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Esta tesis doctoral se enfoca en el desarrollo y

optimizacidn de técnicas analiticas avanzadas
para la identificacion de metabolitos vy
contaminantes en alimentos con propiedades
bioactivas.

El estudio se centra en la optimizacién y

desarrollo de metodologias avanzadas de
microextraccion en fase liqguida con fibra
hueca (HF-LPME) y en métodos analiticos no
dirigidos en metaboldmica.

A través de metodologias innovadoras, se

busca mejorar la sensibilidad y selectividad en
el analisis de estos compuestos,
contribuyendo al avance de la fooddmica vy
proporcionando nuevas herramientas para la
investigacion en ciencia de los alimentos.
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RESUMEN

La presente tesis doctoral, titulada "Optimizacion de técnicas de microextraccion y
metabolémica no dirigida en muestras alimentarias bioactivas", se centra en el desarrollo y
optimizacion de estrategias analiticas avanzadas para el estudio de metabolitos y contaminantes
en alimentos con propiedades beneficiosas para la salud. En particular, esta investigacion se
centra en dos matrices alimentarias de gran interés: la leche materna humana y los arandanos,
cuyo perfil nutricional y bioactivo desempefia un papel fundamental en la salud humana.
Mediante la implementacion de metodologias innovadoras, esta tesis busca proporcionar
herramientas analiticas mas sensibles, selectivas y eficientes, contribuyendo al avance de la
fooddmica, un campo multidisciplinario que integra la metabolémica con la ciencia de los
alimentos.

Los enfoques metodoldgicos desarrollados incluyen Ila optimizacién de la
microextraccién en fase liquida con fibra hueca (Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-
LPME) en sus modalidades bifasica y trifasica, permitiendo una extraccién eficiente y selectiva
de analitos en matrices alimentarias complejas. Ademads, se emplean técnicas avanzadas de
separacion e identificacion de compuestos, como la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) y la cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-
MS). La combinacion de estos enfoques permite una caracterizacién exhaustiva de metabolitos
bioactivos y contaminantes, proporcionando informacidn clave sobre la composicion quimica de
los alimentos estudiados y su impacto en la salud.

Uno de los principales objetivos de esta investigacion es el desarrollo de un método
analitico basado en HF-LPME para la determinacion de bifenilos policlorados (PCBs) en leche
materna humana. Los PCBs son contaminantes ambientales persistentes con efectos adversos
para la salud, particularmente en lactantes debido a su toxicidad y capacidad de bioacumulacion.
La optimizacion de este método analitico busca mejorar la sensibilidad y especificidad en la
deteccidén de estos compuestos, proporcionando una alternativa eficiente y sostenible a las
técnicas convencionales. Asimismo, la metodologia desarrollada permite la extraccion eficaz de
los PCBs bajo condiciones mas respetuosas con el medio ambiente, reduciendo el uso de
disolventes y los tiempos de extraccidn, en linea con los principios de la quimica verde y la
seguridad alimentaria.

El segundo enfoque de la tesis se centra en el estudio del metaboloma de la leche
materna mediante la combinacién de microextraccion en fase liquida con fibra hueca trifasicay
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Esta metodologia permite
la identificacidn de una amplia gama de metabolitos, incluyendo acidos grasos, aminoacidos,
vitaminas y compuestos bioactivos esenciales para el desarrollo del lactante. La incorporacién
de la microextraccion trifasica mejora la eficiencia del proceso de extraccidon, aumentando la
sensibilidad y selectividad del analisis. Este estudio proporciona una herramienta poderosa para
el andlisis de la metaboldmica no dirigida y comprender la composicion de la leche maternay su
influencia en la salud infantil, facilitando la optimizacién de las recomendaciones nutricionales
durante la lactancia.

El tercer componente de la investigacién se enfoca en el analisis metaboldmico no dirigido de
los arandanos, un alimento ampliamente reconocido por sus propiedades antioxidantes, tras su
tratamiento con distintas tecnologias postcosecha. Mediante el uso de GC-MS y LC-MS, se
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evaluan los cambios en el perfil de metabolitos de los ardndanos sometidos a diferentes
condiciones de almacenamiento. El objetivo es identificar los compuestos responsables de sus
efectos antioxidantes y evaluar cdmo las condiciones postcosecha afectan su estabilidad y
biodisponibilidad. Este analisis permite la identificacién de metabolitos bioactivos clave, como
antocianinas, flavonoides y otros compuestos fendlicos, proporcionando informacion esencial
sobre su papel en la prevencion de enfermedades crénicas y su contribucién a la salud humana.

La principal contribucidns de esta tesis es la integracién de técnicas analiticas avanzadas
para el estudio tanto de contaminantes como de metabolitos bioactivos en alimentos con
potencial saludable. La combinacion de GC-MS y LC-MS con microextraccién en fase liquida con
fibra hueca trifasica permite realizar analisis de alta resolucidon, mejorando la capacidad de
deteccién de una amplia variedad de compuestos en matrices complejas. Ademas, el enfoque
holistico aplicado en el estudio de la leche materna y los ardndanos destaca tanto su potencial
terapéutico como los riesgos asociados con la exposicién a contaminantes. Estos avances
metodoldgicos pueden extenderse a una variedad mas amplia de alimentos con propiedades
beneficiosas para la salud, facilitando el desarrollo de productos mas seguros y nutritivos.

Finalmente, las metodologias propuestas en esta investigacion no solo mejoran la
precision y eficiencia del andlisis de alimentos, sino que también abren nuevas perspectivas en
el campo de la nutricidon y la salud publica. El impacto de estos avances puede contribuir
significativamente tanto a la industria alimentaria como a la investigacién en salud, promoviendo
el uso de alimentos con beneficios nutricionales como herramientas clave en la prevencidn de
enfermedades y la mejora del bienestar humano.

Palabras clave: Metaboldmica, foodomica, alimentos bioactivos, microextraccion, HF-LPME
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ABSTRACT

The present doctoral thesis, titled "Optimization of Microextraction Techniques and
Untargeted Metabolomics in Bioactive Food Samples", focuses on the development and
optimization of advanced analytical strategies for studying metabolites and contaminants in
foods with health-beneficial properties. Specifically, this research centers on two highly relevant
food matrices: human breast milk and blueberries, whose nutritional and bioactive profiles play
a crucial role in human health. Through the implementation of innovative methodologies, this
thesis aims to provide more sensitive, selective, and efficient analytical tools, contributing to the
advancement of foodomics, a multidisciplinary field that integrates metabolomics with food
science.

The methodological approaches developed include the optimization of Hollow Fiber
Liquid-Phase Microextraction (HF-LPME) in both biphasic and triphasic modalities, allowing for
efficient and selective extraction of analytes from complex food matrices. Additionally, advanced
separation and identification techniques, such as Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS) and Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS), are employed. The combination
of these approaches enables a comprehensive characterization of bioactive metabolites and
contaminants, providing key insights into the chemical composition of the studied foods and
their impact on health.

One of the main objectives of this research is the development of an analytical method
based on HF-LPME for the determination of polychlorinated biphenyls (PCBs) in human breast
milk. PCBs are persistent environmental contaminants with adverse health effects, particularly
in infants due to their toxicity and bioaccumulation capacity. The optimization of this analytical
method aims to enhance the sensitivity and specificity of PCB detection, offering an efficient and
sustainable alternative to conventional techniques. Furthermore, the developed methodology
allows for effective PCB extraction under environmentally friendly conditions, reducing solvent
use and extraction time, in alignment with green chemistry principles and food safety.

The second focus of the thesis is the metabolomic study of human breast milk, using a
combination of triphasic hollow fiber liquid-phase microextraction and GC-MS. This
methodology enables the identification of a wide range of metabolites, including fatty acids,
amino acids, vitamins, and essential bioactive compounds for infant development. The
incorporation of triphasic microextraction enhances the efficiency of the extraction process,
increasing the sensitivity and selectivity of the analysis. This study provides a powerful tool for
untargeted metabolomics analysis, helping to understand the composition of breast milk and
its influence on infant health, facilitating the optimization of nutritional recommendations
during lactation.

The third component of the research focuses on the untargeted metabolomic analysis
of blueberries, a food widely recognized for its antioxidant properties, after being subjected to
different postharvest technologies. Using GC-MS and LC-MS, changes in the metabolite profile
of blueberries stored under different conditions are evaluated. The objective is to identify the
compounds responsible for their antioxidant effects and assess how postharvest conditions
affect their stability and bioavailability. This analysis allows for the identification of key bioactive
metabolites, such as anthocyanins, flavonoids, and other phenolic compounds, providing
essential insights into their role in chronic disease prevention and their contribution to human
health.
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One of the main contributions of this thesis is the integration of advanced analytical
techniques to study both contaminants and bioactive metabolites in health-promoting foods.
The combination of GC-MS and LC-MS with triphasic hollow fiber liquid-phase microextraction
enables high-resolution analysis, improving the detection capabilities for a wide variety of
compounds in complex matrices. Additionally, the holistic approach applied in the study of
human breast milk and blueberries highlights both their therapeutic potential and the risks
associated with contaminant exposure. These methodological advances can be extended to a
broader range of functional foods, facilitating the development of safer and more nutritious
products.

Finally, the methodologies proposed in this research not only enhance the precision and
efficiency of food analysis, but also open new perspectives in the fields of nutrition and public
health. The impact of these advances may significantly contribute to both the food industry and
health research, promoting the use of nutritionally beneficial foods as key tools for disease
prevention and human well-being improvement.

Keywords: Metabolomics, foodomics, bioactive foods, microextraction, HF-LPME
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1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios, el desarrollo de técnicas analiticas avanzadas ha permitido una mejor
comprension de la composicion quimica de los alimentos y su impacto en la salud. Dentro de
este campo, la microextraccion en fase liquida (LPME) ha emergido como una estrategia eficiente
para la preconcentracidon y el analisis de compuestos en matrices complejas, destacandose por
su bajo consumo de solventes y alta selectividad. En particular, la combinacion de la
microextraccién en fase liquida con membrana hueca (HF-LPME) y la asistencia por ultrasonido
representa una innovacidon prometedora para la deteccién y cuantificacién de diversos analitos
en alimentos.

Paralelamente, la metaboldmica no dirigida se ha consolidado como una herramienta
esencial en el estudio del perfil metabdlico de los alimentos, permitiendo la identificacién de
compuestos bioactivos y la evaluacion de cambios metabdlicos inducidos por factores externos.
Esta aproximacion ha sido clave en la caracterizacién de metabolitos en productos agricolas,
proporcionando informacién valiosa sobre su calidad, seguridad y valor nutricional.

Por otro lado, la presencia de contaminantes organicos persistentes en los alimentos
representa un desafio significativo para la seguridad alimentaria. Estos compuestos, derivados
de actividades industriales y agricolas, pueden acumularse en los tejidos de los organismos y
representar un riesgo para la salud humana. La deteccidon y cuantificacion de estos
contaminantes mediante técnicas sensibles y selectivas es fundamental para evaluar su impacto
y establecer estrategias de control.

Finalmente, el estudio de los compuestos bioactivos en metabolémica ha cobrado gran
relevancia debido a su potencial en la promocion de la salud y la prevencidn de enfermedades.
La identificacion y caracterizacion de estas moléculas en alimentos permite comprender mejor
sus efectos beneficiosos y su papel en la dieta.

En conjunto, estas dreas de estudio convergen en la necesidad de desarrollar
metodologias analiticas innovadoras que permitan la identificacion, cuantificacidn y evaluacion
de compuestos de interés en alimentos. La presente tesis aborda estos aspectos a través del
desarrollo de nuevoS métodoS basado en la combinacién de HF-LPME y LPME asistida por
ultrasonido Estas estrategias se aplican a la caracterizacién de metabolitos y contaminantes en
matrices alimentarias, incorporando en algunos casos un enfoque metabolémico no dirigido
para un andlisis mas amplio y detallado.

1.1. Técnicas de microextraccion en fase liquida.

La microextraccion en fase liquida (LPME) ha surgido como una alternativa eficaz y
sostenible a las metodologias tradicionales de preparacion de muestras. En el campo de la
guimica analitica, existe una demanda creciente por desarrollar técnicas que sean mas precisas,
sensibles y con mayor eficiencia analitica, especialmente para la extraccion de compuestos en
matrices complejas. Ademads, el desarrollo de enfoques basados en los principios de la "quimica
verde" se ha convertido en una prioridad, con el objetivo de reducir el uso de disolventes
orgdnicos y minimizar la generacién de residuos, lo que contribuye a disminuir el impacto
ambiental (1).
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Uno de los principales retos en la preparacién de muestras biolégicas o ambientales es la
reduccion de los pasos previos al andlisis, como la desproteinizacion o los procedimientos de
clean-up, los cuales pueden ser complejos, laboriosos y propensos a la pérdida de analitos.
Técnicas convencionales como la extraccidn liquido-liquido (LLE) y la extraccion en fase sélida
(SPE) han sido ampliamente utilizadas; sin embargo, presentan ciertas limitaciones, como la
necesidad de volumenes elevados de solventes, tiempos de andlisis prolongados y dificultad para
su automatizacién. Ademas, el empleo de grandes cantidades de disolventes organicos genera
residuos peligrosos que pueden afectar tanto al medio ambiente como a la salud del personal
de laboratorio, ademas de incrementar los costos asociados a su eliminacion (1).

La tendencia actual en preparacién de muestras se orienta hacia el desarrollo de técnicas
rapidas, sencillas, econdmicas y con menor impacto ambiental, ademads de ser compatibles con
diferentes instrumentos analiticos. Esto ha llevado a la miniaturizacion de los procesos de
extraccion y a la reduccion en el consumo de solventes orgdnicos, promoviendo metodologias
mas sostenibles y eficientes.

En 1990, Arthur y Pawliszyn (2) introdujeron un nuevo método denominado
microextraccién en fase sdlida (SPME). Se coloca en la muestra o en su espacio de cabeza una
fibra recubierta de polimero, sobre la que se adsorbe el compuesto investigado. La SPME tiene
varias ventajas importantes en comparacién con las técnicas tradicionales de preparacion de
muestras. Sin embargo, aunque el uso de fibras SPME es cada vez mas popular, tienen
desventajas significativas.

e Técnica simple y efectiva e Temperatura de operacion

e Compatible con la separacion y deteccion de

analitos mediante HPLC-UV
Resultados lineales para un amplio rango de

recomendada relativamente baja
Inestabilidad e hinchamiento en
solventes orgdnicos

concentraciones de analitos e Rotura de fibras y
e Tamafio pequeio, conveniente para disefiar desprendimiento de
dispositivos portatiles para muestreos de campo. recubrimientos
e Resultados altamente consistentes y ¢ Doblamiento de agujas y su costo
cuantificables a partir de concentraciones muy (3)

bajas de analitos.
Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de SPME. Elaborada a partir de (2).

Para abordar estas limitaciones, se ha desarrollado la microextraccién en fase liquida
(LPME), una técnica innovadora que permite la preconcentracion de analitos utilizando
volimenes minimos de disolventes. A diferencia de la LLE convencional, que requiere cientos de
mililitros de solvente, la LPME solo emplea unos pocos microlitros, lo que la convierte en una
alternativa mas econdmica y ecoldgica. Ademas, es compatible con multiples técnicas analiticas
como la cromatografia de gases capilar (GC), electroforesis capilar (CE) y HPLC (1).

A lo largo del tiempo, la microextraccion en fase liquida (LPME) ha experimentado un
continuo desarrollo con el objetivo de mejorar la eficiencia de extraccion, la selectividad y la
compatibilidad con diferentes matrices y técnicas analiticas. Este proceso de evolucién ha dado
lugar a diversas variantes de LPME, cada una adaptada a necesidades especificas y con mejoras
en aspectos clave como la reduccién del volumen de disolvente, el aumento de la
preconcentracion y la minimizacion de interferencias en muestras complejas.
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Ao Autores Técnica desarrollada Ref

1995 Liuy Dasgupta Desarrollan un método en el que un flujo de gas pasa a través = (4)
de una gota de liquido

1996 Liuy Dasgupta @ Desarrollan el sistema de extraccién con disolvente “drop-in- | (5)

drop”
1996 Jeannot y Introducen el termino microextraccion liquido-liquido (6)
Cantwell
1997 Jeannot y Utilizan una jeringa de cromatografia para poner en contacto | (7)
Cantwell la gota con la muestra
1997 Hey Lee Desarrollan la misma modalidad y definen, ademas, el (8)
termino LPME estatica y dinamica
1998 May Cantwell @ Utilizan tres fases usando un soporte de membrana liquiday | (9)
una gota acuosa de disolucion aceptora
1999 Pedersen y Introducen la LPME introduciendo el disolvente en una fibra = (10)
Rasmussen hueca porosa (HF-LPME)
2000 LiuyLee Desarrollan una técnica de microextraccion en flujo continuo | (11)
2001 Jeannoty col. Introducen simultdneamente la microextraccion en gota enel  (12)
2001 Vickackaite y @ modo de espacio de cabeza (13)
col.
2002 Przyjazny y (14)
Kokosa
2002 Utilizan una membrana de polietileno de baja densidad para = (15)
Hauser u Popp | separar la fase acuosa de la fase organica dentro de un vial
2006 Pedersen y Desarrollan la extraccion con electromembrana combinando = (16)
Rasmussen la extraccion en fibra hueca con los principios de Ia
electroextraccion
2006 Rezaeey col. Introducen la microextraccion liquido-liquido dispersiva (17)

Tabla 1.2. Desarrollo histérico de la técnica de microextraccidn en fase liquida. Fuente: (18).

Gracias a estos avances, actualmente existen multiples enfoques de LPME, como la
microextraccién en gota suspendida (SDME), la microextraccion en fase liquida con fibra hueca
(HF-LPME) y la LPME en modo dispersivo (DLLME), cada una con caracteristicas particulares que
optimizan su rendimiento en distintos escenarios analiticos.

En este contexto, la LPME ha surgido como una herramienta clave, permitiendo la
extraccion eficiente de compuestos con minima manipulacién de la muestra y menor consumo
de reactivos.

1.1.1. Fundamentos de la microextraccién en fase liquida (LPME).

La LPME se basa en la transferencia selectiva de analitos desde una muestra liquida hacia
un volumen reducido de fase extractora, que puede ser un disolvente inmiscible con la muestra
o un liquido compatible con la técnica de analisis posterior.

El proceso ocurre a través de mecanismos de particién o difusidon, donde los analitos
migran desde la muestra a la fase extractora debido a diferencia de solubilidad de los analitos en
ambas fases, favoreciendo la extraccidon de aquellos con mayor afinidad por el disolvente de
extraccion (19).
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Fase Organica

Sorg
‘*BH — — — Interfase
Saq

Fase Acuosa

Figura 1.1. Esquema del fundamento de extraccién liquido-liquido donde la particidn de los analitos depende
Unicamente del equilibrio Kd, sin reacciones secundarias. (Fuente: Elaboracién propia).

Esto permite la concentracidn selectiva de compuestos objetivo antes de su analisis por
técnicas cromatograficas como GC-MS, LC-MS o CE. Dependiendo de la estrategia utilizada, la
extraccion puede realizarse en una fase estatica o mediante procesos dindmicos que favorecen
el enriquecimiento de los compuestos de interés.

Tipos de microextraccién en fase liquida (LPME)

A lo largo de los afios, se han desarrollado varias modalidades de LPME para mejorar la
eficiencia de extraccion y adaptarse a diferentes tipos de muestras y técnicas analiticas.

e Microextraccion en fase liquida de una sola gota (SDME): En esta técnica, se utiliza una
microgota de disolvente organico suspendida en la punta de una aguja o en la superficie
de la muestra. Los analitos se difunden hacia la gota, que posteriormente es recuperada
y analizada (20). Utiliza volimenes minimos de disolvente y permite una alta
preconcentracién. Sin embargo, puede ser susceptible a la evaporacion del disolvente y

requiere condiciones controladas para evitar la pérdida de la microgota.
Espacio de

Inmersion cabeza
directa

Septum

Gota
extractante

Muestra

Agitador
magnético

Figura 1.2. Representacion esquematica de los modos de inmersion directa y de espacio de cabeza de la
microextraccién de gota Unica (SDME). Adaptada de (20).

e Microextraccion en fase liquida de dos fases (Two-phase LPME): Implica la extracciéon
de los analitos en una fase organica inmiscible con el medio acuoso de la muestra (21).
Este método es Uutil para la extraccion de compuestos apolares y se ha utilizado
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ampliamente en la determinacién de contaminantes ambientales y fadrmacos en fluidos
bioldgicos.

Microextraccion en fase liquida de tres fases (Three-phase LPME): Este enfoque utiliza
una membrana hidrofdbica para separar la muestra y la fase de extraccién acuosa. Los
analitos migran a través de la membrana desde la muestra acuosa hasta una fase
receptora, donde se acumulan para su analisis (21). Este tipo de LPME es ideal para
compuestos polares y ha demostrado ser altamente eficiente en la extraccion selectiva
de farmacos y metabolitos en muestras bioldgicas.

Muestra Muestra
acuosa acuosa
Extractante Extractante

organico
Interfase
organica

acuoso
Interfase

organica

10 3 4

Dos fases Tres fases

Figura 1.3. Representacion esquematica de LPME en dos y tres fases. Adaptada de (21).

Microextraccion en fase liquida asistida por ultrasonido (UA-LPME): El uso de
ultrasonido facilita la dispersién de la fase extractora dentro de la muestra, mejorando
la transferencia de masay acelerando el proceso de extraccion. Esta técnica ha mostrado
mejoras significativas en términos de tiempo de andlisis y eficiencia de extraccidon (22).

Recoleccion de

Adicion de extracto

extractante

Ultrasonido

Figura 1.4. Representacion esquematica de UA-LPME. Adaptada de (23).

Microextraccion en fase liquida asistida por electromembrana (EME-LPME): En esta
modalidad, un campo eléctrico se utiliza para dirigir la migracién de analitos cargados a
través de una membrana hacia la fase extractora. Es particularmente util para la
extraccion selectiva de compuestos idnicos, como drogas y contaminantes ambientales
(24).
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Figura 1.5. Representacion esquematica de EME-LPME. Adaptada de (24).

e Microextraccion en fase liquida asistida por fibra hueca (HF-LPME): Esta técnica utiliza
una fibra hueca porosa para crear una membrana que soporte la fase extractora. La fibra
permite una mayor drea de contacto con la muestra, lo que aumenta la eficiencia en la
extracciéon (24). Ademas, es una técnica rapida, facil de usar y requiere pequefias
cantidades de disolventes. No obstante, puede requerir optimizacién del tipo de
disolvente y, en algunos casos, resulta mas costosa debido a la necesidad de equipos
especificos.

Tres fases

Extractante acuoso
SLM orgdnica
Muestra acuosa

Extractante y SLM organica
Muestra acuosa

X} Analito

Fibra hueca
Figura 1.6. Representacion esquematica de HF-LPME. Adaptada de (24).

El desarrollo de la microextraccion en fase liquida ha permitido avances significativos en
la quimica analitica, proporcionando métodos mas sensibles, selectivos y sostenibles. La
evolucidn hacia técnicas con menor impacto ambiental y mayor eficiencia analitica sigue siendo
un drea activa de investigacion, con enfoques innovadores como la microextraccién asistida por
ultrasonido y la electromembrana. A medida que las necesidades de analisis de compuestos en
matrices complejas contindan creciendo, la LPME seguira desempefiando un papel clave en la
optimizacion de los procesos de preparacion de muestras.

En esta tesis, se empleara el uso de microextraccidn en fase liquida asistida por fibra
hueca (HF-LPME) y se desarrollard un nuevo método que combine HF-LPME con la
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microextraccién en fase liquida asistida por ultrasonido (UA-LPME), resultando en un método
innovador que toma las ventajas de ambas técnicas. Este enfoque tiene como objetivo mejorar
la eficiencia de extraccidon, aumentar la sensibilidad y reducir los tiempos de andlisis. Se
analizaran los factores que afectan el rendimiento de este método combinado, como el tipo de
disolvente, la temperatura y el tiempo de extraccidn, ademas de estudiar la disposicion de la
fibra hueca. Este desarrollo busca ofrecer una solucion mas eficiente y sostenible para la
metaboldmica no dirigida, alineandose con los principios de "quimica verde" al reducir el uso de
disolventes y optimizar los procedimientos.

1.1.2. Optimizacién de los métodos LPME.

Durante el desarrollo de un procedimiento LPME, existe la necesidad de optimizar
cuidadosamente los factores significativos que afectan la calidad de los resultados. Entre estos
factores, destacan (25):

e Tipo de disolvente de extraccion: El disolvente debe ser compatible con la técnica
analitica utilizada (GC, HPLC, CE), tener una alta capacidad de extraccidn para los analitos
de interés y una baja solubilidad en la fase de la muestra para evitar pérdidas
significativas. En el caso de HF-LPME, debe ser inmiscible con la fase acuosa y presentar
una alta afinidad con la membrana de la fibra hueca.

e Volumen de la fase de extraccion: Un menor volumen de disolvente mejora la
preconcentracion de los analitos, aumentando la sensibilidad. Sin embargo, un volumen
demasiado pequeno puede generar dificultades en la manipulacién y recuperacion de la
muestra extraida.

e pH de la muestra: En técnicas como la HF-LPME en modalidad de tres fases, el pH de la
muestra y de la fase receptora es crucial para la ionizacidn y transferencia de los analitos
a través de la membrana. Ajustar estos parametros permite mejorar la selectividad y
eficiencia de extracciéon. Ademas, la adicion de sales (efecto de fuerza idnica) puede
mejorar o dificultar la particion de los analitos dependiendo de sus propiedades
quimicas.

o Tiempo de extraccion: El equilibrio de extraccién depende del tiempo de contacto entre
la muestra y la fase extractante. Un tiempo insuficiente puede resultar en una baja
recuperaciéon de los analitos, mientras que tiempos excesivos pueden causar el
reequilibrio de los analitos entre la muestra y la fase extractante, disminuyendo la
eficiencia de preconcentracion.

e Agitacidn y ultrasonido: La agitacién mecanica o el uso de ultrasonido en la extraccidn
asistida por ultrasonido (UA-LPME) favorece la dispersion del disolvente extractante,
acelera la transferencia de masa y reduce el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio
de extraccion.

e Temperatura: La temperatura afecta la velocidad de difusidn de los analitos y la
solubilidad de estos en la fase extractante. Un aumento en la temperatura puede
acelerar el proceso de extraccion, pero también podria afectar la estabilidad de algunos
compuestos.

e Disposicion y material de la fibra (en HF-LPME): En la HF-LPME, la configuracion de la
fibra (longitud, diametro, tipo de membrana polimérica) influye en la eficiencia de la
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extraccion. Diferentes materiales de membrana pueden afectar la permeabilidad
selectiva de los analitos y la estabilidad del disolvente dentro de la fibra hueca.

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) desempefia un papel clave en la
determinacion de la combinacién optima de factores que maximizan una respuesta
determinada, como la sensibilidad, el porcentaje de recuperacion o el drea del pico en un analisis
cromatografico (26).

Esta metodologia consiste en un conjunto de herramientas estadisticas disefiadas para
modelar y analizar el impacto de multiples variables dentro de un proceso. Su principal ventaja
es la capacidad de encontrar las condiciones éptimas mediante un numero reducido de
experimentos, considerando ademas las interacciones entre las variables independientes.

A diferencia del enfoque univariado, que evalla una variable a la vez, la RSM se basa en
un enfoque multivariado que permite evaluar simultdneamente los efectos combinados de los
factores experimentales. Esto la hace mas eficiente y practica en comparacion con los métodos
convencionales, ya que los datos obtenidos a partir de un disefio experimental bien estructurado
permiten construir modelos matematicos que describen con precisién la relacién entre las
variables y la respuesta del sistema (26).

La conocida RSM, basada en la aplicacidon de un disefio multivariante de experimentos
(DOE) seguido de una optimizacién mediante un modelo matematico, juega un papel importante
en las aplicaciones de pretratamiento de muestras. Probablemente, esto se debe a que su
implementacién requiere menos esfuerzos y recursos que los involucrados en procedimientos
univariantes, consumiendo menos tiempo para lograr el mismo objetivo (26). Su aplicacién sigue
una serie de pasos estructurados:

1) Identificacidn de la respuesta a optimizar, como el porcentaje de recuperacion en un
proceso de extraccion.

2) Disefio de cribado, utilizado para reducir el nUmero de factores que podrian influir en la
respuesta.

3) Construccién del modelo de superficie de respuesta, con el fin de establecer la relacidn
matematica entre las variables y la respuesta analizada.

4) Optimizacion de respuestas multiples, en casos donde se requiere evaluar
simultdaneamente varias respuestas dentro del mismo estudio (27).

En el dmbito del pretratamiento de muestras, particularmente en las etapas de
extraccidn y preconcentracién, uno de los principales objetivos es maximizar el porcentaje de
recuperacion de los analitos. Idealmente, se busca que la totalidad de la sustancia presente en
la muestra migre hacia la solucion final donde serd analizada. Para lograrlo, es fundamental
identificar la combinacién éptima de factores experimentales que permitan alcanzar una
recuperacion maxima.

Ademas, otro aspecto clave es la precision del método, la cual debe mantenerse dentro
de parametros adecuados. Esto se evalla mediante la repeticidn del procedimiento y el célculo
de métricas como el coeficiente de variacién, con el fin de minimizar cualquier variabilidad en
los resultados.

El proceso de seleccién de factores implica la identificacién de las variables que pueden
influir en la eficiencia de extraccidn. Inicialmente, se consideran multiples factores, los cuales
son evaluados a través de un disefo de cribado, seguido de un analisis estadistico de los datos,
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generalmente mediante ANOVA. Este enfoque permite determinar cudles de estos factores
tienen un impacto significativo sobre la respuesta analitica.

Los factores pueden clasificarse en tres categorias:

e Cuantitativos, como la temperatura, el tiempo de extraccién o el volumen de solvente.

e Cualitativos, que incluyen variables como el tipo de agitacion o el material de la fibra
utilizada.

e Relacionados con la mezcla, que consideran la composicidn de solventes y su influencia
en la solubilidad de los analitos debido a diferencias en su polaridad.

Este enfoque sistematico facilita la optimizacidén del proceso de extraccion, permitiendo
mejorar la eficiencia y reproducibilidad del método

Disenos de optimizacion

Los disefios de seleccion suelen implicar la variacion de factores en dos niveles (-1, +1),
donde el rango representa el intervalo mas amplio en el que un factor puede fluctuar dentro del
sistema analizado. La elecciéon de este rango generalmente se basa en datos previos de la
literatura cientifica o en la experiencia del analista (28).

Entre los disefios mds utilizados para la seleccién de factores se encuentran:

e Factorial completo, que evalla todas las combinaciones posibles de los niveles de los
factores.

e Factorial fraccionado, que analiza solo una parte del total de combinaciones, reduciendo
la cantidad de experimentos necesarios.

e Disefio de Plackett—Burman (PBD), empleado para identificar los factores mas
influyentes con un nimero minimo de ensayos.

e Disefio de Taguchi (TD), que optimiza procesos mediante un enfoque robusto basado en
matrices ortogonales.

Como se menciond anteriormente, estos disefios trabajan con dos niveles por cada
factor (k). Entre ellos, el disefio factorial fraccionado es el mas empleado, ya que permite analizar
un gran numero de factores con menos experimentos en comparacion con un disefio factorial
completo 2*. Para lograr esta reduccidn, se fragmenta el disefio completo en un disefio 2P,
donde p es el niUmero de fracciones en las que se divide el experimento.

Por otro lado, los disefios Plackett—Burman (PBD) y Taguchi (TD) son altamente
fraccionados, lo que facilita el estudio de multiples factores con un nimero minimo de ensayos.
Sin embargo, presentan la desventaja de que los efectos principales pueden confundirse con
interacciones dobles, lo que requiere una aplicacién cuidadosa para evitar interpretaciones
erroneas (27).

Existen diversos disefios para modelar una superficie de respuesta, y la eleccién del mas
adecuado depende del objetivo especifico del estudio. Algunos factores clave a considerar
incluyen la reduccidn del nimero de experimentos, la exclusion de ciertas zonas dentro de la
regién experimental o la obtenciéon de parametros ajustados con alta precision. Cada disefo
ofrece ventajas particulares segun las necesidades del andlisis y las restricciones del experimento
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(28). Los disefios mas reportados en la literatura son el factorial completo, el compuesto central
(CCD), el Box-Behnken (BBD) y los disefios de centroide simplex mixto, que se discutiran
brevemente a continuacion.

