2014; Ribeiro et al., 2005;
Shahid-ul-Islam et al., 2016; Silva et al., 2008; D. Vilar et al., 2014). De esta manera, la SFE
permitié obtener un extracto correspondiente al aceite de la semilla y por otro lado, semillas
desengrasadas ricas en cis-bixina (Ver figura 14).

Como se menciond anteriormente y bajo las condiciones predichas en la seccién 4.1.1.1,
la SFE permite eliminar compuestos fuertemente adheridos a la fraccion lipidica, por lo que el
isdmero trans-bixina (soluble en aceite vegetal por su caracteristica lipofilica) podria
eventualmente ser eliminado en la extraccion. Sin embargo, la cantidad extraida de este isbmero

es minima debido a que se encuentra en concentraciones traza de forma natural.
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Cabe resaltar que las propiedades de solubilidad de los dos isomeros son diferentes debido
a sus configuraciones geomeétricas. Por ejemplo, el momento dipolar del isbmero cis- es mayor
que el del trans-. Consecuentemente, la cis-bixina es méas polar y se solubiliza en solventes

organicos medianamente polares, mientras que el isomero trans- (menos polar) es afin a sustancias

apolares.

&-Tocotrienol
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y-Tocotrienol
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Trans-norbixin
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Semillas
desgrasadas

Semillas B. 38.3°C, 1350 psi, 5 h Aceite de semilla
orellana

Figura 14. Resultados del proceso SFE con obtencion de dos productos, aceite de semilla y

semillas desengrasadas.

Por su parte, reportes en la literatura muestran mediante analisis por microscopia
electronica de barrido (SEM) que la superficie de las semillas luego del proceso SFE es mas
porosa, lo que facilita la posterior extraccion del isomero cis-, debido a que queda més expuesto
sobre la superficie. Inclusive, autores afirman que la bixina se encuentra en arilos sobre la
superficie de las semillas, lo que implica que no es necesario de triturarlas para su posterior
extraccion por UAE (Rodrigues et al., 2014).

El segundo tipo de extraccion usado fue UAE tal como se indicé en la seccion 4.1.1.2, esta
fue necesaria para extraer el isomero cis- que es soluble en solventes organicos medianamente

polares. Entre ellos, se eligio el acetato de etilo porque se extrae la mayor cantidad de bixina, segun
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lo reportado por Cardarelli y colaboradores (Cardarelli et al., 2008). De esta manera, la UAE

permitio obtener un extracto rico en cis-bixina y, por otro lado, semillas decoloradas (Ver figura

15).
Sonicador
n=10 v
15 min, T amb. m=3 —
=g Eliminacion g\/\i‘i’:i}
- Solvente | 5.
- e (|
X 1 g semillas - Extracto
Semillas desgrasadas Semillas Cis-bixina
desagrasadas +10 mL EtOAc decoloradas Fase movil:
Hexano/EtOAc (60:40)

Figura 15. Resultados del proceso UAE con obtencion de dos productos, semillas decoloradas y
un extracto rico en cis-bixina, en donde n, corresponde al ciclo de extraccion y m, al nimero de

experimentos. Asimismo, se muestra una TLC evidenciando algunos de los compuestos extraidos.

Vale la pena resaltar que se emplearon ondas de ultrasonido porque permiten una
extraccion eficaz con tiempos de extraccion cortos. Estas ondas inducen el fendmeno de
cavitacion, en el que, la energia emitida es suficiente para que el solvente forme microburbujas
proximas a la superficie de la semilla, las cuales sufran implosién y con ello, permitan eliminar
gran parte de las moléculas adheridas a la capa superficial de la semilla. Rodrigues y colaboradores
demostraron esto mediante SEM, los autores muestran el efecto de cavitacion en ciertas partes de
la semilla y esto a su vez confirma la presencia de cis-bixina en el epicarpio de la semilla
(Rodrigues et al., 2014). Asimismo, puede ocurrir un efecto sonocapilar, el cual se refiere al
aumento de la profundidad y velocidad de penetracion del solvente en los poros de las semillas

producidos por SFE (Chemat et al., 2017). Esto permite que el solvente en caso de tener afinidad
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por compuestos de capas mas internas de la semilla, puedan ser extraidos sin ningun problema.
Por ello, en la cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) se observa la presencia
de otros compuestos junto con cis-bixina (Ver figura 15). Muy probablemente las condiciones
empleadas permitieron extraccion de varios compuestos superficiales o no, afines al solvente usado
(acetato de etilo). La extraccion se llevo a cabo a temperatura ambiente con el fin de evitar posible
descomposicion del producto de interés, sin embargo, esta puede elevarse ligeramente para obtener
un mayor rendimiento de extraccion.

La masa obtenida en cada ciclo de extraccion se muestra en la figura 16. Como era de
esperarse, a medida que aumenta el ciclo de extraccion, disminuye la cantidad de masa extraida.
Sin embargo, la tonalidad e intensidad del color en cada ciclo no se correlaciona con la
concentracion de los compuestos extraidos, ya que posiblemente los extractos 7-10 almacenaban
cierto porcentaje de humedad haciendo que la masa medida aumente y no se observe diferencia
significativa como en los primeros extractos. No obstante, se observa que en el ciclo nimero 10 la
masa extraida corresponde a un valor de 8 + 1 mg lo que indica que eventualmente en posteriores

ciclos de extraccion se puede obtener mas extracto.
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20 Rendimiento: 11,41 + 0,02 %
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Figura 16. Masa extraida de las semillas B. orellana usando EtOAc como solvente, con un total

de 10 extractos y obteniendo un rendimiento de extraccion igual a 11.41 + 0.02%.

Finalmente, se utilizd la técnica de extraccion en fase solida (SPE) con el fin de purificar
la cis-bixina (ver figura 17), como se explico en la seccion 4.1.1.3 de la metodologia. Se eligio un
sorbente de intercambio idnico por la naturaleza del analito de interés (presencia de un grupo
acido). De manera que ocurre una interaccion entre dos especies cargadas, por un lado, una carga
negativa proveniente de la cis-bixina, y por el otro, una carga positiva proveniente del sorbente
SAX (amina cuaternaria). Cada uno de los disolventes pudieron fluir a través de la columna por
gravedad ya que se trata de una matriz organica (no acuosa) que no requiere de un lecho sorbente

con vacio, centrifugacién o el uso de una presion positiva. La tasa de flujo escogida fue acorde al
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tamano del cartucho (10 mL), ello con el fin de evitar problemas como recuperaciones bajas por

no retencion adecuada del analito o no limpieza del extracto.

Sorbente SAX

o, ci
(O-Si/\/\r'q’
o” [

"
= #II
=)

Extracto -—
cis-bixina L

cis-bixina purificada

Columna C18 (4.6 x 250 mm, 5um)
Fase movil: ACN
Detector UV: A = 457 nm

oo tp = 3,8 min
Y X o
WOH

Impurezas

Figura 17. Resultados del proceso SPE, en el que las impurezas primero fueron eluidas y

seguidamente el compuesto de interés, el cual se confirmé su purificacion por analisis HPLC.

El procedimiento consté de 6 pasos, a saber; 1) pretratamiento de la muestra, 2)
acondicionamiento de la columna, 3) equilibrado de la columna, 4) aplicacion de la muestra, 5)
lavado de la columna y, 6) elucion del analito de interés. El pretratamiento de la muestra implico
diluir la muestra en metanol para reducir su viscosidad y ademas, elevar el pH 2,6 unidades por
arriba del pKa del analito target (4,69) con una solucion de NaOH, para garantizar la presencia de
iones. Posterior a ello, la adicion del buffer al mismo pH de la muestra (tal como se indico en la
seccion 4.1.1.3) fue necesario para asegurar la permanencia del compuesto de interés en su forma

i6nica. Los volumenes de elucion fueron bajos para no saturar el sistema 'y a su vez, para permitir
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la existencia de una interfaz adecuada entre el sorbente y la muestra, de manera que exista mayor
interaccion entre los mismos. La muestra fue disuelta en un solvente polar para garantizar
homogeneidad en la muestra. Asimismo, el paso 3 implicé establecer las mismas condiciones tanto
en la columna como en la muestra, a fin de normalizar el sistema. La muestra fluyé con un caudal
no mayor a 10 mL/min y como era de esperarse, el analito (en forma ionica) fue retenido por la
amina cuaternaria que constituye el sorbente por interaccién ionica. Finalmente, el paso 6 implicd
disminuir el pH 2 unidades por debajo del pKa del analito target para debilitar la interaccion entre
el sorbente y cis-bixina, en otras palabras, para garantizar la presencia del analito en forma de
molécula (protonado), para luego ser eluido de la columna con un solvente afin, tal como se indicé
en la metodologia.

Ahora bien, la presencia de un solo pico en el cromatograma obtenido por HPLC permite
corroborar la purificacion del compuesto de interés, el cual eluyd con un tiempo de retencion igual
a 3,8 min (ver figura 18). Dicho valor es bajo por la poca interaccion y/o afinidad entre la fase
estacionaria (compuesta por una cadena larga de 18 carbonos) y la cis-bixina (compuesto

principalmente por una cadena poliénica).
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Figura 18. Resultados del analisis por HPLC para la elucién de cis-bixina del cartucho SAX. El

analisis se hizo en fase reversa, usado Cig (4,6 x 250 mm, 5 um) como fase estacionaria, ACN

como fase moévil y detector UV con A =457 nm.

5.2 Caracterizacion espectroscopica de la bixina presente en las semillas de Bixa orellana
5.2.1 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis brinda informacion sobre el cromoforo presente en la molécula
de interés mediante analisis de transiciones electrénicas. De esta manera, el espectro de absorcion
UV-Vis del apocarotenoide cis-bixina muestra una transicién electronica principal (regién visible)
entre el orbital HOMO (x) y el orbital LUMO (n*), es decir, una transicion = — n* (Kesan, 2016)
en la region visible (ver figura 19), tal como ha sido reportado por otros autores (Dias et al., 2011;

Fiedor et al., 2016; Rahmalia et al., 2014, 2015; Yusa Marco et al., 2008). Dicha transicién ocurre



72
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

por la presencia de electrones m presentes en los orbitales p de los carbonos sp? comprendidos en
la cadena poliénica. La transicion se ve favorecida por la presencia de una conjugacion extendida
de enlaces dobles (cromdéforo extenso), los cuales disminuyen la brecha de energia entre los
orbitales HOMO y LUMO, por lo que la radiacion UV-Vis es suficiente para llevar a cabo la
transicion. De hecho, desde el punto de vista de la mecanica cuantica puede explicarse este
fendmeno, la energia es inversamente proporcional al cuadrado de la longitud de conjugacién
(longitud de la caja), i.e., a medida que aumenta la longitud de la cadena poliénica, la brecha de
energia entre los orbitales comprendidos en la transicion cada vez se hace menor (Kesan, 2016).
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Figura 19. Espectro UV-Vis de cis-bixina en CHCIs en un rango de 300 a 600 nm. Dos bandas
principales son observadas, una correspondiente a la transicion fuertemente permitida So — Sz y

la otra, correspondiente al pico ‘cis’ So — Si.
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Ahora bien, la teoria de grupos permite hacer una aproximacion valida porque define
matematicamente la simetria molecular del compuesto de interés (las propiedades de simetria de
sus funciones de onda), sus estados electronicos y los tipos de transiciones permitidas o prohibidas.
El compuesto cis-bixina en una conformacion especifica tan solo tiene dos elementos de simetria,
la identidad (E) y un plano horizontal (o), por lo tanto pertenece al grupo puntual Cs (Fiedor et
al., 2016). Esto significa que sus representaciones irreductibles y por ende, sus estados electronicos
son 1A' (estado basal) y 22A', 1'A" (estados excitados). En este caso, todas las transiciones
electronicas son permitidas por simetria, sin embargo, la transicion correspondiente a So — S (en
la region UV) conocida como pico ‘cis’ permanece “oscura” (Fiedor et al., 2016). Esto se debe a
que la absorcion de un fotdn no es energia suficiente para que un electrdén salte del estado basal al
primer estado excitado. Para ello, se requieren dos fotones con energia UV (Fiedor et al., 2019).
De hecho, el proceso se facilita con la isomeria cis- porque esta conformacion disminuye la barrera
energética comprendida entre los dos estados, razon por la cual su banda se observa en el espectro
(ver figura 19). La transicion So — S sucede de manera no vertical (ruptura de la aproximacion
Born-Oppenheimer), por lo tanto el acoplamiento vibrénico entre las funciones de onda que
describen los modos vibracionales en las dos superficies de energia potencial (SEP), es minimo.
Esto tiene sentido porque la promocion de dos electrones (por la absorcion de dos fotones)
localizados en dos a&tomos de carbono consecutivos en la cadena poliénica del estado basal, induce
un cambio de hibridacion sp? a sp® en el esqueleto carbonado. De manera que se forma
temporalmente un enlace simple que rota libremente y esta distorsion molecular es la causante de
la barrera energética alta, por lo que, el minimo de equilibrio en la SEP para Si cambia
considerablemente con respecto al minimo de equilibrio en la SEP para So (Fiedor et al., 2019)

(ver figura 20). Asimismo, el costo energético requerido para la transicién So — S1 es muy alto



74
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

porque los dos electrones deben ser promovidos simultaneamente y debe romperse su correlacion
(paridad). De igual manera, cabe resaltar que el cambio de hibridacion es necesario para que se
produzca la interseccion conica entre los estados y el proceso se lleve a cabo satisfactoriamente

(Fiedor et al., 2019).
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Figura 20. Transiciones electronicas en cis-bixina. Se muestra un resumen de los procesos
involucrados en las transiciones So — S1y So — S2. Tomado y modificado de Fiedor et al., 2016,

20109.

En la isomeria cis-, el acoplamiento vibronico en la transicion So — S:1 se incrementa

porque los minimos de las SEP se acercan considerablemente, por tanto la barrera energética
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disminuye y su transicion se intensifica en el espectro. De hecho, a medida que se acerca al centro
de la molécula, disminuye la barrera energética, la cual depende del nimero de electrones = en el
sistema conjugado.

Por otro lado, la banda de absorcion principal (en la region visible) brinda informacion
estructural porque esta determinada por el croméforo de la molécula. Dicha transicion (So — S2)
exhibe una banda ancha de absorcion comprendida entre 400 y 520 nm, y se divide en tres bandas
vibratorias (modos vibracionales simétricos C = C y C-C), las cuales se diferencian muy bien por
la conjugacion extendida que se presenta en la molécula. Las bandas vibratorias corresponden a
las transiciones So — Sz (v=0), So — S2(v=1)Y So — S2(v=2), las cuales suceden en femtosegundos.
Asimismo, son bandas anchas debido a los niveles rotacionales y a la superposicion de sefiales
(Kesan, 2016) (ver figura 20).

Cabe resaltar que, el espectro de absorcion de cis-bixina comparado con un carotenoide
anadlogo (sin la presencia de grupos laterales), mostraria la existencia de un corrimiento
batocrémico, ya que se trata de una molécula que extiende su conjugacion por la presencia de los
grupos &cidos y éster. Por consiguiente, se disminuye la brecha de energia entre los estados
electronicos y se aumenta la longitud de onda maxima de absorcién (Kesan, 2016). Asimismo, por
efecto del solvente puede verse implicado su desplazamiento, ya que un aumento en la
polarizabilidad del mismo implica un mayor corrimiento batocromico de las bandas = — n*. De
igual manera, el solvente interfiere en la apariencia misma del espectro, por ello se eligié un
solvente medianamente polar (cloroformo) que permitiera observar una buena resolucion de las
bandas vibratorias (Kesan, 2016).

Por otro lado, si se comparara el espectro de absorcién de los dos isomeros, se espera que

haya un corrimiento hipocromico en el espectro de cis-bixina por la presencia del pico ‘cis’. Sus
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intensidades con la banda de méaxima absorcion son inversas y su intensidad aumenta a medida
que la curvatura sea mas proxima al centro de la molécula.

Finalmente, el espectro UV-Vis permite explicar la coloracion general (naranja-rojiza) de
la bixina en general, ya que absorbe en las regiones azul y verde del espectro electromagnético
(450-550 nm).

Ahora bien, el coeficiente de absortividad molar (€) se calculé mediante la ecuacion de
Lambert-Beer (a una longitud de 355 nm), tal como se describié en la seccion 4.1.2.1., de la
metodologia. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21. Se observa una tendencia lineal
y un coeficiente de correlacion (R?) igual a 0,993, lo cual indica alta correlacion en los resultados

obtenidos.

1 y = 32818x + 0.0197
R? = 0.9934
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Figura 21. Calculo del coeficiente de absortividad molar para cis-bixina a A = 355 nm, obteniendo

un valor igual a 32818 Mtcm™.
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A partir de los datos graficados en la Figura 21, se determind que la cis-bixina tiene un
coeficiente de absortividad molar igual a 32818 M-*cm, el cual corresponde aproximadamente a
la tercera parte del valor obtenido por Tay-Agbozo, quien determind el coeficiente a la longitud
maxima de absorcion usando CHCls como solvente, obteniendo un valor igual a 1.1 x 10° Mtcm-
! (Tay-Agbozo, 2018). El valor obtenido indica una buena eficiencia de absorcion de fotones en
estado liquido a la longitud de onda a la que emite radiacion el laser MALDI. Incluso, su valor es
comparable con los valores reportados por otros autores para derivados de fenilenvinilenos -H, -
OCHys, -Cl, y matrices comerciales como DCTB, los cuales tienen valores de 38000, 41000, 32000

y 33980 M-cm™ respectivamente (Godoy, 2019).

5.2.2 Espectroscopia de reflectancia difusa

La espectroscopia de reflectancia difusa brinda informacion de la energia absorbida y/o
reflejada en estado solido del compuesto de interés. De manera que su espectro se complementa
con el espectro obtenido por espectroscopia de absorcion UV-vis (figuras 19 y 22) (Hecht, 1976).
Como es de esperarse, los espectros varian en intensidad, ya que mientras en una regién de un
espectro se absorbe, en la misma region del otro espectro, se refleja (es decir, no se absorbe o se
absorbe poco) y viceversa. Por consiguiente, las transiciones electrénicas que suceden por
absorcion de energia son las mismas para ambos casos, pues se trata del estudio de la misma
molécula. En la figura 22 se observa el espectro de reflectancia difusa obtenido para cis-bixina
donde se pueden observan regiones de minima intensidad relativa reflejada para longitudes de
onda que comprenden el rango entre 300 y 550 nm, y regiones de maxima intensidad relativa
reflejada para longitudes de onda entre 550 y 800 nm. Como era de esperarse, los resultados

obtenidos se relacionan con el espectro de absorcion UV-Vis. El apocarotenoide absorbe
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principalmente en la region visible (400 a 520 nm), razon por la cual, su intensidad relativa

reflejada es minima. Asimismo, la intensidad relativa reflejada ligeramente mayor en la region UV

(340 a 370 nm) indica la absorcion de radiacion correspondiente al pico ‘cis’ y la maxima

intensidad relativa reflejada en la region de 520 a 800 nm indica una baja absorcion en el espectro

UV-Vis. De esta manera, se observa que la proporcion de intensidades se mantiene, por lo tanto,

a mayor intensidad relativa reflejada en el espectro de reflectancia difusa menor absorcion en el

espectro UV-Vis y viceversa.
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Figura 22. Espectro UV-Vis de reflectancia difusa para cis-bixina en un rango de 300 a 800 nm.

Su principio se fundamento en el hecho de que la muestra se incidié con radiacién UV-Vis

e infrarrojo cercano en un angulo de 0°. Luego del proceso de absorcion, se reflejo radiacién en
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diferentes direcciones por reflexion difusa (sobre las capas méas profundas) o en una uUnica
direccion por reflexion especular (sobre la superficie). Finalmente, la geometria de la esfera
integradora permitié medir la radiacion emitida por reflexion difusa y desechar la radiacion emitida
por reflexion especular, de manera que se obtuvo un espectro de reflectancia difusa preciso con
reflectancia relativa al sulfato de bario (usado como blanco estandar).

Por ultimo, mediante este analisis se concluye que la cis-bixina absorbe considerable
cantidad de energia a la longitud de onda de emision del laser MALDI (4 =355 nm), por lo que su
potencial desempefio como matriz se puede ver favorecido. Sin embargo, su valor de intensidad

relativa reflejada (32) no es comparable con los valores reportados para DCTB (1) (Godoy, 2019).

5.2.3 Rendimiento cuantico de fluorescencia (FQY)

El FQY se entiende como la eficiencia con que un sistema se relaja por fluorescencia y no
por un mecanismo no radiativo, es decir, la probabilidad con que un sistema en estado excitado
regrese a su estado fundamental con emision de fotones (Limited, 2011; Rurack & Spieles, 2011).
Esta propiedad brinda informacidn relacionada con la capacidad de un sélido para emitir fotones
0 para calentarse y expandirse, ambos procesos importantes durante el proceso MALDI. El analisis
del FQY se realiz6 de acuerdo con planteado en la seccion 4.1.2.3. de la metodologia. Los
resultados se muestran en la figura 23.