El disefio factorial completo es una extension del disefio 2* utilizado en los disefios de
cribado, pero en este caso, el nimero de experimentos es igual a 3.

Uno de los disefios mas utilizados es el disefio compuesto central (CCD), el cual combina
puntos factoriales de dos niveles (-1 y +1), puntos axiales o de estrella, y puntos centrales (donde
todos los factores se establecen en 0). En los puntos de estrella, solo un factor toma el valor *a,

que define su posicion y suele variar entre 1y Vk. El nimero total de experimentos en este
disefio se determina mediante la ecuacién [2*+2k+puntos centrales].

Por otro lado, el disefio Box-Behnken requiere un menor nimero de experimentos en
comparacién con los disefios anteriores. Su numero de experimentos se calcula como
[2k(k-1)+puntos centrales]. Sin embargo, este disefio solo se puede aplicar cuando hay tres o
mas factores en estudio.

En el caso de estudios en los que los factores representan los componentes de una
mezcla, se emplea el disefio simplex centroide de mezcla. En este tipo de disefio, los niveles de
los factores no son independientes, ya que estan relacionados entre si en funcion de su
proporcidn dentro de la mezcla. Esto permite analizar cdmo las variaciones en las proporciones
afectan la respuesta del sistema. El espacio experimental en este disefio adopta una forma
geométrica regular con tantos vértices como componentes, en un espacio cuya dimensionalidad
es igual al nimero de componentes menos uno (26). Estos diseiios suelen complementarse con
puntos adicionales dentro de la regién experimental. Es importante destacar que los modelos
empleados en los disefios de mezcla, conocidos como polinomios de Scheffé, difieren de los
utilizados en las superficies de respuesta para variables independientes.

Estudia todos los posibles niveles de los factores en combinacion, permitiendo analizar de
manera exhaustiva sus efectos individuales e interacciones.
Aplicacion en LPME: Optimizacidn detallada de varios factores, como la temperatura, el pH
y el volumen del disolvente extractante.

Ventajas Inconvenientes

+ Considera todas las combinaciones X Requiere un alto niimero de experimentos,
posibles de factores. especialmente si hay muchos factores y niveles.
«” Permite detectar efectos
principales e interacciones entre
factores.
Solo se analizan una fraccion de todas las combinaciones posibles.
Aplicacién en LPME: Adecuado para estudios preliminares en los que se busca identificar
los factores mds influyentes sin realizar un niimero excesivo de experimentos.

Ventajas Inconvenientes
« Reduce el nimero de experimentos X Puede perder informacién sobre algunas
en comparacion con el disefo factorial = interacciones entre factores si la fraccién
completo. seleccionada es demasiado pequena.



+ Util para eliminar factores poco

influyentes en etapas iniciales.

Optimizar procesos cuando hay una respuesta cuantitativa continua (como la eficiencia de
extraccion en LPME). Modela la relacion entre los factores y la respuesta mediante
ecuaciones matematicas. (CCD, Box-Behnken)

Aplicacion en LPME: Ideal para encontrar las condiciones dptimas de extracciéon, como el
mejor equilibrio entre tiempo de extraccién y volumen de disolvente.

Ventajas Inconvenientes
«” Permite modelar la relacién entre > Es mas complejo que los disefios factoriales
factores y la respuesta de manera simples y requiere herramientas estadisticas
precisa. avanzadas para su andlisis.

« Requiere menos experimentos que

un disefio factorial completo.

« Permite optimizacion matematica

de los parametros.

Disefio de cribado (screening) utilizado para identificar cuales factores tienen un efecto
significativo en un proceso, sin analizar interacciones entre ellos.

Aplicacion en LPME: Estudios preliminares para determinar qué variables afectan mas la
eficiencia de extraccion, antes de hacer una optimizacién mas detallada.

Ventajas Inconvenientes
« Permite reducir rapidamente el X No permite evaluar interacciones entre
numero de factores a estudiar. factores.
«” Requiere pocos experimentos en X Solo proporciona informacién preliminar; se
comparacion con los disefios requiere otro disefio para optimizar los
factoriales completos. pardmetros seleccionados.

Disefio de Mezclas

Cuando los factores a optimizar son proporciones de componentes en una mezcla
Aplicacion en LPME: Cuando se trabaja con mezclas de disolventes o soluciones buffer para
optimizar la selectividad y eficiencia de extraccion.

Ventajas Inconvenientes
« Permite optimizar formulaciones > No es adecuado para optimizar factores
de mezclas con varias proporciones. como temperatura o tiempo de extraccion.

« Esideal cuando el rendimiento
depende de combinaciones especificas
de componentes.

Tabla 1.3. Cuadro resumen de los distintos disefios DOE, y sus ventajas, inconvenientes y aplicaciones en LPME.
(Fuente: Elaboracion propia).

Modelado: minimos cuadrados (LS)

El modelado matematico permite predecir la respuesta del sistema en funcién de
diferentes variables. Una de las metodologias mas utilizadas para este propdsito es el método
de minimos cuadrados (LS, Least Squares), el cual se emplea para ajustar modelos matematicos
a los datos experimentales (28).



El método de minimos cuadrados (LS) es una técnica de regresién que estima los
coeficientes de una ecuacion matematica minimizando la suma de los errores al cuadrado entre
los valores experimentales y los valores predichos por el modelo.

Matematicamente, la relacion entre la variable respuesta Y y las variables predictoras
X1,X2 se expresa como:

Y=Bo+B1X1+B2Xo+ B1-2X1Xs +€
donde:
e Yeslarespuesta (por ejemplo, eficiencia de extraccién en LPME).

e X3, X son las variables independientes (pH, volumen de disolvente, tiempo de
extraccion, etc.).

e  Bo,B1,...,.Bn son los coeficientes del modelo, que se estiman mediante minimos
cuadrados, y Bi-2 representa la interaccion.

e crepresenta el error del modelo (diferencia entre valores reales y predichos).
Donde la significancia de los coeficientes se investiga a través de ANOVA.

El objetivo del LS es encontrar los coeficientes B que minimizan la suma de los cuadrados de los
errores (SSE):

SSE=Z(Yexp_Ypred)2

Se debe aplicar una prueba ANOVA para determinar la significancia del modelo. Esta
ultima puede considerarse satisfactoria cuando la regresidn es significativa y se obtiene una falta
de ajuste no significativa para el nivel de confianza seleccionado (a=0,05). Sin embargo, un
modelo significativo no significa necesariamente que la variacién en los datos se explique
correctamente. Ademas, es obligatorio el andlisis de los graficos de residuos, asi como las
evaluaciones del coeficiente de determinacién (R?) y del coeficiente de determinacién ajustado
(Rag?), que representan el porcentaje de varianza explicada por el modelo. El grafico de
probabilidad normal indica que los residuos siguen una distribucion normal, uno de los
supuestos basicos para la validez del ANOVA. La homogeneidad de la varianza (otro supuesto del
ANOVA) puede evaluarse mediante el grafico de residuos frente a los valores de respuesta
previstos ascendentes (27).

Ajustar modelos matematicos a los datos obtenidos mediante disefios experimentales como
el Disefo Central Compuesto (CCD) o el Box-Behnken.
Validacion del Modelo: evaluar calidad y precision
- Coeficiente de determinacién (R?): Indica qué porcentaje de la variabilidad en la
respuesta es explicada por el modelo. Un R2R"2R2 cercano a 1 sugiere un buen
ajuste.
- Prueba de significancia de coeficientes (p-valores): Permite determinar qué factores
tienen un efecto significativo en la extraccion.
- Anadlisis de residuos: Se revisa si los residuos (Yexp—Ypred) Siguen una distribuciéon
normal y si la variabilidad es constante.
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Ventajas Inconvenientes
v 4 Permite ajustar modelos > Es sensible a valores atipicos, que pueden afectar

matematicos de manera sencilla. la estimacidn de los coeficientes.

« Facilita la prediccion y > Supone que la relacién entre variables es lineal o
optimizacién de condiciones cuadratica, lo que puede no ser valido en algunos
experimentales. Casos.

« Es compatible con técnicas de > La multicolinealidad (correlacién alta entre
superficie de respuesta (RSM). variables) puede afectar la interpretacion de los

coeficientes.
Tabla 1.4. Cuadro resumen de los ajustes de Modelos en la optimizacidén experimental de técnicas LPME. (Fuente:
Elaboracién propia).

1.1.3. Aplicaciones de LPME en la determinacion de contaminantes organicos.

En los ultimos afios, la microextraccidn en fase liquida (LPME) se ha consolidado como
una de las técnicas mas utilizadas para el pretratamiento y separacién de muestras en diversos
campos, incluyendo el andlisis ambiental (29-31), alimentario (32,33) y farmacéutico (34,35). En
este método, la transferencia de los analitos entre la interfaz del disolvente organico (fase
aceptora) y el agua permite su extraccion y preconcentracidn en la fase organica. Para obtener
factores de enriquecimiento mas altos, se recomienda utilizar una alta relacién entre el volumen
de muestra y el volumen de disolvente orgénico.

La LPME destaca por ser un procedimiento simple, rapido y econdmico, permitiendo la
extraccion de una gran variedad de analitos a partir de matrices complejas. Recientemente, se
han desarrollado innovaciones en esta técnica, optimizando la preparacion de la fase de
extraccion y reduciendo o eliminando etapas que consumen mucho tiempo dentro de los
procedimientos analiticos. Desde su introduccion, la LPME se ha consolidado como una
herramienta altamente eficiente para la determinacién de numerosos compuestos en diversas
matrices, ofreciendo ventajas clave como un bajo consumo de disolventes, facilidad operativa,
costos reducidos, alta capacidad de preconcentracién y tiempos de extraccion mas cortos en
comparacién con la extraccidn liquido-liquido convencional (LLE).

El interés por metodologias analiticas mas sostenibles ha impulsado el uso de la LPME
en la determinacidn de microcontaminantes en muestras ambientales, ya que su impacto
ecoldgico es menor en comparacion con métodos convencionales (36). La seleccidon de una
estrategia de preparacion de muestras basada en LPME depende de varios factores, incluyendo
las propiedades fisicoquimicas de los analitos, la composicidn de la matriz de la muestra y las
caracteristicas del disefio experimental de la técnica utilizada. Por ello, se han desarrollado
distintos enfoques para la extraccion de diversas clases de microcontaminantes organicos.

En particular, los contaminantes emergentes, un grupo de compuestos organicos
sintéticos cuya presencia en el medio ambiente ha suscitado preocupacion, han sido objeto de
numerosos estudios. La mayoria de estos compuestos alin no estan regulados y sus efectos en
la salud humana no han sido completamente determinados. Dentro de esta categoria se incluyen
sustancias como los perfluoroalquilos y los retardantes de llama organofosforados (37,38).
Ademas, entre los contaminantes orgdnicos ampliamente reportados en distintas matrices
ambientales se encuentran los pesticidas organofosforados y organoclorados, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos y los trihalometanos.
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A medida que aumenta la necesidad de metodologias analiticas mas eficientes y
ecoldgicas, las técnicas de microextraccion han ganado popularidad en la determinacion de
microcontaminantes organicos. En particular, la LPME ha sido ampliamente adoptada gracias a
sus caracteristicas analiticas Unicas que la convierten en una opcién eficiente y sostenible. En las
siguientes secciones, se presentan estudios recientes que han aplicado la LPME en este campo,
resaltando sus ventajas y aplicaciones en el andlisis de contaminantes en distintas matrices.

Microextraccion en fase liquida-liquida dispersiva, DLLME

La microextraccién en fase liquida-liquida dispersiva (DLLME) ha demostrado ser una
técnica altamente eficiente y rapida para la extraccion de analitos en distintas matrices. Su
configuracién cldsica se basa en la mezcla de pequefas cantidades de disolventes de extraccidn
y dispersantes, permitiendo la preconcentracion efectiva de compuestos organicos en muestras
acuosas (17). A lo largo del tiempo, se han propuesto diversas modificaciones para mejorar su
aplicabilidad en el andlisis de trazas, entre las que destacan el uso de liquidos idnicos (ILs), los
cuales han sido fundamentales en los avances recientes en esta técnica (39).

El empleo de ILs como fases de extraccién en metodologias de microextraccion resulta
particularmente valioso debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, como su presion de
vapor practicamente nula, estabilidad térmica elevada, amplia gama de viscosidades y su
capacidad para solvatacién multiple. Estas caracteristicas hacen que los ILs sean materiales
versatiles y altamente selectivos en el contexto de la LPME. Su estructura esta compuesta por un
cation orgdnico y un anidn, ya sea inorganico u organico, lo que permite ajustar sus propiedades
y mejorar la eficiencia de extraccidn en funcidn del analito de interés (40,41).

En los ultimos afios, diversas revisiones han resaltado el potencial de los ILs en los
procesos de microextracciéon (39,42), evidenciando su idoneidad como alternativa a los
disolventes convencionales en la determinacién de microcontaminantes orgdnicos. Su
integracion con la técnica DLLME ha demostrado ser una estrategia confiable, eficiente y
ecoldgica, ya que los ILs no solo mejoran la capacidad de extraccidn, sino que también aumentan
la superficie de contacto entre el disolvente y la muestra, optimizando el rendimiento del
proceso.

Los enfoques basados en IL-DLLME han sido explorados en distintos estudios (39,43). En
2017, se desarrollé un método basado en IL-DLLME in situ para la determinacion de bifenilos
policlorados (PCBs) y acrilamida en muestras de alimentos mediante cromatografia de gases en
espacio de cabeza (HS-GC) acoplada a deteccion por captura de electrones y espectrometria de
masas. Los investigadores evaluaron ILs con distintas estructuras quimicas con el fin de mejorar
la eficiencia de extraccion de los analitos. Inicialmente, estos ILs presentaban una naturaleza
hidrofilica, pero tras la adicibn de un reactivo de intercambio anidnico
(bis[(trifluorometil)sulfonillimida), adquirieron una estructura hidréfoba. Como resultado, el
método basado en [BMIM][Br] permitié la determinacién de PCBs en muestras de grasa de leche
con limites de deteccidn de 5 a 25 ng L™y coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,996,
con valores de desviacién estdndar relativa (RSD) entre 3 y 13%. Ademas, el IL [HeOHMIM][CI]
se utilizd para cuantificar la acrilamida en café preparado, obteniéndose una concentracién de
91,2 pg L' (44).

Otro avance significativo se introdujo también en 2017 con el desarrollo de un método
analitico basado en IL-DLLME asistida por temperatura (TA-IL-DLLME) para la deteccién de
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glifosato y acido aminometilfosfénico en muestras de agua. En este caso, el IL 1-decil-3-
metilimidazolio tetrafluoroborato ([DMIM][BF,]) presentd el mejor desempefio de extraccion,
mientras que la variacidén en la temperatura permitid su dispersidén y posterior agregacién antes
de la deteccion por cromatografia liquida de alto rendimiento con andlisis de fluorescencia. El
método desarrollado logré limites de deteccién de 0,27 y 0,22 pg L™ para glifosato y acido
aminometilfosfénico, respectivamente, con coeficientes de determinacién superiores a 0,99
para ambos compuestos (45).

Recientemente, se ha introducido una nueva subcategoria de liquidos idnicos, los
denominados liquidos idnicos magnéticos (MlLs), que han sido utilizados en técnicas basadas en
LPME para la determinacion de microcontaminantes orgdnicos (46,47). Estos compuestos
conservan las propiedades de los ILs convencionales, pero tienen la particularidad de responder
a campos magnéticos debido a la presencia de un catién o anidn con propiedades magnéticas
en su estructura. En un estudio de 2017, los MILs fueron empleados tanto en DLLME como en
microextracciéon de gota Unica en espacio de cabeza (HS-SDME). Para ello, se utilizaron MlLs a
base de manganeso, caracterizados por su baja absorbancia en la regién UV, obteniendo
resultados satisfactorios en la determinacién de diversos compuestos organicos en niveles de
partes por billon. Al aplicar HS-SDME, los coeficientes de determinacién oscilaron entre 0,994 y
0,999, con limites de deteccién de 0,04 a 1 ug L™", mientras que en el caso de DLLME, los valores
de R? variaron entre 0,997 y 0,999, con limites de deteccion de 0,05 a 1 ug L™ (48).

Otra modificacion en la eleccidn del disolvente de extraccién en DLLME fue reportada
en 2018, cuando se desarrollé un método de microextraccién liquido-liquido dispersiva basado
en afinidad fluorosa para la determinacidn de sustancias perfluoroalquiladas vy
polifluoroalquiladas en muestras acuosas. En este estudio, se empled perfluoro-tert-butanol, un
compuesto con multiples enlaces C-F, como disolvente de extraccién, mientras que el
acetonitrilo actué como disolvente dispersante en una proporcién de 120:800 (uL, v/v). Este
enfoque optimizado demostré una alta selectividad en la extraccién de los analitos, logrando
limites de cuantificacion en el rango de 0,8 a 8,7 ng L™y coeficientes de correlacion (R) superiores
a 0,98 (49).

Metomilo Agua HPLC- Tetracloroetano = Metanol (50)
natural VWD

Clenbuterol Agua de LC-UV Triclorometano Acetona (51)
rio, lago 'y
arroyo

Eteres difenilicos Agua RP-HPLC Tetracloroetano | Acetonitrilo | (52)

polibromados ambiental

Esteres de ftalato Agua HPLC- Tetracloruro de  Acetonitrilo  (53)

VWD carbono

Insecticidas Agua HPLC- [C6MIM][PF6] Metanol (54)

heterociclicos DAD

Piretroides Agua de HPLC-UV  Tetracloroetano  Acetona (55)
rio
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Tetrabromobisfenol Agua HPLC-ESI- | [CBMIM][PF6] Acetonitrilo = (56)

A MS/MS

Fungicidas Agua HPLC-UV [CBMIM][PF6] Metanol (57)

Verde malaquita y Agua HPLC-UV | [CBMIM][PF6] Metanol (58)

violeta cristal ambiental

Pesticidas Agua HPLC-UV  Clorobenceno Etanol (59)

benzoilurea ambiental

Nitroimidazoles y Agua UHPLC- Diclorometano Acetonitrilo  (60)

antibiéticos MS/MS

amfenicoles

Esteres de ftalato Productos  LC-MS Tetracloruro de Acetonitrilo  (61)
cosméticos carbono

HAPs Muestras GC-FID Tetracloroetileno Acetona (17)
de agua
superficial

Ftalatos y almizcles = Agua GC-MS Tetracloruro de  Metanol (62)

policiclicos carbono

BTEXs Agua de GC-FID Nitrobenzeno - (63)
grifo, pozo
y lago

Filtros UV Aguas GC-MS Cloroformo Acetona (64)
marinas

OPPs Agua de GC-FID Diclorometano DMSO (65)
rio y jugo
de frutas

Colorantes Muestras UV-Vis Cloroformo Etanol (66)
de agua

Tabla 1.5. Aplicaciones de los métodos convencionales de (DLLME) para el andlisis de contaminantes orgénicos.
Adaptada de (67).

Estas innovaciones han permitido ampliar significativamente las aplicaciones de la
DLLME, ofreciendo soluciones mads sostenibles y eficientes para la determinaciéon de
contaminantes en distintas matrices. El uso de liquidos idnicos, tanto convencionales como
magnéticos, en combinacidon con DLLME continda evolucionando, consoliddndose como una
estrategia de extraccion versatil y respetuosa con el medio ambiente.

Microextraccion con una sola gota, SDME

La microextraccidn con una sola gota (SDME) es una técnica basada en LPME que destaca
por su simplicidad, facilidad de operacién y alta confiabilidad. Desarrollada en la década de 1990,
ha sido objeto de multiples mejoras y aplicaciones en la determinacién de diversos
microcontaminantes orgdnicos (6). En los Ultimos afos, las innovaciones en esta técnica se han
centrado en el desarrollo de nuevas fases de extracciéon y en la optimizacion de las
configuraciones del procedimiento.

Entre los avances recientes, los liquidos idnicos magnéticos (MILs) han adquirido gran
relevancia debido a sus propiedades Unicas, tal como se ha mencionado anteriormente. En el
contexto de SDME, la propiedad magnética de estos compuestos ha sido aprovechada para
mejorar la estabilidad de la microgota durante el proceso de extraccidn. Al fijar el disolvente
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magnético a un iman de varilla, se logra una mayor estabilidad y control sobre la fase extractora
al exponerse a la muestra.

En 2017, este principio fue aplicado en la determinacidon de compuestos aromaticos e
hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de agua, utilizando un enfoque basado en
MIL-HS-SDME (48). Posteriormente, un estudio reciente propuso por primera vez el uso de un
liguido idnico magnético hidrofilico como fase de extraccion en HS-SDME para la determinacion
de clorobencenos. En este método, el liquido idnico magnético 1-etil-3-metilimidazolio
tetraisotiocianatocobaltato (Il) se empled como fase de extraccién antes de la desorcion térmica
y el analisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Esta
metodologia demostrd una alta sensibilidad en la deteccidon de clorobencenos, con limites de
deteccidn entre 4 y 8 ng L™, coeficientes de correlacién superiores a 0,988 y recuperaciones
relativas en muestras de agua real que oscilaron entre 84 y 114% (68).

Otra innovacidon importante fue reportada en 2018 con el desarrollo de la
microextraccién en fase liquida protegida con punta de bola (BT-LPME), la cual se presenté como
una alternativa a los métodos convencionales de SDME. En esta nueva configuracién, una
pequefia cantidad de disolvente organico se confiné dentro de la cavidad hueca de una punta de
bola metalica (BT), con una abertura minima utilizada exclusivamente para la extraccién del
analito. Las BT, fabricadas en acero inoxidable, permitieron una rapida rotacion del dispositivo,
lo que aceleré el proceso de extraccidon. Este enfoque se aplicé a la determinacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en muestras de agua, utilizando cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. El método alcanzo limites de deteccion en el rango
de 0,002 a 0,011 pg L™, con coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,9993 y una
precision satisfactoria en muestras de agua de rio, con recuperaciones relativas entre 92,3 y
103,4% (69).

Estos avances destacan la continua evolucién de las técnicas de microextraccion, en particular
en el desarrollo de nuevas configuraciones y materiales de extraccidn, con el fin de mejorar la
eficiencia, sensibilidad y sostenibilidad de los procesos analiticos.

Extraccion por electromembrana (EME)

La microextraccién en fase liquida con fibras huecas (HF-LPME) es una técnica eficaz para
la preparacion de muestras, especialmente util cuando se trata de muestras complejas. Desde
su desarrollo en 1999 (10), el uso de membranas en las técnicas de microextraccién ha ganado
una notable atencidn, con numerosas publicaciones y revisiones que profundizan en estos
métodos (70,71). Una variante de los enfoques LPME basados en membranas es la extraccion
por electromembrana (EME), introducida en 2006, donde el potencial eléctrico (DC) aplicado a
través de una membrana liquida soportada (SLM) actia como fuerza impulsora para la extraccidon
(16). La selectividad de la extraccion en EME puede ser controlada mediante diversos factores,
como la direcciéon y magnitud del campo eléctrico, la composicién quimica de la SLM, y ajustes
en el pH de la muestra y la fase aceptora. Esta técnica permite realizar extracciones eficientes,
incluso en matrices complejas como las muestras ambientales, con altos factores de
enriquecimiento (72).

Recientemente, las investigaciones sobre EME se han centrado en nuevos materiales
para la SLM y en aditivos en la muestra que mejoren la transferencia de masa (73-75). La
agarosa, un biopolimero natural obtenido de algas marinas, ha demostrado ser un soporte
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adecuado para la difusion y la migracidn electrocinética de varios compuestos. En este contexto,
ha sido utilizada como soporte alternativo para la SLM en técnicas de microextraccion
impulsadas por electricidad. En 2017, se propuso el uso de gel de agarosa como membrana en
EME para la extraccién de compuestos como rivastigmina, verapamilo, amlodipino y morfina de
muestras de aguas residuales, sin necesidad de disolvente organico (73). Ademas, se utilizd un
disco de gel de agarosa impregnado con disolvente como soporte para 1-octanol, que también
se uso como fase aceptora para la extraccion de compuestos fendlicos de muestras de agua de
rios y lagos (74). Estos enfoques combinan extraccidn y preconcentracidon en un proceso eficiente
y respetuoso con el medio ambiente, alineado con los principios de la quimica analitica verde.

Otra innovacion reciente empled una membrana de liquido idnico impregnada en
agarosa (76). Este material, compuesto de [C6MIM][PF6], fue exitosamente utilizado para la
preconcentracion y determinacion de residuos de farmacos antidepresivos como imipramina,
amitriptilina y clorpromazina en muestras de agua de rio y de grifo. Se alcanzaron buenos
factores de enriquecimiento y recuperaciones relativas entre 110-150% y 88-111%,
respectivamente, después de 8 minutos de extraccién electromembrana asistida por liquido
ionico (IL-AF-pu-EME) a 10 V.

En 2018, un nuevo enfoque propuso el uso de gel de poliacrilamida como membrana
para EME, aplicada a la extraccion de farmacos basicos como pseudoefedrina, lidocaina y
propranolol en aguas residuales (75). Este método mostré una excelente eficiencia de extraccion
debido a la estructura porosa del gel, con poros de solo 20 nm, lo que evita que macromoléculas
o particulas no disueltas entren en la fase aceptora, resultando en un extracto limpio. Después
de 28 minutos de EME, se logrd una recuperacion relativa de 75% para pseudoefedrina en aguas
residuales, lo que demuestra la viabilidad de este enfoque para extraer analitos polares sin
necesidad de reactivos de apareamiento idnico.

Un desarrollo mas reciente que modifica la SLM integra un electrodo sin burbujas en
EME, utilizando membranas de inclusidon de polimeros huecos (HPIMs). Este procedimiento ha
mostrado su efectividad en la determinacién simultanea de herbicidas catidnicos y anidnicos en
agua de rio, alcanzando factores de enriquecimiento y recuperaciones de hasta 152-185 y 99-
100%, respectivamente (77). En paralelo, un estudio innovador explord el uso de un surfactante
como aditivo de muestra para mejorar el transporte de analitos hacia la fase aceptora en EME.
La adicién de Triton X-100, a concentraciones ligeramente inferiores a su concentracién micelar
critica (CMC), proporciond una mayor sensibilidad y un mejor enriquecimiento, asi como limites
de deteccion mas bajos para la determinacién de herbicidas en muestras de rio (78).

Finalmente, la extraccién artificial por membrana liquida paralela (PALME) ha sido
propuesta como una estrategia que permite un flujo de trabajo sencillo y una limpieza eficiente
de muestras, con la capacidad de procesar hasta 96 muestras simultdneamente (79). Ademas, la
automatizacién de este proceso, mediante un muestreador automatico de EME acoplado a
cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS), promete mejorar la eficiencia y la
velocidad de extraccidn, lo que hace de este enfoque una opciéon prometedora para aplicaciones
de alto rendimiento (80).

Disolventes supramoleculares (SUPRAS) en LPME

Los disolventes supramoleculares (SUPRAS) son liquidos nanoestructurados inmiscibles
en agua, compuestos por agregados anfifilicos tridimensionales que se generan de manera
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espontdnea en soluciones acuosas o hidroorganicas de anfifilos. Este proceso, denominado
coacervacion, se ve inducido por estimulos externos como variaciones de pH, temperatura o la
adicion de sales (81). La disposicidon de regiones con diferentes polaridades dentro de los
agregados supramoleculares proporciona excelentes propiedades de solvatacion para una
amplia gama de compuestos orgdnicos e inorganicos. Ademas, la alta cantidad de sitios de unién
disponibles ofrece una plataforma ideal para mejorar la interaccién del soluto. Gracias a sus
propiedades fisicoquimicas, como la posibilidad de modificar la estructura quimica (variando los
grupos hidréfobos o polares de los anfifilos), sus buenas capacidades de solvatacién y su baja
volatilidad e inflamabilidad, los SUPRAS tienen aplicaciones destacadas en la quimica analitica
(82).

Alo largo de los afios, los SUPRAS han sido empleados en diversas técnicas de extraccion,
como la extraccion de punto de enturbiamiento. Una de sus propiedades mas atractivas es su
capacidad para extraer y preconcentrar compuestos anfifilicos como farmacos, pesticidas,
bisfenoles, surfactantes, compuestos bioactivos y micotoxinas, tanto en muestras liquidas como
solidas (83,84). Recientemente, se introdujo un nuevo enfoque basado en SUPRAS gemini para
la microextraccién en fase liquida de parabenos en agua corriente y aguas residuales (85). Los
surfactantes gemini se forman mediante la unidn covalente de dos surfactantes ordinarios a
través de un espaciador y son mas eficaces en la reduccién de la tensidn superficial, favoreciendo
la formacién de micelas en comparacidn con los surfactantes idnicos convencionales. Este
enfoque ha mostrado buenos factores de enriquecimiento y recuperaciones relativas (98-156%
y 99-106%, respectivamente).

Otro uso reciente de SUPRAS fue en la investigacidon de micelas inversas de 1-decanol
dispersas en THF/agua para la determinacion de herbicidas comunes de cafia de azucar (diurdn,
hexazinona, ametrina y tebutiurdn) en muestras de agua subterranea y superficial. Este método,
simple, rdpido y respetuoso con el medio ambiente, logré buenas recuperaciones relativas (95-
111%) en solo 30 segundos de extraccion y 10 minutos de centrifugacidn, sin necesidad de
evaporacion (86).

Finalmente, un nuevo procedimiento propuesto por Zohrabi et al. (87) empled un
solvente supramolecular como portador de ferrofluido. Este ferrofluido se genera combinando
particulas magnéticas recubiertas de acido oleico con un solvente supramolecular. Las particulas
magnéticas pueden ser atraidas por un iman, lo que elimina la necesidad de centrifugacién para
separar las fases. Este método fue utilizado con éxito para extraer y determinar tres pesticidas
organofosforados en muestras de agua y jugo de frutas, con limites de deteccién entre 0,1y 0,35

pug L-1.

Compuestos organicos = Agua ambiental LC-MS Vesiculas de acido (88)
octanoico en presencia de
(Bu4N*)

Bisfenol A, bisfenol Fy  Aguas residuales LC- Micelas inversas de acido  (89)

sus diglicidil éteres y agua de rio Fluorescencia  decanoico en THF

correspondientes

CPAHs Agua ambiental LC- Micelas inversas de acido = (90)

Fluorescencia decanoico en THF
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Fungicidas Aguaderioy LC- Vesiculas de acido (91)

benzimidazoélicos subterranea Fluorescencia  decanoico en presencia

de (Bu4N*)

PAHs Carney pescado LC- Vesiculas de acido (92)
ahumado Fluorescencia | octanoico en presencia de

(Bu4N*)

Fenoles Aguas residuales, = LC-UV Vesiculas de acido (93)
superficiales y decanoico en presencia
subterraneas de (Bu4N™)

Parabenos Agua natural y HPLC-UV Vesiculas de acido (94)
muestras decanoico en presencia
cosméticas de (Bu4N*)

Herbicidas triazina Agua de grifo, rio | HPLC-UV Vesiculas de acido (95)
y manantial decanoico en presencia

de (Bu4N*)

Parabenos Cosméticos, HPLC-UV Propanol/surfactante (85)
bebidas y agua gemini

Glucocorticoides Muestras de agua HPLC-DAD [BMIM]BF4/n-butanol (96)

Verde de Malaquita Aguas residuales FO-LADs Micelas inversas de acido | (97)

de la industria decanoico en THF

textil

Tabla 1.6. Aplicaciones de los métodos convencionales del uso de disolventes supramoleculares en LPME para el
anélisis de contaminantes organicos Adaptada de (67).

Disolventes eutécticos profundos (DES) como fases de extraccion en LPME

La microextracciéon con disolventes eutécticos profundos (DES) ha despertado un
creciente interés debido a su consideracidon como alternativa “verde” a los disolventes organicos
tradicionales, ya que presentan una menor toxicidad. Los DES son liquidos idnicos formados a
partir de la combinacion de componentes biodegradables, reciclables y de bajo costo. Se
obtienen al mezclar una sal de amonio cuaternario o un metal con un donador de enlaces de
hidrégeno (HBD), como un &acido, amida, amina o alcohol, y generalmente permanecen en
estado liquido a temperaturas iguales o inferiores a 100 °C (98). En los ultimos afos, estos
solventes ecoldgicos han sido explorados en diversas aplicaciones de preparacién de muestras.