El método comparativo reportado por Williams y colaboradores (Rhys Williams et al.,
1983) fue usado para calcular el ®r del compuesto de interés, cis-bixina. Se uso el antraceno como
muestra estandar, con ®st igual a 0,29 (Barros et al., 2019) y la ecuacion 14 para calcularlo, como
se describio en la seccion 4.1.2.3 de la metodologia. Para ello, la concentracion empleada fue muy

baja (con absorbancia no superior a 0,1) con el fin de evitar los efectos de reabsorcion, el efecto
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de filtro interno y mantener la linealidad en todo el rango de concentracion (Dhami et al., 1995;
Kumar Panigrahi & Kumar Mishra, 2019)

Como se observa en la figura 23, se obtuvo un rendimiento cuantico de fluorescencia muy
bajo debido al tiempo que dura la molécula en el estado excitado, de manera que prefiere residir
en la relajacién via conversion interna. Sin embardo, estudios han demostrado que el tiempo puede
incrementarse dependiendo el solvente y el grado de conjugacion del compuesto estudiado

(Andersson et al., 2001).
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Figura 23. Espectros de fluorescencia para las soluciones (0,6 a 3 uM) de antraceno en etanol y

cis-bixina en diclorometano
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Cabe resaltar que una molécula puede desactivarse por medio de tres rutas, saber; por
fluorescencia (pérdida de energia por emision de fotones), por conversion interna y relajacion
vibratoria (pérdida de energia de forma no radiativa con emision de calor hacia el entorno), o por
cruce entre sistemas a un estado triplete y posterior desactivacion no radiativa (Limited, 2011). De
acuerdo con los resultados obtenidos, cis-bixina se relaja por conversion interna y relajacion
vibratoria, ya que se observa un valor ®r muy bajo (0,02 o 2%), también atribuido a una severa
deformacion de la estructura planar del compuesto (Heller, 1964). De hecho, la fluorescencia en
los carotenoides se produce con un rendimiento muy bajo, no hay entrecruzamiento entre sistemas
para producir estados triplete, y las desactivaciones S>-S1 y S1-So suceden por conversion interna
(decaimiento no radiativo) (Llansola-Portoles et al., 2017).

Estos resultados con consistentes con la literatura, algunos autores reportan que para
carotenoides con nueve enlaces dobles o mas, tan sélo una pequefia fraccion de las moléculas
excitadas en Sy, se relajan al estado basal con emision de fotones (Andersson et al., 2001) (Ver
figura 24).

Asimismo, se ha reportado la existencia de estados electronicos “oscuros” (3A, 11A" ST,
ICT) usados por la molécula para relajarse por conversion interna, (Kesan, 2016) a excepcion del
ICT (transferencia de carga intramolecular) que generalmente se asocia con fluorescencia (Ver
figura 24). Estos estados electronicos “oscuros” corresponden a un estado independiente o un
estado tipo Si/ICT que se forma por la presencia de carbonilos en la estructura molecular y el uso
de solventes polares para la medicidn. Surge por una relajacién rotacional acompafiada de una

transferencia de electrones desde un donante a un aceptor deficiente en la misma molécula (Misra,
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2018). Estas vias de relajacion dependen del solvente y su polarizabilidad (a mayor polaridad,
mayor transferencia de carga) (Ragnoni et al., 2015).

Recientemente se ha encontrado que los carotenoides se relajan por conversion interna
mediante tres vias, a saber; via directa (S2—S1—So), la cual opera en carotenoides cortos, via
intermediada (So—1*A"—S1—So 0 S>—3!A'—S1—Sg) que involucra estados intermedios y, la via
ramificada, en la que parte de la poblacion excitada se relaja via S;—S"—So, y la otra parte como

via directa (Tomac¢ Polivka & Sundstrom, 2004) (Ver figura 24).
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Figura 24. Posibles mecanismos de relajacion, principalmente por conversién interna, para el

compuesto de interés, cis-bixina. Tomado y modificado de Tomas Polivka & Sundstrom, 2009.
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La conversion interna Sp-S1 ocurre de manera ultrarrapida debido a una interseccion conica
entre las superficies de energia potencial de dichos estados, de manera que el acoplamiento
vibronico se hace intenso y la brecha entre los mismos disminuye (Toma¢ Polivka & Sundstrom,
2004). Se encontr6 que existen estados intermedios que sirven de “puente de acoplamiento
vibratorio” para facilitar la conversion interna entre Sz ¥ S1. En donde, la conversion interna
S>—1'A" sucede en el nivel vibratorio v =1 de 11A" y la siguiente relajacion (1*A"—S:) sucede
en el nivel vibratorio v= 3 de S1 (Ver figura 24). Lo anterior, para carotenoides con 9y 10 enlaces
dobles conjugados, en los que 1*A" esta ligeramente por debajo de S,. Para carotenoides mas
largos, el estado 1A" se encuentra muy por debajo de Sz, por tanto, la via de relajacion es mediada
por 3A', quien se encuentra ligeramente por debajo de Sz, con tiempos de vida aiin mas cortos (10
fs) (Tomac Polivka & Sundstrém, 2004) (Ver figura 24). Por otro lado, se encontrd que el estado
S” aparece notoriamente cuando el carotenoide se une a proteinas captadoras de luz. Su tiempo de
vida es 6 ps y esta ubicado por debajo y separado de Si, de manera que no representa un estado
intermedio. Asimismo, se encontrd que su energia es bastante cercana a Si y no interactlia con
este, ya que S” solo aparece cuando se excitan niveles vibratorios mas altos de S, (Tomaé Polivka
& Sundstrém, 2004) y se origina con una conformacién retorcida del carotenoide (estado
electrdénico excitado separado) o por un estado fundamental caliente (Tomas Polivka & Sundstrom,
2009).

Por ultimo, el estado excitado (S1) se desactiva una vez méas por conversion interna (en
picosegundos) al estado basal (So) que esta asociado a un cambio en la frecuencia de estiramiento
C = C para permitir el acoplamiento vibrdnico Si1-Sp (Hashimoto et al., 2018). De hecho, estudios

han demostrado que la conversion interna S; a Sp aumenta a medida que disminuye la brecha de
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energia entre dichos estados (Andersson et al., 2001), la cual se relaciona con la longitud del
polieno conjugado (Ver figura 24).

Ahorabien, en MS MALDI, el tiempo de vida media de los estados excitados para matrices
comerciales, ocurre en una escala de pocos nanosegundos (Zenobi & Knochenmuss, 1998),
mientras que para cis-bixina, ocurre en una escala de femtosegundos a picosegundos. Esto indica
que usando cis-bixina como matriz, se requiere de una interaccion ultrarrapida matriz-analito para
transferir la carga. No obstante, el tiempo es mas que suficiente porque el tiempo de permanencia
de los iones en la fuente esta en la escala de microsegundos.

Ahora bien, el bajo rendimiento cuéntico de cis-bixina indica que se desactiva de manera
no radiativa, lo cual es interesante desde el punto de vista de la espectrometria de masas, las
matrices MALDI cuya relajacion es térmica, favorecen la liberacion de iones a la fase gaseosa, y
permiten la transferencia de protones o cationes, i.e., la formacién de iones secundarios (Hoteling
et al., 2006). De acuerdo con el valor de rendimiento cuantico, cis-bixina permitiria el analisis de
moléculas que puedan ionizarse via transferencia protdnica o cationica en MALDI MS. En el caso
contrario, analitos sin sitios de protonacion o cationizacion, la relajacion térmica propia de cis-

bixina favorecera la fragmentacion y eventualmente dificultara el analisis (Castellanos, 2015).

5.2.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja brinda informacién sobre la estructura molecular del
compuesto de interés. Esto implica el analisis de las transiciones entre niveles energéticos
vibracionales (que son Unicos para cada molécula) por la absorcién de radiacion de infrarrojo
medio (4000 a 400 cm™). De esta manera, se obtienen bandas que se caracterizan por su frecuencia

(energia), forma, intensidad y cuyas frecuencias dependen de las masas de los atomos, su
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disposicion geométrica y fuerza de los enlaces quimicos implicados. Con base en lo anterior, se

tomo el espectro FTIR para cis-bixina, tal como se describio en la seccidn 4.1.2.4 de la metodologia

(ver figura 25).
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Figura 25. Espectro FT-IR para cis-bixina en un rango de 4000 a 700 cm™. En donde v:
estiramiento; O: tension en el plano; y: flexion fuera del plano; vs: Intensidad muy fuerte (81-
100%); s: intensidad fuerte (61-80%); m: intensidad media (41-60%); w: intensidad baja (21-40%)

y vw: intensidad muy baja (0-20%).

En el espectro mostrado en la Figura 25, se observa una banda de baja intensidad en
3392,27 cm™ correspondiente a la vibracion de estiramiento —0 — H presente en el grupo acido
de la molécula. Asimismo, se observan las bandas en 2954,20 y 2886,44 cm™ correspondientes a
estiramientos asimétricos y simétricos respectivamente, del enlace —C —H en los metilos
presentes en la cadena poliénica. Una banda intensa a 1713,08 cm™ corresponde a la frecuencia de

estiramiento del carbonilo (C = O) presente en el grupo éster, la cual se solapa con la banda
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correspondiente al carbonilo del grupo acido. La presencia del grupo éster se confirma con las
bandas en 1241,46 y 1185,78 cm™, las cuales corresponden a estiramientos asimétricos y
simétricos —C — O — C —, respectivamente. Por su parte, el grupo &cido se confirma con la banda
muy intensa a 1032,70 cm™ correspondiente al estiramiento simétrico —C — O — H. De igual
manera, el enlace —C — O — se confirma por la banda en 1348,26 cm™ correspondiente a su
estiramiento. Por ltimo, las bandas en 1443,50 y 774,72 cm™ corresponden a la tension asimétrica
en el plano de —CH3; y las bandas intensas a 956,75 cm™, 923,45 cm™ y la banda en 852,15 cm™
corresponden a la flexién fuera del plano de los hidrogenos de = C — H en la cadena poliénica.
Asimismo, otros autores han reportado la caracterizacion de cis-bixina mediante FT-IR (Isaza
Jiménez et al., 2019; Rahmalia et al., 2015; Yusa Marco et al., 2008), cuyo analisis es consistente

con lo reportado en esta seccion.

5.2.5 Espectrometria de masas LDI

Con el fin de confirmar el aislamiento y la purificacion del compuesto de interés, se analiz6
el espectro LDI en modo de iones positivo medido para cis-bixina como se muestra en la figura
26, el cual se tom6 como se menciond con la seccion 4.1.2.5, de la metodologia. En el espectro
LDI de cis-bixina (C15H3004), se observa la presencia de algunas sefiales, la mas abundante en m/z
363,1860 (ion pico de base) correspondiente al fragmento [M-OCHz]*. En el espectro LDI no se
observan agregados u oligémeros del compuesto, lo cual implica que las condiciones en MALDI
MS no son suficientes para generar la aglomeracién de dos 0 mas moléculas de cis-bixina.

Por otro lado, en el espectro LDI mostrado en la figura 26a, se observa la formacién de
aductos de cis-bixina (C2sH3004), con el cation metalico sodio presente en el medio, [M-H+2Na]",

a m/z 439,1961 con una abundancia baja. De igual manera, se observa el cation radical a m/z
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394,2177 con una abundancia baja, lo cual indica una baja estabilidad del cation radical de cis-
bixina (C2sH3004) en fase gaseosa. Asimismo, se observan fragmentaciones por ruptura simple a
m/z 363,1860, 335,2025 y 317,1974 correspondientes a las pérdidas de -OCHs, -COOCH3 y —
[COOCH:;3 + H20], respectivamente (Ver figura 26b). Las cuales, ya han sido reportadas por otros
autores como el patron de fragmentacion para cis-bixina en modo de ionizacion positivo (Chisté

et al., 2011; de Oliveira Janior et al., 2019).
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Figura 26. Espectro de masas LDI en modo de iones positivo para cis-bixina 2,5mM en un rango

m/z de 0 a 1200, una incidencia del laser igual a 50 J y un volumen igual a 1uL depositado sobre

el target MALDI. Los acercamientos corresponden a los patrones isotopicos de la sefial mas

abundante y el aducto de sodio (a). Asimismo, patrén de fragmentacion para cis-bixina en modo

de ionizacion positiva (b).

Con base en lo anterior, en la tabla 2 se resume el valor de masa experimental y masa

calculada para cada sefial, con su respectiva exactitud relativa de la masa, S/N y patron isotopico.
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Tabla 2. Sefiales observadas en el espectro de masas LDI de cis-bixina en modo de ionizacién
positiva, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud relativa en la masa, S/N

y patron isotdpico.

Especie quimica Formula Masa Masa Patrén
) Appm  S/N )

detectada molecular  experimental calculada Isotdpico
[M-(COOCH; + Ca3H250 317,1974 317,1905 21,7 8,4 317,1974;
H.0)]* 318,1988;
319,1928
[M-COOCHs]* C23H270: 335,2025 335,2011 4,2 26,8 335,2025;
336,2075;
337,2036
[M-OCHjs]* C24H2703 363,1860 363,1960 27,5 106,0 368,1860;
369,1875;
370,1823
M* C2sH3004 394,2177 394,2144 8,4 7,8 394,2177,;
395,2154,;
396,2145

[M-H+2Na]* CasH29Na204 439,1961 439,1861 22,8 13,7 439,1961,
440,1934;
441,1993

El patron isotdpico de la sefial mas abundante (C2sH»70s) vy la sefial correspondiente al aducto
de sodio (C2sH2sNa20s) coinciden con los patrones isotopicos calculados con uno y dos is6topos de
13C, lo cual confirma la deteccion de especies quimicas para cis-bixina (C2sHs0O4) (Ver figura

26a).
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Se observa que a zonas de masas bajas y altas no hay presencia de sefiales, por lo que la
cis-bixina puede ser potencialmente usada como matriz MALDI para caracterizar analitos de bajo
y alto molecular sin llegar a interferir en su analisis. Contrariamente a lo que sucede con matrices
comerciales como DCTB (ver anexo A) y 9-nitroantraceno, las cuales forman aductos en
abundancia (Streletskii et al., 2005; Streletskiy et al., 2004; Ulmer et al., 2000).

Cabe resaltar que las variaciones de energia y la presencia de agua o cualquier otro solvente
prético influyen en la presencia de iones protonados [M+H]" o cationes radicales M* en el espectro
de masas. Por consiguiente, a condiciones de 50 pJ por disparo del laser, cis-bixina no se observa
principalmente como catién radical, contrariamente a lo que sucede con carotenoides analizados
por ESI como B-caroteno (Guaratini et al., 2004). Ahora bien, el modo de ionizacion fue suave y
no se observa el compuesto de interés doblemente cargado, lo cual indica su estabilidad por
resonancia (efecto mesomeérico) y alta conjugacion.

De igual manera se analizo el espectro LDI en modo de iones negativo, el cual se muestra
en la figura 27a. Se observa la presencia de muy pocas sefiales correspondientes a fragmentos de
cis-bixina. El ion pico base a m/z 323,2072 corresponde al fragmento [M-H-(COO- + C2H)], muy
estable por resonancia. Asimismo, se observan sefiales a m/z 361,1836, 349,2196 y 317,1983
correspondientes a las pérdidas de -H-CH3OH, -H-COO' y —H-[CH30H + COO], respectivamente
(Ver figura 27b). Las cuales, ya han sido reportadas por otros autores como el patron de

fragmentacion para cis-bixina en modo de ionizacion negativo (Chisté et al., 2011).
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Figura 27. Espectro de masas LDI en modo de iones negativo para cis-bixina 2,5mM en un rango

m/z de 0 a 1200, una incidencia del laser igual a 50 J y un volumen igual a 1uL depositado sobre

el target MALDI. Los acercamientos corresponden a los patrones isotdpicos de las sefiales mas

abundantes (a). Asimismo, patrén de fragmentacion para cis-bixina en modo de ionizacion

negativa (b).

Asi como sucede en modo de iones positivo, no se observan agregados u oligémeros del

compuesto. Tampoco se observa el anion radical, lo cual establece una baja estabilidad del M~ de

cis-bixina en fase gaseosa. Por su parte, el patron isotopico de las sefiales mas abundantes (C2.H270

y C24H2905) coinciden con los patrones isotopicos calculados con uno y dos isétopos de 3C, lo cual

confirma la deteccion de especies quimicas para cis-bixina (C2sH3z004) en modo de ionizacion

negativa (Ver figura 27a).



93
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

De esta manera, en la tabla 3 se resume los valores de masa experimental y masa calculada
para cada especie quimica detectada, con su respectiva exactitud relativa en la masa, S/N y patron

isotopico.

Tabla 3. Sefiales observadas en el espectro de masas LDI de cis-bixina en modo de ionizacién
negativa, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud relativa en la masa, S/N

y patron isotépico.

Especie quimica Formula Masa Masa Appm  S/N Patron
detectada molecular experimental calculada Isotdpico
[M-H-(CO2+ CH30H)]"  CxsH20 317,1983 317,1905 24,6 136,1 317,1983;
318,1877,
319,1995

[M-H-(CO2+ CH2)] C22H2702 323,2072 323,2011 18,9 213,6 323,2072;
324,2015;
325,2052

[M-H-CO:J C24H2002 349,2196 349,2168 8,0 165,7 349,2196;
350,2140;
351,2176

[M-H-CH3OH] C24H2503 361,1836 361,1804 8,8 7,9 361,1836;
362,1849;
363,1837

Asimismo, en los ensayos para la formacion de aductos de sodio de cis-bixina (C2sHz004)
en fase gaseosa, mostraron un aumento considerable en la relacion S/N de la sefial correspondiente
al aducto de sodio (S/N 76,3 comparado con S/N 13,7 en LDI (+)), la cual se observa a m/z

439.1779 (Ver figura 28). Sin embargo, se observan sefiales adicionales a m/z 437,1641, 455,1726
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y 685,3921 correspondientes a [M-H+2Na-H2]", [M-H+Na+K]" y [2M-H.O-(CH=CH-
COOCHs3)]", respectivamente. Asimismo, se observa una sefial a m/z 354,6617 correspondiente a
un ion “metaestable” que se forma fuera de la cdmara de ionizacion y se observan como una banda
ancha.

En la figura 28 se observa que la sefial mas abundante (ion pico de base) corresponde al
aducto de sodio de cis-bixina (C2sH3004), en el cual, los iones de sodio se unen a los pares de
electrones libres de los oxigenos de la funcion éster. A diferencia de los iones reportados en los
ensayo LDI, curiosamente al inducir la cationizacion de cis-bixina, se observan agregados con
pérdida de la funcidn éster a m/z 685,3921. Los patrones isotdpicos de las especies reportadas
corresponden a las estructuras mencionadas anteriormente como se puede observar en la figura
28 y en la Tabla 4. Asimismo, en la tabla 4 se resume los valores de masas experimental y masa

calculada para cada sefial asignada, con la respectiva exactitud relativa de mesa, S/N y patron

isotopico.
Na® o,
C,sH,,Na,0, ~0"No C,sH,,Na,0, oA
100 - Masa monoisotopica Na 100 - Masa monoisotopica N
% 437,17047 % 439,18612
80 - Abundancia 50 Abundancia
70 4 Experimental Calculada 70_- Experimental Calculada
100,00 100,00 1 100,00 100,00
£ 99 22.50 27.50 £ 601 22,70 27.53
3 5l - 4,46 ER 6.68 4,46
H H 1
f: 40 1 f': -
30 4 304
20 4 20
10 4 104
0 T T l 0

437 438 439 439
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Figura 28. Espectro de masas LDI en modo de iones positivo para cis-bixina 2,5mM mezclada en
igual proporcion con una solucion de Na,COz 2,5 mM en MeOH, en un rango m/z de 0 a 1200,
una incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen igual a 1L depositado sobre el target MALDI.
Los acercamientos corresponden a la presencia de iones metaestables y patrones isotopicos de las

sefales discutidas en el texto.

Tabla 4. Sefiales observadas en el espectro de masas LDI de cis-bixina como aducto de sodio por
la adicion de una solucion de Na>COs en metanol, con su respectiva masa experimental, masa

calculada, exactitud relativa en la masa y S/N.

Especie quimica detectada Férmula Masa Masa Appm  S/N

molecular experimental  calculada

[M-H+2Na-Hz]* CasH27Na204 437,1641 437,1705 14,6 37,0
[M-H+2Na]* CasH290Na204 439,1779 439,1861 18,7 76,3
[M-H+Na+K]* CasH29KNaO4 455,1726 455,1601 27,5 7,2
[2M-H0-(CH=CH-COOCHS3)]* Ca6Hs30s 685,3921 685,3893 4,1 8,7

5.3 Evaluacion de cis-bixina como matriz MALDI para el analisis de triacilglicéridos,
xantofilas y clorofilas.
5.3.1 Identificacion de triacilglicéridos usando DHB como matriz MALDI.

Teniendo en cuenta que cis-bixina tiene un rendimiento cuantico de fluorescencia muy
bajo, es decir, su preferencia a relajarse es via conversion interna debido al tiempo que permanece
en el estado excitado, en este proyecto de investigacion el pigmento se cataloga como una matriz
de transferencia cationica, ya que las matrices MALDI ET por lo general tienen tiempos mayores
en el estado excitado (mayor FQY i.e.), tiempo necesario para interaccionar con el analito y

transferirle la carga. Asimismo, no se cataloga como matriz MALDI PT porque los resultados
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obtenidos en MS LDI demuestran que cis-bixina tiene una alta afinidad cationica, pues prefiere
interactuar con cationes de sodio debido a la presencia de &tomos con electrones no enlazantes
(como el oxigeno) en su estructura.