En 2017, se desarrollé una técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida
por gas utilizando un disolvente eutéctico profundo para la determinacion de pesticidas en
verduras y jugos de frutas mediante cromatografia de gases con deteccién por ionizacion de
llama (99). En esta metodologia, se empled una mezcla de colina y 4-clorofenol en proporcion
1:2, y se burbujed un gas en el vial para facilitar la dispersidn del solvente de extraccion. Los
limites de deteccién obtenidos oscilaron entre 0,24y 1,4 pug L™, con factores de enriquecimiento
de 247 a 355 y recuperaciones entre el 49 y el 71%.

Otro estudio explord la extraccidn de filtros UV de benzofenona utilizando un nuevo DES
hidrofébico basado en DL-mentol, en combinaciéon con cromatografia liquida y deteccién
mediante matriz de diodos (100). Se utiliz6 una mezcla de DL-mentol y acido decanoico en
proporcién 1:1, logrando limites de deteccién entre 0,05 y 0,2 ng mL™ y coeficientes de
correlacién (R?) superiores a 0,9930. La técnica fue validada en muestras de piscinas, rios y aguas
residuales, obteniendo recuperaciones que oscilaron entre 89 y 106%.

36



Un avance reciente introdujo un enfoque innovador basado en la congelacion de DES
(LPME-FDES) para la extraccion de pesticidas en muestras de agua ambiental (101). Se utilizé una
combinacion de cloruro de 1-octil-3-metilimidazolio y 1-undecanol como solvente de extraccidn,
logrando factores de enriquecimiento de 150 a 180 y recuperaciones entre el 75 y el 90%. Los
limites de deteccion obtenidos variaron entre 0,05 y 0,50 pg L™, con coeficientes de correlacién
(R?) superiores a 0,9982.

La microextraccién en fase liquida (LPME) juega un papel crucial en el desarrollo de
técnicas analiticas para la determinacién de microcontaminantes. Los avances recientes en LPME
han permitido optimizar sus caracteristicas ecoldgicas, reduciendo el uso de disolventes
orgdnicos y promoviendo la aplicacion de solventes magnéticos liquidos iénicos (MIL) y
disolventes de extraccidn sostenibles, como los DES y los SUPRAS. Asimismo, la combinacién de
dos técnicas de microextraccion y el desarrollo de dispositivos de microchip capaces de realizar
extracciones rapidas y eficientes representan tendencias prometedoras en este campo. Sin
embargo, aun se requieren mas investigaciones para consolidar estas estrategias en la
determinacion de microcontaminantes orgdnicos (36). Ademds, en los préoximos afios, sera
necesario afrontar los desafios asociados con la automatizacidn de estos enfoques, optimizando
las configuraciones disponibles para su implementacidn en analisis rutinarios.

1.2. Metaboldmica no dirigida.

Las "ciencias dmicas" han jugado un papel fundamental en la evolucién rdpida de la
biologia de sistemas. Entre ellas, la gendmica ha sido la mas destacada hasta ahora. La genémica
se enfoca en el estudio de los genes (genoma) de un organismo. Uno de los mayores desafios
cientificos en este campo fue el Proyecto Genoma Humano, que buscaba secuenciar por
completo el genoma humano y se logré completar en 2003.

Transcriptomica

‘ m (mRNA)

‘ T = Metabolémica
e (metabolitos)
‘ < Eﬁa‘ﬂ‘?‘:

Figura 1.7. Cascada dmica: diferenciacion de las distintas dmicas desde el genotipo al fenotipo. (Fuente:
https://culturacientifica.com/2019/02/22/metabolomica-el-todo-sobrela-suma-de-las-partes/)

La metaboldmica es una disciplina dentro de la biologia de sistemas que estudia de
manera integral los metabolitos presentes en una célula, tejido u organismo en un momento
determinado. Dependiendo del enfoque utilizado, la metaboldmica puede dividirse en dos
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estrategias principales: dirigida y no dirigida. Mientras que la metaboldmica dirigida se centra en
la cuantificacion especifica de un conjunto de metabolitos previamente conocidos, la
metaboldmica no dirigida busca analizar de manera global todos los metabolitos detectables en
una muestra sin un sesgo previo hacia ciertos compuestos (102).

El enfoque no dirigido permite la identificacion de diferencias metabdlicas entre
condiciones experimentales sin necesidad de hipdtesis preconcebidas, lo que lo hace
particularmente atil en estudios exploratorios, descubrimiento de biomarcadores y
caracterizacion de estados fisioldgicos o patoldgicos (103). Esta estrategia se basa en la
adquisicion de datos de alta resolucién mediante técnicas analiticas avanzadas, como la
espectrometria de masas (MS) acoplada a cromatografia de liquidos (LC-MS) o cromatografia de
gases (GC-MS), y su posterior analisis con herramientas bioinformaticas para la identificacion y
anotacion de metabolitos (102).
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Figura 1.8. Estudios metaboldmicos no dirigidos frente a los dirigidos. Adaptada de (102).

El desarrollo de la metaboldmica no dirigida ha permitido avances significativos en
diversas dreas como la medicina personalizada, la nutricién, la biotecnologia y la ciencia
ambiental, proporcionando una visidn integral de los procesos bioquimicos en organismos vivos.

1.2.1. Fundamentos de la metaboldmica.

Las ciencias dmicas se centran en considerar la mayor cantidad de variables posible para extraer
informacidn valiosa y trabajar en conjunto con ellas. En el caso especifico de la metaboldmica,
el objetivo es analizar la mayor cantidad de metabolitos (metaboloma) posible, para luego
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seleccionar aquellos que proporcionen informacion relevante en el estudio. Estos metabolitos
se procesan utilizando algoritmos de procesamiento de sefiales, que son propios de la
inteligencia artificial. De esta manera, se busca aprovechar la capacidad de la inteligencia
artificial para identificar patrones y relaciones en los datos metabolémicos y obtener
conocimientos mas profundos sobre los sistemas bioldgicos (104).

Los metabolitos son moléculas de bajo peso molecular (<1500 Da) que desempefian
funciones clave en los procesos celulares, ya sea como productos finales o como intermediarios
de procesos quimicos o enzimaticos. Estas moléculas revelan como funciona el metabolismo en
un organismo especifico. La metaboldmica se enfoca en el estudio de dos tipos de metabolitos:
los enddgenos, producidos de manera natural por el organismo (como aminodcidos, acidos
organicos, acidos nucleicos, acidos grasos, azucares, vitaminas, cofactores, entre otros); y los
exogenos, que provienen de la interaccion con el entorno externo (como farmacos,
contaminantes ambientales, aditivos alimentarios, toxinas, etc.). Constituyen una familia diversa
de moléculas con una amplia gama de estructuras, propiedades fisico-quimicas y
concentraciones (105).

Dada esta heterogeneidad, resulta imposible medir simultdneamente todo el
metaboloma utilizando una Unica técnica analitica. Por lo tanto, para abarcar el maximo rango
posible del metaboloma, se requiere el uso de diferentes plataformas analiticas, que pueden
incluir técnicas como la espectrometria de masas, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
cromatografia (106).

El enfoque multimodal de la metaboldmica, combinando multiples técnicas analiticas,
permite obtener una vision mds completa y detallada de los perfiles metabolémicos en un
organismo, lo que a su vez brinda informacién invaluable sobre los procesos bioquimicos, las vias
metabdlicas y las interacciones entre los metabolitos enddégenos y exégenos.

A diferencia del genoma o el proteoma, el metaboloma no se define facilmente. A
diferencia de los genes y las proteinas, los metabolitos no son exclusivos de una sola via
metabdlica y, en muchos casos, multiples reacciones bioquimicas contribuyen a la produccién
de un metabolito en particular. Ademas, el metaboloma puede verse afectado por diversos
factores, lo que nos permite utilizar la metabolémica para estudiar el efecto de un estado
especifico del organismo debido a estimulos externos o enfermedades (107).

Una de las grandes ventajas de la metaboldmica es que se puede trabajar sin hipdtesis
previas, ya que considera simultdneamente todos los posibles cambios, lo que la hace
extremadamente atractiva para hacer descubrimientos. La caracteristica distintiva del analisis
metaboldmico es su enfoque holistico, ya que no solo se centra en todos los metabolitos, sino
que también permite el analisis de diversas matrices y se puede aplicar a una amplia variedad
de estudios. Esta flexibilidad metodoldgica y su capacidad para abordar multiples aspectos la
convierten en una herramienta poderosa para comprender los perfiles metabdlicos y explorar
las interacciones complejas entre los metabolitos y los sistemas bioldgicos (108).

La metaboldmica ofrece una perspectiva muy prometedora en la identificacion de
nuevos biomarcadores que pueden mejorar los actuales métodos de diagndstico para diversas
enfermedades, especialmente el cdncer, enfermedades neurolégicas y metabdlicas. Estos
biomarcadores podrian mejorar la selectividad, especificidad y permitir una deteccién mas
temprana o distinguir entre diferentes fases de una enfermedad (109-113). Ademas, la
metaboldmica tiene otras aplicaciones, como la identificacion de vias metabdlicas alteradas en
una enfermedad (114), el analisis de la microbiota intestinal, la farmacometabolémica (que
desempena un papel importante en el desarrollo de nuevos farmacos) (115), y la
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nutrimetaboldmica, que permite la monitorizacidn de intervenciones nutricionales al medir los
cambios producidos por la dieta. Estas aplicaciones abren nuevas posibilidades en la
investigacidon biomédica y la medicina personalizada.

Procedimientos analiticos en metabolémica.

La amplia diversidad de metabolitos se caracteriza por su variabilidad en términos de
pesos moleculares, polaridades, grupos funcionales, reactividad quimica y estabilidad, entre
otras propiedades. Debido a esta heterogeneidad, es necesario utilizar diferentes plataformas y
métodos analiticos para lograr una cobertura maxima del metaboloma en estudio. Por lo tanto,
en un experimento metaboldmico, es fundamental seguir varias etapas de manera rigurosa.

Estas etapas incluyen la recoleccidn y preparacién adecuada de las muestras, la seleccion
de la metodologia analitica mds apropiada para el objetivo de estudio, la adquisicion de datos
utilizando técnicas como la espectrometria de masas, la cromatografia o la resonancia magnética
nuclear, y el procesamiento y analisis de los datos obtenidos. Ademas, es esencial contar con
herramientas de bioinformatica y estadistica para interpretar los resultados y realizar
comparaciones entre grupos de muestras (116).
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Figura 1.9. Flujo de trabajo en estudios metabolédmicos (Fuente: Elaboracion propia).

Al seguir estas etapas de manera rigurosa, se garantiza una mayor confiabilidad y
reproducibilidad de los resultados metabolémicos, lo que facilita la identificacion de
biomarcadores, la comprensién de las vias metabdlicas y el descubrimiento de patrones
metabdlicos asociados a diferentes condiciones bioldgicas o enfermedades.
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o Disefio experimental:

La metaboldmica es una disciplina de gran complejidad, ya que implica la realizacién de
varios pasos que van desde la formulacién de la pregunta bioldgica (planteamiento del
problema) hasta la interpretacion de los resultados obtenidos. Uno de los pasos mas
fundamentales y criticos en este proceso es el disefio experimental.

i6 Interpretacion
;:::Z:::; . . . . . . Bioldgica

Andlisis
de metabolitos

as

Disefio experimental
Recogida de muestra
Tratamiento de datos

.

Tratamiento de muestra

ificacion

Ident

Figura 1.10. Esquema general de la complejidad de un experimento metabolémico. (Fuente: Elaboracién propia).

El disefio experimental es el proceso de planificar y estructurar de manera adecuada el
estudio metabolémico. En esta etapa, se deben considerar aspectos como la eleccién de las
muestras (nimero elevado), la definicidn de los grupos de comparacién, la determinacion de los
controles, la seleccidn de las técnicas analiticas apropiadas y la consideracidn de factores que
podrian afectar los resultados, como la variabilidad bioldgica y técnica (117,118).

Un disefio experimental sdlido y bien pensado es esencial para obtener resultados
confiables y significativos en metaboldmica. Permite minimizar el sesgo y maximizar la eficiencia
en la deteccién de diferencias metabdlicas entre grupos de muestras. Ademas, un disefo
experimental cuidadoso facilita la reproducibilidad y comparabilidad de los resultados entre
diferentes estudios. Por ello, y debido al elevado nimero de muestras que se trabajan, la
eleccién de la técnica de andlisis también es un factor importante ya que la automatizacién es
un punto clave (119).

En resumen, el disefio experimental en metaboldmica es una etapa critica que establece
las bases para obtener informacidn significativa y confiable sobre los perfiles metabdlicos en el

contexto de la pregunta bioldgica planteada.

® Preparacion de muestras:

La preparacion de muestras en metaboldmica es una etapa esencial para obtener
resultados precisos y reproducibles. El objetivo principal es maximizar la recuperacion de los
metabolitos de interés y minimizar cualquier efecto negativo que pueda afectar a su estabilidad
o solubilidad durante la extraccidon de la muestra. Un enfoque adecuado en la preparacion de la
muestra garantiza la obtencion de resultados confiables y reproducibles en los estudios de
metaboldmica, lo que permite una mejor comprensién de la composicidn y las funciones de los
metabolitos en el sistema bioldgico bajo estudio. La preparacién de la muestra es un paso critico
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en los experimentos de metaboldmica, ya que influye en la precisidn, sensibilidad y robustez del
analisis.

A continuacidn, se describen los principales pasos involucrados en la preparacion de
muestras en metaboldmica:

1. Extraccion de metabolitos: Es el proceso de separar los metabolitos de la matriz
bioldgica. Se utilizan diferentes métodos de extraccion dependiendo de la naturaleza de
los metabolitos y la muestra. Algunas técnicas comunes incluyen la extraccién liquido-
liguido, la extraccion en fase sdlida y la precipitacion de proteinas. Cada método de
extraccion utilizado puede implicar la pérdida de metabolitos, ya sea debido a su
eliminacion durante la extraccion de proteinas o a la seleccidn de un disolvente que los
disuelva de manera deficiente o incluso no los disuelva debido a los efectos de
saturacion (120). Por ello, es fundamental elegir cuidadosamente el método de
extraccion de muestra adecuado, considerando la naturaleza de los metabolitos de
interés y optimizando las condiciones para minimizar la pérdida o degradacién de los
mismos. Ademas, es importante tener en cuenta la selectividad del disolvente utilizado
para garantizar una extraccion eficiente y completa de los metabolitos objetivo.

2. Fraccionamiento: En ocasiones, es necesario realizar una separacidn adicional de los
metabolitos en diferentes fracciones para reducir la complejidad de la muestra y facilitar
su analisis. Esto se puede lograr mediante técnicas como la cromatografia de columna o
la electroforesis.

3. Derivatizacion: Algunos metabolitos son poco voldtiles o tienen baja ionizacién, lo que
dificulta su detecciéon por técnicas de espectrometria de masas. La derivatizacién
quimica se utiliza para modificar los metabolitos y mejorar su estabilidad, solubilidad,
volatilidad o ionizacidn. Esto permite aumentar la sensibilidad y selectividad de las
técnicas analiticas.

4. Desproteinizacion: En muchas muestras bioldgicas, las proteinas pueden interferir con
el analisis de los metabolitos. Por lo tanto, es comun realizar una eliminacién de
proteinas para reducir su efecto. Se utilizan métodos como la precipitacion de proteinas,
la filtracion o la inmovilizacion de proteinas.

5. Concentracion y reconstitucion: Después de los pasos anteriores, los metabolitos se
concentran para aumentar su deteccién y se reconstituyen en un solvente compatible
con la técnica analitica utilizada. Esto asegura que los metabolitos estén en una forma
adecuada para el analisis y permite la inyeccidon en el sistema de instrumentacion.

Es importante tener en cuenta que la preparacién de muestras puede variar segun el
tipo de muestra (tejido, sangre, orina, etc.) y la técnica analitica utilizada. Cada paso debe
realizarse con cuidado para evitar la degradacidn, contaminacién o pérdida de los metabolitos
de interés (121,122).

e Medidas analiticas:

Existen varias técnicas analiticas utilizadas para identificar y cuantificar metabolitos en
estudios metabolémicos. Las dos mas comunes son la resonancia magnética nuclear (NMR) y la
espectrometria de masas (MS), a menudo acopladas a técnicas cromatograficas.
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La resonancia magnética nuclear (NMR) es una técnica robusta y versatil que permite la
identificacién y cuantificacidon de una amplia gama de metabolitos de manera fiable y repetitiva.
Se caracteriza por su nivel de automatizacién y su capacidad para medir en flujos y materiales
semisodlidos, como cultivos celulares. Se utiliza un campo magnético elevado (>10 Teslas) v el
desarrollo de criosondas ha mejorado la sensibilidad, alcanzando niveles de deteccién en el
rango de mg/mL.

Por otro lado, las técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas (GC/MS
y LC/MS) permiten analizar una gran cantidad de metabolitos con sensibilidades superiores a las
de la NMR. Estas técnicas ofrecen una alta selectividad al elegir el método de separacion
adecuado. Sin embargo, la falta de estandarizacién de los métodos, su menor robustez y el
tratamiento tedioso de las muestras son limitaciones a considerar (104).

Por tanto, en ciertos experimentos metaboldmicos, es recomendable combinar mas de
una plataforma analitica para obtener una cobertura mas completa del metaboloma y
aprovechar las ventajas de cada técnica.

Plataforma Ventajas Limitaciones
GC/MS -Alta reproducibilidad y -Aplicable a compuestos volatiles y
sensibilidad analitica. térmicamente estables.

-Facilidad en la identificacion de

metabolitos.
LC/MS -Muchas variantes -Importantes requerimientos
cromatograficas. bioinformaticos para el procesado
de datos.
-Gran cobertura de metabolitos
detectados. -ldentificacién indirecta de
metabolitos.
-Alta sensibilidad.
CE/MS -Poca cantidad de muestra. -Aplicable a compuestos polares
cargados.

-Limitada robustez y
reproducibilidad analitica.
RMN -Altamente cuantitativa y -Poca sensibilidad.
reproducible.

-Minima preparacion de muestra.

MALDI -Permite estudiar la localizacion -Poco cuantitativa y reproducible.

en tejidos bioldgicos.
-Resolucién de hasta 10 um.

-Analisis muy rapidos.
Tabla 1.7. Plataformas tecnoldgicas mas empleadas en la identificacion y cuantificacion de metabolitos. Ventajas y
limitaciones. Elaborada a partir de (104).

® Procesado de sefal:
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En los experimentos metaboldmicos, uno de los desafios mas comunes es lidiar con un
gran numero de muestras, cada una con miles de variables. Para poder representar y analizar
estos datos de manera efectiva, es necesario realizar una reducciéon de la dimensionalidad. Una
técnica ampliamente utilizada para este propdsito es el analisis de componentes principales
(PCA, Principal Components Analysis), que genera nuevas dimensiones seleccionando las
direcciones de maxima variabilidad de los datos. En otras palabras, el PCA es un método
estadistico que simplifica la complejidad de los espacios de muestras con multiples dimensiones
mientras conserva la informacién relevante (123).

Los diagramas de "scores" generados a partir de un analisis de PCA permiten visualizar
como se agrupan las muestras segun la similitud o diferencia en sus perfiles de metabolitos, es
decir, en su metaboloma. Por otro lado, los diagramas de "loadings" indican qué variables son
responsables de la separacion observada entre las muestras (124).
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Figura 1.11. Ejemplos de los diagramas scores y loadings de una PCA (124).

El uso del PCA en metaboldmica es invaluable para explorar y comprender la estructura
subyacente de los datos, identificar patrones, detectar agrupaciones y revelar las variables mas
influyentes en la separacion de las muestras.

o |dentificacidn de metabolitos:

Para poder identificar un analito en un experimento metabolémico, es crucial que su
sefal en el espectro sea discernible del resto de los analitos o que se pueda realizar una
deconvoluciéon de la sefial. La deconvolucién implica recuperar una sefial que ha sido
distorsionada o degradada por algun tipo de proceso.

Una vez que se ha logrado una sefial clara y deconvolucionada, se compara la respuesta
experimental con una base de datos de metabolitos. Si hay una coincidencia entre la respuesta
experimental y un metabolito conocido en la base de datos, se puede identificar el analito en
cuestion.

En casos en los que existan dudas respecto a la identificacién, es comun recurrir a la
verificacion mediante la comparacidn con estandares. Los estandares son compuestos quimicos
bien caracterizados y previamente identificados, que se utilizan como referencia para confirmar
la presencia de un metabolito especifico en una muestra (125).
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En algunos casos, es posible realizar la cuantificacién de un metabolito una vez que ha
sido identificado. En este sentido, la resonancia magnética nuclear (NMR) puede ser una técnica
muy Util debido a su naturaleza cuantitativa.

Una vez que se han recopilado los datos experimentales, se procede a analizar y evaluar
de manera cientifica los resultados metaboldmicos obtenidos. Esta evaluacién implica examinar

y comparar las diferentes sefiales y perfiles de metabolitos para extraer conclusiones relevantes
del experimento (126).

Base de datos publica Descripcion

HMDB www.hmdb.ca/

Espectros de LC-MS, GC-MS y RMN de >10000 compuestos
METLIN https://metlin.scripps.edu/

Espectros de LC-MS de >13000 compuestos
LipidBlast http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/LipidBlast

Espectros de masas de >25 clases de lipidos predichos in silico
LipidMaps www.lipidmaps.org/

Contiene >40000 estructuras lipidicas Unicas
mzCloud https://www.mzcloud.org/

Espectros de LC-MS en MSn muy bien anotados de 3000
compuestos

MassBank www.massbank.jp/

Espectros de LC-MS y GC-MS de =3000 compuestos
GMD http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Espectros de GC-MS de >1400 compuestos
GNPS http://gnps.ucsd.edu/

Espectros de LC-MS de >3000 compuestos

Tabla 1.8. Principales bases de datos o bibliotecas espectrales publicas (127).

o Distintas aproximaciones en metaboldmica:

Las dos estrategias mas utilizadas en metaboldmica son el analisis del perfil
metaboldmico y la determinacion de la huella metabdlica.
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En el analisis del perfil metabolémico, se enfoca en un grupo especifico de metabolitos
que tienen propiedades fisico-quimicas similares o que estdn involucrados en una ruta
metabdlica particular. Se selecciona un conjunto de metabolitos de interés y se analiza su
evolucion a lo largo del tiempo o en diferentes condiciones. Si se conocen los metabolitos clave
en el proceso, se puede adaptar el tratamiento de la muestra y elegir la técnica de medicién mas
adecuada para su determinacidn y cuantificacion.

En la determinacién de la huella metabdlica, el objetivo es obtener el mayor nimero
posible de sefales analiticas de metabolitos presentes en una muestra. En este caso, no se
conoce de antemano qué metabolitos estan presentes en la muestra, por lo que el enfoque del
estudio se centra en la clasificacion de muestras o en la busqueda de biomarcadores. Se suelen
tener multiples espectros de diferentes muestras, los cuales se comparan utilizando métodos de
reconocimiento de patrones. No es necesario conocer la naturaleza de los picos o los metabolitos
involucrados, ya que el enfoque se basa en observar como se agrupan las muestras y permitir la
separacion de diferentes tipos de muestras segun las diferencias encontradas en los espectros
(por ejemplo, individuos sanos versus enfermos) (125,128).

1.2.2. Técnicas de extraccion en metaboldmica no dirigida.

La seleccidn de una técnica de extraccion en metaboldmica no dirigida es un paso critico
que afecta la cobertura metaboldmica, la reproducibilidad y la eficiencia analitica. Dado que los
metabolitos presentan gran diversidad en términos de polaridad, estabilidad quimica y
concentracidn, es fundamental emplear estrategias que maximicen su recuperacidn sin
introducir sesgos.

Histéricamente, la extraccion de metabolitos en metabolémica no dirigida ha
evolucionado desde métodos tradicionales basados en la extraccion con disolventes organicos
hasta enfoques mas sofisticados y selectivos. Los mas comunes incluyen la precipitacion de
proteinas mediante la adicidn de disolventes organicos (como acetonitrilo, metanol, etanol,
entre otros) y la ultrafiltracién (129,130). La adicién de disolventes organicos no solo facilita la
precipitacidon de las proteinas, sino que también puede liberar metabolitos que se encuentran
unidos a las proteinas, una ventaja que la ultrafiltracion no proporciona (122). Sin embargo, a
pesar de su uso extendido, no existe consenso sobre la composicion ideal del disolvente organico
ni sobre la proporcién exacta que debe afiadirse (131-135).

Por otro lado, la ultrafiltracion se destaca como un método adecuado para andlisis
metaboldmicos mediante resonancia magnética nuclear (RMN) (129), y se ha demostrado que
proporciona mayor estabilidad para ciertos metabolitos en técnicas como la electroforesis
capilar acoplada a espectrometria de masas (CE-MS) (136).

La extraccidn en fase sélida (SPE) es otro método util en metabolémica, particularmente
cuando se requiere un procedimiento mas selectivo que los mencionados previamente (137).
Este método se emplea comunmente en estudios metabolémicos no dirigidos (138) y es
especialmente beneficioso cuando se desea concentrar la fraccion metabdlica de la muestra.

Para la extracciéon de metabolitos de tejidos y cultivos celulares, se utilizan disolventes
variados, generalmente después de congelar y pulverizar la muestra bioldgica. Los disolventes
se seleccionan segun el tipo de metabolitos que se desea extraer: para metabolitos polares, se
emplean disolventes como isopropanol, etanol y agua (139,140); para metabolitos apolares, se
utilizan disolventes como cloroformo o etilacetato; o bien se combinan ambos tipos de
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disolventes en un sistema bifasico para analizar por separado ambos extractos metabdlicos

(141,142).

Sin embargo, estas estrategias presentaban limitaciones en términos de selectividad y
eficiencia para la recuperacién de metabolitos con un amplio rango de polaridades. Con el
desarrollo de la metaboldmica basada en espectrometria de masas (MS) y resonancia magnética
nuclear (NMR), surgieron enfoques de extraccion mas versatiles. Entre las mas empleadas, se
encuentran la extraccidn con solventes organicos, la microextraccion en fase sdélida (SPME), la
microextraccién en fase liquida (LPME) y la extraccién asistida por ultrasonido (UAE). Sin
embargo, estas técnicas presentan inconvenientes.

LLE
disolventes
organicos

con

Microextraccion
en fase solida
(SPME)

Microextraccion
en fase liquida
(LPME)

Extraccion en fase
solida (SPE)

Extraccion
asistida por
ultrasonido (UAE)

Uso de disolventes

orgdnicos para
precipitacion de
proteinas y
solubilizacién de
metabolitos.

Absorcion de

metabolitos en una
fibra recubierta,
seguida de
desorcion térmica o
en solvente.

Uso de pequeiias

cantidades de
solvente en
equilibrio con Ia
muestra para

extraer metabolitos.

Uso de una fase
estacionaria
(cartucho o disco)
para retener
metabolitos,
seguidos de elucion
selectiva.

Uso de ondas
ultrasdnicas  para
romper estructuras
celulares y facilitar
la extraccion de
metabolitos.

- Cobertura amplia
de metabolitos.

- Compatible con MS
y NMR.

- Métodos
estandarizados.

- Sin uso de
solventes.
- Alta selectividad
para compuestos
volatiles.
- Compatible con
GC-MS.

- Menor consumo
de solventes.

- Alta
preconcentracion.
- Adecuada para

matrices complejas.

- Purificacion de la
muestra.

- Preconcentracién
de analitos
especificos.

- Compatible con
matrices bioldgicas.

- Rapida y eficiente.

- Mejora la
extraccion
intracelular.

- Compatible con

solventes verdes.

- Uso elevado de
solventes.

- No es selectivo.

- Posible
degradaciéon  de
metabolitos
sensibles.

- Limitada
metabolitos
polares o no
volatiles.

- Vida util reducida
de la fibra.

- Variabilidad
segun la matriz.

- Requiere tiempos
largos de
equilibrio.

- Variabilidad en la
recuperacion.

- Dificultad de
automatizacion.

- Costo elevado de
los cartuchos.

- Pérdida de
analitos en etapas
de lavado/elucién.

para

- Posible
degradacion
térmica.

- Formaciéon de
emulsiones.

- Requiere
optimizacion  de
parametros.

(143)

(144)

(145)

(146)

(147)
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Extraccion Aplicacion de | - Répiday eficiente. - Posible  (148)

asistida por microondas para | - Menor consumo degradacién

microondas calentar solventes y = de solventes. térmica.

(MAE) acelerar la - Mejora la - No es adecuada
extraccion de | recuperacion de para todas las
metabolitos. metabolitos matrices.

dificiles. - Requiere
equipamiento
especializado.

Extraccion Uso de sales y - Método rdpido y - No altamente (149)

QUEChERS solventes para reproducible. selectivo.
facilitar la - Compatible con - Puede haber
extraccion y multiples interferencias en
purificaciéon de metabolitos. matrices
metabolitos. - Bajo consumo de complejas.

solventes. - No adecuado
para metabolitos
muy polares.

Tabla 1.9. Métodos de extraccion mas empleados en metabolémica no dirigida: fundamento, ventajas e
inconvenientes. (Fuente: Elaboracion propia)

Cada una de estas técnicas presenta ventajas, como la alta sensibilidad o la capacidad
de extraer una amplia gama de metabolitos, pero también conlleva inconvenientes, como el uso
de grandes volumenes de solventes, la necesidad de equipos especializados o la complejidad de
los procedimientos.

Uno de los principales objetivos de esta tesis es desarrollar un método que minimice las
limitaciones asociadas con las técnicas tradicionales, como es LLE, SPE o SPME, optimizando su
eficiencia y reduciendo su impacto ambiental. En este sentido, nos hemos enfocado en el
desarrollo de un método basado en la microextraccién liquida con fibra hueca (HF-LPME), que,
aunque no es tan comunmente utilizada en estudios de metabolémica no dirigida, ha mostrado
un aumento en su aplicacién debido a su capacidad para mejorar tanto la eficiencia de la
extraccidon como la sostenibilidad del proceso.

1.2.3. Metaboldmica como herramienta para la fooddmica.

La "fooddmica" es un campo emergente de investigacion que combina la ciencia de los
alimentos con la tecnologia omics, que incluye dreas como la gendmica, la protedmica, la
metaboldmica y la transcriptémica. La fooddmica se centra en el estudio integral de los
componentes y procesos bioldgicos en los alimentos y su impacto en la salud humana (150).

La fooddmica se basa en la idea de que los alimentos son mucho mas que la suma de sus
componentes individuales. Los alimentos son matrices complejas que contienen una amplia
gama de moléculas, incluyendo nutrientes, compuestos bioactivos, microorganismos vy
metabolitos, que interactian de manera dindmica en el cuerpo humano.

Esta disciplina utiliza tecnologias avanzadas para analizar y comprender la composicion
molecular de los alimentos, asi como las interacciones entre los componentes alimentarios y el
organismo humano. Por ejemplo, la gendmica alimentaria estudia el ADN presente en los
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alimentos, lo que puede ayudar a identificar la especie de origen, detectar alérgenos o
patogenos, y comprender como los genes de los alimentos pueden influir en la salud humana.

El genotipo, que comprende la informacién completa y detallada sobre la estructura,
organizacion y funcién de todos los genes de un organismo, desempefia un papel crucial en el
estado final del organismo. No obstante, el fenotipo, que describe todas las caracteristicas de un
sistema bioldgico, incluyendo la morfologia, el desarrollo y el metabolismo, estad fuertemente
influenciado por factores ambientales externos al organismo.

La protedmica alimentaria se enfoca en el estudio de las proteinas presentes en los
alimentos y cdmo interactian con el cuerpo humano. Esto puede ayudar a identificar nuevas
proteinas funcionales con propiedades beneficiosas para la salud, asi como comprender como
las proteinas pueden desencadenar reacciones alérgicas o intolerancias.

La metabolémica alimentaria analiza los perfiles de metabolitos presentes en los
alimentos y cdmo son absorbidos y procesados por el cuerpo humano. Esto puede proporcionar
informacidn sobre los efectos metabdlicos de los alimentos, como la respuesta a los nutrientes,
la bioactividad de los compuestos y la deteccién de biomarcadores relacionados con la salud.

La transcriptémica alimentaria se centra en el estudio de los acidos ribonucleicos (ARN)
presentes en los alimentos y cémo pueden influir en la expresion génica en el cuerpo humano.
Esto puede ayudar a comprender cémo los componentes alimentarios pueden regular la
expresion de genes relacionados con la salud y enfermedad.