Con base en lo anterior, se llevaron a cabo ensayos de analisis de triacilglicéridos (TAG’s)
presentes en aceites comerciales (sacha inchi, girasol y oliva), los cuales son tipicamente
analizados como aductos de sodio en MALDI MS (Calvano et al., 2007; Fanali et al., 2011;
Jergovic et al., 2017; Ollivier et al., 2003; Stolyhwo et al., 1985).

Inicialmente, se emple6 DHB como matriz MALDI estandar, para identificar y confirmar la
presencia de TAG’s en los aceites a evaluar (Ver figura 29). Para lo anterior, se utilizaron
condiciones estandar previamente reportadas por la literatura. En total se identificaron 10 TAG’s
presentes en el aceite de sacha inchi, y 9 TAG’s presentes en el aceite de girasol y oliva,
respectivamente (Ver tabla 5). De manera que se identificaron 100% de los TAG reportados en la
literatura para cada uno de los aceites (Calvano et al., 2007; Fanali et al., 2011; Jergovi¢ et al.,
2017; Ollivier et al., 2003; Stolyhwo et al., 1985). Los TAG’s presentes en cada uno de los aceites
mencionados fueron analizados como se mencion6 en la seccion 4.2 de la metodologia, usando

una relacion A:M 1:3000.

.......................................................................
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Figura 29. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo para la identificacion de

triacilglicéridos en aceites de sacha inchi (recuadro azul), girasol (recuadro naranja) y oliva

(recuadro verde), con su respectiva abundancia calculada y usando DHB 0.13M como matriz

MALDI en una relacion molar estandar (A:M 1:3000). El espectro se obtuvo en un rango m/z de

800 a 1200, una incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen igual a 1uL depositado sobre el

target MALDI.
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Tabla 5. Identificacion de triacilglicéridos como aductos de sodio en aceites de sacha inchi, girasol
y oliva, usando DHB como matriz, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud
relativa en la masa y S/N. Donde P: CisH3202, Ln: C1gH3002, L: C1gH3202, Po: C1sH3002, O:

C18H3402, S: C18H3602, A: C20H320:o.

Triacilglicéridos Masa Masa
) Formula )
Aceite de s. experimental calculada Appm S/N
o molecular
inchi [M+Na]* [M+Na]*
PLnLn CssHgaNaOs 873,6914 873,6948 3,9 13,6
PLLn CssHosNaOsg 875,7172 875,7105 7,6 18,3
PLL CssHogNaOe 877,7227 877,7261 3,9 13,6
PoOO CssH100NaOs 879,7199 879,7418 24,9 5,8
LnLnLn Cs7H92NaOs 895,6914 895,6792 13,6 40,6
LnLLn Cs7HasNaOs 897,7089 897,6948 15,7 80,3
OLnLn Cs7HosNaOs 899,7334 899,7105 25,4 82,3
SLnLn Cs7H9gNaOs 901,7514 901,7261 28,1 46,9
SLLn Cs7H100NaOs 903,7667 903,7418 27,5 22,6
OooL Cs7H102NaOs 905,7684 905,7574 12,1 10,6
Triacilgliceridos . Masa Masa
i Formula _
Aceite de experimental calculada Appm SIN
) molecular
girasol [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHosNaOs 877,7180 877,7261 9,2 8,3
POL CssH100NaOs 879,7328 879,7418 10,2 14,8
POO CssH102NaOs 881,7444 881,7574 14,7 8,7
PSO CssH104NaOg 883,7560 883,7731 19,3 2,2
LLL Cs7HosNaOe 901,7128 901,7261 14,7 31,6
OLL Cs7H100NaOs 903,7286 903,7418 14,6 64,0
SLL Cs7H102NaOs 905,7425 905,7574 16,4 66,0
000 Cs7H104NaOg 907,7524 907,7731 22,7 19,8
SO0 Cs7H10sNaOs 909,7468 909,7887 46,1 16,7
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o Masa Masa

Triacilglicéridos  Formula _
) _ experimental calculada Appm S/N

Aceite deoliva  molecular

[M+Na]* [M+Na]*

PLL CssHgsNaOs 877,7417 877,7261 17,8 10,8
PoSL CssH100NaOs 879,7602 879,7418 20,9 11,9
PoSO CssH102NaOs 881,7700 881,7574 14,3 7,1
PoSS Css5H104NaOs 883,7675 883,7731 6,3 1,8
OOLn Cs7H100NaOs 903,7520 903,7418 11,3 21,7
SOLn Cs7H102NaOs 905,7674 905,7574 11,1 34,2
SOL Cs7H104NaOs 907,7942 907,7731 23,2 27,9
PLA Cs7H10sNaOs 909,7995 909,7887 11,9 18,6
SSO Cs7H108NaOs 911,7610 911,8043 47,5 7,0

Se observa que, en todos los casos la relacion S/N supera el valor de 2,0 a excepcion de la
sefial correspondiente al triacilglicérido PoSS en el aceite de Oliva, con un valor de S/N 1,8 (Ver
Tabla 5). La S/N puede incrementarse variando las relaciones molares A:M, aln asi, y debido a
que el principal interés del proyecto de investigacion es la identificacion de TAG’s presentes en
los aceites mencionados, los valores obtenidos son aceptables. Asimismo, los valores de Appm
calculados para las mediciones son bajos, por lo que también pueden ser utilizados como un criterio
en la identificacion de los TAG’s presentes en los aceites. Ademas, los valores de masas exactas
son reportados con cuatro cifras decimales, implicando una mayor precision en la medicion de la
masa.

Cabe resaltar que, los TAG’s presentes en el aceite de sacha inchi, en un principio fueron
identificados por Finali y colaboradores (Fanali et al., 2011). Los autores emplearon HPLC
acoplada a MS con ionizacion quimica a presion atmosférica (HPLC-APCI-MS). Se identificaron

como iones protonados [M+H]* y se encontré que LnLLn se encuentra en mayor proporcion.
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Seguidamente, Carrillo y colaboradores identificaron parte de los TAG’s ya reportados, solo que
empleando cromatografia de gases (GC) acoplada a MS (Carrillo et al., 2018). Inclusive, técnicas
novedosas como MS de ionizacion por nanoelectrospray de reaccion de Paterno-Buchi (PB-
nanoESI-MS) fue empleada para analizar los TAG’s poliinsaturados presentes en el aceite (Li et
al., 2020). Sin embargo, ninguno de ellos involucro el uso de una matriz para su respectivo analisis.
Lo cual resulta curioso, ya que MALDI es una técnica relativamente simple, que en este proyecto
demostré ser viable para la identificacion de TAG’s como aductos de sodio.

Por su parte, los TAG’s presentes en aceite de girasol y oliva, si fueron identificados usando
MALDI MS. Para ello, se emple6 DHB como matriz (40 mg/L) usando trifluoroacetato de sodio
(1 mg/mL) como agente cationizante en relacién 1:2 (v/v) con el analito (10uL/mL), logrando
identificar 8 TAG’s para cada aceite (Jergovi¢ et al., 2017). De igual manera, Ayumi y
colaboradores, emplearon DHB (20 pg/pL) con el mismo agente cationizante (1 pg/pL) en
relacion 1:2 (v/v) con el analito (10 pg/uL) solo que identificando menor cantidad de TAG’s (4)

(Kubo et al., 2013).

5.3.2 Identificacion de triacilglicéridos usando cis-bixina como matriz MALDI.

Usando cis-bixina como matriz MALDI de transferencia catidnica para el analisis de
TAG’s presentes en los aceites, no se obtuvieron resultados prometedores bajo ninguna de las
proporciones A:M evaluadas. Tal como se puede observar en la Figura 30, en estos espectros
MALDI, no se logré identificar TAG’s, se observan sefiales propias de la matriz cis-bixina, iones
correspondientes a cis-bixina como aductos de sodio, inclusive al incrementar la relacion molar

analito:matriz y aumentar la energia de incidencia del laser (Ver figura 30).
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Figura 30. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo, usando cis-bixina 2.5mM

como matriz MALDI para la identificacion de triacilglicéridos en aceites de sacha inchi (verde),

girasol (naranja) y oliva (azul). Se emplearon relaciones molares A:M 1:100, 1:1000 y 1:10000 y

los espectros se obtuvieron en una rango m/z de 300 a 1200, una incidencia del laser igual a 50 pJ

y un volumen igual a 1pL depositado sobre el target MALDI.

Esto, indica que cis-bixina se ioniza bajo condiciones MALDI e incorpora en su estructura

dos iones metélicos de sodio para la formacion de iones primarios, pero no transfiere dichos sodios
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en fase gaseosa a las moléculas del analito. Lo anterior, debido posiblemente a su muy baja presién
de vapor (2,3x10° Pa (PubChem, 2021)), comparada con matrices comerciales como DHB (0,15
Pa (Monte et al., 2010)) o CHCA (133,32 Pa (Chemistry, 2021)) . Razén por la cual, no se desorbe
facilmente de la superficie del portamuestras MALDI o requiere de alta energia para contrarrestar
las interacciones intermoleculares en fase solida.

Tal como sucede en el ensayo de cationizacion, al evaluar cis-bixina como matriz MALDI,
se observan sefiales correspondientes a aductos de sodio, iones metaestables y oligomeros propios
de cis-bixina, los cuales incrementan su relacion S/N a medida que aumenta la relacion A:M (Ver
figura 30). Por su parte, las sefiales correspondientes a los TAG’s ya identificados previamente al
utilizar la matriz comercial DHB, son “apagados” por la matriz debido a que se tratan de

compuestos labiles y termoinestables, que no se logran ver en ensayos sin matriz -LDI-.

5.3.3 Desorcion de cis-bixina con ayuda de matrices MALDI ET

Con base en lo anterior, se propuso utilizar un compuesto organico con presion de vapor
alta que no cumpla la funcion de matriz MALDI, solo que facilite el proceso de desorcion de la
mezcla cis-bixina:analito, el cual se denomino agente promotor de la desorcion (APD). Se evalud
DCTB y antraceno como posibles APD’s y sus propiedades fisicoquimicas se compararon con Cis-

bixina como se muestra a continuacion (Ver tabla 6).