En este sentido, la metabolémica se considera la disciplina mas cercana al fenotipo y, por
lo tanto, la mas representativa del estado del organismo, ya que examina los perfiles de
metabolitos que reflejan la actividad bioquimica en respuesta a los factores internos y externos
(151,152).

La metaboldmica ha surgido como una herramienta fundamental en diversas disciplinas,
incluyendo farmacologia, medicina y especialmente nutricidon. En el campo de la ciencia de los
alimentos, se ha reconocido su importancia en la garantia de calidad, cumplimiento de
regulaciones, microbiologia y procesamiento de materias primas y productos finales (108).

En particular, la metabolémica desempefia un papel crucial en la busqueda de
biomarcadores necesarios para validar los llamados "alimentos funcionales", que afirman
proporcionar beneficios especificos para el organismo cuando se consumen. Esto se debe a que
el metaboloma ofrece informacidon que puede no estar reflejada en el estudio de otros
componentes, ya que los metabolitos son los productos finales del metabolismo (153).

Cuando se ingiere un alimento funcional, se producen cambios en el organismo que se
reflejan en el metaboloma. Aquellos metabolitos que pueden estar directamente relacionados
con la funcionalidad deseada se consideran biomarcadores que confirman dicha funcionalidad.

Lo mismo ocurre en el control de calidad de los alimentos. Existen regulaciones que
establecen, en funcidon de la cuantificacion de ciertos metabolitos, si un alimento puede
clasificarse como funcional o no. Mediante el uso de técnicas de metaboldmica no dirigida, se
analiza la totalidad del metaboloma vy, a través del andlisis posterior de datos, se identifican las
moléculas que cambian después de la ingestion del alimento. Una vez identificados, se
cuantifican mediante la metaboldmica dirigida, que se centra en los metabolitos especificos de
interés en el estudio, lo que permite confirmar la efectividad de un alimento funcional (105).
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Los estudios metaboldmicos se utilizan cada vez mds para obtener informacidn sobre la
composicion metabdlica de los alimentos.

1.3. Contaminantes en alimentos: Bifenilos Policlorados (PCBs).

Los Contaminantes Organicos Persistentes (POPs) son sustancias quimicas téxicas y
resistentes a la degradacion, que se acumulan en suelos, sedimentos, aire o biota y que pueden
transportarse a gran distancia de la fuente de emisidn, lo que supone una amenaza global para
la salud y el medio ambiente. En principio, no se ha establecido el tiempo de vida media de un
compuesto en un entorno dado para que se confiera el término "persistente"; sin embargo, se
conoce que la vida media de un POP puede durar afios e incluso décadas antes de degradarse.

Los POPs son hidréfobos y lipofilicos, por lo que se acumulan en lipidos en los
organismos; es decir, se almacenan en el tejido graso, lo que les confiere persistencia en la biota,
y la consiguiente acumulacién en las cadenas alimenticias (154). Debido a su alta capacidad
acumulativa, la preocupacién por estos compuestos se centra en su impacto en las principales
especies depredadoras, inclusive los humanos.

De los compuestos quimicos considerados como toxicos para los organismos vivos, el
Comité Intergubernamental de Negociacién sobre POPs catalogd 12 tipos como los mas téxicos
(155). Dentro de éstos se encuentran los bifenilos policlorados (PCBs).

Los PCBs son plaguicidas, producto de la cloracidn electrofilica del bifenilo con gas cloro.
Las posiciones de los atomos de cloro en la molécula determinan sus propiedades quimicas,
siendo mayoritarios los que presentan de dos a siete cloros en su estructura.

32 .
4 4

iy £, (Chn

6 6

Figura 1.12. Estructura quimica basica de los PCBs (Fuente: Elaboracion propia).

Presentan un aspecto fisico de fluido aceitoso, resina dura y transparente, o cristales
blancos; segun el grado de cloracién. Los PCBs son compuestos térmicamente estables, con baja
reactividad, insolubles en agua, no inflamables, no conductores, con baja volatilidad a
temperaturas normales, y no biodegradables. Son estas mismas propiedades fisicas las que le
concedieron importancia en el sector industrial.

En 1881, se sintetizaron por primera vez en Alemania, lo que dio pie a que en Estados
Unidos iniciara su produccion a nivel industrial en 1929. Ciertos estudios estiman una produccion
media de 440.000 toneladas entre 1929 y 1977 en Estados Unidos (156).

A pesar de que en 1979 se prohibid la produccion de este tipo de compuestos, aun
persisten en el aire, agua y suelo, donde queda demostrado su poder de acumulacién (157-159).

Como se ha mencionado previamente, los PCBs son contaminantes que tienden a
acumularse en la grasa, por lo que alimentos ricos en estas sustancias, como la leche materna,
pueden ser un buen indicador de este tipo de contaminantes. La presencia de estos
contaminantes en este fluido resulta ser peligrosa, ya que puede provocar dafios irreversibles en
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los lactantes. Debido al gran impacto de la lactancia en la sociedad actual, es importante conocer
el nivel de exposicion y peligrosidad que supone la presencia de PCBs en la leche materna.

1.3.1. Leche materna: composicién e importancia de la lactancia.

La leche materna es el alimento natural que producen las madres para alimentar a sus
recién nacidos. La organizacién mundial de la salud (WHO) y la Fundacién de las Naciones Unidas
para los Nifios (UNICEF) declaran que la leche materna es el estandar de oro para la nutricion
infantil. Su singular composicién hace de este fluido el Unico alimento que puede cubrir todas
las necesidades nutricionales e inmunoldgicas de un recién nacido durante los primeros seis
meses de vida, favoreciendo un crecimiento y desarrollo saludable (160).

Composicion de la leche materna

Como continuacion de la nutricion intrauterina, la leche materna debe asegurar una
nutricion adecuada para el lactante. Las necesidades cambiantes del nifio y el estado nutricional
de la madre pueden afectar la composicién de este liquido y, por tanto, al aporte nutricional.
Otros factores que afectan su composicidn son la edad, la dieta de la madre, el niUmero de partos,
el entorno de la madre y el tiempo transcurrido desde el parto. Segun la variacidon de su
composicion, se diferencian varias etapas: leche pre-término, calostro, leche de transicion y
leche madura.

El calostro se produce durante los primeros dias tras el parto. Es un liquido amarillento
y espeso de alta densidad que se produce en pequefias cantidades, pero es del todo suficiente
como primer alimento, en espera de la llegada de la "auténtica leche". Contiene menos
cantidades de lactosa (4g/100ml), grasa (2g/100ml) y vitaminas hidrosolubles que la leche
madura; mientras que contiene mayor cantidad de proteinas (2g/100ml), vitaminas liposolubles
(E, A, K), carotenos y algunos minerales como sodio y zinc (160). Junto a los oligosacaridos, que
tambien estan elevados en el calostro (20 g/L), una gran cantidad de células vivas, como
linfocitos y macréfagos (100.000 mm?), que confieren al recién nacido una eficiente proteccién
contra los gérmenes del medio ambiente y ayudan al desarrollo de su sistema inmunitario (161).
El calostro es rico desde el punto de vista nutricional, y muy valioso para aumentar las defensas
inmunitarias de un nifio que acaba de nacer.

La leche de transicidn es la leche que se produce tras el calostro, antes de la subida de la leche
madura. Los cambios en la composicion y volumen son muy significativos durante los primeros
dias tras la subida de la leche, para luego estabilizarse. Adquiere un tono mas cremoso en color
y textura, aumentando también su nivel de grasa, calorias y lactosa. Esto lo convierte en el
alimento ideal para lograr un crecimiento acelerado del recién nacido. Esta leche continta siendo
rica en anticuerpos protectores, células vivas, y otros ingredientes bioactivos que favorecen una
salud éptima para el bebé (162).

La leche pre-término es la que producen las mujeres con partos prematuros, para los
que la leche materna tiene una importancia fundamental: nutre al nifo, favorece su
neurodesarrollo y lo protege de enfermedades. Contiene mayor cantidad de proteinas y menor
cantidad de lactosa que la leche madura; siendo mas apropiada, ya que el infante requiere
niveles mas elevados de proteinas. No alcanza a cubrir las necesidades de calcio y fésforo, por lo
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que debe ser suplementada con fortificadores de lactancia. A partir de las 2-3 semanas
aproximadamente, la composicidén de la leche se estabiliza y se considera madura. La leche
madura aporta gran cantidad de agua y numerosos nutrientes tales como hidratos de carbono
(lactosa, glucosa y galactosa, y oligosacaridos), lipidos (triglicéridos, acidos grasos, fosfolipidos y
colesterol) y proteinas (caseinas, proteinas de suero e inmunoglobulinas). Ademas, contiene
vitaminas, minerales de alta biodisponibilidad en cantidades suficientes para cubrir las
necesidades del lactante y otros componentes como antioxidantes. La leche madura va
cambiando de composicién dependiendo de los requerimientos nutricionales del bebé, por lo
gue no se pueden establecer valores fijos (163).

Calorias (cal/L) 670 750
Minerales cationes (mEq/L) Na, K, Ca, Mg 70 50
Minerales aniones (mEq/L) P, S, Cl 30 40
Oligoelementos (mcg/dL)
Fe 70 mcg/dL 3 mg/dL
Cu 40 1.1
Zn 40 30
Proteinas (d/L) 10-12 23
Aminoacidos (g/L) 12 12.8
Nitrogeno no proteico (mg/L) 910 30-500
Lisozima (mg/L) 460 390
Hidratos de carbono (g/L) 57 60-70
Grasas (g/L) 30 35-45
Vitaminas (mg/L)
Vitamina A 1.61 0.61
Caroteno 1.37 0.25
Tocoferol 14.8 2.4
Tiamina 0.019 0.142
Rivoflavina 0.302 0.373
Vitamina B6 - 0.15
Acido nicotinico 0.75 1.83
Vitamina B12 (mcg/L) 0.45 0.5
Biotina (mcg/L) 0.5 2
Acido folico 0.5mcg/L  24-30 mg/mL
Acido pantoténico 1.8 2.5
Acido ascorbico 72 52

Tabla 1.10. Comparacién entre componentes de la leche humana en las etapas de calostro y leche madura. (Fuente:
Acta Pediétrica de México Volumen 32, Num. 4, julio-agosto, 2011).

Importancia de la lactancia.

La leche materna se caracteriza por aportar una mezcla equilibrada de macronutrientes
(proteinas, hidratos de carbono, lipidos, vitaminas, minerales y oligoelementos) necesarios para
el correcto funcionamiento y desarrollo anatémico del nifio.

Ademas, este fluido también se caracteriza por la presencia de anticuerpos protectores
frente a infecciones virales y bacterianas. El sistema inmunitario de un recién nacido madura tras
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los seis primeros meses, por lo que la lactancia materna actia como una inmunidad pasiva,
similar al funcionamiento de las vacunas, proporcionando cierta proteccidon frente algunas
enfermedades (164).

Otra caracteristica de interés es su minimo efecto antigénico; es decir, es de origen
bioldgico y producido por el cuerpo humano, por lo que no hay riesgo de alergias. Gracias a esto,
existen bancos de leche disponibles para aquellas madres que no pueden amamantar a sus hijos
o infantes sin acceso a la lactancia.

Varios estudios sugieren una estrecha relacion entre la lactancia maternay el desarrollo
cognitivo del bebé, especialmente en los prematuros que sufren mayor riesgo de tener
problemas relacionados con el desarrollo. La teoria sugiere que esto se debe al contacto intimo
entre el bebé y su madre. Entre los resultados mas relevantes se determind que los bebés que
fueron alimentados con leche materna tenian una mayor puntuacion de inteligencia y eran
menos propensos a tener problemas de desarrollo y aprendizaje (165).

Ademas de los beneficios ya mencionados en los recién nacidos, la lactancia también
tiene ciertos beneficios para las madres. Algunos estudios han demostrado que la lactancia
promueve el tiempo de involucién por medio de la produccidn de oxitocina, una hormona que
promueve las contracciones uterinas y reduce el sangrado (166), y se reducen los efectos de la
depresidn posparto, a corto y largo plazo, ayudando a las madres a estrechar la relacidn con sus
bebés.

Otros estudios han encontrado que el tiempo que una mujer pasa amamantando a su
bebé estd relacionado con una reduccidn del 28% en el riesgo de sufrir cdncer de mama y
ovarico. Se estima que una madre es 4.3% menos propensa a sufrir de cdncer de mama por cada
afio que pasa amamantando (167). Estudios recientes parecen indicar que la lactancia también
ayuda a prevenir enfermedades del corazon, la hipertension, la artritis, la diabetes tipo 2 y el
sindrome metabdlico (165,168).

Debido a la importancia nutricional de la leche materna y la influencia del vinculo
afectivo que crea la lactancia sobre el desarrollo del bebé, los pediatras recomiendan la leche
materna como Unico alimento del recién nacido durante los primeros seis meses de vida y como
alimentacién complementaria hasta los dos afios de edad.

1.3.2. Papel de la leche materna como indicador de contaminantes organicos
persistentes.

Debido al elevado contenido lipidico de la leche, estos contaminantes pueden
presentarse en la leche de las madres expuestas, aumentando el riesgo en los lactantes. Por ello,
la leche materna se considera un indicador de la exposicién infantil a dichos contaminantes.

Los factores que pueden afectar los niveles de PCBs en la leche materna humana
incluyen la edad de la madre, los cambios en el peso de la madre durante la lactancia, asi como
su dieta durante el embarazo y, especialmente, el lugar de residencia y exposicidon a dichos
compuestos (169,170).

Las madres que tienen un mayor nimero de partos previos contienen mayores niveles
de PCBs en su leche, a pesar de que la lactancia puede resultar un medio para la secrecién de
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dichos contaminantes del cuerpo humano. Esto se debe a que el factor condicionante no es el
numero de partos, sino la edad de la madre (171). Ademas, se ha demostrado que las mujeres
que habitan en areas industriales presentan mayor contenido de PCBs que las que habitan en
areas rurales, debido a la exposicién que sufren al medio contaminado (172).

Por otro lado, se han realizado estudios de la sangre de los recién nacidos antes de su
primera alimentacidon materna, durante la lactancia y transcurridos 42 meses, asi como de recién
nacidos alimentados exclusivamente con leche de formula. En estos estudios, se estimd que un
recién nacido que recibe lactancia materna durante los 6 primeros meses recibird entre el 6,8%
y el 12% de la cantidad total de PCBs media que recibird a lo largo de su vida (173,174).

Un estudio realizado entre 1991 y 1993, concluyé que la concentracion promedio de
PCBs en la leche materna de mujeres que vivian a lo largo del lago Ontario (Nueva York) era de
de 271 + 116 ng/g de lipidos (175), y otros estudios realizados en Canadd, determinaron que la
leche materna de 497 mujeres tenia una concentracién media de PCBs de 238 ng/g de lipidos
(176,177), demostrando la presencia de estos compuestos en la leche materna.

Otras investigaciones han demostrado que las concentraciones de estos contaminantes
en la leche materna humana de madres suecas han disminuido con el tiempo desde la década
de los 70s (178,179), observando que las concentraciones de PCBs en 1972, 1980, 1984—1985,
1990 y 1992 fueron 1,090, 780, 600, 510 y 380 ng/g de lipidos, respectivamente. En Alemania,
los investigadores estudiaron los niveles de PCB desde 1986 a 1996 en la leche materna humana
de madres primerizas de entre 27 y 31 anos. Encontraron que las concentraciones de PCB en
1986, 1988, 1990, 1992, 1994 y 1996 fueron 1,300, 1,050, 1,000, 750, 650y 450 ng/g de lipidos,
respectivamente (180). En 2007, una investigacion llevada a cabo en USA (Pacific Northwest) y
Canada, determind que el contenido medio de PCBs en leche materna se encontraba en un rango
de 49-415 ppb (181). Ese mismo afio, otro estudio desarrollado en Sao Paulo (Brasil) establecio
un contenido de PCBs en leche materna en un rango de 2,42-7,34 ppb (182). En 2013, se llevo a
cabo una investigaciéon del contenido de PCBs en leche materna, cuyas muestras fueron
suministradas desde Gran Canaria (Espaia). Este estudio revelé que el contenido de dichos
analitos variaba de 0,05 a 100 ppb (183).

También se analizd la exposicidn a PCBs de recién nacidos cuyas madres tienen una dieta
rica en pescado. Los resultados de la investigacién mostraron que, en general, las madres que
consumen pescado contaminado con PCBs tienen niveles mas altos en la leche materna en
comparacién con las no consumidoras (175,184), demostrando el poder acumulativo de dichos
compuestos en las cadenas troficas.

Un analisis mas especifico de la leche indicé que los congéneres 138, 153, 118, 180y 105
son los mas prevalentes y que los tres congéneres coplanares (77, 126 y 169) no se detectaron o
se detectaron en concentraciones muy pequeiias (<1 ppb) en la grasa lactea (185).

Location Sample  Year PCB PCB Source
size concentration concentration
National Canadian Study Nodata @ 1970 6 (186)
100 1975 12
210 1982 26 (187)
412 1986 6.35 (188)
National Sweden Study 135 1972 1090 (179)
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Akwesasne Indian
Reservation

Warren and Schoharie
County, New York (rural)

Northern Germany
(age 22-31, primiparae)

Zagreb, Croatia

16 Counties in New York
state adjacent to Lake
Ontario

New York state

Helsinki, Finland (urban)
Kuopio, Finland (rural)
New Bedford Harbor,
Massachusetts (near
superfund site)
Murmansk, Russia
Monchegorsk, Russia
(industrialized area)
Keewatin, Northern
Canada

Pacific Northwest (USA)
and Canada

Sao Paulo, Brasil

Canary Islands, Spain

153
431
102
120
60
60
40
19

38
40

52

57
45

15
68
84
43

29
14

40

54

45

213

20

64

15

15

12

1976
1980
1984-
1985
1988-
1989
1990
1991
1992
1986-
1989
1990
1991-
1992
1986-
1989
1990
1991-
1992
1986
1988
1990
1992
1994
1996

1987-
1990
1991-
1993
1994-
1995
1991-
1993

1991-
1993
1992-
1994
1992-
1993
1993

1993

1993

1996-
1997

2007

2007

2013

910
780
600
650
510
410
380
602

352
254

375

404
318

1300
1050
1000
750

650
450

243

213

212

271 8.28

239-428 3.5-14-1

296

198

1107-2379

429.4

490.5

247

4900-41500

2420-7340

4900-41500

(189)

(189)

(180)

(190)

(175)

(191)

(192)

(193)

(194)

(177)

(181)

(182)

(183)
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Tabla 1.11. Analisis de tendencia representativo de las concentraciones de PCB en la leche materna humana a lo
largo del tiempo. (Fuente: Toxicological profile for PCBs, U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
Agency for Toxic Substances and Disease Registry, November 2000)

1.4. Metaboldomica como herramienta en la busqueda de compuestos
bioactivos.

Los compuestos bioactivos son componentes clave del metabolismo secundario tanto
en vegetales como en animales, y desempefian un papel fundamental en la salud humana y
animal. Su consumo ha sido asociado con la reduccién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias, neuroldgicas y metabdlicas, asi como el cancer (195,196). Entre
los compuestos bioactivos mds estudiados se encuentran los polifenoles, glucosinolatos,
isotiocianatos, carotenoides, terpenoides, alcaloides, fibra dietética y monoglicéridos de cadena
media (196,197). A pesar de los avances en la identificacién y cuantificacion de estos compuestos
mediante enfoques analiticos tradicionales, dichos métodos presentan limitaciones debido a su
especificidad, lo que impide una caracterizacién integral del metaboloma de los alimentos y de
las vias metabdlicas involucradas en su biosintesis (198,199).

El metaboloma de los alimentos es altamente complejo y dindamico, determinado por
factores tanto internos (especie, variedad) como externos (ambiente, procesamiento). En este
contexto, la metaboldmica se ha consolidado como una metodologia de alto rendimiento que
permite obtener perfiles quimicos detallados y caracterizar las vias bioquimicas responsables de
la composicién bioactiva de los alimentos (200,201). Su aplicacién ha permitido un mejor
entendimiento de la relacion entre los compuestos bioactivos y la calidad de los alimentos,
facilitando estrategias para optimizar su produccidn y procesamiento (202,203). Ademas, la
metaboldmica ha reforzado el enfoque integrador de la foodémica y la feeddmica, permitiendo
una mejor comprension de los factores que influyen en la calidad y seguridad alimentaria
(150,204).

Calidad de alimentos

Los compuestos bioactivos desempeiian un papel clave en la calidad de los alimentos,
ya que influyen en sus propiedades sensoriales, y nutricionales. Estos compuestos, que incluyen
polifenoles, carotenoides, flavonoides, acidos grasos esenciales y péptidos bioactivos, pueden
mejorar la estabilidad, el valor nutricional y los efectos beneficiosos para la salud de los
alimentos.

La percepcion de calidad de un alimento depende en gran medida de sus caracteristicas
sensoriales, como color, sabor, textura y aroma, muchas de las cuales estan determinadas por la
presencia de compuestos bioactivos.

e Color: Los carotenoides (B-caroteno, licopeno, luteina) son responsables de los colores
rojos, naranjas y amarillos en frutas y verduras, mientras que las antocianinas y flavonas
contribuyen a los tonos azules, morados y rojos en productos como las uvas y el trigo
morado (205). La variabilidad en la sintesis de estos compuestos afecta la percepcion
visual de frescura y calidad.
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e Saboryaroma: Los polifenoles y acidos fendlicos pueden modificar el perfil de sabor de
los alimentos, proporcionando notas amargas o astringentes, como ocurre con el té, el
vino y algunos vegetales cruciferos (205,206). Ademas, compuestos volatiles derivados
de terpenoides y esteres contribuyen a los aromas caracteristicos de frutas y hierbas.

e Textura: Los compuestos funcionales también pueden influir en la firmeza y textura de
los alimentos. Por ejemplo, en los productos carnicos, los polifenoles pueden interactuar
con proteinas, afectando la retencidn de agua y la percepcién de jugosidad.

Los compuestos bioactivos son fundamentales para la calidad nutricional de los
alimentos, ya que aportan beneficios mds alla de la simple provisién de macronutrientes.

e Propiedades antioxidantes: Los polifenoles y carotenoides ayudan a reducir el dafio
oxidativo en las células humanas, lo que contribuye a la prevencidon de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y ciertos tipos de cancer (195,196).

e Regulacién metabdlica: Algunos compuestos bioactivos, como los glucosinolatos en el
brécoli y la col rizada, tienen efectos protectores contra el estrés oxidativo y pueden
modular la respuesta inflamatoria del organismo (207).

e Biodisponibilidad de nutrientes: La presencia de ciertos compuestos funcionales puede
mejorar la absorciéon de minerales y vitaminas. Por ejemplo, la vitamina C en frutas
citricas mejora la absorcidn del hierro no hemo en la dieta.

El contenido vy la estabilidad de los compuestos bioactivos pueden verse afectados por
el procesamiento y almacenamiento de los alimentos.

e Fermentacion y bioactividad: En alimentos fermentados como el té Oolong y el vino, los
procesos enzimaticos pueden modificar el perfil de polifenoles y mejorar su
biodisponibilidad, aumentando asi su efecto beneficioso para la salud (208,208,209).

e Efecto del estrés y condiciones de cultivo: Factores ambientales como la exposicion a la
luz, el déficit hidrico y la temperatura pueden modificar la biosintesis de compuestos
funcionales. En estudios sobre uvas y brdcoli, se ha observado que la restriccion hidrica
o la exposicion a la luz azul pueden estimular la produccién de antocianinas vy
glucosinolatos, respectivamente, mejorando asi la calidad nutricional (210-212).

Los compuestos bioactivos desempefian un papel central en la calidad de los alimentos.
Su estudio a través de herramientas avanzadas como la metabolémica permite comprender
mejor los factores que influyen en su presencia y actividad, lo que puede ayudar a mejorar la
produccidon, procesamiento y conservacion de alimentos con alto valor bioactivo y beneficios
para la salud.

Deterioro de calidad y vida util

Los compuestos bioactivos desempefian un papel crucial en la calidad y vida atil de los
alimentos, ya que pueden influir tanto en la estabilidad como en los procesos de deterioro de
los productos alimentarios. Estos compuestos incluyen polifenoles, carotenoides, acidos grasos
esenciales, péptidos bioactivos y otros metabolitos secundarios, que poseen propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y estructurales que afectan la conservacion y el envejecimiento
de los alimentos.

57



Uno de los principales mecanismos de deterioro que afecta la calidad de los alimentos
es la oxidacion de lipidos, un proceso que conduce a la formacidon de radicales libres y
compuestos volatiles que generan olores y sabores desagradables (213). Los compuestos
bioactivos con actividad antioxidante, como los polifenoles y los carotenoides, pueden retrasar
este proceso al neutralizar los radicales libres o quelar metales de transicién que catalizan la
oxidacion.

Por ejemplo, estudios han demostrado que extractos ricos en polifenoles de semillas de
guarand y hojas de pitanga pueden extender la vida util de productos carnicos al reducir la
acumulacidn de aldehidos y otros compuestos oxidativos (214,215). De manera similar, el acido
ascorbico y los tocoferoles (vitamina C y E, respectivamente) se utilizan en la industria
alimentaria para prevenir la oxidacién en aceites y grasas.

Los compuestos bioactivos también pueden influir en la actividad microbiana, otro factor
clave en la vida util de los alimentos. Algunos polifenoles y terpenoides presentan propiedades
antimicrobianas que pueden inhibir el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras.

Por ejemplo, ciertos flavonoides y acidos fendlicos presentes en el té verde, el romero y
el orégano han demostrado actividad antimicrobiana contra patdgenos como Listeria
monocytogenes y Escherichia coli. Estos compuestos alteran la membrana celular de los
microorganismos, reduciendo su viabilidad y evitando el deterioro prematuro de los alimentos
(216).

Ademas, también afectan la textura, el color y otras propiedades sensoriales de los
alimentos. En frutas y hortalizas, los polifenoles y flavonoides pueden participar en reacciones
de pardeamiento enzimatico, un proceso que reduce la apariencia y aceptabilidad del producto.
Por otro lado, en productos como el vino y el té, los mismos compuestos pueden mejorar la
estabilidad sensorial al proporcionar color y sabor caracteristicos.

Durante el almacenamiento de productos lacteos y cdrnicos, la interaccién de proteinas
con compuestos fendlicos puede generar modificaciones en la textura y firmeza, afectando la
percepcién de calidad por parte del consumidor.

El andlisis metabolémico ha permitido comprender con mayor profundidad el impacto
de los compuestos bioactivos en la vida util de los alimentos. Por ejemplo, en estudios sobre
brécoli dafiado, se encontré que la acumulacidn de polifenoles y glucosinolatos se incrementaba
en respuesta al estrés fisico, lo que sugiere que estos compuestos juegan un papel protector en
la planta (217,218).

Asimismo, en experimentos con uvas Cabernet Sauvignon, se observé que el déficit
hidrico inducia una mayor biosintesis de antocianinas, lo que resultaba en una mejor estabilidad
del color y un aumento en la vida util del producto (212).

Los metabolitos bioactivos desempefnan un papel fundamental en el deterioro de los
alimentos. El uso de técnicas avanzadas, como la metaboldmica, esta proporcionando nuevas
herramientas para comprender mejor estos procesos y desarrollar estrategias innovadoras que
mejoren la estabilidad y la calidad de los productos alimentarios (219).

A pesar de los avances en la aplicacién de la metabolémica en la investigacion de compuestos
bioactivos, aun existen desafios técnicos y metodoldgicos, como la falta de estandarizacién en la
preparacion de muestras y la disponibilidad de bases de datos para la identificacién de
metabolitos. Superar estos obstdculos permitird una mejor integracién de la metaboldmica con
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otras tecnologias -6micas, impulsando la investigaciéon y desarrollo de alimentos ricos en
compuestos bioactivos (200).

1.4.1. Metaboldmica como herramienta en el estudio de compuestos bioactivos de
la leche materna.

Los avances en el desarrollo de métodos analiticos han revolucionado los estudios
destinados a identificar y cuantificar el conjunto completo de metabolitos presentes en la leche
materna. Esta evolucidén se enmarca en el campo de la metaboldmica.

El andlisis metabolémico de la leche materna humana permite obtener una comprension
integral de su composicion dindmica y bioquimica, asi como de las funciones de los metabolitos
presentes. Este enfoque analitico abarca la identificacién y cuantificaciéon de una amplia variedad
de metabolitos, proporcionando informacion valiosa sobre los nutrientes, compuestos
bioactivos y metabolitos enddgenos presentes en la leche materna (120).

La metabolémica de la leche materna se ha convertido en una herramienta crucial para
comprender la complejidad y la importancia de esta sustancia en la nutricidon y el desarrollo
infantil. Los estudios metabolémicos ayudan a desentrafiar los cambios dindmicos en la
composicion de la leche materna a lo largo del tiempo, asi como las variaciones individuales
entre las madres. Esto contribuye a mejorar nuestra comprensién de los factores que influyen
en la calidad y el contenido nutricional de la leche materna (220).

La leche materna es una fuente rica y compleja de metabolitos que brindan nutrientes
esenciales y desempefian diversos roles en el crecimiento y desarrollo del lactante. Estos
metabolitos se pueden clasificar en lipidos, carbohidratos, proteinas y compuestos bioactivos,
cada uno con funciones especificas.

e Lipidos: Los lipidos constituyen una parte significativa de la composicion de la leche
materna y desempefian un papel crucial en la nutricion del lactante. Estos lipidos se
secretan en forma de estructuras coloidales conocidas como "glibulos de grasa de
leche" (MFGs), cuyo nucleo esta compuesto principalmente por triacilgliceroles (TGs),
gue proporcionan energia y acidos grasos esenciales para el desarrollo del cerebro y el
sistema nervioso del bebé. También se encuentran fosfolipidos, colesterol y otros lipidos
estructurales que son importantes para el desarrollo de las membranas celulares y la
absorcién de vitaminas liposolubles (221).

e Carbohidratos: Los carbohidratos en la leche materna son principalmente
oligosacaridos, también conocidos como HMOs (oligosacédridos de la leche humana).
Estos oligosacaridos son indigestibles por el lactante, pero juegan un papel vital en la
salud intestinal al actuar como prebidticos, promoviendo el crecimiento de bacterias
beneficiosas en el intestino y ayudando a proteger contra infecciones (222).

e Proteinas: Las proteinas en la leche materna proporcionan aminodcidos esenciales y son
importantes para el crecimiento y desarrollo del bebé. Las principales proteinas
presentes en la leche materna son la lactoalbimina, la lactoferrina, la caseina y las
inmunoglobulinas. Estas proteinas tienen propiedades antimicrobianas, inmunoldgicas
y antioxidantes que protegen al bebé contra infecciones y ayudan a fortalecer su sistema
inmunolégico. Tambien se hallan otras moléculas que contienen nitrégeno, como
amino-azlcares, creatina, carnitina y aminodcidos libres (223,224).
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e Compuestos bioactivos: La leche materna contiene una amplia variedad de compuestos
bioactivos, ademds de los ya mencionados, que brindan beneficios adicionales para la
salud del lactante. Estos compuestos incluyen factores de crecimiento, enzimas,
hormonas, citocinas, vitaminas, minerales y antioxidantes. Estos elementos
desempenan funciones cruciales en el desarrollo y la maduracion de diversos érganos y
sistemas, asi como en la proteccidn contra el estrés oxidativo y el fortalecimiento del
sistema inmunoldgico del bebé (160,161,225,226).

Ademas de estos metabolitos principales, la leche materna también contiene otros
compuestos como nucleétidos, poliaminas, taurina, acidos nucleicos y muchos mas, cada uno
con su funcion y papel especifico en el desarrollo y salud del lactante (227-230).

Se han desarrollado estrategias analiticas para la deteccidn exhaustiva de todas las
moléculas presentes en extractos crudos, incluyendo aquellas que atin no han sido identificadas.
Estas estrategias son de gran utilidad para el andlisis completo del metaboloma de la leche
materna humana (HBM) (231).

El flujo de trabajo utilizado en la metabolémica de la leche materna implica la coleccion,
almacenamiento y preparacién de las muestras, asi como la separacién y detecciéon de los
analitos, y finalmente, el analisis de los datos. En primer lugar, es necesario obtener muestras de
varios donantes para asegurar un numero adecuado de muestras y cada muestra debe ser
recolectada utilizando un método estandarizado. Para evitar la degradacion de las muestras, ya
que los analisis no se pueden realizar inmediatamente después de la recoleccion, es necesario
manipular y almacenar las muestras adecuadamente (232). Las muestras o los extractos de
metabolitos deben ser almacenados a -80°C hasta su analisis. Ademas, los ciclos de congelacion
y descongelacién pueden afectar la integridad de las muestras, por lo que es recomendable
dividir las muestras en alicuotas necesarias para cada analisis, minimizando asi el riesgo de
degradacidn (233).