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de los APD’s comparadas con cis-bixina, cuyos valores
fueron tomados de Goldfarb & Suuberg, 2010; Lu, 2018; PubChem, 2021b; Society, 2021y Tokyo

Chemical Industry, 2021
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Presién de
. Temperatura de
Compuesto Punto de fusion, °C ~ vaporaT ) .
sublimacién, °C
amb, Pa
Cis-bixina
198 2,33 x 107 -
Antraceno
OOO 215 8,00 x 107? 64,35
DCTB
ZN 125 - 80,00
N N

Tal como se puede observar en la Tabla 6, las interacciones intermoleculares en cis-bixina
son significativas, lo que se refleja en su alto punto de fusion y baja presion de vapor. Lo anterior
indica que la transicion de fase sélida a gas en cis-bixina requiere de alta energia. Sin embargo,
aunque el antraceno y el DCTB presentan puntos de fusion altos que indican interacciones
intermoleculares fuertes, sus presiones de vapor son altas comparadas con cis-bixina, indicando
que la energia requerida para desorber el compuesto y liberar las moléculas en fase gaseosa es
menor. Es decir, antraceno y DCTB pueden cambiar de fase rapidamente mediante un proceso
termodinamicamente favorable bajo condiciones MALDI.

El proceso de desorcion en MALDI es un paso clave para garantizar que los analitos

cocristalizados junto con la matriz sean liberados “facilmente” a fase gaseosa en la camara de
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ionizacion y se haga una transferencia de carga efectiva para la posterior deteccion (Dreisewerd,
2003). Por tanto, el uso de agentes promotores de la desorcion (APD) permitieron facilitar dicho
proceso con cis-bixina. Se esperaba que el uso de APD’s ocasionara una disminucion de las
interacciones intermoleculares entre moléculas de cis-bixina, lo cual permitiria que se desorban de
una manera mas eficiente y promuevan la ionizacion de los TAG’s. Asimismo, se esperaba que
los APD’s evaluados no interfirieran en el analisis de los analitos target - TAG’s-.

A continuacién, (Figura 31) se muestran los espectros de masas MALDI para diferentes
proporciones entre cis-bixina y los ADP a evaluar, antraceno y DCTB. Asimismo, algunos de los
descriptores analiticos se muestran en la Tabla 7.
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Figura 31. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo, usando cis-bixina 2.5mM
con APD’s 2,5mM en relaciones molares M:APD 1:1, 1:100 y 1:100, con el fin de evaluar el
comportamiento de cis-bixina en el proceso de desorcion bajo condiciones MALDI. Las tablas de
abundancias corresponden a cis-bixina cationizada, CxsHzNa,Os. L0S espectros se obtuvieron en
una rango m/z de 400 a 1100, con una incidencia del laser igual a 50 puJ y un volumen de 1uL

depositado sobre el target MALDI.

Tabla 7. Evaluacion del comportamiento de cis-bixina en el proceso de desorcién bajo condiciones
MALDI usando DCTB y antraceno como APD’s. Los valores obtenidos corresponden a la sefal
de interés, CasH29Na,04, los cuales se reportan junto a la masa calculada, exactitud relativa en la masa,

S/N y patrén isotopico.

Masa Masa
Ensayo MALDI experimental calculada  Appm SIN Patrén Isotdpico
[M+Na]* [M+Na]*

439,1764; 440,1764;
441,1736

cis-Bixina:DCTB (1:100) 439,1761; 440,1754;
439,1761 439,1861 22,8 128,4
441,1796

cis-Bixina:DCTB (1:1) 439,1764 439,1861 22,1 57,9
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cis-Bixina:DCTB (1:1000) 439,1757; 440,1719;
439,1757 439,1861 23,7 27,7
441,1731
439,1773; 440,1769;
cis-Bixina:Antraceno (1:1) 439,1773 439,1861 20,0 88,8
441,1730
cis-Bixina: Antraceno 439,1782; 440,1770;
439,1782 439,1861 18,0 51,4
(1:100) 441,1736
cis-Bixina:Antraceno
439,1714; 440,1705;
(1:1000) 439,1714 439,1861 33,5 60,8

441,1721

Tal como se puede observar en la Figura 31y en la Tabla 7, para el uso de DCTB como
APD se obtiene el valor de S/N maés alto al utilizar una relaciéon molar de 1:100, cis-bixina:APD.
Por su parte, al utilizar antraceno como APD, la mejor relacién molar corresponde a 1:1, cis-
bixina:APD. Asimismo, al comparar los valores de S/N obtenidos al analizar las mezclas cis-
bixina: APD con los espectros LDI (+) y los ensayos de cationizacion de cis-bixina, se observa que
los APD ayudan en el proceso de desorcion, como era de esperarse. Es decir, los valores de S/N
de estos Ultimos experimentos son mayores comparados con los valores de S/N de los experimento
LDI de cis-bixina. De hecho, su presencia es confirmada de acuerdo con el patron isotopico, ya

que las abundancias de las sefiales difieren ligeramente de los valores calculados (ver figura 31).

5.3.4 Comportamiento de los APD en la identificacion de triacilglicéridos

Asimismo, se realizaron analisis MALDI de los aceites de sacha inchi, girasol y oliva con
los APD, sin el uso de cis-bixina como matriz. Lo anterior, teniendo en cuenta la mejor relacién
molar a la que cis-bixina desorbe, i.e., 1:100 y 1:1 para DCTB y antraceno, respectivamente (Ver
figura 32). Esto, con el fin de observar el comportamiento de dichos agentes en la identificacion

de los TAG’s como aductos de sodio.



109
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

1000 Sacha inchi:DCTB 1:100 Lo00 Sacha inchi:Antraceno 1:1
800 - 800 |
E 600 H = 600 4
= |
< =
= 1 3 1
E =
=z E
= 400 1 I = 400
- TTH T Trr TYT1 .Jmhl”..um LN - — I B —
{s0~875 ss0 ss5s 8% 895 900 905 910 7915 ] s07sa3s  ss0 sss so0  sos 900 905 ol0 4ls
i ~a. m/ e
-~ 4
200 4 200 - S Y
‘"’\\ e
] ] Sy e
S ,/,
\\
0 0 T DU P SR S |‘(,' ; . .
700 750 800 850 900 950 1000 700 750 800 850 900 950 1000
nx m/sz
1000 Girasol:DCTB 1:100 1000 Girasol:Antraceno 1:1
L+ 905,7334
4 “ 1
903,7274 .,
800 - . 800
901,7121 «, 907,7527 ]
= 6004 T ;"
£ - s
= ] E
= 2 |
=
: E
j 400 - 2 400 -
- A 2
1 870 "~875 ss0 885 s 895 900 %05 910 /9IS {1 870 "~s15 880 885 890 895 900 905 910 415
e el msi el
200 4 200 Y P
~, td
~ ’
) ~ ,/
1 "-.‘ "
\\
0 U'MMMWMMMW
700 750 800 850 900 950 1000 700 750 800 850 900 950 1000
ms msz
1000 - Oliva:DCTB 1:100 9957962 1000 - Oliva: Antraceno 1:1
*
** L+ 907,7558
903,7227 +a, ** l
L]
800 + 800 -
.+ 909,8538
] o* ]
&
£ 600 = 600+
= 1=}
= =
= 1 = 1
= =
2 400 J { g 400
= Y II. LU P L AU TR A R Y \l “Iu.n\ll i
{s0~~875 ss0 885 S0 895 900 905 910 7915 {1 870 "~s75 880 885 so0 895 900 905 910 7915
mz \"-.,. ms s
200 | 200 - Ry S
R #
S i
4 1 Sso i
~ ’
4
0 U-M‘MMMMMM“M““‘M
700 750 800 850 900 950 1000 700 750 800 850 900 950 1000
m/sz

mez



110
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES

Figura 32. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo, usando cada uno de los
analitos con APD’s 2,5mM en relaciones molares A:APD 1:1 y 1:100 para antraceno y DCTB,
respectivamente. Los espectros se obtuvieron en una rango m/z de 800 a 1000, con una incidencia

del laser igual a 50 pJ y un volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.

Tal como se puede observar en la Figura 32, utilizando DCTB bajo las condiciones
mencionadas se logran identificar ciertos TAG’s en los aceites de girasol y de oliva (Ver tabla 8).
Esto puede deberse a que el DCTB es un compuesto que tiene en su estructura dos atomos de
nitrégeno con pares de electrones libres, de modo que puede incorporar en su estructura cationes
sin desestabilizarse para luego transferirlos a los analitos en estudio (Lou et al., 2010). Por su parte,
usando antraceno no se logro identificar TAG’s en ninguna de las muestras, lo cual era de
esperarse, ya que es un hidrocarburo altamente conjugado que no tiene heteroatomos y, por tanto,
no tiene la capacidad de incorporar cationes en su estructura para luego cederlos en fase gaseosa.
Por tal razon, antraceno se considera mejor candidato APD comparado con DCTB, debido a que
no ocurrirdn reacciones de competencia en fase gaseosa entre antraceno y cis-bixina para la
ionizacion via transferencia catidonica de los TAG’s. Aun asi, los ensayos de identificacion de
TAG’s se llevaron a cabo usando ambos agentes y se compararon bajo el criterio de nimero de
compuestos identificados y los valores del descriptor analitico S/N obtenidos.

Cabe resaltar que usando DCTB como matriz MALDI, se identificaron cuatro TAG’s
presentes en cada uno de los aceite evaluados (36% de los reportados por Jergovic et al., 2017 y
Kubo et al., 2013), a excepcidn del aceite de sacha inchi (ver tabla 8). Sin embargo, las relaciones

S/N de las sefales identificadas fueron muy bajas.
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Tabla 8. Identificacion de triacilglicéridos como aductos de sodio en aceites de girasol y oliva,
usando DCTB como matriz, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud

relativa en la masa y S/N.

Triacilglicéridos Masa Masa
] Formula )
Aceite de experimental calculada Appm S/IN
] molecular
girasol [M+Na]* [M+Na]*
LLL Cs7H9sNaOg 901,7121 901,7261 15,5 3,9
OLL Cs7H100NaOs 903,7274 903,7418 15,9 6,6
SLL Cs7H102NaOs 905,7334 905,7574 26,5 8,0
000 Cs7H104NaOs 907,7527 907,7731 22,5 3,6
R ] Masa Masa
Triacilglicéridos  Formula _
_ ] experimental calculada Appm S/N
aceite de oliva molecular
[M+Na]* [M+Na]*
OOLn Cs7H100NaOs 903,7227 903,7418 21,1 6,2
SOLn Cs7H102NaOs 905,7962 905,7574 42,8 7,6
SOL Cs7H104NaOs 907,7558 907,7731 19,1 6,8
PLA Cs7H106NaOs 909,8538 909,7887 715 43

5.3.5 Identificacion de triacilglicéridos, xantofilas y clorofilas usando cis-bixina:APD como
matriz MALDI

5.3.5.1 Triacilglicéridos. Finalmente, se evalud cis-bixina como matriz MALDI de
transferencia cationica para el analisis de TAG’s presentes en el aceite de girasol y se utilizaron
ambos APD descritos anteriormente, los ensayos se realizaron como se describio en la seccion 4.2
de la metodologia (Ver figura 33 y Tabla 9). Se escogid Gnicamente el aceite de girasol debido a
que los tres aceites evaluados previamente con la matriz comercial DHB presentan un
comportamiento similar, de acuerdo con los ensayos hasta el momento realizados, como se puede

observar a lo largo de la seccion 5.3 de este proyecto.
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Figura 33. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo para la identificacion de
triacilglicéridos como aductos de sodio en el aceite de girasol, usando cis-bixina:APD como matriz
MALDI en una relacion molar con el analito A:APD:M 1:10000:100, 1:100000:1000 y
1:100000:10000 para DCTB y 1:100:100, 1:1000:1000 y 1:10000:10000 para antraceno. El
espectro se obtuvo en un rango m/z de 500 a 1000, una incidencia del laser igual a 50 pJ y un

volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.