En tercer lugar, los métodos de preparacion de las muestras deben ser rapidos,
reproducibles y permitir el aislamiento de una amplia gama de metabolitos. Ademas, deben ser
compatibles con los métodos de separacion y deteccidn seleccionados (234). La eleccion del
método de preparacion de la muestra adecuado dependera de la clase o subclase de metabolitos
de interés, considerando aspectos como la evaluacién de la recuperacion de la muestra, la
repetibilidad, la capacidad para eliminar interferencias, la compatibilidad con la automatizacion
y el costo.

La extraccion liquido-liquido (LLE) es el método de preparacion de muestras mas
comunmente utilizado para extraer metabolitos de la leche materna humana (HBM) (235-240).
Este método implica la mezcla de la muestra con un disolvente orgdnico inmiscible en agua, para
separar los componentes lipidicos de la leche. La fraccidén acuosa resultante puede ser sometida
a procesos adicionales de extraccidn para recuperar otros metabolitos de interés.

Ademas de la extraccidon liquido-liquido, existen otros métodos empleados para la
preparacion de muestras antes de un analisis de espectrometria de masas (MS). Estos incluyen
la precipitacion de proteinas mediante el uso de metanol (241,242), la extraccion en fase solida
(SPE) (243—-245) y la microextraccidn en fase sélida (SPME) (246). La precipitacién de proteinas
con metanol se utiliza para eliminar las proteinas presentes en la muestra y concentrar los
metabolitos. Los métodos de extraccién en fase solida, como SPE y SPME, implican el uso de
resinas o fibras que tienen afinidad por los metabolitos de interés, lo que permite su captura
selectiva y posterior elucion para su analisis.
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Adicionalmente, se emplean otros métodos de preparacién de muestras especificos para
andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN), como la filtracion (247), centrifugacion
(248,249) vy ultrafiltracion (237). Estos métodos se utilizan para eliminar particulas o
componentes indeseables de la muestra antes de su analisis por RMN.

La eleccion del método de preparacidon de muestras depende del tipo de andlisis que se
vaya a realizar y de los metabolitos especificos de interés. Cada método tiene sus ventajas y
limitaciones en términos de selectividad, eficiencia y capacidad de extraccion de diferentes
clases de metabolitos. Es importante seleccionar el método mas adecuado para obtener una
muestra representativa y preparada de manera dptima para el andlisis metaboldmico de la leche
materna.
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Componentes HBM analizados Preparacion de Ventajas Inconvenientes Técnicade Referencias

muestra deteccion
FAs Método de GC-FID (250)
extraccion Blight y
Dryer modificado
con derivatizacion

Fas SPE -Simple -Largo tiempo GC-MS (243)
GPs -Permite ‘Uso de gran cantidad de  HPLC-MS (245)
enriquecimiento de disolvente organico HPLC-ELSD (244)
compuestos
-Selectivo
SMs (fase orgénica) Método de Blight  -Bien establecido -Grandes voliumenes de HPLC- (251)
y Dryer modificado = -Econdmico disolvente MS/MS
Metabolitos polares, p. Ej. carbohidratos (fase -Compatible con -Aspiracion de fases GC-MS (fase | (235)
acuosa); FAs (fase organica) numerosas técnicas polares y no polares es organica)
de deteccion dificil NMR (fase
-Corto tiempo -Andlisis independientes acuosa)
Metabolitos polares, p. Ej. carbohidratos (fase -Extraccion de las fases duplican el MRS (252)
acuosa) simultdnea de varias  numero de metabolitos
clases de lipidos en el perfilado
Metabolitos de colina, colina (Fase acuosa); -Alta reproducibilidad GC-FID (fase | (239)
PCs, SMs, liso-PCs, FAs, TGs (fase orgénica) organica)
LC-MS/MS
(fase
organicay
acuosa por
separado)
Fas GC (253)
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Fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilcolina, esfingomielina

Amino acidos, FAs, lactosa, oligosacaridos,
azlcares

FAsy TGs
FAs, GPs, TGs

PCs, Pes,Pls, SMs

Fas

FAs, gangliésidos, PLs

Carbohidratos, FAs, GLs, GPs, PRs, SPs, STs y
otros

Método Folch
modificado

Precipitacion de
proteinas y
derivatizacion de
FAs a metil ésteres

Extraccion
monofasica con
MTBE

-Sencillo

-Barato

-Alta eficiencia de
precipitacidon con
disolvente éptimo
‘Monofasico

-Facil separacién de
proteinas precipitadas

‘Adecuado para FC-
MS y LC-MS
-Extraccion de amplio
rango de metabolitos

-Cuantificacién impedida
por la particién no
exclusiva en las fases
‘Metabolitos en altas
concentraciones
requieren dilucién para
evitar saturacion
‘Metabolitos en baja
abundancia bajo el LOD

-Uso de disolventes
orgdnicos

‘Insuficiente para
aislamiento de muchos
metabolitos

-Dilucién para evitar
saturacion de las sefiales
‘Metabolitos en baja
abundancia no se
detectan

‘incompatible con el uso
de 1HNRM
‘Incompatible con 1HNMR
-Captura HMOs,
aminodcidos y azlcares

LC-ELS

NMR

GC-FID,
MS/MS
GC-FID,
MS/MS
P NMR
LC-ELSD
LC-MS/MS

GC-FID
GC-MS
GC-MS

GC-FID

GC-MS
LC-MS

(254)

(238)

(255)
(256)

(240)

(257)
(241)
(242)

(258)

(259)
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Compuestos aciclicos alifaticos, aminoacidos y
derivados, monociclicos aromaticos, acidos
carboxilicos, ceramidas, compuestos de colina,
alcoholes ciclicos, DGs, disacaridos, FAs, PCs,
PE, glicerofosfoglicerol, PI, PS, cetonas,
lactamas, MG, monosacaridos, nucledtidos
oxoanionicos, HMOs, acidos organicos, PS,
nucledsidos de pirimidina, pirrolidinas,
sacaridos, SM, esteroides y derivados, acidos
de azlcares, alcoholes de azucares, TGs,
vitaminas

Aminoacidos y derivados, azlcares,
metabolitos energéticos, FAs y asociados,
nucledtidos y derivados, vitaminas

Aminoacidos y derivados, metabolitos
energéticos, FAs y asociados, azlcares,
nucledtidos y derivados, vitaminas y otros

Método Folch
modificado,
extraccion
monofasica con
MTBE

Ultrafiltracion

‘Una sola fase

-Poco tiempo

- Extraccién
simultanea de varias
clases de lipidos

-Alta reproducibilidad
-Facil

-Solventes menos
toxicos

-Barato

- Dilucidn para evitar
saturacion de las sefiales
- Metabolitos en baja
abundancia bajo el LOD

-Cada preparacidn de muestra proporciona un
conjunto de metabolitos para diferentes
plataformas analiticas, haciendo posible la
caracterizacion simultanea de metabolitos polares
y apolares

-Simple -Separa solo metabolitos
‘Reproducible polares
-Barato -Insuficiente para la

-Sin disolvente metabolémica global

NMR
GC-MS
HPLC-MS
UPLC-MS
CE-MS

NMR

NMR

(260)

(249)

(248)
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Metabolitos polares: 2-oxogluturato, 3’-SL, 3-
BHBA, 6’-SL, acetato, alanina, betaina, butirato,
caprato, caprilato, carnitina, colina, citrato,
creatina, creatinina, dimetilamina, GIcNAc,
glutamato, glutamina, lactato, leucina,
malonato, metionina, O-fosfocolina,
pantotenato, acido sialico, valina

Método Folch
modificado,
Ultrafiltracion

2-hidroxiisobutirato, acetato, acetona, alanina,
aspartato, butirato, caprato, colina, citrato,
creatina, creatinina,

formiato, fumarato, galactosa, glucosa, glucosa-
1-fosfato, glutamato, glutamina, isoleucina,
lactato, lactosa, leucina, lisina, maltosa, N-
acetilglucosamina, O-fosfocolina, fenilalanina,
succinato, sacarosa, taurina, treonina, tirosina,
valina, xilosa, sn-glicero-3-fosfocolina, histidina

Extraccion Blight y
Dyer modificada
con derivatizacién
y extraccion

Aminoacidos, acidos biliares, carbohidratos,
FAs,Ciclos de TCA, vitaminas y otros

ACN/MeOH
DGsy TGs Extraccion N-
hexano
FAs, GPs, PL,GLs, SPs, STs SPME

- Los metabolitos polares pequefios se separan de
biomoléculas de matriz mas grandes (lipidos y
proteinas) de manera mas eficiente con el uso de
ultrafiltracion que con el uso del método de Folch
modificado, que facilita la cuantificacion

de metabolitos polares de HBM y, por lo tanto,
proporciona mas informacion

-Aislamiento rapidoy  -Disolventes téxicos

eficaz de GLs -Solo para extraer lipidos
-Barato de alta abuntancia
-Facil

-Pequenos volumenes | -Sélo para lipidos

de disolvente

NMR

NMR

GC-MS
LC-MS

SFC-MS/MS

LC-MS/MS

(247)

(237)

(236)

(261)

(246)
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Submetaboloma amino/fenol

Tabla 1.12. Informacidn sobre las estrategias de preparacidon de muestras utilizadas para el analisis de metabolitos endégenos de HBM, incluidos el tipo de metabolitos detectados, el tipo de

Eliminacidn de
proteinas y lipidos
y etiquetado con
dansyl

técnicas y resumidas ventajas y desventajas. Elaborada a partir de (263) .

-Facil

-Poco tiempo
-Sin precipitacion
proteica previa

-Alta cobertura

-Caracterizacion
cualitativa

- Dilucidn para evitar
saturacion de las sefiales
- Metabolitos en baja
abundancia bajo el LOD

-Solo para metabolitos LC-Uv
polares individuales LC-MS
-Largo tiempo

(262)
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La informacidn bioldgica obtenida en estos estudios demuestra ser muy Util cuando se
combina con otros datos a nivel "dmico" (como gendmica, protedmica, transcriptomica, entre
otros). Esta integraciéon de diferentes niveles de datos permite obtener un conocimiento
sistematico muy avanzado. Esto contrasta especialmente con las aplicaciones en otros campos
cientificos que se centran exclusivamente en el descubrimiento de biomarcadores. Al combinar
datos de diferentes niveles "dmicos", se obtiene una vision mas completa y detallada de los
procesos bioldgicos y de las interacciones entre los distintos componentes del sistema bioldgico.
Esto permite comprender mejor las relaciones causales, identificar nuevas vias metabdlicas y
descubrir interacciones moleculares clave (264).

El enfoque "émico" en la investigacion bioldgica ofrece la posibilidad de explorar y
analizar multiples aspectos del sistema bioldgico de manera integral. Al integrar los datos de
diferentes niveles, se pueden descubrir patrones, correlaciones y relaciones que proporcionan
una comprension mds profunda y una base sdlida para la investigacion y el desarrollo de
aplicaciones biomédicas (265).

1.4.2. Metabolitos bioactivos en alimentos: tratamientos postcosecha.

1.4.2.1. Efectos de los tratamientos postcosecha en el perfil metabdlico de los frutos.

Durante la maduracidn, los frutos experimentan cambios metabdlicos significativos que
incluyen la degradacién de la clorofila, la acumulacidén de pigmentos como antocianinas y
carotenoides, la modificacién de la pared celular y la sintesis de metabolitos de bajo peso
molecular, como azlcares, acidos y compuestos volatiles. Estos cambios son fundamentales para
mejorar sus caracteristicas sensoriales y atraer a los dispersores de semillas (266). Sin embargo,
una vez separados de la planta, los frutos inician un proceso de maduracidon o senescencia
postcosecha cuya duracidn varia segun la especie y el estado de maduracién en el momento de
la cosecha.

Los frutos climatéricos, como el tomate, el kiwi y el aguacate, se caracterizan por un
aumento repentino en la produccion de etileno y la respiracion, lo que les permite continuar con
la maduracion después de la cosecha (267). Por ello, el control del etileno es un aspecto clave en
la conservacién poscosecha de estos frutos (268). En contraste, los frutos no climatéricos, como
las fresas y las uvas, no presentan este comportamiento y deben ser recolectados en un estado
6ptimo de maduracién, ya que su calidad se deteriora rapidamente.

La senescencia postcosecha implica una serie de procesos degradativos irreversibles que
incluyen la descomposicion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, asi como la pérdida de
funcionalidad celular. Factores como la respiracidn, la deshidratacién y la actividad microbiana
aceleran este proceso (269,270), afectando la calidad del fruto en términos de apariencia,
textura, sabor, aroma y valor nutricional, lo que a su vez impacta negativamente en su aceptaciéon
por parte del consumidor y genera pérdidas econémicas en la industria fruticola.

Para mitigar estos efectos y prolongar la vida util de los frutos, se han desarrollado
diversas estrategias postcosecha que incluyen la refrigeracion, atmdsferas controladas,
tratamientos térmicos, radiacion UV, bafios de ozono y la aplicacién de productos fitosanitarios.
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Estos métodos pueden preservar la calidad sensorial y nutricional de los frutos, aunque también
pueden inducir alteraciones metabdlicas (271).

La refrigeracion es la técnica mas comun para reducir la tasa de respiracién y la actividad
enzimatica, retrasando la maduracion y el desarrollo de patdgenos. No obstante, este método
puede causar dafios por frio, cuyos sintomas incluyen pardeamiento, harinosidad, sangrado de
la pulpa y alteraciones en la textura (272). En muchos casos, los sintomas aparecen después de
la compra del fruto, afectando su aceptacién. Para reducir estos efectos adversos, se han
implementado estrategias combinadas como tratamientos térmicos previos al almacenamiento
en frio en citricos y nisperos (273), o el uso de atmdsferas controladas con niveles ajustados de
oxigeno y diéxido de carbono en manzanas, fresas, duraznos y peras (274). Ademas, el
enfriamiento retardado ha sido efectivo en la reduccidn del escaldado suave en manzanas (275).

El almacenamiento en atmdsferas controladas contribuye a disminuir la respiracion y
ralentizar la maduracidn, mientras que los tratamientos térmicos pueden inducir mecanismos
de defensa al fortalecer la integridad de la membrana celular y promover la sintesis de proteinas
de choque térmico y antioxidantes (276). En frutos citricos, por ejemplo, el tratamiento térmico
ha demostrado mejorar la acumulacion de azucares sin afectar los niveles de acidos organicos
(277).

Sin embargo, estos tratamientos también pueden inducir modificaciones metabdlicas no
deseadas. La refrigeracion puede disminuir la actividad de enzimas implicadas en la biosintesis
de compuestos volatiles, lo que altera el perfil aromatico del fruto. Del mismo modo, los cambios
en la concentracidn de azlcares, dcidos orgdnicos y compuestos fendlicos pueden modificar el
sabor y la percepcidn sensorial del producto final.

En frutos climatéricos, como el tomate y el platano, la aplicacién de 1-metilciclopropeno
(1-MCP), un inhibidor del etileno, es una practica comun para prolongar la vida util (278). No
obstante, su efectividad varia segun la especie y variedad del fruto, y en algunos casos puede
retrasar excesivamente la maduracidn, afectando negativamente el desarrollo de compuestos
responsables del sabor y aroma. Ademas, es importante considerar que cualquier tratamiento
postcosecha representa un estrés abidtico para el fruto, que debe adaptar su metabolismo para
mantener la homeostasis (279).

En respuesta a estas condiciones de estrés, los frutos pueden activar la sintesis de
compuestos protectores, incrementar la produccién de antioxidantes y modificar su
metabolismo del carbono. Aunque estos mecanismos de adaptacion pueden mejorar la
resistencia del fruto al almacenamiento prolongado, también pueden alterar sus caracteristicas
sensoriales y nutricionales (280,281).

Dado que los tratamientos postcosecha pueden alterar significativamente el
metabolismo de los frutos, es fundamental analizar su impacto en compuestos de interés
nutricional y bioldgico. Entre estos, los metabolitos bioactivos desempefian un papel clave en la
calidad y el valor agregado de los frutos, ya que contribuyen no solo a sus caracteristicas
sensoriales, sino también a sus beneficios para la salud.

Un ejemplo notable es el arandano, cuya composicion rica en polifenoles, antocianinas
y otros antioxidantes lo convierte en un fruto de alto interés tanto para la industria alimentaria
como para la investigacion en salud humana. Por lo tanto, comprender cdmo las condiciones de
almacenamiento y los tratamientos postcosecha afectan la concentracidn y estabilidad de estos
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metabolitos resulta crucial para optimizar la conservacidon del arandano sin comprometer su
potencial bioactivo.

1.4.2.2. Compuestos bioactivos del ardndano.

En el caso de los ardndanos, la metaboldmica se utiliza para analizar y comprender los
perfiles quimicos y metabdlicos de estas frutas.

La metaboldmica puede aplicarse de varias maneras en el estudio de los ardndanos. Una
de las técnicas comunes utilizadas es la espectrometria de masas, que permite la identificacion
y cuantificacidn de metabolitos especificos presentes en los arandanos. Mediante esta técnica,
los investigadores pueden analizar los compuestos organicos, como acidos grasos, aminoacidos,
flavonoides y antioxidantes, presentes en los arandanos (282).

Estos estudios de metabolémica en arandanos han revelado la presencia de una amplia
variedad de compuestos beneficiosos para la salud. Por ejemplo, los ardndanos son conocidos
por ser ricos en antocianinas, que son pigmentos naturales responsables de su color azul intenso.
Estas antocianinas tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y se ha demostrado que
estan asociadas con una serie de beneficios para la salud, como la proteccién contra
enfermedades cardiovasculares y el envejecimiento celular.

Ademas de las antocianinas, los arandanos también contienen otros compuestos
fendlicos, como los flavonoides y acidos fendlicos, que contribuyen a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Estos compuestos pueden ayudar a reducir el estrés oxidativo
en el cuerpo y combatir los radicales libres, lo que puede tener efectos protectores para la salud.

La metabolémica también puede proporcionar informacion sobre los cambios en el perfil
metabdlico de los ardndanos en respuesta a diferentes condiciones de cultivo, como la
composicion del suelo, el riego y la exposicion a la luz solar. Estos estudios pueden ayudar a los
agricultores a optimizar las condiciones de cultivo para obtener arandanos de mayor calidad
nutricional y caracteristicas sensoriales deseables.

Metabolitos presentes en el ardndano.

El arandano (Vaccinium corymbosum L.) es reconocido por su rica composicion de
metabolitos primarios y secundarios, los cuales desempefian un papel crucial en su calidad
organoléptica y en sus beneficios para la salud humana. Estos compuestos incluyen azlcares,
acidos organicos, fenoles, vitaminas, minerales y fibra dietética, ademas de otros compuestos
bioactivos (283).

Los metabolitos primarios en los arandanos son esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la planta. Entre ellos destacan:

e Azlcares: Glucosa, fructosa, sacarosa, turanosa y galactosa. Estos azlcares contribuyen
al sabor dulce del fruto y actiian como fuentes de energia durante el desarrollo del fruto.

e Acidos organicos: Acido citrico, malico, quinico, succinico, tartarico, shikimico y
fosfdrico. Contribuyen a la acidez y al sabor, regulan el pH citosdlico y actian como
precursores biosintéticos de otros compuestos esenciales.
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e Aminodcidos: Prolina, triptéfano, fenilalanina, asparagina, histidina, valina, arginina,
metionina, glicina, treonina, citrulina y leucina. Estos compuestos participan en la
sintesis de proteinas, transporte de nitrégeno, respuesta al estrés y metabolismo de

hormonas.
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Figura 1.13. Aporte de aminoacidos en cada variedad y estado de maduracién de los ardndanos. Fuente: (283).

Los metabolitos secundarios no son esenciales para el crecimiento basico de la planta,
pero desempefian funciones clave en su defensa y en las propiedades bioactivas del fruto.

e Polifenoles: Antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, estilbenos, dcidos cinamicos y
acidos clorogénicos. Estos compuestos son responsables del color azul del fruto y
poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

e Taninos: Taninos condensados y elagitaninos, que ofrecen proteccién frente a
patdgenos y contribuyen al sabor astringente.

e Terpenoides: Acido ursdlico y sus ésteres, que tienen propiedades antiinflamatorias y
anticancerigenas.

Funciones de los metabolitos en el fruto

o Acidos organicos: Regulan el sabor y el pH del fruto, y estan implicados en procesos
metabdlicos como la disponibilidad de hierro y la sintesis de compuestos secundarios.

e Azlcares: Fuente principal de energia y componentes clave del sabor. También actuan
como sefializadores en procesos de maduracion.

e Polialcoholes (como el manitol y el sorbitol): Protegen los tejidos de la deshidratacion
y ayudan a mantener la presién de turgencia.

e Aminodcidos: Como la prolina, tienen roles osmoprotectores y participan en la
estructura de las paredes celulares, mientras que la fenilalanina es precursora de
antocianinas y otros fenoles.

e Antocianinas: Contribuyen al color azul del fruto y mejoran su capacidad antioxidante.

La concentracion de fenoles totales es mayor en los frutos inmaduros y disminuye
conforme el fruto madura y adquiere su caracteristico color azul. Paralelamente, la capacidad
antioxidante (ORAC) también disminuye con la maduracién, pero las antocianinas aumentan,
contribuyendo a un equilibrio en las propiedades antioxidantes del fruto (284).
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Los arandanos son una fuente rica en vitamina C, que representa hasta un tercio de la
ingesta diaria recomendada por cada 100 g de fruta fresca, ademds de contener vitamina A,
vitamina E y vitamina K. Entre los minerales presentes destacan el calcio, hierro, magnesio,
manganeso, fésforo, potasio, y zinc, entre otros (285).

Aspectos metabdlicos relacionados con la firmeza del fruto

La firmeza del fruto es un atributo clave que influye en su calidad percibida. Durante la
maduracién, se observan cambios en la actividad de enzimas como la pectina metil esterasa
(PME) vy la B-galactosidasa, que afectan la integridad de la pared celular. En ciertas variedades,
se ha detectado una menor actividad de B-galactosidasa y un incremento en PME durante la
maduracidn, lo que contribuye a su mayor firmeza (283).

Adicionalmente, los niveles de acidos orgdnicos como el citrico y el mdlico, asi como el
contenido de metabolitos secundarios como fenilalanina y antocianinas, estan correlacionados
con la textura del fruto. La menor descomposicién de la pared celular en variedades firmes se
asocia también con una reduccion en el contenido de xilosa, un azlcar no celulésico importante
en la estructura de la pared celular.

Azlcares Glucosa
Fructosa
Sacarosa
Turanosa
Galactosa
Acidos organicos  Acido citrico
Acido malico
Acido quinico
Acido succinico
Acido tartarico
Acido shikimico
Acido fosforico
Aminoacidos Prolina
Triptofano
Fenilalanina
Asparagina
Histidina
Valina
Arginina
Metionina
Glicina
Treonina
Citrulina
Leucina
Polifenoles Antocianinas
Flavonoles
Proantocianidinas
Estilbenos
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Acidos cindmicos
Acidos clorogénicos

Taninos Taninos condensados
Elagitaninos
Terpenoides Acido ursélico

Tabla 1.13. Metabolitos hallados en el ardndano en el estudio (283).

En conjunto, los metabolitos presentes en el arandano no solo determinan su calidad
sensorial (sabor, textura, color) y capacidad de almacenamiento, sino que también lo convierten
en un alimento funcional con multiples beneficios para la salud humana, incluyendo la
prevencion de enfermedades crénicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares vy
diabetes. Ademas, la comprension de los procesos metabdlicos relacionados con la maduracion
y firmeza del fruto proporciona informacion valiosa para mejorar las practicas agricolas y de
manejo postcosecha.

1.4.2.3. Tratamientos postcosecha en la preservacion del ardndano.

Los arandanos exhiben un comportamiento respiratorio climatérico, lo cual significa que
experimentan un aumento en la actividad respiratoria y en la produccién de etileno durante su
proceso de maduracion. A diferencia de otros frutos climatéricos, los arandanos deben ser
cosechados cuando estan cerca de su punto de madurez, ya que sus caracteristicas
organolépticas no mejoran después de ser recolectados. Es relevante tener en cuenta que
diferentes variedades de arandanos pueden presentar niveles de respiracion distintos entre si.
Ademas, es importante tener en consideracion que la tasa de respiracion de los ardndanos se ve
afectada por la temperatura ambiente (286).

Debido al reducido tamarfio de los ardndanos, son mas propensos a sufrir pérdida de
agua en comparacién con frutas de mayor tamafio. Sin embargo, esta caracteristica morfoldgica
tiene una ventaja: los ardandanos requieren menos tiempo para enfriarse. Por otro lado, la piel
de los ardndanos es delgada y altamente vulnerable a dafios mecanicos y a la deshidratacion. No
obstante, una caracteristica morfoldgica que ayuda a reducir la pérdida de agua es la presencia
de una cuticula cerosa que se encuentra sobre la epidermis. Preservar esta capa durante el
proceso de produccion tiene un efecto estético, ya que contribuye tanto a la disminuciéon de la
pérdida de agua como al “blooming” de la fruta.

La calidad de los arandanos se define a través de diversos factores que se pueden
agrupar en calidad visible, organoléptica y nutritiva. La calidad visible se corresponde con la
apariencia externa de la fruta, la cual se caracteriza por un color azul, la presencia de una capa
de cera en la superficie, la ausencia de defectos como dafios mecanicos y pudriciones, asi como
la forma y tamano adecuados de la fruta, y una firmeza apropiada. Por otro lado, la calidad
organoléptica se determina por un contenido adecuado de azlcares, acidos y compuestos
volatiles responsables del aroma caracteristico. Por lo tanto, todas las actividades tanto antes
como después de la cosecha deben centrarse en la entrega de un producto de la mayor calidad
posible al consumidor. Los indicadores de calidad cominmente utilizados por la industria son el
color, el tamaiio, la forma, la ausencia de defectos, la firmeza y el sabor.
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La durabilidad de la fruta después de la cosecha se determina en su mayor medida en el
momento de la recoleccién. En primer lugar, se debe seleccionar el momento adecuado de
cosecha, el cual se determina por el color de la fruta. Aunque las frutas cosechadas en color rojo
conservan una mayor firmeza y desarrollaran un color azul mas adelante, su calidad
organoléptica sera inferior a la de aquellas cosechadas con un color apropiado. Ademas, se
deben tomar precauciones para reducir los dafios causados por golpes y la exposicién a altas
temperaturas, lo cual se logrard mediante una adecuada capacitacion del personal encargado de
la cosecha. Un manejo excesivo de la fruta solo provocara dafios y removera la capa de cera
protectora. También se debe tener en cuenta que, si los contenedores se llenan en exceso, la
compresion puede dafiar directamente la fruta y dificultar su enfriamiento posterior. Si la
cosecha se realiza directamente en el contenedor destinado a la exportacion, se reduce la
manipulacién, lo que favorece la conservacion del aspecto fresco, disminuye el dafio por
compresion y reduce la exposicion a la contaminacion.

Para combatir este inconveniente, se han desarrollado diversas tecnologias y
tratamientos poscosecha dedicadas a alargar la vida util de este fruto (287,288), permitiendo
que se conserve mas dias de disponibilidad en el mercado y mejorando asi las condiciones del
fruto en la exportacion (289).

Entre dichas tecnologias, la mas empleada es la conservacién en Atmdsferas Controladas
(CA), donde se regulan los niveles de CO,, O, e incluso N, (290). También se emplean las
Atmosferas Modificadas (MA), donde la concentracion de los gases no se mantiene constante,
sino que va variando (291). Ademas, se ha estudiado el efecto de dichas tecnologias
complementadas con tratamientos con Os (292-294) y SO, (295), pero no tienen buena
aceptacion por los consumidores.

Otras tecnologias postcosecha que se han estudiado son los recubrimientos comestibles
(296,297), absorbentes e inhibidores de etileno (298), Plasma frio (299), Irradiacién con haz de
electrones (300), Pasteurizacion electrdnica fria (ECPTM) (301) y envases biodegradables (302),
entre otros.

Ademas, se estan desarrollando nuevas tecnologias poscosecha basadas en la utilizacién
de compuestos naturales y métodos no invasivos para reducir el uso de productos quimicos en
la conservacion del arandano. Estos tratamientos incluyen la utilizacién de extractos de plantas,
gases de baja toxicidad y luz pulsada, entre otros (303).

Para la presente tesis, se han seleccionado cuatro tecnologias postcosecha para estudiar
su efecto en los cambios metabdlicos del arandano.

Campo eléctrico pulsado (PEF).

La tecnologia de Campo Eléctrico Pulsado (PEF) es una técnica innovadora utilizada en el
campo de la postcosecha para el procesamiento de alimentos. Consiste en aplicar pulsos de alta
tensidn y corta duracion a los alimentos con el objetivo de mejorar su calidad y prolongar su vida
atil.

Se basa en la activacidon molecular del agua presente en los organismos vivos. Consiste
en un emisor de ondas electromagnéticas (50Hz, 2100V) que no representa ningun riesgo para
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la salud humana. Este emisor emite un campo de pulsos eléctricos que activa los dtomos del
aguay los hace vibrar, generando un movimiento en el agua y aumentando los niveles de energia
de las sustancias tratadas.

Figura 1.14. Visualizacién gréfica del efecto de pulsos eléctricos sobre las moléculas de agua en los alimentos.
(Fuente: https://www.denba.com.au/)

Esta tecnologia, utilizada en alimentos a bajas temperaturas y lugares cerrados, logra
una maduracién lenta sin que se deterioren y prolonga su vida util, permitiendo asi el acceso a
nuevos mercados y clientes y extendiendo la campaia de suministro de frutas y verduras. Uno
de los principales beneficios del PEF es su capacidad para inactivar microorganismos y enzimas
indeseables presentes en los alimentos. Los pulsos eléctricos de alta intensidad dafian la
membrana celular de bacterias, mohos y levaduras, lo que resulta en su inactivaciéon o
destruccidn. Esto puede contribuir a reducir la carga microbiana de los alimentos, mejorando su
seguridad y prolongando su vida util. Ademds de la inactivacién de microorganismos, también
puede tener otros efectos positivos en los alimentos. Por ejemplo, puede mejorar la textura de
los productos vegetales al ablandar los tejidos y romper las estructuras celulares rigidas. Esto es
especialmente util en el caso de frutas y verduras, donde el ablandamiento puede mejorar la
calidad vy facilitar su procesamiento. Otro efecto del PEF es la estimulacién de respuestas de
defensa en los alimentos. Los pulsos eléctricos pueden desencadenar respuestas de estrés en
los tejidos vegetales, lo que a su vez activa mecanismos de defensa naturales, como la sintesis
de compuestos antioxidantes y fitoalexinas. Estas sustancias pueden ayudar a prolongar la vida
util de los alimentos al inhibir el crecimiento de microorganismos y prevenir la oxidacion (304).

Ademas, esta tecnologia puede mantener los alimentos frescos a temperaturas por
debajo de 0°C durante periodos prolongados sin congelarlos. Al reducir significativamente el
deterioro, se logra prolongar la vida util comercial de los productos, mejorando su sabor y
aumentando su contenido de azucares. Después de someterse al tratamiento, los alimentos se
conservan mas lentamente cuando se pasan a refrigeraciéon convencional (305-307).

DETERIORO DE LA VIDA UTIL DEL ALI (o] 12 e
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Figura 1.15. Efecto de la tecnologia PEF sobre la vida util de los alimentos. (Fuente: https://www.denba.com.au/)

La tecnologia de campo eléctrico pulsado se destaca por su bajo consumo energético y
su versatilidad, ya que se trata de un kit adaptable a cualquier instalacidn. Una de sus principales
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ventajas es que no necesita entrar en contacto directo con los alimentos para ser efectiva, lo que
maximiza el espacio de almacenamiento disponible y permite su uso en diversos entornos.

En general, la tecnologia de campo eléctrico pulsado en la postcosecha ofrece varias ventajas.
Sin embargo, es importante destacar que es una tecnologia en desarrollo y su aplicacion
especifica puede variar segun el tipo de alimento y las condiciones de procesamiento.

Laminas absorbentes de Etileno (EAS).