Tabla 9. Identificacion de triacilglicéridos como aductos de sodio en aceites de girasol, usando
cis-bixina:APD como matriz, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud

relativa en la masa 'y S/N.

APD : DCTB
Triacilgliceridos ) Masa Masa
o Formula _
Aceite girasol experimental calculada Appm S/N
molecular
A:M 1:100 [M+Na]* [M+Na]*

OOLn Cs7H100NaOs 903,7274 903,7418 15,9 1,1
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Triacilglicéridos ; Masa Masa
o Formula )
Aceite girasol experimental calculada Appm S/IN
molecular
A:M 1:1000 [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHosNaOg 877,6844 877,7261 47,5 2,7
POL CssH100NaOs 879,7250 879,7418 19,1 2,8
LLL Cs7HosNaOe 901,7445 901,7261 20,4 14
OLL Cs7H100NaOs 903,7550 903,7418 14,6 9,5
SLL Cs7H102NaOs 905,8036 905,7574 51,0 7,6
000 Cs7H104NaOs 907,7598 907,7731 14,6 3,1
Triacilglicéridos ) Masa Masa
o Formula _
Aceite girasol experimental calculada Appm S/IN
molecular
A:M 1:10000 [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHogNaOe 877,7025 877,7261 26,8 2,0
POL CssH100NaOs 879,7520 879,7418 11,6 2,7
LLL Cs7H9sNaOg 901,7435 901,7261 19,3 4,0
OLL Cs7H100NaOs 903,7511 903,7418 10,3 8,9
SLL Cs7H102NaOs 905,7756 905,7574 20,1 8,7
000 Cs7H104NaOgs 907,7885 907,7731 16,9 5,0
APD : Antraceno
Triacilglicéridos  Formula Masa Masa Appm SIN
Aceite girasol molecular  experimental calculada
A:M 1:100 [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHogNaOe 877,7379 877,7261 13,4 5,6
POL CssH100NaOs 879,7264 879,7418 17,5 6,0
POO CssH102NaOs 881,7426 881,7574 16,8 3,3
PSO Css5H104NaOg 883,7814 883,7731 9,4 1,7
LLL Cs7HgsNaOs 901,7344 901,7261 9,2 6,5
OLL Cs7H100NaOs 903,7212 903,7418 22.8 8,1
SLL Cs7H102NaOs 905,7394 905,7574 19,9 7,7
000 Cs7H104NaOg 907,7461 907,7731 29,7 6,3
SO0 Cs7H106NaOs 909,7530 909,7887 39,2 3,8
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Triacilglicéridos  Formula Masa Masa Appm SIN
Aceite girasol molecular  experimental calculada
A:M 1:1000 [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHgsNaOs 877,7479 877,7261 24,8 9,0
POL CssH100NaOs 879,7172 879,7418 28,0 8,8
POO CssH102NaOg 881,7714 881,7574 15,9 6,9
LLL Cs7HgsNaOs 901,7405 901,7261 16,0 20,7
OLL Cs7H100NaOe 903,7528 903,7418 12,2 26,3
SLL Cs7H102NaOg 905,7723 905,7574 16,4 28,2
000 Cs7H104NaOs 907,7620 907,7731 12,2 12,9
SO0 Cs7H106NaOe 909,8026 909,7887 15,3 5,8
Triacilglicéridos  Formula Masa Masa Appm SIN
Aceite girasol molecular  experimental calculada
1:10000 [M+Na]* [M+Na]*
PLL CssHgsNaOs 877,7442 877,7261 20,6 6,8
POL CssH100NaOg 879,7644 879,7418 25,7 7,0
POO CssH102NaOg 881,7685 881,7574 12,6 53
LLL Cs7HgsNaOs 901,7162 901,7261 11,0 14,4
OLL Cs7H100NaOs 903,7241 903,7418 19,5 18,2
SLL Cs7H102NaOg 905,7443 905,7574 14,4 12,2
000 Cs7H104NaOg 907,7563 907,7731 18,5 10,4
SO0 Cs7H108NaOg 909,7629 909,7887 28,3 34

Tal como se puede observar en la Tabla 9, utilizando mezclas previamente establecidas
entre cis-bixina y un compuesto que funcione como agente promotor de la desorcion, fue posible
identificar todos los TAG’s presentes en las muestras de aceite que ya habian sido reportados
previamente al utilizar la matriz comercial DHB (es decir, 100% de los TAG’s reportados en la
literatura) (Calvano et al., 2007; Fanali et al., 2011; Jergovi¢ et al., 2017; Ollivier et al., 2003;

Stolyhwo et al., 1985).
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Asimismo, en la Figura 33 y en la Tabla 9, se puede observar que el antraceno permite
obtener mejores valores de los descriptores analiticos como la S/N comparado con los ensayos
utilizando DCTB, como APD. Utilizando antraceno (Ci14Hzo) se lograron identificar nueve TAG’s
en el aceite de girasol para la relacion molar A:APD:M 1:100:100 y ocho para las restantes.
Mientras que al utilizar DCTB como APD, tan sélo se logro identificar 1 compuesto para la
relacion molar A:APD:M 1:10000:100 (11% de los TAG’s reportados), y 6 TAG’s en las
proporciones matriz analito, 1000:1 y 10000:1, respectivamente (67% de los TAG’s reportados).
Sin embargo, tal como se indicO anteriormente, en la seccion 5.3.4, DCTB también puede
promover la ionizacion de los TAG’s como aductos de sodio, por lo que puede presentarse cierta
competencia entre el DCTB y la cis-bixina como matriz MALDI.

Tal como se puede evidenciar en la Figura 33 y en la Tabla 9, cis-bixina funciona como
matriz MALDI de transferencia catiénica. EI uso de compuestos que ayudan en la desorcion hace
que disminuyan las interacciones intermoleculares entre las moléculas de cis-bixina, donde una
vez desorbe, se cationiza como ion primario, y seguidamente transfiere dicho cation hacia analitos
con afinidades catidnicas mayores.

Usando DCTB como APD en relaciones molares A:APD:M 1:100000:1000 y
1:1000000:10000 se obtienen resultados muy similares en relacion S/N. Sin embargo, los valores
Appm para el tltimo caso son menores, lo cual indica que hubo una mayor exactitud en la medicion
de los mismos. Por otro lado, usando antraceno como APD en relaciones molares A:APD:M
1:1000:1000 se obtiene la mejor relacion S/N con mayor precision, con valores S/N mayores a los
obtenidos utilizando DCTB como APD. Sin embargo, se identifica un compuesto menos que
usando DHB como matriz MALDI, con la cual, se obtienen mejores resultados. Dicho compuesto

corresponde al triacilglicérido LLL, CssH104NaOs y su NO identificacion era de esperarse, ya que
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usando DHB se obtiene un descriptor analitico S/N igual a 2,2 (ver tabla 5), lo cual indica su baja
presencia en el aceite comercial.

A continuacion, en la Figura 34, se muestra un resumen del comportamiento de cis-bixina
como matriz MALDI en la identificacion de TAG’s en aceite de girasol, los cuales se comparan

con la matriz comercial DHB bajo las relaciones molares discutidas anteriormente.
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Figura 34. Resumen de los TAG’s presentes en el aceite de girasol detectados como aductos de
sodio [M+Na]" utilizando cis-bixina:APD bajo la mejor proporcion (A:M 1:10000 y 1:1000 para

DCTB y antraceno respectivamente) y DHB, como matrices MALDI.

Tal como se indico anteriormente, utilizando cis-bixina junto con antraceno como APD, es
posible realizar la identificacion todos los TAG’s reportados en la literatura presentes en el aceite
de girasol, con resultados comparables con la matriz comercial DHB. Sin embargo, DHB presenta
ciertas ventajas como mejores valores de relacion S/N. No obstante, DHB presenta un alto
background, mientras que cis-bixina presenta pocas sefiales propias de la matriz en zonas de masas
bajas (ver anexo B). Lo anterior, facilita la deteccion de compuestos de bajo peso molecular con

afinidades cationicas mayores al de la matriz, mediante transferencia cationica.

5.3.5.2 Xantdfilas. Los ensayos descritos anteriormente fueron extrapolados para el
analisis de estdndares de carotenoides tipo xantofila, como astaxantina (CaoHs204) vy
diadinoxantina (CsoHs403). Para ello, inicialmente las xantofilas se identificaron como aductos de
sodio [M+Na]* utilizando DHB como matriz MALDI, en una relaciéon molar A:M 1:3000 (Ver
anexo C y D). Tal como se puede observar en el anexo D, las relaciones S/N para ambos casos
son bajas a pesar de usar una matriz comercial.

Seguidamente, se hicieron ensayos con cis-bixina como matriz MALDI variando tres
relaciones molares A:M (1:100, 1:1000 1:10000), pero tal como sucedié con los TAG’s (Véase
seccion 5.3.2), no fue posible identificar las xantofilas como aductos de sodio, por su muy baja

presion de vapor como se discuti6 anteriormente. En los espectros de masas que se muestran en el
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Anexo E, sélo se logran observar sefiales propias de la matriz, que ya fueron discutidas en los
ensayos de cationizacion (seccion 5.2.5)

Del mismo modo, se realizaron los ensayos MALDI utilizando analito:APD, tal como se
describio en la seccion 5.2, utilizando relaciones A:APD de 1:100 para DCTB y 1:1 para antraceno,
discutidas previamente en la seccion 5.3.3. Lo anterior, con el fin de evaluar el comportamiento
de los APD en la identificacion de xantofilas. Tal como se puede observar en las gréficas del
Anexo F, DCTB permite identificar las xantofilas CsoHs204 y Ca0Hs403 como cationes radicales
M*, no como aductos de sodio, en m/z 596,4866 y 582,3073 para astaxantina (CaoHs204) Y
diadinoxantina (CaoHs403), respectivamente. Contrariamente, utilizando antraceno no se lograron
identificar los analitos como aductos de sodio, ni cationes radicales bajo las condiciones
previamente establecidas (Ver anexo F).

Finalmente, se evalu6 la cis-bixina como matriz MALDI para la identificacion de
xantofilas (Ver anexo G). Se variaron las relaciones molares A:M 1:100, 1:1000, 1:10000,
1:100000 y 1:1000000 (entendiéndose M como cis-bixina:DCTB 1:100 y cis-bixina:antraceno
1:1), pero los resultados obtenidos no fueron prometedores, ya que para ambos casos, no se logré
observar las xantofilas como aductos de sodio. Sélo se observan sefiales de la matriz a m/z 638 y
685, las cuales corresponden a oligdmeros de cis-bixina con pérdidas de la funcién éster y parte
de la cadena poliénica conjugada, como ya se discutid en la seccidn 5.2.5. Se observa que a medida
que incrementa la relacion molar, aumenta la abundancia de las sefiales de la matriz, lo cual es de
esperarse, pues se incrementa su cantidad en la solucion que se evalua.

Lo anterior es debido a la afinidad catidnica, la cual es efectiva cuando el analito tiene
mayor afinidad cationica que la matriz. Si se comparan las estructuras quimicas entre la matriz y

los analitos, se observa que son muy similares. Dichos compuestos constan de una cadena
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poliénica con méas de 10 enlaces dobles conjugados con funciones éster y acido para la matriz, y
funciones alcohol, éter y cetona para los analitos. De hecho, se tratan de carotenoides que son
biosintetizados de la misma forma que la bixina, por via isoprenoide. Ahora bien, para que un
catién sodio sea agregado al analito target para su posterior deteccién como aducto de sodio, se
requiere que éste tenga atomos con alta densidad electrénica (oxigeno e.g.) en su estructura. Para
este caso, tanto la matriz como los analitos tienen la misma cantidad de heterodtomos, lo cual hace
pensar que su afinidad cationica es similar o ligeramente mayor para la matriz, ya que en la funcion
acido y éster existe mayor densidad electrénica que en funciones cetona, éter y alcohol, de manera
que el cation sodio prefiere estar adherido donde existe mayor cantidad de electrones (mayor
afinidad catidnica). Por tal razon, se observan sefiales de la matriz cis-bixina en los espectros
obtenidos, y no del analito evaluado. Sin embargo, valdria la pena tener los calculos pertinentes
que permitan confirmar lo dicho anteriormente.

5.3.5.3 Clorofilas. Asi como sucede con las xantofilas, el anélisis de clorofila a utilizando
cis-bixina:APD como matriz MALDI presenta el mismo comportamiento. Usando DHB como
matriz, se observa la molécula de feofitina protonada (CssH7sN4Os), cuyo patron isotdpico
experimental coincide con el calculado (Patiny & Alain Borel, 2013) y cuyos valores Appm y S/N
corresponden a 11,5y 34,1 respectivamente (Ver anexo H). Por otra parte, los ensayos de clorofila
a (CssH7205sNsMg) con DCTB como matriz, muestran sefiales a m/z 614,2870 y 892,5220
correspondientes clorofilida a y clorofila a, respectivamente (Ver anexo 1), lo cual es de esperarse,
ya que DCTB principalmente funciona como matriz MALDI de transferencia electrénica (ET).
Asimismo, se observa una sefial a m/z 673,2076 correspondiente a la clorofila a con pérdida de
parte de la cadena fitol. Para el caso del antraceno no se observan sefiales, debido a la baja relacion

molar empleada (Ver anexo 1). No obstante, su relacion no se vari6 porque el interés era descubrir
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el comportamiento del APD bajo las mismas condiciones en las que cis-bixina:APD se ve con
mayor S/N.

Finalmente, se evalud la identificacion de clorofila a usando cis-bixina en presencia de
APD como matriz, pero se observé un comportamiento similar a cuando se evaluaron las xantofilas
como analitos. Con ninguna de las relaciones molares fue posible identificar clorofila a como
aducto de sodio (Ver anexo J). Usando DCTB como APD, se identifica la clorofilida a y
oligdbmeros de cis-bixina con pérdida de la funcion éster para los tres casos. Por su parte, con
antraceno solo se observan sefiales de matriz. De manera que, cis-bixina no funciona como matriz
MALDI de transferencia catidnica para este tipo de analitos.

La clorofila aparentemente tiene mayor afinidad cationica que la matriz por la cantidad de
heteroatomos que posee, sin embargo, por la distribucion de sus grupos funcionales, se considera
medianamente polar, al igual que cis-bixina. Se observa que no es posible una transferencia
catiénica efectiva porque la energia de union del cation a la matriz en fase gaseosa es mayor que
la unién con el analito.

Cabe resaltar que, el analito cationizado puede originarse de complejos metalicos
preformados en la solucidn que luego desorben del target por accién del laser (caso particular), o
a partir de reacciones en fase gaseosa, ya sea por transferencia de carga de la matriz o por union
de un cation libre al analito (Zhang & Zenobi, 2004). Para este caso, es posible que en fase gaseosa,
cis-bixina tenga una mayor basicidad catidnica que la clorofila, razon por la cual, el sodio prefiere
estar unido a la matriz y por ende no se transfiera al analito.

Esta situacion es similar a lo reportado Liao y Allison (Liao & Allison, 1995), quienes usando
acido sinapinico (SA) no lograron ver péptidos como aductos de sodio, lo cual resulta curioso, ya

que los péptidos tienen mayor cantidad de grupos funcionales, lo que hace pensar que su afinidad
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catidnica es mayor y por tanto, puedan ser cationizados. De igual manera Zhang y Zenobi (Zhang
& Zenobi, 2004), reportaron que valinomicina principalmente se ve como aducto de sodio usando
THAP en vez de SA como matriz. Lo cual hace pensar que la transferencia cationica es efectiva si
la brecha de energia de basicidades catidnicas entre la matriz y el analito es amplia, ya que las
basicidades de sodio para SA son sustancialmente mayores que para THAP (Zhang & Zenobi,

2004).
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6. Conclusiones

El apocarotenoide cis-bixina fue aislado de las semillas de B. orellana mediante tres
técnicas analiticas: Extraccion con Fluido Supercritico (SFE), Extracciéon con solvente Asistida
por Ultrasonido (UAE) y Extraccién en Fase Sélida (SPE), donde se obtuvo un rendimiento de

extraccion de 8,50%.

La cis-Bixina fue caracterizada mediante DRS, FT-IR, LDI-MS y UV-Vis con bandas de
absorcién a 430, 457, 487 y 355 nm (caracteristica de la conformacién cis-). Asimismo se calculd
la absortividad molar y el rendimiento cuéntico de fluorescencia, con valores iguales a 32818 M~

em?y 2,0%, respectivamente.

Se estudi6 el uso de un agente promotor de la desorcidn para cis-bixina y se encontrd que
antraceno permite obtener los mejores descriptores analiticos para el uso de cis-bixina como matriz
MALDI de transferencia cationica en el analisis de triacilglicéridos presentes en el aceite de
girasol. Se encontr6 que la mejor relacion molar cis-bixina:antraceno:TAG es 1000:1000:1, con
resultados similares a los de la matriz estandar DHB. En contraste, los carotenoides y clorofila no
pudieron ser identificados debido a que presentan una afinidad catidnica menor que la matriz en

estudio.
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7. Recomendaciones

Teniendo en cuenta la baja presion de vapor de cis-bixina, se recomienda derivatizar el
pigmento en lugar de emplear compuestos que ayuden con el proceso de desorcion. De manera

que se puedan evaluar directamente derivados de cis-bixina como matrices MALDI.

Teniendo en cuenta la discusion sobre analitos que no pudieron ser identificados usando
cis-bixina en presencia de APD como matriz, se recomienda realizar calculos teoricos de
afinidades catidnicas tanto para la matriz como para los analitos, con el fin de soportar la

informacidén mencionada en este proyecto de investigacion.
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Anexos
Anexo A. Comparacion entre espectros LDI de cis-bixinay DCTB 2,5 Mm con el fin de identificar
sefiales de la matriz a zonas de masas bajas. Los espectros se obtuvieron en modo full scan, una

incidencia del laser igual a 50 puJ y un volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Anexo B. Comparacion entre espectros LDI de cis-bixinay DHB 2,5 mMcon el fin de identificar
sefiales de la matriz a zonas de masas bajas. Los espectros se obtuvieron en modo full scan, una

incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Anexo C. Identificacion de xantofilas como aductos de sodio usando DHB como matriz en una
relacion molar A:M 1:3000. El espectro se obtuvo en modo de iones positivo, en un rango m/z de

600 a 1100, con una incidencia del laser igual a 50 puJ y un volumen de 1uL depositado sobre el

target MALDI.
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Anexo D. ldentificacion de xantofilas como aductos de sodio usando DHB como matriz, con su

respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud relativa en la masay S/N.

Xantofila Formula Masa Masa Appm SIN
molecular  experimental calculada
[M+Na]* [M+Na]*

Astaxantina CaoHs2NaOg4 619.3873 619.3763 17.7 21.9

Diadinoxantina  CsoHssNaO3 605.4071 605.3971 16.5 13.7
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Anexo E. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo, usando cis-bixina 2.5mM

como matriz MALDI para la identificacion de xantofilas. Se emplearon relaciones molares A:M

1:100, 1:1000 y 1:10000 y los espectros se obtuvieron en una rango m/z de 300 a 1200, una

incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Anexo F. Espectros de masas obtenidos en modo de iones positivo para el analisis de xantofilas

con APD’s 2,5mM en relaciones molares A:APD 1:100 y 1:1 para DCTB y antraceno,

respectivamente. Los espectros se obtuvieron con una incidencia del laser igual a 50 pJ y un

volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Anexo G. Evaluacién de cis-bixina:APD como matriz MALDI para la identificacion de xantofilas.
Los espectros se obtuvieron en modo de ionizacion positiva, con diferentes relaciones molares
A:APD:M, en un rango m/z de 500 a 1000, con una incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen

de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Abundancia
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Anexo H. Identificacion de clorofilaa como ion protonada usando DHB como matriz. . El espectro
se obtuvo en modo de iones positivo, en un rango m/z de 600 a 1200, con una incidencia del laser

igual a 50 pJ y un volumen de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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Anexo I. Comportamiento de los APD para la identificacion de clorofila a. Los espectros de masas
fueron obtenidos en modo de iones positivo para el analisis de clorofila con APD’s 2,5mM en

relaciones molares A:APD 1:100 y 1:1 para DCTB y antraceno, respectivamente.
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Anexo J. Evaluacién de cis-bixina:APD como matriz MALDI para la identificacion de clorofila
a. Los espectros se obtuvieron en modo de ionizacién positiva, con diferentes relaciones molares
M:APD, en un rango m/z de 600 a 1200, con una incidencia del laser igual a 50 pJ y un volumen

de 1pL depositado sobre el target MALDI.
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PIGMENTOS NATURALES
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