Los absorbentes de etileno son productos utilizados en la postcosecha de los ardndanos
y otros productos agricolas para controlar la maduracion y prolongar su vida util. El etileno es
una hormona vegetal natural que acelera el proceso de maduracién de las frutas y verduras. Sin
embargo, un exceso de etileno puede resultar en una maduracion acelerada, ablandamiento y
deterioro de los productos (298).

Los absorbentes de etileno son sustancias o materiales disefiados para adsorber o
eliminar el etileno del ambiente de almacenamiento de los ardndanos. Al reducir Ila
concentracidn de etileno en el entorno, se puede ralentizar el proceso de maduracién y extender
la vida util de los arandanos, manteniéndolos frescos y de calidad por mas tiempo.

Existen diferentes tipos de absorbentes de etileno disponibles en el mercado. Algunos
de ellos utilizan productos quimicos como el permanganato de potasio o el 6xido de manganeso
como absorbentes. Estos productos quimicos reaccionan con el etileno y lo convierten en
subproductos no dafiinos. Otros absorbentes utilizan zeolitas, que son minerales microporosos
con capacidad para adsorber moléculas de etileno.

El uso de absorbentes de etileno en la postcosecha de los ardndanos tiene varios
beneficios. En primer lugar, ayuda a prevenir la sobre maduracion y el ablandamiento de los
frutos, lo que reduce la pérdida de calidad y prolonga la vida util. Ademas, al controlar el etileno,
se pueden minimizar los efectos negativos del almacenamiento conjunto de arandanos con otras
frutas o vegetales que también producen etileno, evitando asi el proceso de maduracidn cruzada
(298).

En los ultimos afios se ha desarrollado una gama de envases/embalaje activo cuyo principal
objetivo es alargar la vida util de frutas y hortalizas. Estos envases consisten en una lamina activa
que retarda la maduracidn. Su funcionamiento se basa en la absorcién de parte del etileno
liberado por la fruta durante su proceso de maduracidn. Esto ayuda a mantener una hidratacion
adecuada de la frutay a aumentar su tiempo de vida util. Esta tecnologia se aplica principalmente
a frutas climatéricas, las cuales siguen madurando después de ser cosechadas.
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Figura 1.16. Mecanismo de absorcién del etileno de la tecnologia EAS. (Fuente: Elaboracién propia)

Estudios previos han demostrado que el uso de tecnologias basadas en envases activos
que absorben el etileno puede reducir el deterioro de los frutos causado por la accién del hongo
Botrytis Cinerea.

Estos envases se fabrican utilizando una combinaciéon de aditivos inorgdnicos que
permanecen de forma permanente en la estructura del polimero y se encargan de captar el
etileno. Esto garantiza que el material sea inerte con respecto a la fruta, sin alterar sus
propiedades organolépticas. Ademas, no afecta la seguridad alimentaria del envase.

Gracias a esta tecnologia, los clientes tienen la posibilidad de transportar frutas y
hortalizas a destinos cada vez mas distantes, logrando una mayor duracién para que el producto
llegue en mejores condiciones al consumidor final. Estos envases se presentan en diversos
formatos para adaptarse a las diferentes necesidades del sector, como laminas de fondo para
tarrinas, bolsas y fundas.

Plasma frio atmosférico (CAP).

El plasma frio a presidn atmosférica (CAP) es una tecnologia emergente que se utiliza en
la postcosecha de ardndanos y otros productos agricolas para controlar patdgenos, reducir la
carga microbiana y prolongar la vida util de los alimentos. El plasma frio es un estado de la
materia compuesto por especies quimicas activas, como radicales, electrones, iones y moléculas
excitadas, que se generan a través de descargas eléctricas en un gas a presién atmosférica (308).

En el contexto de la postcosecha del ardndano, el plasma frio se utiliza como una
alternativa a los métodos convencionales de desinfeccién, como el lavado con agentes quimicos.
El CAP tiene varias ventajas, como la eficacia antimicrobiana, la rapida accion y la no formacion
de residuos quimicos en los productos tratados.

El plasma frio a presidn atmosférica actia de diferentes maneras para controlar los
patdgenos y prolongar la vida util de los ardndanos. Primero, las especies quimicas activas
presentes en el plasma pueden dafiar las membranas celulares de bacterias, hongos y otros
microorganismos, lo que resulta en su muerte o inhibicion de crecimiento. Ademas, el plasma

76



puede generar ozono, que es un potente desinfectante y oxidante, capaz de degradar
compuestos orgdnicos y eliminar microorganismos.

El tratamiento de arandanos con plasma frio generalmente se realiza mediante sistemas
de inmersion o mediante la exposicién directa de los frutos al plasma. Los tiempos de
tratamiento y las condiciones de operacién varian segun el equipo utilizado y el objetivo
especifico del tratamiento.

Es importante destacar que, aunque la tecnologia de plasma frio a presidn atmosférica
muestra promesas en la postcosecha de arandanos, aln se requiere mas investigacidén para
optimizar los pardmetros de tratamiento, evaluar los efectos en la calidad sensorial de los
arandanos y evaluar la factibilidad econdmica de su implementacidon a gran escala (309,310).

La tecnologia CAP es un sistema de control microbiolégico ambiental que transforma los
componentes del aire en moléculas o especies reactivas. Estas especies reactivas se mezclan y
reaccionan con moléculas y microorganismos presentes en el ambiente que se desea tratar. El
mecanismo de accidn se basa en someter el aire ambiental a un campo eléctrico de alto voltaje
y frecuencia en una cadmara de reaccion, lo que ocasiona cambios en las moléculas del aire,
convirtiéndolas en un estado de alta energia.

Esta tecnologia, tiene como objetivo principal la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), las cuales desempefnan un efecto de desinfeccion en el
ambiente sin generar residuos. Ademas, se caracteriza por presentar bajos niveles de generacion
de ozono.
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Figura 1.17. Esquema general del mecanismo de accién de la tecnologia CAP. (Fuente:
https://oxyion.com/es/nam/agroindustrial)

Las células vivas cuentan con antioxidantes para defenderse de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Es importante destacar que no existe un antioxidante
"universal" que pueda prevenir todos los tipos de dafo oxidativo. Por lo tanto, se producen siete
especies reactivas de oxigeno diferentes, lo que garantiza su eficacia frente a diversos
antioxidantes que puedan presentar las células de los microorganismos.

Dado el amplio espectro y la complejidad microbioldgica que existe en el mundo, que
incluye virus, bacterias, levaduras y mohos, es necesario considerar y ajustar adecuadamente la
tecnologia para lograr su maxima efectividad y eficacia en funcién de factores externos como la
humedad, la temperatura y el proceso o producto especifico involucrado.
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Es decir, transforma el aire, que puede ser una fuente de contaminacién, en un agente
de higienizacién. Esto permite generar entornos bioseguros y mejorar la inocuidad en la
produccidon, manipulacién y conservacién de alimentos al eliminar hongos, esporas, mohos,
bacterias, virus, elementos contaminantes, compuestos organicos volatiles, particulas sélidas en
suspensidn, malos olores, humo, acaros, y otros contaminantes.

La produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) tiene varios efectos beneficiosos
en el ambito hortofruticola. Por un lado, impide la apertura de las estomas en las estructuras
vegetales, lo que reduce la deshidratacidn y evita pérdidas de peso en los productos. Ademas,
ayuda a mantener la frescura de los productos vegetales y retrasa significativamente el inicio de
la maduracién de frutas y verduras al oxidar el etileno a través de estos oxidantes naturales, lo
que resulta en la produccion de CO; y vapor de agua. Por lo tanto, esta tecnologia encuentra
aplicaciones principalmente en la industria hortofruticola.
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Figura  1.18. Mecanismo de oxidacion del etileno provocado por las ROS. (Fuente:
https://oxyion.com/es/nam/agroindustrial)

Bolsas de Atmdsfera Modificada.

Las atmoésferas modificadas (MAP) son una técnica ampliamente utilizada en la
poscosecha de arandanos y otros productos agricolas para prolongar su vida Util. La técnica se
basa en alterar la composicion gaseosa del entorno en el que se almacenan los arandanos,
creando una atmésfera especifica que ayuda a controlar la maduracién y prevenir el deterioro
(311).

El objetivo principal de las atmédsferas modificadas es regular los niveles de oxigeno (O3)
y didxido de carbono (CO,) alrededor de los arandanos. Dependiendo del tipo de producto y de
las caracteristicas especificas de almacenamiento, se pueden emplear diferentes combinaciones
de gases y niveles de concentracidn.

La reduccién del nivel de oxigeno en la atmdsfera de almacenamiento disminuye la
respiracion de los arandanos y ralentiza el proceso de maduracion, lo que a su vez ayuda a
prevenir la sobre maduracién y el ablandamiento de los frutos. Al mismo tiempo, el aumento de
diéxido de carbono inhibe la actividad microbiana y reduce la tasa de descomposicién de los
arandanos, lo que contribuye a extender su vida util.

Es importante tener en cuenta que los niveles de oxigeno y diéxido de carbono éptimos
pueden variar segun la variedad de arandanos y las condiciones especificas de almacenamiento.
Ademas, otros factores como la temperatura y la humedad relativa también deben tenerse en
cuenta para lograr los mejores resultados en la conservacién de los arandanos. Ademas de
controlar los niveles de oxigeno y didxido de carbono, las atmdsferas modificadas también
pueden incorporar otros gases, como el nitrégeno, para ayudar a mantener la frescura y calidad
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de los arandanos. Estos gases pueden ayudar a reducir la actividad microbiana, prevenir la
formacion de moho y minimizar el deterioro causado por el estrés oxidativo.

Las atmodsferas modificadas pueden implementarse tanto en sistemas de
almacenamiento a pequefia escala como en instalaciones comerciales de postcosecha. Los
métodos utilizados para crear y controlar las condiciones de las MAP pueden incluir el uso de
materiales de embalaje especiales, como peliculas o bolsas permeables al gas, asi como sistemas
de control de gases y monitoreo de la composicién atmosférica (312—-314).

La tecnologia seleccionada consiste en envases con atmodsfera modificada activa e
inteligente que permite conservar los productos de manera natural durante mds tiempo al
retardar los procesos enzimaticos, hormonales y de maduracion.

Son bolsas de polietileno completamente recubiertas con una combinacién de aditivos
organicos e inorganicos. Estos aditivos crean condiciones especificas en funcién de las
necesidades metabdlicas del producto, lo que le permite al fruto ralentizar su maduracién y
senescencia. De esta manera, se crea un ambiente equilibrado que prolonga la vida atil del
producto.

Esta tecnologia se distingue por la inclusion de minerales como la zeolita en toda la
pelicula plastica mediante nanotecnologia. Esto proporciona una alta permeabilidad a los gases,
permitiendo una entrada y salida de oxigeno hasta 30 a 50 veces mayor que en otras bolsas.
Ademads, reduce las pérdidas por deshidratacién a menos del 1%, preservando la firmeza y
apariencia de los productos. Estos minerales también contribuyen a minimizar la tasa
respiratoria de la fruta y oxidan los gases dafinos que afectan al producto. Ademas, la tecnologia
reacciona ante cambios bruscos de temperatura para mantener una atmaésfera equilibrada en el
interior del envase.

Estos envases han demostrado ser muy utiles en transitos, almacenamiento y destinos
especificos, brindando proteccion al fruto desde su empaquetado hasta su comercializacién. A
diferencia de las atmdsferas controladas que se utilizan en contenedores y que representan una
inyeccioén artificial de gases que se pierde una vez que se abre el envase, la tecnologia MAP se
mantiene activa durante todo el proceso.

La tecnologia se presenta en diversos formatos que se adaptan a las cajas mas comunes
utilizadas para el empaque. Ademas, se considera una tecnologia sostenible, ya que emplea
materiales reciclables y genera un bajo impacto ambiental.
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Formato a la medida

Figura 1.19. Representacion del formato de MAP empleado. (Fuente: https://www.paclife.tech/)
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2. OBJETIVOS.

2.1.Objetivo general de investigacion.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es contribuir al desarrollo y optimizacién de
métodos analiticos innovadores en el dmbito de la Fooddmica, una disciplina que integra
tecnologias avanzadas para el estudio integral de los alimentos y sus componentes. Este objetivo
se desarrolla mediante la implementacidon de estrategias analiticas eficientes, sensibles y
sostenibles para abordar problemas especificos en la caracterizacion quimica y funcional de
matrices alimentarias de relevancia nutricional y bioldgica.

2.2.0bjetivos especificos.

i Optimizar la técnica de microextraccién en fase liquida mediante el uso de fibra hueca
(HF-LPME) para la determinacion de PCBs, en leche materna. Este desarrollo permitira
un analisis mas preciso y eficiente de contaminantes que afectan la seguridad
alimentaria y la salud humana, vinculando directamente la innovacidon metodoldgica con
los principios de la Foodémica (Capitulo 1).

ii. Desarrollar un método analitico que combina la HF-LPME con el uso de ultrasonido para
mejorar la extraccién de metabolitos. La combinacion de estas técnicas persigue un
enfoque sostenible y robusto para la caracterizacién del perfil metaboldmico de la leche
materna, facilitando la comprensién de sus propiedades nutricionales y su impacto en
la salud del lactante. Este avance se alinea con los objetivos de la Fooddmica,
promoviendo métodos que integran calidad, seguridad y sostenibilidad (Capitulo 2).

iii. Aplicar enfoques metaboldmicos no dirigidos para estudiar los cambios quimicos en
arandanos sometidos a diferentes tratamientos postcosecha. Mediante la identificacién
de metabolitos clave y su relacién con la calidad y propiedades bioactivas del fruto, se
establece un vinculo directo entre los métodos analiticos avanzados y la mejora de
alimentos nutritivos y saludables, destacando el papel de la Fooddmica en la innovacién
agricola y alimentaria (Capitulo 3).

De manera integrada, estas investigaciones contribuyen al desarrollo de métodos
analiticos avanzados que no solo cumplen con los requisitos de precision y eficiencia, sino que
también abordan problematicas clave en la caracterizacidon de alimentos saludables y matrices
complejas. El enfoque propuesto en esta tesis doctoral posiciona a la Foodémica como una
herramienta esencial para el avance de la ciencia y la tecnologia alimentaria.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Disefio experimental.

El presente trabajo de investigacion se estructura en tres estudios diferenciados, cada
uno abordado en un capitulo especifico. En los Capitulos 1y 2, se emplean técnicas avanzadas
de microextraccién en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME) como estrategia clave para la
extraccidn y preconcentracion de analitos en matrices alimentarias complejas. En particular, el
Capitulo 1 se centra en la optimizacion de un método basado en HF-LPME para la determinacion
de bifenilos policlorados (PCBs) en leche materna humana, contribuyendo a la deteccidn
eficiente de estos contaminantes ambientales con un enfoque sostenible y de bajo consumo de
disolventes.

Por otro lado, el Capitulo 2 aplica la microextraccidon en fase liquida con fibra hueca
trifasica, asistida por ultrasonido, como una herramienta innovadora para el analisis
metaboldmico no dirigido en leche materna. Esta metodologia permite la identificacion de una
amplia variedad de metabolitos bioactivos, facilitando una caracterizacion mas completa de su
perfil quimico y su potencial impacto en la salud infantil.

Finalmente, el Capitulo 3 esta orientado a un estudio metabolémico no dirigido en
ardndanos tratados con distintas tecnologias postcosecha. A diferencia de los capitulos
anteriores, este estudio se centra en evaluar los cambios en el perfil de metabolitos bioactivos
mediante técnicas cromatograficas avanzadas (GC-MS y LC-MS), con el objetivo de determinar
el impacto de las condiciones postcosecha en la estabilidad y biodisponibilidad de los
compuestos beneficiosos presentes en la fruta.

Cada uno de estos estudios ha sido disefiado con enfoques experimentales especificos
gue permiten abordar de manera integral el analisis de contaminantes y metabolitos bioactivos
en matrices alimentarias, proporcionando herramientas analiticas de alta sensibilidad y
especificidad para la investigacién en foodémica.

3.1.1. Capitulo 1: Estrategia de optimizaciéon para la extraccion de PCBs en leche
materna mediante HF-LPME.

El presente estudio se enfocd en la optimizacién de un método analitico basado en la
microextraccién en fase liquida mediante fibra hueca (HF-LPME) en disposicion de "U",
empleando una configuracién bifasica para la determinacién de bifenilos policlorados (PCBs) en
leche materna humana.
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Figura 3.1. Disefio experimental de la extraccion de PCBs en leche materna mediante el uso de HF-LPME. (Fuente:
Elaboracién propia)

El tipo de fibra hueca utilizado fue una membrana de polipropileno Accurel Q3/2
(Membrana, Wuppertal, Alemania), con las siguientes caracteristicas:

e Didametro interno: 600 um.
e Grosor de la pared: 200 um.
e Tamafio de poro: 0,2 um.

e Porosidad: 70%. La fibra hueca contenia la fase organica aceptora tanto en los poros
como en el interior de la membrana.

Las muestras de leche materna humana se recolectaron a las 48 horas posteriores al
parto en el Hospital Juan Ramdn Jiménez durante el afio 2017. Las muestras se almacenaron a
-80°C hasta el momento del andlisis. Previo al inicio del estudio, se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de todas las participantes, y el protocolo fue aprobado por el comité de
ética local correspondiente, asegurando el cumplimiento de los principios éticos y legales en la
investigacion. Se establecié un volumen fijo de leche materna para todas las replicaciones, y se
fortificaban con las disoluciones de PCBs en concentraciones conocidas (disolucion
intermedia).

La disolucién intermedia de PCBs se prepard a partir de la dilucién con hexano (1:5) a
partir de una disoluciéon estandar suministrada por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania),
preparada en n-hexano, con los siguientes congéneres y concentraciones:

e PCB1yPCB5:100 pug/mL.
e PCB29,PCB47,PCB 116, PCB 136: 10 pug/mL.
e PCB 187, PCB 194, PCB 206, PCB 209: 5 pg/mL.

Todos los reactivos y disolventes utilizados en este trabajo fueron de la maxima pureza
disponible. Los disolventes n-hexano, tolueno, y acetona fueron suministrados por Teknokroma
(Barcelona, Espaiia).
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El agua ultrapura (18MQ cm) se obtuvo a partir de un Sistema purificador de agua Milli-
Q (Millipore, Watford, UK). Esta agua se utilizé para la preparacién de blancos y soluciones de
trabajo.

Los extractos se analizaron en un cromatdgrafo de gases modelo 6890N acoplado a un
detector de captura de microelectrones de ®Ni (GC-uECD) (Agilent Technologies, Hewlett
Packard, Wilmington, DE, EE. UU.). La separaciéon cromatografica se realizé en una columna
cromatografica DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). El gas portador fue helio (99,999 %, 1,2 mL
min?). Se inyectd un volumen de 1 pl de los extractos en el GC utilizando el modo splitless
(tiempo splitless: 30 s). La temperatura del inyector se ajusté a 250 2C. La temperatura del horno
se programo a 752C durante 1 min, luego se aumentd a 1502C con una rampa de 302C min?, a
1802C con una rampa de 52C min! mantenida durante 15 min, a 1902C con una rampa de 52C
min durante 5 min, a 2002C con una rampa de 52C durante 3 min, a 2802C con una rampa de
52C mantenida durante 2,5 min y luego se aumentd 502C min?t a 2902C con un tiempo de
retencion de 4,8 min. Se utilizd nitrégeno como gas de reposicion para el detector ECD (60 mL
min?, 99,999%). El paquete de software ChemStation (versién A0903) se utilizd para la
adquisicion de datos.

Los extractos se analizaron simultdneamente en un GC-MS de trampa de iones modelo
ITQ 900 (Thermo Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific Spa, Rhone, Milan, Italia). Las
condiciones de temperatura de la columna analitica y del horno fueron las mismas que las
utilizadas para el cromatégrafo de gases con microelectrones (GC-UECD). La temperatura del
inyector se fijé en 250 °C. El gas portador fue helio (1,3 mL min). La temperatura de la linea de
transferencia entre el cromatdgrafo y el detector de masas se fijé en 280 °C. Para la separacién
de los 133 picos, el programa de temperatura del horno fue el mismo descrito anteriormente
para el cromatdgrafo de gases con microelectrones (GC-LECD). La ionizacién de los analitos en
el espectrémetro de masas se llevd a cabo mediante impacto electrénico (El) con una fuente de
ionizacion electrénica a 70 eV en el modo de monitorizacidn de iones seleccionado (SIM). Los
PCB se identificaron mediante la comparacion del tiempo de retencidén con los estandares, la
base de datos del NIST y la espectrometria de masas en tandem.
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Figura 3.2. Procedimiento experimental de la extraccién HF-LPME de PCBs en leche materna. (Fuente: Elaboracién
propia)
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3.1.2. Capitulo 2: Desarrollo de un método de HF-LPME trifasica asistida por
ultrasonido para analisis metabolémico.

En este segundo estudio, se ha desarrollado un método analitico basado en la
microextraccién en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME) para el estudio metaboldmico de la
composicion de la leche materna. Esta es la primera vez que esta técnica se emplea en el campo
de la metabolémica, lo que ha requerido una optimizacién exhaustiva de los pardmetros
experimentales.

Inicialmente, se disefid un método basado en la configuracion en U de la fibra hueca,
similar al utilizado en el primer estudio. En esta etapa, se optimizaron variables como la fase
aceptora, el tipo de membrana, la velocidad de agitacion, el tiempo de extraccion y la
temperatura. Una vez optimizados estos parametros, se reconfigurd el sistema para emplear una
disposicion en barra, sustituyendo la agitacion por un bafio de ultrasonidos para mejorar la
eficiencia de la extraccién y reducir el tiempo del procedimiento. Tras este cambio, se
reoptimizaron el tiempo de extraccidn y la longitud de la fibra, empleando una de mayor
didametro, pero con la misma porosidad y material.

Con el método desarrollado y optimizado, se procedié a su validacion mediante la
determinacion de parametros clave como la precision, la sensibilidad, la recuperacién y los
factores de enriquecimiento de la fibra para los compuestos seleccionados. Finalmente, los
resultados obtenidos fueron comparados con los del método de extraccidn liquido-liquido con
metanol, ampliamente utilizado en estudios metaboldmicos de leche materna.

Para la preparacién de todas las soluciones acuosas se utilizé agua ultrapura obtenida de
un sistema Milli-Q (Millipore Milli-Q, Watford, Reino Unido). Los estandares puros se disolvieron
individualmente en metanol (MeOH, Fisher Scientific, Nepean, Canadd) hasta alcanzar una
concentracion final de 1000 mg L™ y se almacenaron a -20 °C. Las soluciones de trabajo
intermedias se prepararon mediante diluciones en metanol y se conservaron protegidas de la luz
a 4 °C hasta el momento del andlisis.

Los estandares empleados en la validacién del método, incluidos acido lactico, urea,
glicerol, prolina, acido glutamico, glucosa, acido citrico y serina, fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania). Ademads, de la misma fuente se obtuvieron reactivos como
clorhidrato de O-metilhidroxilamina, N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) con 1 % de
trimetilclorosilano (TCMS), asi como disolventes como anhidrido de piridina, n-decano y metil
terc-butil éter (MTBE).

La fibra hueca utilizada para la inmovilizacion de la membrana liquida soportada y que
contenia la solucion aceptora fue una fibra de polipropileno S6/2 Accurel® (1800 um de diametro
interior, 450 um de espesor de pared y 0,2 um de tamafio de poro), adquirida a Membrana
(Wuppertal, Alemania). El acetonitrilo (MeCN) utilizado en la extraccién fue suministrado por
Fisher Chemical (Madrid, Espafia).

Las muestras de leche materna (LM) se recolectaron durante los primeros cuatro meses
de lactancia y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. La recoleccién de muestras se realizo
entre 2019 y 2020 en el Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, Badalona, Espaia. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Etica Local y se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de todas las participantes (Referencia del Comité de Etica: PI-18-266). Se proporciond
informacidn detallada, tanto oral como escrita, sobre el estudio a cada participante.
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Se establecieron criterios de exclusion para mujeres con embarazos multiples,
enfermedades o complicaciones perinatales. También se excluyeron aquellas que no podian
amamantar debido a afecciones graves que requirieran ingreso en la unidad de cuidados
intensivos, las que tomaban medicamentos con posibles efectos adversos para el lactante y
aquellas de quienes no fue posible obtener muestras de leche materna.

Dado que este estudio representa la primera aplicacion de HF-LPME en metaboldmica,
el nimero de factores a optimizar fue significativamente mayor que en estudios previos. Ademas
de los parametros clasicos como el tiempo de extraccion, la fase aceptora, la temperatura y la
agitacion, se investigaron otros factores como la longitud de la fibra, el disolvente utilizado en la
membrana y la disposicidon de la fibra hueca en el sistema. También se optimizé la fuerza
impulsora del proceso, sustituyendo la agitacidon por un bafio de ultrasonidos para mejorar la
eficiencia de extraccion.

Inicialmente, se disefiéd un método basado en una configuracién en "U" de la fibra hueca,
empleando un sistema de extraccidon en tres fases con agitacién para mejorar el rendimiento. En
esta etapa, se optimizaron la fase aceptora, la membrana, la velocidad de agitacion, el tiempo
de extraccidn y la temperatura.
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Figura 3.3. Disefio del proceso experimental para el analisis metaboldmico de leche materna empleando HF-LPME
trifasica con disposicion en U. (Fuente: Elaboracion propia)

Tras definir los pardmetros dptimos, se reconfigurd el método utilizando una disposicion
en barra de disolvente. Para evitar dafios en la membrana y mejorar la eficiencia del método, se
sustituyd la agitacion por un bafio de ultrasonidos, lo que requirié una nueva optimizacion del
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tiempo de extraccion y la longitud de la fibra. En esta fase, se utilizd una fibra de mayor diametro,
pero con la misma porosidad y material.

Fase organica impregnando
los poros de la membrana
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Figura 3.4. Disefio del proceso experimental para el analisis metaboldmico de leche materna empleando HF-LPME
trifasica con disposicion en barra de disolvente (SBME). (Fuente: Elaboracidn propia)

Finalmente, con el método desarrollado y optimizado, se llevd a cabo su validacion,
evaluando parametros como la precisidn, la sensibilidad, la recuperacién y los factores de
enriquecimiento. Para comprobar la eficacia del método, los resultados obtenidos se
compararon con los del método de extraccién liquido-liquido con metanol, ampliamente
utilizado en estudios metabolémicos de leche materna.

Los extractos obtenidos fueron secados y derivatizados. La derivatizacion se llevé a cabo
con metoxiamina en piridina, y la sililacion se realizd con MSTFA siguiendo un método
desarrollado previamente (315).

Los extractos derivatizados se analizaron mediante un cromatdgrafo de gases (Trace GC
ULTRA) equipado con un analizador de trampa de iones modelo ITQ 900 (Thermo Fisher
Scientific). La columna capilar utilizada fue una VF-5MS de dimensiones: 30 m x 0,25 mm I.D. y
0,25 um de espesor de pelicula (Agilent Technologies, Tokio, Japdn). Se selecciond el modo
splitless para las inyecciones en el horno inyector a 250 °C y se utilizd helio como gas portador a
1,2 mL min-1. El programa de temperatura del horno comenzé a 60 °C durante 1 min, luego
aumento a 10 °C min-1 hasta 325 °C, y se enfrié durante 10 min antes de la siguiente inyeccion
(259,316). La fuente de ionizacién electrdnica (El) se operd en modo 70 eV. La deteccion MS se
realizé en modo de escaneo completo en el rango m/z 50-650 a una velocidad de 1 espectro/s.
El tiempo cromatografico total fue de 30 min. La temperatura del detector MS se mantuvo a 280
oC, utilizando nitrégeno como gas auxiliar a 60 mL min/L. La adquisicidn, evaluacién y célculo de
las areas de pico cromatograficas se realizaron con el software ChemStation (version A0903).
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3.1.3. Capitulo 3: Evaluacion de cambios metabolémicos en ardndanos sometidos a
distintos tratamientos postcosecha.

Los ensayos de vida util se llevaron a cabo en el laboratorio agroalimentario de ADESVA,
dentro del Departamento de Tecnologia de los Alimentos y Postcosecha. Estas instalaciones
estan ubicadas en el mddulo de laboratorios piloto del edificio CIDERTA, en el Parque Huelva
Empresarial La Alqueria (Avd. Jamoén de Huelva s/n, 21007 Huelva). El laboratorio cuenta con
diversos equipos especializados, entre ellos camaras de frigoconservacién de 11 m® con una
humedad relativa del 70-75%, sin posibilidad de modificacion, tecnologias seleccionadas y
humidificadores para incrementar la humedad en su interior.

Para determinar la calidad del producto almacenado, se analizaron la pérdida de peso,
la firmeza mediante un penetrémetro manual, el contenido de sélidos solubles en el jugo de
arandano con un refractémetro digital y expresado en °Brix, el pH con papel tornasol, asi como
parametros restrictivos como contenido de pruina, deshidratacién, frutos podridos y moretones
evaluados visualmente.

Los arandanos altos (Vaccinium corymbosum L.), variedad "Venture", fueron
recolectados manualmente en su punto de madurez comercial, identificado por el color azul de
la superficie del fruto. La cosecha fue realizada por una cooperativa privada en el sur de Espafia,
en la ubicacién GPS 37° 16' 28.704" N y 6° 50' W (Huelva, Espafia). El estudio se llevé a cabo
entre febrero y junio de 2020. Para el almacenamiento, los frutos se distribuyeron en setenta
tarrinas de 125 g, asignadas al grupo control con 21 tarrinas, primera campafa experimental con
21 tarrinas, segunda campafia experimental con 21 tarrinas y 7 tarrinas destinadas a estudios
metaboldmicos posteriores. El muestreo se realizd en siete puntos a lo largo del periodo de
almacenamiento, con tres réplicas por punto de muestreo en los dias 0, 7, 14 y 21 de vida util.

Las muestras se almacenaron en camaras de refrigeracion a una temperatura de 4°C +
2°Cy una humedad relativa del 85% *+ 5%, basandose en datos recopilados en estudios anteriores
expuestos en la biografia (281).

Posteriormente, se aplicaron los tratamientos postcosecha seleccionados, mientras que
las muestras de control se conservaron en las mismas condiciones sin ningln tratamiento
adicional. En el estudio se compararon dos tecnologias postcosecha con un tratamiento control,
que consistid en almacenamiento en frio sin aplicacién de tecnologia adicional. Basandose en
estudios previos, las cdmaras se programaron a temperaturas de 2°C, 0°C y 9°C.

El estudio se estructurd en dos ensayos. En el ensayo 1, realizado de febrero a abril, se
compararon muestras de control con muestras sometidas a los tratamientos postcosecha PEF y
EAS. En el ensayo 2, llevado a cabo de mayo a junio, se compararon muestras de control con
muestras tratadas con CAP y MAP. Los analisis metaboldmicos se realizaron en los laboratorios
del Departamento de Analisis Medioambiental y Bioandlisis de la Facultad de Ciencias
Experimentales de la Universidad de Huelva. Se evaluaron muestras de los dias 0 y 21 de vida
atil. Tras la evaluaciéon, las muestras fueron criohomogeneizadas con nitrégeno liquido vy
almacenadas a -80°C para andlisis posterior. Para el analisis metabolémico, se utilizd
espectrometria de masas con trampa de iones modelo ITQ900 acoplado a un Trace GC ULTRA,
un UHPLC modelo Agilent 1290 Infinity con un iFunnel QTOF6550, asi como una columna VF-5
MS Factor Four para el analisis GC-MS y una columna ACQUITY UPLC HSS T3 para el UHPLC.
Ademas, se empled un concentrador Speedvac para el secado de extractos metabdlicos.
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Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Se empled agua ultrapura con
una resistividad superior a 18,2 MQ-cm-1, obtenida del sistema Millipore Milli-Q. Los reactivos
empleados incluyeron clorhidrato de O-metilhidroxilamina, N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) + 1% trimetilclorosilano (TCMS), estandares internos
como Ribitol y acido palmitico d31 de Sigma-Aldrich, anhidrido de piridina de Merck KGaA, asi
como metanol y acetonitrilo de Fisher Scientific. Este disefio experimental permitié evaluar la
efectividad de los tratamientos postcosecha en la conservacion de los ardndanos, asi como
analizar los cambios metabolémicos asociados a su almacenamiento.

Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
OO S3 OO @ 53 OO S3
. S2 O . S2 OC . S2
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Figura 3.5. Disefio experimental del estudio de los cambios en el perfil metabolémico de los arandanos como
consecuencia de los tratamientos postcosecha. (Fuente: Elaboracién propia)

3.2.Procedimientos experimentales.

3.2.1. Capitulo 1: Parametros y condiciones optimizadas para la extraccion de PCBs
en leche materna.

Para la optimizacion analitica del método, la fase de muestra estuvo compuesta por 350
pL de leche materna humana diluida hasta un volumen final de 7 mL con agua ultrapura (18,2
MQ cm).
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En primer lugar, se realizd un cribado preliminar mediante una optimizacién univariante
para estudiar la influencia de las diferentes variables de extraccidn, asi como el rango de valores
a optimizar. Las variables estudiadas fueron: solvente de extraccién, temperatura, velocidad de
agitacién, fuerza idnica, pH, longitud de fibra y tiempo de extraccion. En la Figura 3.6 se
muestran las variables mas significativas estudiadas.

f— )
Optimizacion

de la
extraccion

Velocidad de Tem =
itacis peratura

Figura 3.6. Factores optimizados en el método de extraccién de PCBs mediante HF-LPME. (Fuente: Elaboracion
propia)

Para ello, se modificaron de forma individual las distintas variables, manteniendo
constantes las siguientes condiciones: temperatura a 25 2C, tiempo de extraccidon de 5 minutos,
longitud de la fibra hueca de 4 cm, tiempo de inmersidon de 1 minuto, pH sin ajustar y un
volumen de muestra de 350 L. Los factores identificados como relevantes fueron consistentes
con los reportados en la mayoria de los estudios previos sobre la extraccion HF-LPME de
compuestos organicos (317,318). Los cambios en las areas de los picos de los PCBs se
representaron graficamente en funcidn de la variacion de cada factor analizado, lo que permitié
determinar los rangos adecuados para su posterior optimizacién multivariante.

Disolvente de la fase aceptora.

Al seleccionar el disolvente para la fase extractante en el procedimiento HF-LPME, es
fundamental considerar varios aspectos (319):

e Debe ser compatible con el material de la fibra (polipropileno).

e Debe ser inmiscible con agua para garantizar la formacidn de dos fases necesarias para
la extraccion.

e Su viscosidad debe permitir tanto el llenado adecuado de los poros de la membrana
como la difusidn eficiente de los analitos.

e Debe tener baja volatilidad para evitar pérdidas durante el proceso de extraccion.

Con base en estos criterios, se evaluaron tres disolventes organicos: 1-octanol, tolueno
y n-hexano, y se comprobd su impacto en los factores de enriquecimiento.
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Figura 3.7. Optimizacidn del disolvente de la fase aceptora. (Fuente: Elaboracion propia)
Fuerza idnica.

La fuerza idnica puede influir en los coeficientes de reparto de los analitos cuando estan
en contacto dos fases inmiscibles, ya que aumenta la polaridad del medio acuoso, lo que
impacta directamente en la eficiencia de la extraccion. Incrementar la fuerza idnica mediante
la adicidn de sal podria potencialmente mejorar los factores de enriquecimiento de los analitos
en el disolvente organico (317,320—324). Para evaluar este efecto, se probaron diferentes
concentraciones de cloruro de sodio hasta un 10% (p/v).

Velocidad de agitacion.

La agitacion aumenta el contacto entre las dos fases inmiscibles (fase de muestra y fase
extractante), lo que facilita el movimiento de los analitos desde la fase de muestra hacia la fase
extractante. Al favorecer una mayor interaccidn entre las fases, acelera el proceso. Ademas,
ayuda a mantener una distribucién uniforme de los analitos en la muestra, evitando la
formacion de gradientes de concentracion.

Figura 3.8. Efecto de la agitacidn en la muestra. (Fuente: Elaboracién propia)

Sin embargo, una agitacién demasiado vigorosa puede generar burbujas de aire que
dificultan la extraccidén uniforme o, en caso de la técnica HF-LPME, dafiar la membrana. Por lo
tanto, es importante optimizar la velocidad de agitacion para encontrar un equilibrio entre la
mejora de la eficiencia de extraccion y la estabilidad del sistema. Para ello, el efecto de la
velocidad de agitacion se estudid hasta 1200 rpm, con la ayuda de un agitador magnético.
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Efecto del pH.

La modificacion del pH en la extraccién puede tener un impacto significativo
dependiendo de la naturaleza quimica de los analitos y el tipo de extraccidn, ya que puede
cambiar el estado de ionizacidn de los analitos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que un
pH inadecuado puede degradar ciertos analitos sensibles, ademas de afectar la estabilidad del
solvente extractante o su capacidad para llenar los poros de la fibra.

El efecto del pH en la extraccién de PCBs por HF-LPME se optimizé en el rango de 4-12 y
se comprobd con los factores de enriquecimiento correspondientes. Las condiciones acidas se
lograron agregando HCI 6 M y las condiciones bdsicas con hidréxido de sodio 1 M.

Temperatura, tiempo y longitud de fibra.

Se cred un RCCD (320) de segundo orden para la optimizacion de las variables teniendo
en cuenta las interaciones entre ellas. Para este fin, los datos fueron procesados con el Software
Estadistico MINITAB® Release 16 (State College, EE.UU.). La respuesta combinada también fue
optimizada utilizando algunos programas caseros escritos en QUICKBASIC. Esto se empled para
optimizar las tres variables mas importantes: temperatura (T), tiempo (tm) y longitud de
membrana (L). El nUmero de experimentos del disefio factorial completo se puede calcular por
2%, donde k es el nimero de variables. Estos ocho experimentos se pueden aumentar con 2k
puntos estrella, que son los vértices de un politopo cruzado en los ejes de coordenadas del
disefio. Finalmente, se incluyen C puntos centrales como réplicas. Por lo tanto, para tres
variables a optimizar, el CCD consta de 17 experimentos (2"+2k+C). Las variables a optimizar
tienen cinco niveles codificados (-a, -1, 0, 1, a), donde a = 2¥* (~1.68), el brazo estrella
(distancia) desde el centro a un punto estrella. El —a (minimo) y + a (maximo) definen el rango
de parametros a optimizar. Para evitar errores sistematicos, los ensayos fueron aleatorios. La
Tabla X1 recoge los ensayos incluidos en el RCCD mostrando los niveles reales y codificados.

Run Time, min (X1) Temperature, 2C (X2) Length, cm (X3)
Coded Level Reallevel CodedLevel Reallevel Coded Level Reallevel

1 -1 20 -1 35 -1 4

2 1 40 -1 35 -1 4

3 -1 20 1 45 -1 4

4 1 40 1 45 -1 4

5 -1 20 -1 35 1 6

6 1 40 -1 35 1 6

7 -1 20 1 45 1 6

8 1 40 1 45 1 6

9 0 30 0 40 0 5

10 O 30 0 40 0 5

11  -1.68 13.2 0 40 0 5

12 168 46.8 0 40 0 5

13 0 30 -1.68 31.6 0 5

14 O 30 1.68 48.4 0 5

15 0 30 0 40 -1.68 3.32
16 O 30 0 40 1.68 6.68
17 O 30 0 40 0 5

Tabla 3.1. Experimentos de disefio compuesto central (RCCD) con niveles codificados y reales para la optimizacion
de los parametros de extraccion Tiempo, Temperatura y Longitud. (Fuente: Elaboracién propia)
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Validacion del método

A pesar de que la leche materna humana es una matriz de muestra muy compleja, el
método propuesto es muy simple porque no incluye un paso de preparacién de la muestra, lo
que se debe principalmente a la excelente capacidad de limpieza de la técnica HF-LPME. De
hecho, este procedimiento implica solo una dilucién inicial de la muestra en agua ultrapura,
seguida de HF-LPME de dos fases. Para este fin, las recuperaciones de extraccion (ER) se
calcularon utilizando la fase de muestra fortificada a tres concentraciones diferentes (100 pg L™
de PCB1y PCB5, 5 pglL™ de PCB187 y 10 pglL™ de otros PCB).

Para la evaluacion de la precision del método, la reproducibilidad (interdia) y la
repetibilidad (intradia) se calcularon utilizando la misma fase de muestra enriquecida que para
las recuperaciones de extraccién. Se analizaron cinco réplicas en el mismo dia para la
repetibilidad y cinco analisis replicados durante 3 dias diferentes para la reproducibilidad.

3.2.2. Capitulo 2: Implementacion de HF-LPME trifasica para la caracterizacién de
metabolitos en leche materna.

3.2.2.1. Primera fase: Desarrollo del método HF-LPME en disposicion U.

Para el disefio del nuevo método HF-LPME, se tomo como referencia el disefio del
capitulo 1. Antes de disefiar el método, se estudié la configuracién trifasica de la extraccion.
Dado que HF-LPME es la miniaturizacion de LLE, inicialmente planeamos reproducir la extraccion
usando MeOH mezclado con MTBE como fase aceptora. La razdn es que el método LLE exitoso
informado previamente se basa en una mezcla de MeOH, para metabolitos polares, MTBE, para
metabolitos lipofilicos y luego, la muestra de HM diluida se mezcla para una extraccion
monofasica seguida de la precipitacion posterior de proteinas por centrifugacidon (259). Sin
embargo, la extraccion de metabolitos de HM por HFLPME usando MeOH/MTBE en la fase
aceptora no es posible porque las dos fases (aceptora y donadora) estdn mezcladas, lo que
impide el funcionamiento adecuado de la membrana. Por lo tanto, el HF-LPME para metabolitos
de HM se configurd en el modo trifasico usando un disolvente inmovilizado en los poros de HF,
proporcionando asi un SLM. La fase aceptora supondria otro disolvente diferente, llenando su
lumen y la muestra de HM diluida como fase donadora. El paso de centrifugacion utilizado
después del LLE tradicional no fue necesario en el UA-HF-LPME trifasico, ya que, a diferencia de
las moléculas pequefias como los metabolitos, las proteinas y otras moléculas interferentes (por
ejemplo, componentes grasos) no pueden atravesar los poros de la membrana.

Para el disefio del nuevo método HF-LPME, se tomd como referencia el disefio del
capitulo 1. Por tanto, se mantuvo la disposicidon en U para la fibra y la longitud de fibra en 6 cm,
y se fijaron los valores de temperatura en 25°C (para evitar la desnaturalizacidn o modificaciones
en la muestra) y velocidad de agitacion en 600 rpm (para evitar la formacidon de burbujas y
posible rotura de la fibra).

La optimizacion de las variables que afectan a los metabolitos HM por el UA-HF-LPME
trifasico se llevd a cabo teniendo en cuenta el nimero de metabolitos identificados
posteriormente por GC-MS en los extractos como objetivo principal. Posteriormente, se
compard el numero de familias de compuestos a las que pertenecen estos metabolitos y las
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areas de pico de los metabolitos con el método LLE. Por lo tanto, se consideraron varias variables,
a saber: fase aceptora, SLM, factor de dilucién de HM, tiempo de extraccidn, fuerza iénica y pH
de la muestra. Estas variables se optimizaron cambiando un pardmetro a la vez mientras se
utilizaban condiciones estandar para los demas.

Disolvente para la creacion de la membrana (SLM)

El SLM debe ser compatible con la fibra para formar una pelicula de membrana orgdnica
muy delgada rellenando completamente los poros en la pared de la fibra. Ademas, el SLM debe
ser inmiscible con la fase donante acuosa y con la fase organica aceptora.

La eleccién del disolvente organico se basé en estudios previos del grupo de
investigacidon con leche materna humana. En estas investigaciones, se evaluaron disolventes
como tolueno, hexano y n-octanol. Finalmente, se seleccioné n-dodecano como SLM, ya que el
uso de una mezcla de MeOH/n-dodecano ha sido reportado previamente por su efectividad en
la extraccién de acidos grasos (325,326). Ademas, estudios anteriores (327) respaldaron su
superioridad en comparacién con los otros disolventes evaluados.

Disolvente de la fase aceptora.

Uno de los factores clave que influyen en la HF-LPME es la eleccién del disolvente
extractante, es decir, la fase aceptora. Para lograr una extraccion eficiente de los analitos de
interés, esta fase debe cumplir ciertos criterios. En primer lugar, debe presentar una alta afinidad
por los analitos, permitiendo su disolucion y transferencia desde la muestra. Ademas, es
fundamental que sea inmiscible con el disolvente utilizado en la membrana para evitar pérdidas
de la fase aceptora durante el proceso de extraccion. Por ultimo, debe ser compatible con la
técnica analitica empleada en el estudio. Ademas, estudios previos informaron el uso de
diferentes fases aceptoras como MeOH o acetonitrilo (MeCN) para desproteinizar y extraer
metabolitos (315,328).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, primero se seleccioné MeOH, ya que se utiliza en el
método LLE tradicional, pero también se ensayé MeCN.
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Figura 3.9. Optimizacidn del disolvente empleado como fase aceptora. (Fuente: Elaboracion propia)

Fuerza impulsora: velocidad de agitacion.

Para acelerar la extraccion, generalmente se selecciona la agitacion como fuerza
impulsora, como en la mayoria de los métodos HF-LPME (329,330), favoreciendo el proceso de
transferencia de los analitos a la fase aceptora, reduciendo el tiempo de extraccion. Basandose
en los resultados obtenidos en el estudio previo (Capitulo 1), se fijo la velocidad de agitacion en
600 rpm.

Fuerza idnica y ajuste de pH.

Se aplicaron protocolos no selectivos a la UA-HF-LPME trifasica con el propdsito de
maximizar la capacidad de detectar el mayor numero de metabolitos y compararlos con las
técnicas de extraccion reportadas utilizadas hasta ahora en metaboldmica, en las que no existe
informacidn previa sobre los metabolitos objetivo que se pueden extraer con un enfoque de
analisis no dirigido. Por lo tanto, se decidié no ajustar el pH y la fuerza iénica de la muestra en
los experimentos futuros, como en el LLE tradicional aplicado a la metaboldmica no dirigida, a
menos que se observara una cierta baja cobertura de metabolitos en la aplicacién final del
procedimiento. Sin embargo, este hecho no sucedié.

Factor de dilucion de la muestra.

La composicion en HBM difiere en términos de estructura quimica y concentracion de
metabolitos, lo que requiere a menudo la dilucién de la muestra y el enriquecimiento antes del
analisis. Por lo tanto, el factor de dilucion es un parametro importante en el proceso de
extraccion. Inicialmente, utilizamos el mismo factor de diluciéon (~8 veces) que se informd
anteriormente con el método LLE (259). Los resultados obtenidos demostraron buenos factores
de enriquecimiento y una amplia cobertura de metabolitos detectados con un bajo consumo de
muestra, que se explican en las siguientes secciones. Por lo tanto, se decidio llevar a cabo los
experimentos en estas condiciones.

Tiempo de extraccion.
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Se realizaron ensayos interrumpiendo el proceso de extraccion a 15, 30, 45, 60 y 75 min
para determinar cual de ellos proporcionaba mejores resultados en base a los picos
cromatograficos proporcionados.

3.2.2.2. Sequnda fase: Adaptacion del método cambiando la disposicion a barra de disolvente
(SBME).

El método desarrollado presentd un enfoque innovador, altamente sensible,
reproducible, econémico, rapido y de facil aplicacién. Su implementacidn simplificé procesos
complejos en estudios metabolémicos, como la precipitacion de proteinas, haciéndola
innecesaria. Ademas, permitid una extraccién eficiente y una alta preconcentraciéon de los
metabolitos que tradicionalmente se obtienen mediante la extraccién liquido-liquido (LLE), junto
con la deteccidon de nuevos metabolitos, utilizando un volumen minimo de disolventes.

La técnica HF-LPME ofrece multiples ventajas en comparacion con la extraccién LLE,
previamente discutidas, y representa un avance significativo en el campo de la metaboldmica,
ya que su metodologia puede adaptarse a diferentes tipos de muestras biolégicas.

Sin embargo, uno de los principales desafios del método inicial era el tiempo de
extraccion, que resultaba mas prolongado (45 minutos) en comparacion con la extraccidon LLE
convencional. Para optimizar este aspecto, se miniaturizé el procedimiento mediante una nueva
configuracién de la fibra en modo barra de disolvente (SBME), lo que permitid reducir aun mas
el volumen de muestra requerido.

Para lograr esta mejora, se sustituyd la fibra original por otra con la misma porosidad,
pero con un didmetro diferente, asegurando el uso del mismo volumen de disolvente aceptor.
Asimismo, se recalculd la cantidad de muestra necesaria para mantener el mismo factor de
dilucion, posibilitando el analisis con volimenes de muestra significativamente menores que los
requeridos en el método LLE convencional.

Dado que en la fase inicial del desarrollo ya se habian optimizado factores como el
disolvente aceptor, el disolvente de membrana, la fuerza idnica y el ajuste de pH, las
optimizaciones del nuevo disefio se centraron en la fuerza motriz, la longitud de la fibra y el
tiempo de extraccién, con el objetivo de mejorar la eficiencia y reducir la duracion del proceso.

Fuerza motriz: bano US.

Para agilizar el proceso de extraccion, se eligié la agitacién como fuerza impulsora. No
obstante, debido a la necesidad de emplear un volumen minimo de muestra, se descarté el uso
de agitacién magnética, ya que no resultaba compatible con el modelo miniaturizado. Esto se
debia a que la fibra hueca no quedaba completamente sumergida en la solucién donante, y el
agitador no giraba de manera eficiente en un volumen tan reducido de fase donante, lo que
comprometia la repetibilidad del HF-LPME trifasico.

Como alternativa, se optd por el uso de un bafio de ultrasonidos para acelerar el proceso
de extraccidn mediante HF-LPME.

Tiempo de extraccion.
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Se evalud la eficiencia de extraccién a los 5, 10 y 15 minutos bajo las mismas condiciones
experimentales. Ademas, para asegurar que el nuevo método no se viera afectado por la eleccion
del disolvente aceptor, se realizé una optimizacién adicional, analizando estos tiempos de
extraccion tanto en metanol (MeOH) como en acetonitrilo (MeCN).

Longitud de fibra.

La extraccién se llevo a cabo con diferentes longitudes de fibra de 1 a 4 cm, para los tres
tiempos de extraccién estudiados. De este modo, se realizaron los experimentos con las distintas
longitudes a 5 min, 10 miny 15 min.

Validacion del método trifdsico UA-HF-LPME/GC—MS mediante metabolomica dirigida

Para evaluar la confiabilidad practica del método de extraccidn, se determinaron las
figuras de mérito, a saber: linealidad, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ),
repetibilidad (intradia), reproducibilidad (interdia), factor de enriquecimiento (Ee) y
recuperacion.

Para la validacién del método, se utilizaron cinco muestras, cada una compuesta por 175
uL de HM adicionadas con los estdndares comerciales a diferentes concentraciones (10 mgL? de
4cido lactico y glutdmico; 25 mgL de glucosa; 50 mgL? de urea; 100 mgL? de glicerol; 5 mgL?
de &cido citrico y serina; 2,5 mgLtde prolina) en quintuplicado (n = 5) hasta un volumen final de
1,4 mL con agua ultrapura (18,2 MQ cm).

La linealidad se obtuvo trazando curvas de calibracion del area relativa (area del pico del
analito/area del pico del estandar interno) frente a la concentracién de cada analito. Las curvas
analiticas se construyeron en seis niveles por triplicado, en los siguientes rangos de
concentracion: 2-25 ug mL? para acidos lactico y citrico; 30-260 ug mL? para urea; 60-500 ug
mL* para glicerol; 0,5-7 pg mLpara prolina; 6-60 pg mL? para acido glutdmico; 15-150 ug mL
! para glucosay 1,5-15 pug mL para serina.

Los LOD y LOQ se calcularon como a+3Sy/x y a+10Sy/x, respectivamente, donde “a” es la
ordenada del origeny “Sy/x” los errores aleatorios en los valores de la pendiente y la interseccion
(331). Las concentraciones de elementos por debajo del LOQ se excluyeron del analisis
estadistico.

La repetibilidad y reproducibilidad se evaluaron con el andlisis de muestras (n = 5) en el
mismo dia y en dias diferentes. Ademas, el factor de enriquecimiento (Ee) de la extraccidn se
midid con la relacion (Ee = C4,§//Cd,i) donde Caf es la concentracidn final de cada estdndar en la

fase aceptora y Cd,i es la concentracion inicial de cada estandar en la solucidon de muestra.

La estabilidad instrumental se determind mediante inyecciones multiples por
quintuplicado de una muestra de control de calidad. Ademas, estas muestras de control de
calidad se inyectaron al principio, a la mitad y al final de cada ejecucidn.

3.2.3. Capitulo 3: Analisis del perfil metabolémico de ardndanos tratados con
diferentes tecnologias postcosecha.
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En el dia inicial, se tomaron tres réplicas de la salida inicial para cada uno de los tres
tratamientos (S0). Posteriormente, las muestras restantes fueron sometidas a sus respectivos
tratamientos. Cada siete dias, se realizaron muestreos con tres réplicas por tratamiento. El tercer
muestreo (S3) de cada tratamiento se destind a estudios metabolémicos.

Durante la vida util, se midieron pardmetros fisicoquimicos para evaluar los cambios bajo
los diferentes tratamientos postcosecha. La firmeza (g mm™), el contenido de sélidos solubles
(9Brix) y el pH se determinaron utilizando la instrumentacion previamente descrita. La pérdida
de peso se calculd restando el peso final al peso inicial, dividiendo la diferencia entre el peso
inicial y multiplicando el resultado por 100. Otros parametros se evaluaron mediante escalas
visuales y se expresaron en numero de frutos. La deshidratacion se clasificé en leve (1-2) o severa
(3-4), segun la Figura 3.10-A. La apariencia interna se evalud segun la Figura 3.10-B. La presencia
de pruina se determind en funcion de su ausencia en la superficie del fruto, junto con la
evaluacion de magulladuras y frutos podridos.

A) (1) (2)
3 2 1 0

Figura 3.10. Escala visual empleada en la valoracion de la deshidratacion y apariencia interna de los frutos durante
el estudio de vida util. (Fuente: Elaboracién propia)

Las muestras se criohomogeneizaron y se combinaron 30 mg del material
homogeneizado con 300 pL de metanol preenfriado. La mezcla se homogeneizd con un
mezclador de pellets y perlas de vidrio durante dos minutos y luego se centrifugé a 4°Cy 4000 g
durante diez minutos. Se tomé una alicuota de 50 uL del sobrenadante, la cual se fortificé a una
concentracidn final de 10 mg L-1 de ribitol como estandar interno y se secé en un dispositivo de
vacio rapido.

La derivatizacion quimica se realizo utilizando metoxiamina en piridina y sililacién con
BSTFA, siguiendo el método descrito en la literatura (315) con pocas modificaciones (316).
Posteriormente, se transfirid 1 uL de los extractos a viales cromatograficos con un inserto para
su analisis.

El analisis cromatografico por GC-MS se realizd siguiendo un modelo previamente
publicado (332). Para la separacién de metabolitos, se utilizd helio como gas portador a un caudal
de 1 ml min-1, con una temperatura de inyector de 280 °C. La temperatura de la columna se
programé en cinco etapas: inicialmente 100 °C durante dos minutos, luego un aumento a 200 °C
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a 5 °C/min, mantenimiento por tres minutos, incremento a 300 °C a 10 °C/min y mantenimiento
por cinco minutos. La espectrometria de masas se llevd a cabo con un voltaje de ionizacion de
70 eV y una temperatura de fuente de iones de 200 °C, adquiriendo espectros de barrido
completo en el rango de m/z 35-650. Los datos obtenidos se procesaron siguiendo el
procedimiento descrito por Katajamaa y Oresic (333). Posteriormente, se extrajeron datos
utilizando el método de filtro combinado, dividiendo la informacién en cromatogramas idénicos
extraidos (XIC) y filtrando cada segmento con la segunda derivada gaussiana como modelo de
forma de pico. Los parametros de XCMS se optimizaron para maximizar la extraccidn de
informacidn. Se aplicaron aproximaciones como una relacion sefial-ruido (S/N) de umbral 2, un
ancho de pico medio (FWHM) de 3, y un intervalo de 3 m/z con un paso de 0,1.

Después de la extraccidn de picos, se realizaron correcciones de agrupamiento y tiempo
de retencidn en tres ciclos repetidos. Se ajusté el ancho de banda (BW) de 5 a 1 segundo, y las
areas de pico faltantes por debajo del umbral S/N se abordaron con un algoritmo de relleno de
picos. La normalizacién se realizd mediante el diagrama de dispersidon LOESS. Finalmente, los
datos preprocesados se exportaron en formato .csv para su analisis multivariado.

Para el analisis UPLC-QTOF-MS, se afiadieron 300 uL de metanol preenfriado a 30 mg de
muestra criohomogeneizada. La muestra se homogeneizé con perlas de vidrio en un disruptor
durante un minuto, luego se almacendé a -80°C durante 30 minutos en oscuridad.
Posteriormente, se centrifugd a 4°C y 4000 g durante diez minutos y se recolectd una alicuota
de 50 uL del sobrenadante. Se afadié acido palmitico d31 como estandar interno a una
concentracion final de 50 pg L-1. Luego, 10 pL de los extractos se transfirieron a viales
cromatograficos para el analisis.

Los metabolitos se separaron a un caudal de 0,3 ml min—1 utilizando acido férmico al
0,05% en agua como fase moévil A y acido férmico al 0,05% en acetonitrilo como fase mévil B,
siguiendo un método previamente publicado (334). El gradiente consistié en un 5% de fase movil
B en el primer minuto, un aumento al 95% en 12 minutos, mantenimiento hasta los 13,5 minutos,
y retorno a condiciones iniciales con un equilibrio de cinco minutos en 5% de B. La temperatura
de la columna se mantuvo a 40°Cy la del gestor de muestras a 4°C.

Durante el andlisis, se usaron dos masas de referencia para correccién en ambos modos
de polaridad: m/z 121,0509 y 922,0098 (ESI+) y m/z 112,9856 y 1033,9881 (ESI-). Para el QTOF-
MS, los voltajes capilares se establecieron en 4000 V para ESI-y 3500 V para ESI+, con una
velocidad de barrido de 1,02 por segundo. Se utilizé el modo de barrido completo en un rango
de masas de 100-1200 m/z y anadlisis MS/MS en el rango de 40-1000 m/z. El voltaje del
fragmentador fue de 175 V para ESI+y 250V para ESI-. Se empleé nitrégeno como gas de colisién
y energias de colision (CE) de 10 y 40 eV para todos los iones, garantizando patrones de
fragmentacidon comparables.

3.3. Andlisis estadistico de los resultados.

3.3.1. Capitulo 1: Evaluacion de la sensibilidad y precision del método para
deteccion de PCBs.
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Tras la optimizacién de los pardmetros de extraccion, se realizé un analisis de regresion
para obtener modelos reducidos de ecuaciones polinédmicas para calcular la respuesta de los
analitos utilizando las variables estudiadas.

Model equation

PCB1 = 285,974-900493T% -913135L?

PCB5 =917,345 + 607208"

PCB29 = 168,089—-346052T -372945L2

PCB47 = 165,103-521151T+577754T*L+412916L°

PCB116 = 103,614 + 27027tm-186973T—65655L

PCB136 = 134,154-271583T+3667941—299454T+*L

PCB187 = 557,634—185368L+148860T*L+77180L?

Equation model: y = Bo+3 BoXi+3 BiXiZ +3B;XiX;

Response (peak area)

Variables: T ( temperature), tm (extraction time), L (HF length)
Tabla 3.2. Modelos matematicos de variables y respuestas. (Fuente: Elaboracion propia)

Se realizd una prueba t de Student significativa para obtener los coeficientes de regresion
by, s(bk). Un efecto se considera significativo cuando t=|bk]|/s(bk) es mayor que el teitico
tabulado, (v, P), con v grados de libertad (v= nimero de corrida - nimero de coeficientes a
calcular), a un nivel de confianza P del 95% (valor p > 0,05).

Para tener el compromiso de la mejor respuesta de cada analito de acuerdo con las
variables utilizadas, se combinaron las respuestas de todos los analitos para una mejor
optimizacion.

De esta manera, las operaciones analiticas se simplifican y se evitan posibles errores de
redondeo y sin descuidar ninguin término. La variable de respuesta, es decir, “Respuesta
combinada”, es la suma ponderada de todas las respuestas utilizando la ecuacién:

Yi —G;
COMB = g (lew |—|}
: R;
L

Donde w; es el peso de la variable, que puede ser elegido por el usuario (generalmente
la unidad), Yi son las diferentes respuestas para la optimizacidn y R; su rango. Cuando el objetivo
es la maximizacion de la respuesta combinada, entonces G; = minimo en el rango (Y-1/2R;) y K=1.
La optimizacion aleatoria de la superficie combinada (tm, L, T) se lleva a cabo utilizando un
algoritmo casero y el éptimo simultaneo es el maximo de la superficie COMB. Varios estudios
previos han utilizado este método de optimizacién con muy buenos resultados (317).

Hietag
o
°
L
z
T

3
-1.0 T T /
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
tm

[ =038 T-038 L=13_ |
| tm=40 min T=36°C L=Scml

Figura 3.11. Grafico de superficie combinada 3D obtenida en la optimizacidon multivariante de tiempo, temperatura y
longitud. (Fuente: Elaboracion propia)
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Para la validacion del método, se calcularon las figuras de mérito del método HF-LPME
GC-UECD optimizado para el andlisis de PCBs como: coeficientes de determinacién (R?), rango
lineal, limites de deteccion (LOD) y cuantificacidon (LOQ), desviacién estandar relativa (%RSD) y
factores de enriquecimiento (EF). Los experimentos se realizaron utilizando una fase de muestra
enriquecida (350 pL de leche materna humana diluida con agua ultrapura hasta un volumen final

de 7 mL).
Rec Repet Reprod EF Rango R?
(%)  RSD  Rsp (%)° (ngL™)
(%)°
PCB1 188.08 73 5 7 124 30-1400 0.96 10 33
PCB5 | 222.07 70 7 10 168 30-1400 0.98 8 27
PCB 256.05 82 6 9 128 20-1400 0.98 7 23
29
PCB 291.97 117 6 8 128 20-1400 0.97 8 27
47
PCB 325.98 97 9 11 144 30-1400 0.98 9 29
116
PCB 359.96 80 7 10 118 30-1400 0.97 10 33
136
PCB 395.88 72 4 7 75 50-700 0.97 14 47

187

Tabla 3.3. Figuras de mérito del enfoque HF-LPME/GC-UECD para el andlisis de PCB en la leche materna humana.
(Fuente: Elaboracién propia)

La linealidad se examind mediante rectas de calibracion de las dreas relativas obtenidas
(relacion de las areas de pico de los analitos entre el drea de pico del patrén interno) frente a la
concentracidon de cada analito. Se obtuvieron curvas de calibracidn lineales para todos los
analitos con muy buenos coeficientes de correlacién (R?> 0,96), las cuales se muestran en la

Figura 3.12.

400000 y = 484,99 + 10296

R? = 0,9669
350000 ® y = 226,7x + 7335,5
i @  R2=0,9831
300000 | i @ y = 17,649x + 8094,8
";_.' y=223,14x+9593,7 R2=09846
250000 £ R=0,9753 o OPCBL
£ _o111xesoas9 e @PCBS
200000 | £ ge-09e81 e @ PBC 29
i fy=2096x+87785 . y=7,2479x+42683 o bcp a7
150000 .: ;. RZ - 0,9745 .......... RZ = 0,96
a: e @ PCB 116
00000 & e °
i ® . @ PCB 136
so000 § L. o ®PCB 187
z'.. ..............................
o g
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

Figura 3.12. Rectas de calibrado de los PCBs de estudio. (Fuente: Elaboracion propia)
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Los limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ,) se calcularon con los datos
generados en los estudios de linealidad como la concentracion correspondiente a un area de
pico 3 veces mayor que el ruido de fondo (LOD = 35/N), y los limites de cuantificacion como la
concentracidn correspondiente a un area de pico 10 veces mayor que el ruido de fondo del
cromatograma (LOQ = 10S/N).

En la tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la validacién del nuevo
método.

PCB Precursor Recovery Repeatability Reproducibility EF LOD LOQ

ion m/z* (%) RSD (%)? RSD (%)® (ng (ng
L") L)

PCB 188.08 73 5 7 124 30- 0.96 10 33

1 1400

PCB 222.07 70 7 10 168 | 30— 0.98 8 27

5 1400

PCB 256.05 82 6 9 128 20- 0.98 7 23

29 1400

PCB 291.97 117 6 8 128 | 20— 0.97 8 27

47 1400

PCB 325.98 97 9 11 144 30— 0.98 9 29

116 1400

PCB 359.96 80 7 10 118 | 30— 0.97 10 33

136 1400

PCB 395.88 72 4 7 75 | 50— 0.97 14 47

187 700

2Precision intra-dia, calculada mediante la extraccion de n = 5.
bPrecisidn inter-dia, calculada mediante la extracciéon de n = 5.

*Los compuestos se identifican de manera inequivoca mediante GC-MS.
Tabla 3.4. Figuras de mérito de HF-LPME/GC-UECD para el analisis de PCBs en leche materna humana. (Fuente:
Elaboracién propia)

Los PCB estaban por debajo de los limites de deteccidn en las muestras utilizadas para la
validacién del método. La linealidad estuvo en el rango de 0,02 a 140 ug L™ para PCB29 y PCB47,
de 0,05 a 70 pug L™ para PCB187, y en el rango de 0,03 a 140 pg L™ para otros PCB determinados,
y los coeficientes de determinacién variaron de 0,96 a 0,98. Los valores de LOD variaron de 8 a
14 ng L con el método propuesto. Estos resultados son muy bajos en comparacién con otros
métodos publicados previamente en la literatura.

Bajo condiciones optimizadas de HF-LPME, los factores de enriquecimiento (EF),
calculados como la relacién entre la concentracion de PCB en la fase extractante (C,) y su
concentracidn inicial en la fase de muestra (Cq4) (320,335), fueron satisfactorios en el rango de 74
a 143 veces, lo que concuerda bien con otros trabajos publicados relacionados con el uso de HP-
LPME para otras muestras de alimentos (317). Los resultados han confirmado que las
caracteristicas del método son muy buenas y la metodologia se puede aplicar con éxito para el
analisis de muestras.

Las recuperaciones obtenidas variaron de 70 a 109% en esos niveles enriquecidos, que
concuerdan bien con otros métodos propuestos en la literatura (317,336,337).
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Para la repetibilidad y reproducibilidad, los resultados fueron muy buenos con respecto a los
métodos mencionados en la literatura, en los rangos 4-9% y 7-11% respectivamente.

C12HoCl

C12HsCl,
C12H/Cl3
C12HeCl,
Ci12HsCls
C12H4Cls
C12HsCly

LOD
(usl™)
0.010
0.008
0.007
0.008
0.0086
0.010
0.014

LoQ
(usl™)
0.913
0.5588
0.5868
0.8122
0.7116
0.7231
0.8277

% Rec.

100
100
100
100
100
100
100

LOD
(ngLl™)

1.65
2.24
1.84
1.14
1.00

SPME (182)

LoQ
(ngLl™)

5.00
6.79
5.57
3.47
3.04

QUEChERS (183)
LOD % Rec.
(ugl™)

0.2 101
0.2 103
0.1 101
0.1 99
0.05 93

Tabla 3.5. Comparacion de los resultados obtenidos en la validacién del método con respecto a los registrados en la
literatura. (Fuente: Elaboracién propia)

3.3.2. Capitulo 2: Validacion estadistica de la metodologia metabolémica en leche

materna.

Los datos brutos de GC-MS se procesaron como se informé anteriormente (338). Se
selecciond el formato CDF para convertir los archivos utilizando la herramienta Thermo File
Converter y, posteriormente, se importd la matriz de datos de GC-MS con areas de pico

normalizadas a SIMCA-P (version 11.5, Umetrics).

Se utilizaron analisis de componentes principales (PCA) y analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para obtener modelos predictivos para visualizar la
informacidon metabdlica, asi como para explorar las diferencias en el nimero de caracteristicas
extraidas utilizando diferentes tiempos de extraccién (5, 10 y 15 min) por UA-HF-LPME trifasico

frente a LLE.
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(a) HLE (b) HLLE

M5 min W5 min
W10 min S ; W10 min
15 min 15 min
QcC
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(c)
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-100
120 100 80 60 40 20 0 20 4 6 8 100 120

Figura 3.13. (a) 3D-PCA, (b) 3D-PLS de muestras de leche materna determinadas por GC-MS; LLE (triangulos negros),
5 min (triangulos rojos), 10 min (tridangulos azules) y 15 min (tridngulos verdes) por UA-HF-LLLME, y (c) 3D-PLS de
muestras de leche materna extraidas por UA-HF-LLLME durante 5 min versus LLE.

Los graficos de PCA mostraron una buena agrupacion de QC (Figura 3.13-a). PLS-DA
mostré una buena separacion entre los diferentes métodos de extraccion incluidos en este
estudio y analizados por GC-MS (Figura 3.13-b).

Ademas, se calcularon los valores de Fold-Change para cada metabolito, con el fin de
estimar la variaciéon en su abundancia dentro de la comparacidn. La calidad del modelo se
aseguré mediante los pardmetros de separacion de clases (R?) y predictivos (Q?). Se realizaron
tres comparaciones por pares entre LLE versus UA-HF-LPME trifasico en tres tiempos diferentes
(5, 10 y 15 min) para identificar los metabolitos responsables de la discriminacién entre ambas
técnicas analiticas. Los valores de R? y Q% confirmaron el poder de discriminacién de los modelos.
La eficiencia del método de extraccion se evalué mediante el nimero total de metabolitos
extraidos y la intensidad total de las caracteristicas extraidas.

Parametros

Q? R%Y
LLE vs UA-HF-LLLME (5 min) | 0.966 1
LLE vs UA-HF-LLLME (10 min) 0.977 1

LLE vs UA-HF-LLLME (15 min) 0.961 | 0.999

Tabla 3.6. Valores Q2 y RZ de PLS-DA comparando los grupos de estudios; UA-HF-LLLME (5, 10 y 15 minutos de
tiempo de extraccidn) versus método LLE. (Fuente: Elaboracién propia)
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Las diferencias entre los tipos de extraccién (trifasica-UA-HF-LPME vs LLE) se evaluaron
para cada metabolito individual mediante ANOVA unidireccional y prueba de Tukey utilizando
Statistica 8 (Statsoft, Tulsa, OK, EE. UU.) para encontrar comparaciones estadisticamente
significativas e investigar la tendencia de las concentraciones de metabolitos. Luego, también se
llevd a cabo el método Benjamini-Hochberg (correccién FDR) para ajustar los valores p.

La biblioteca de espectros de masas NIST (versién 08) se utilizd para la anotacidn de
metabolitos. Aquellos metabolitos con puntajes de espectro > 80% e indice de retencion
concordante (usando la escala de n-alcanos) se utilizaron para la anotacién de metabolitos. Los
iones objetivo con mayores intensidades y masas se eligieron de cada espectro de masas de
metabolito ya que se ven afectados por la matriz en menor medida. Ademas, verificamos el area
de la relacién de iones calificador/objetivo para cada metabolito y se seleccionaron aquellos con
una variacion < 20%.

Antes de cualquier andlisis estadistico, se utilizd el estdndar interno a 10 mg L? (IS,
Ribitol) para normalizar las concentraciones de la muestra y corregir cualquier variabilidad
instrumental. Ademas, se utilizd el coeficiente de variacion de la sefial (CV) en los controles de
calidad (QC) para filtrar los datos, considerando valores < 30 % como aceptables. Los metabolitos
que llevaron a la discriminacién entre el tipo de extraccidn, trifasica-UA-HF-LPME vy LLE, se
consideraron estadisticamente significativos utilizando una importancia variable en la
proyeccion (valores VIP, una suma ponderada de cuadrados del peso PLS) > 1y valores p < 0,05.

Usando el nuevo método UA-HF-LPME trifasico, los metabolitos fueron anotados usando
indices de retencion de Kovats, experimentos de espectrometria de masas en tandem y
busqueda de MS en la base de datos NIST.
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10

11

12

13

14

15

Boric acid
Lactic acid
Butylamine
Hydroxybutyric acid
Urea
Glycerol
Glycine
Decanoic acid
Proline
Benzoic acid
Glutamine
Dodecanoic acid
(Lauric acid)
Acetyl glucosamine

Phosphoric acid

Azelaic acid

HMDB0035731

HMDB0000190

HMDBO0031321

HMDB0000008

HMDB0000294

HMDB0000131

HMDB0000123

HMDB0000511

HMDB0000162

HMDB0001869

HMDB0000641

HMDB0000638

HMDB0000803

HMDB0001429

HMDB0000784

Non-Metal compounds

Organic acids and
derivatives
Organic nitrogen
compounds
Hydroxy acids and
derivatives
Organic acids and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Amino acids, peptides
and analogues
Fatty acids and
derivatives
Amino acids, peptides
and analogues
Benzene and
substituted derivatives
Amino acids, peptides
and analogues
Fatty acids and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Non-Metal compounds

Fatty acids and
derivatives

62.017

90.031

73.089

104,0473

60.032

92.047

75.032

172.146

115.063

122.036

146.069

200.177

221.089

97.976

188.104

9

9

4

10

12

11

13

11

11

14

15

21

16

62

90

73

104

60

92

75

172

115

122

146

200

221

98

118

278

234

217

248

204

308

291

244

273

194

363

272

538

488

332

221, 263,
264
147,191,
219
86, 128,
174
131

147, 189,
191
147, 205,
218
147,174,
248
117, 129,
229
147, 156,
230
263, 278,
279
128, 147,
246
117, 129,
257
147, 217,
319
147, 299,
357
129, 147,
317

5.83

6.95

7.45

7,97

9.30

9.72

10.22

12.22

13.08

13.27

14.23

14.63

15.30

15.70

16.18

980

1071

1118

1016

1220

1247

1281

1413

1470

1483

1576

1883

1922

1955

1980

3TMS

2TMS

2TMS

2TMS

2TMS

3TMS

3TMS

1TMS

2TMS

2EtO

3TMS

1TMS

4TMS

4TMS

2TMS
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Citric acid
Tetradecanoic acid
(myristic)
Fructose
Galactose

Glucose
Palmitoleic acid
Palmitic acid
Inositol
Uric acid
Linoleic acid
Stearic acid
Myristic acid
Oleamide
Monopalmitin

Turanose

HMDB0000094

HMDB0000806

HMDB0000660

HMDB0000143

HMDB0000122

HMDBO0003229

HMDB0000220

HMDB0000211

HMDB0000289

HMDBO0000673

HMDBO0000827

HMDBO0000806

HMDB0002117

HMDB0011533

HMDB0011740

Organic acids and
derivatives
Fatty acids and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Fatty acids and
derivatives
Fatty acids and
derivatives
Carbohydrates and
derivatives
Purines and derivatives

Fatty acids and
derivatives
Fatty acids and
derivatives
Fatty acids and
derivatives
Lipids and lipid-like
molecules
Lipids and lipid-like
molecules
Lipids and lipid-like
molecules

Tabla 3.7. Metabolitos identificados por GC-MS. (Fuente: Elaboracién propia)

192.027

228.208

180.063

180.063

180.063

254.224

256.240

180.063

168.028

280.240

284.271

228.208

281.271

330.277

342.116

18

17

22

22

22

19

19

24

21

21

23

21

25

33

192

228

180

180

180

254

256

180

168

280

284

228

281

330

342

480

300

569

569

569

326

328

612

456

352

356

446

353

474

846

147, 273,
347
75,117,
285
147, 217,
307
147, 205,
319
147, 217,
319
117, 129,
311
117, 129,
313
147, 217,
318
147,441,
456
178, 262,
337
117, 201,
341
147, 211,
343
131, 144,
338
203, 239,
371
147, 217,
361

16.33

16.77

16.93

16.98

17.10

18.52

18.78

19.02

19.13

20.23

20.52

21.73

21.98

23.23

23.70

2123

2140

2153

2157

2169

1751

1755

1983

2009

2017

2022

2046

2051

2972

3007

4TMS

1TMS

5TMS

5TMS

5TMS

1TMS

1TMS

6TMS

4TMS

1TMS

1TMS

2TMS

1TMS

2TMS

7TMS
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Ademas, usamos el Fold-Change para explorar las diferencias en la intensidad total de la
sefial m/z de los metabolitos entre ambas técnicas de extraccidn analitica. Los Fold-Change se
calcularon simplemente como la relacién entre la intensidad maxima de m/z utilizando la técnica
UA-HFLPME trifasica frente a la intensidad maxima utilizando LLE para el metabolito.

Compuesto *valor p Regulacion FC
Boric acid 0.351 ™ 2.29
Trimethylene glycol (Propanediol) = 0.001 ™ 2.06
Lactic acid 0.036 ™ 3.25
Butylamine 0.040 ™ 1.54
Hydroxybutyric acid 0.389 ™ 2.13
Urea 0.023 J 0.15
Glycerol 0.041 ™ 3.67
Glycine 0.031 ™ 2.01
Decanoic acid 0.085 ™ 1.65
Proline 0.006 ™ 2.11
Benzoic acid 0.054 ™ 2.79
Glutamine 0.034 ™ 3.02
Dodecanoic acid (Lauric acid) 0.069 ™ 2.88
Phosphoric acid 0.039 N 0.02
Citric acid 0.011 ™ 2.67
Tetradecanoic acid (myristic) 0.007 ™ 3.05
Fructose 0.181 ™ 1.97
Galactose 0.134 N} 0.25
Glucose 0.045 ™ 1.96
Palmitoleic acid 0.024 ™ 2.73
Palmitic acid 0.011 ™ 3.02
Inositol 0.050 N 0.09
Linoleic acid 0.109 ™ 1.54
Stearic acid 0.008 ™ 2.06
Myristic acid 0.004 ™ 2.43
Oleamide 0.003 ™ 2.06
Monopalmitin 0.185 ™ 2.75
Turanose 0.096 N} 0.26
Azelaic acid 0.014 ™ 3.27
Uric acid 0.198 Y 0.04

Tabla 3.8. Fold-Changes (FC) y valores p de los metabolitos identificados por el método propuesto UA-HF-LLLME (5
min) versus LLE. (*) Los valores p corregidos por Benjamini-Hochberg, p<0,05 se muestran en la tabla en negrita.
Regulacion: variaciones observadas en las sefiales m/z de los metabolitos, 1 aumento y {, disminucion de la sefial
m/z. (Fuente: Elaboracion propia)

Los coeficientes de linealidad obtenidos fueron todos mayores al 99 % (R*>>0,99). Las
recuperaciones se estimaron comparando los valores de las muestras enriquecidas por triplicado
(n=3), obteniendo recuperaciones dentro del rango 99-86 % (328). Los LOD y LOQ se encontraban

en los rangos 0,08—-0,16 y 0,26-0,54 mg L'}, respectivamente. Los resultados de Ee son muy altos,
mejorando asi la eficiencia de extraccion de LLE.
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Validation parameters Lactic acid Glutamic acid Glycerol Glucose Citric acid Serine Proline

LLE (*)

LOD mgL1* 0.53 1.51 3.22 4.63 0.53 0.20 0.70 0.13
LoQmglLt* 1.87 5.03 10.72 15.44 1.60 0.61 2.32 0.64
Intra-day (%RSD) n=5 * 3.5 3 4.1 4 4.7 5.8 3.9 6.8
Inter-day (%RSD) n=5 * 5.0 6.6 4.7 5.2 6.7 7.8 4.7 10.8
Recovery (%) n=3 97.5 95.6 100.5 98.4 90.1 80.3 103.2 82.4
Averange concentration 12.4+ 0.5 98.3+3.2 160.418.9 420.31£26.4 99.3+7.5 70.945.7 6.8+4.5 2.2+0.7
(mg Lt S.E.M)

UA-HF-LLLME
LOD (mg L?) 0.16 0.08 0.08 0.16 0.14 0.09 0.14 0.09
LoQ (mgL?) 0.54 0.26 0.27 0.53 0.48 0.53 0.46 0.48
Intra-day (%RSD) n=5 0.24 10.46 6.74 3.64 6.93 4.37 2.42 7.96
Inter-day (%RSD) n=5 6.31 8.09 3.71 5.20 493 8.94 5.99 6.11
Recovery (%) n=3 86.4 99.2 98.1 90.6 98.2 98.5 97.8 98.4
Ee (RSD%) n=3 15 (12) 123 (5) 8(7) 107 (10) 75 (4) 84 (6) 103 (11) 78.9 (16)
Linearity
Regression equation Y=0.79X+1.75 @ Y=0.06X+2.48 | Y=0.08X+1.48 @ Y=0.12X-4.74 VY=0.03X+2.27 Y¥=0.03X+0.29 @ Y=0.34X+3.21 Y=0.25X+0.98
Determination coefficient (R?) 0.998 0.996 0.997 0.991 0.993 0.991 0.994 0.997
Range (mg L) 0.54-23 0.26-60 0.27-260 0.53-500 0.48-125 0.53-25 0.46-15 0.48-7
Averange concentration 15.3£ 0.9 120.6£1.3 149.446.2 450.4+29.6 104.3+4.7 85.2+1.2 5.6£0.6 3.1+0.4
mg Lt S.E.M)

Tabla 3.9. Parametros de validacion del método propuesto en comparacién con LLE. Factores de enriquecimiento, Ee; S.E.M, error estandar de la media; (*)Parametros de validacién en LLE
segun la literatura (235).
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Estos resultados han confirmado que las caracteristicas del método son excelentes y que la
metodologia puede aplicarse exitosamente al analisis de muestras complejas.

3.3.3. Capitulo 3: Analisis de variabilidad metabolémica en arandanos segun el
tratamiento postcosecha.

Los datos de GC-MS se procesaron estadisticamente con el software SIMCA-P (version
11.5, Umetrics AB, Umea, Suecia), y la seleccién de los metabolitos responsables de distinguir
los tratamientos se basd en su Importancia Variable en la Proyeccion (VIP). Se prestd especial
atencién a las variables con valores VIP mayores que 1, indicando diferencias significativas entre
los grupos. Los datos obtenidos por UHPLC-QTOF se trataron utilizando el algoritmo Molecular
Feature Extraction (MFE) del software MassHunter Qualitative Analysis (versién B.08.00), y el
software Mass Profiler Professional (version B.10.0) se empled para el filtrado y alineacién de
picos. Para ambos enfoques, las caracteristicas determinadas se sometieron a un analisis de
componentes principales (PCA) como método no supervisado para todos los grupos, mientras
que el analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) se aplicd para distinguir
entre los grupos de estudio. Todos los datos fueron escalados de Pareto para reducir la
importancia relativa de los valores, y se aplicaron transformaciones logaritmicas para
aproximarse a una distribuciéon normal.

No se detectaron valores atipicos en los gréficos de puntuacién de PCA, y las muestras
de control de calidad se agruparon de manera consistente, lo que evidencia una buena
reproducibilidad y baja variabilidad en las mediciones.

)}

n

Figura 3.14. PCA 3D de muestras de arandanos determinadas por (a) UHPLC-ESI(+)-QTOF-MS. (b) UHPLC-ESI(-)-
QTOF-MS 'y (c) GC-MS para ) E1 (C (tridngulos negros), PEF (tridngulos rojos), AES (triangulos azules), QC (triangulos
verdes)), y Il) E2 (C (tridngulos negros), CAP (triangulos rojos), MAP (tridngulos azules), QC (triangulos verdes).
(Fuente: Elaboracion propia)
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Ademas, el analisis PLS-DA mostrd una separacion clara y significativa entre los
diferentes tratamientos.

) a) b)

Figura 3.15. 2D-PLS-DA de comparaciones por pares de muestras de arandanos de C (puntos negros), PEF (puntos
rojos) y EAS (puntos azules) determinadas por 1) GC-MS, Il) ESI-(+)-UHPLC-MS vy IIl) ESI-(-)-UHPLC-MS. a) PEF vs. C, b)
EAS vs. C.
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Figura 3.16. 2D-PLS-DA de comparaciones por pares de muestras de arandanos de C (puntos negros), CAP (puntos
rojos) y MAP (puntos azules) determinadas por 1) GC-MS, 11) ESI-(+)-UHPLC-MS vy Ill) ESI-(-)-UHPLC-MS. a)CAP vs. C,
b)MAP vs. C.

Los valores Q% y R? proporcionados por el software se utilizaron para evaluar la capacidad
de separacion de clases y el poder predictivo del modelo, respectivamente. La Tabla 3.10
presenta los valores de R?2 y Q2 del andlisis PLS-DA, confirmando la capacidad discriminativa del
modelo. En conjunto, la suma de las puntuaciones del primer y segundo componente principal
explicd mas del 65 % de la variabilidad entre los grupos de arandanos analizados.

GC-MS  ESI-(+)-UHPLC-MS ESI-(-)-UHPLC-MS

Parameters Q> R¥% Q? R%Y Q? R%Y
E1 PEFvs. Control  0.754 1 0.829 0.998 0.921 1

EAS vs. Control  0.791 1 0.877 0.984 0.923 0.998
E2 CAPvs.Control  0.825 1 0.862 0.999 0.952 0.997

MAP vs. Control 0.890 1 0.753 0.997 0.949 1

Tabla 3.10. Parametros del modelo obtenidos de PLS-DA de diferentes grupos de postcosecha. *Nota: R2y Q2 son
los parametros de prueba de clasificacion de respuesta utilizados para evaluar si el modelo estaba sobreajustado.
(Fuente: Elaboracion propia)
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Se utilizé la herramienta Metaboanalyst versién 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/)
para evaluar el impacto potencial de los diferentes tratamientos postcosecha aplicados sobre las
distintas vias metabdlicas. Las diferencias entre los tratamientos postcosecha y el control se
determinaron mediante ANOVA de una via (p<0,05) y prueba de Tukey, con correccion posterior
mediante la prueba de Benjamini-Hochberg. Este andlisis estadistico se realizd utilizando el
software Statistica, versidn 8.0 (StatSoft, Tulsa, EE. UU.).

Para evaluar la respuesta biolédgica de los ardndanos a los tratamientos postcosecha, se
realizd una cuantificacidn relativa de los metabolitos alterados, basada en el cambio en el pliegue
(fold change), para comparar su abundancia total entre los diferentes grupos. Este cambio se
calculd como la relacidn entre la intensidad maxima m/z en los tratamientos (PEF, EAS, CAP y
MAP) y la intensidad maxima en el grupo de control (C).
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Experimental

Mass (Da)

Theorical

Mass

RT

Compound

Mode

PEF vs. C

EAS vs. C

Sub Class

426.191

199.230

740.175

257.271

482.105

512.151

162.032
332.075

358.146

505.272

486.335
165.079

468.323

(Da)
426.18

182.20

740.17
240.24

482.10

512.15

162.03
332.07

358.14
488.24

486.33
165.07

451.29

6.347

9.417

5.705

10.684

4.625

4.390

6.239
1.670

8.454

4.887

11.098
2.478

8.831

11.13-Dihydrotaraxinic acid

glucosyl ester
1-Tridecene

2".4"-Bis-O-(4-

hydroxycinnamoyl)astragalin

2-Hexadecanone

3'-(2"-Galloylglucosyl)-
phloroacetophenone

3-(4-Hydroxy-3-

methoxyphenyl)-1.2-
propanediol 2-0-(galloyl-

glucoside)
3-Hydroxycoumarin
6-Galloylglucose

6-Gingesulfonic acid
7-Sulfocholic acid

Bassic acid
Benzocaine

Cabergoline

Esi-

Esi+

Esi-

Esi+

Esi+

Esi-

Esi+
Esi-

Esi+

Esi+

Esi-
Esi-

Esi+

0.0214

N.S.

0.0019

N.S.

N.S.

0.0170

N.S.
N.S.

0.0001

0.0025

0.0013
0.0160

N.S.

2.4456

N.S.

0.1148

N.S.

N.S.

1.3520

N.S.
N.S.

2.8815
1.4123

1.9784

N.S.

N.S.

0.0045

N.S.

0.0449

0.0046

0.0285

0.0263
0.0281

0.0001

N.S.

0.0010
N.S.

0.0331

N.S.

1.3613

N.S.

1.5615

3.2052

1.0208

1.6271
3.1918

1.5962
N.S.

N.S.

0.4658

Saccharolipids

Unsaturated
aliphatic
hydrocarbons
Flavonoids

Carbonyl
compounds
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Hydroxycoumarins
Pyrimidines and
pyrimidine
derivatives
Phenols

Bile acids. alcohols
and derivatives
Triterpenoids
Benzoic acids and
derivatives
Lysergic acids and
derivatives

HMDB0035867

HMDB0030930

HMDB0037435

HMDB0031052

HMDB0040622

HMDB0036376

HMDB0002149
HMDB0034051

HMDB0038999

HMDB0002421

HMDB0034526
HMDB0004992

HMDB0014393
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181.183
133.000

192.000

134.000

204.090

180.000

307.084

188.116

239.225
466.110
264.137
342.000

146.000

364.099

181.18
133.038

192.027

134.022

204.08

180.063

307.08

188.11

222.19

466.11

264.13
342.116

146.069

342.11

6.337
14.250

20.750

13.520

4.468

30.23

1.054

1.498

9.142
4.870
7.670
33.350

16.550

0.845

Dicyclohexylamine
DL-Malic acid

D-Mannose

D-Turanose

Ethotoin

Glutamine

Glutathione

Glycyl-L-leucine

Guaioxide
Hesperetin-7-0-glucuronide
Hulupinic acid

Inositol

Isocitric acid

Lactulose

Esi+
GC-
MS
MS
GC-
MS
Esi-

MS

Esi+

Esi+

Esi+

0.0001
0.0050

0.3057

0.0439

0.0052

0.0110

N.S.

0.0023

N.S.
0.0312
0.0201
0.0182

0.0066

N.S.

2.3454
0.3332

0.6594

0.4749

1.6949

1.9032

N.S.

1.7412

N.S.
0.8818
4.9185
0.5692

0.6292

N.S.

0.0003
0.0050

N.S.

0.0443

0.0219

0.0040

0.0383

N.S.

0.0223
N.S.
N.S.

0.3355

0.0031

0.0028

1.6370
0.3472

N.S.

0.4844

0.8694

0.4643

6.2283

N.S.

1.6577
N.S.
N.S.

0.0293

0.3110

Cyclohexylamines
Amino acids.
peptides and
analogues
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

Fatty acyl
glycosides
Imidazolidines
Amino acids.
peptides. and
analogues

Amino acids.
peptides. and
analogues

Amino acids.
peptides. and
analogues
Tetrahydrofurans
Phenols
Vinylogous acids
Alcohols and
polyols
Tricarboxylic acids
and derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates

HMDB0251214
HMDB0000744

HMDB0000169

HMDB0011740

HMDB0014892

HMDB0000641

HMDB0062697

HMDB0028929

HMDB0036447
HMDB0029203
HMDB0030102
HMDB0000211
HMDB0000193

HMDB0000740
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180.000

89.000

132.000

287.246
332.109

321.099
115.000

98.000

792.415

402.189

696.407
500.300

336.164

228.116
225.126

180.063

89.000

132.054

287.24
332.11

321.09
115.063

97.977

792.9

402.18

696.40
500.29

336.16

228.11
225.12

26.920

5.220

17.680

10.752
3.554

1.743
14.350

8.430

6.690

8.275

8.252
8.101

0.740

7.658
10.143

I-Alanine

L-Asparagine

L-Aspartic acid

Lauroyl diethanolamide
Leonuriside A

L-L-Homoglutathione
L-Proline

L-Serine

Lyciumoside I

Methyl 7-epi-12-
hydroxyjasmonate glucoside
Momordicoside E

Mupirocin

N2-Fructopyranosylarginine

Nabumetone
ortho-Aminoazotoluene

MS

GC-

MS

MS

Esi+

Esi-

Esi-

MS

GC-
MS

Esi-
Esi-

Esi-
Esi-

Esi+

Esi+
Esi+

N.S.

0.0002

0.0044

N.S.
0.0252

0.0049
0.1645

N.S.

0.0014

0.0002

0.0011
0.0352

0.0007

0.0275
0.0187

N.S.

5.3856

0.4221

N.S.
1.4149

2.5850
1.3322

N.S.

2.7413
2.8941

*

0.1976

2.6331

1.9374
1.5819

0.0114 0.5428

0.0005 0.0749

0.0010 0.4348

0.0052 1.3404
N.S. N.S.

N.S. N.S.
0.0004 3.3318

0.0010 0.4053

N.S. N.S.

N.S. N.S.

N.S. N.S.
N.S. N.S.

0.0296 1.5099

N.S. N.S.
N.S. N.S.

Amino acids.
peptides. and
analogues
Amino acids.
peptides. and
analogues
Amino acids.
peptides and
analogues

Fatty amides
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Hybrid peptides
Amino acids.
peptides and
analogues
Amino acids.
peptides and
analogues
Terpene glycosides
Fatty acyl
glycosides
Steroidal glycosides
Fatty acids and
conjugates
Amino acids.
peptides. and
analogues
Naphthalenes
Azobenzenes

HMDB0000161

HMDB0000168

HMDB0000191

HMDB0032358
HMDB0031721

HMDB0029395
HMDB0000162

HMDB0000187

HMDB0039576
HMDB0031763

HMDB0035697
HMDB0014554

HMDB0041541

HMDB0014604
HMDB0255841
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256.000

270.266
342.000

550.096

105.000

284.000

838.434
428.204

534.158

326.101

372.106
460.139
267.096

256.240

253.24
342.116

550.09

105.043

284.272

838.43
428.20

474.13

326.10

372.10
460.13
267.09

26.250

9.028
33.320

6.406

10.430

29.480

12.869
6.072

3.882

4.606

2.279
8.377
1.475

Palmitic acid

Palmitoleamide
Phosphate

Quercetin 3-0O-(6-O-malonyl-
?-D-glucoside)
Stearic acid

Sucrose

Talinumoside |

Taraxacolide 1-O-b-D-
glucopyranoside
trans-Caffeic acid [apiosyl-(1-
6)-glucosyl] ester

trans-o-Coumaric acid 2-
glucoside

Veranisatin C
Wistin
Zidovudine

GC-
MS
Esi+
GC-
MS
Esi-

GC-
MS
GC-
MS
Esi-
Esi-

Esi-

Esi-

Esi-
Esi-
Esi+

0.2698

N.S.
N.S.

0.0083

0.0832

0.0112

0.0494
0.0344

0.0013

0.0394

0.0175
0.0154
N.S.

1.5207

N.S.
N.S.

1.6582

1.6364

0.3572

1.9588
2.2302

3.1443

1.2642

3.3003
7.3306
N.S.

0.2155 0.5250

0.0145
0.0038

1.6104
0.1286
0.0108 1.2825
0.2177 7.6068
0.0393 0.8881

N.S. N.S.
N.S. N.S.

N.S. N.S.

N.S. N.S.

N.S. N.S.
N.S. N.S.
0.0007 @ 2.4482

Fatty acids and
conjugates
Fatty amides
Non-metal
phosphates
Flavonoids

Fatty acids and
conjugates

Fatty acids and
conjugates
Terpene glycosides
Terpene lactones

Hydroxycinnamic
acids and
derivatives
Carbohydrates and
carbohydrate
conjugates
Terpene lactones
Isoflavonoids
Pyrimidine
nucleosides

HMDB0000220

HMDB0256086
HMDB0001429

HMDB0037368

HMDB0000827

HMDB0000258

HMDB0040957
HMDB0035610

HMDB0033694

HMDB0033581

HMDB0031756
HMDB0030869
HMDB0014638

Tabla 3.11. Metabolitos alterados de E1 en arandanos ordenados por clase. RT: tiempo de retencién. FC: Fold-Change. N.S.: no significativo. valor p obtenido a partir de ANOVA de una via
seguido de la prueba de Tuckey y corregido mediante correccidn posterior multiple de Benjamini-Hochberg. *Solo aparece en el primer tratamiento.; N.S: No significativo (Fuente: Elaboracién

propia)
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Experimenta
| Mass

(Da)
506.27

458.34

267.26

316.06

297.34

384.36

330.28

562.34

508.12

302.04

134.04

Theorical
Mass
(Da)
506.27

458.33

250.22
316.05

280.31

384.6

330
516.7
508.12
302.04

134.13

RT
(min)

6.118

11.522

10.419
5.580

12.020

15.324

33.330
12.053
6.546
7.218

6.238

Compound

(3b.9R)-5-Megastigmene-3.9-
diol 9-[apiosyl-(1-6)-
glucoside]
(3beta.5alpha.9alpha.22E.24R
)-3.5.9-Trihydroxy-23-
methylergosta-7.22-dien-6-
one
(2)-9-Cycloheptadecen-1-one

alpha-Caryophyllene Alcohol

1.3.5.8-Tetrahydroxy-6-
methoxy-2-
methylanthraquinone
10-Eicosene

15-methoxy-tricosanoic acid
1-Monopalmitin

3-Hydroxychavicol 1-
[rhamnosyl-(1-6)-glucoside]
4' 8-Dimethylgossypetin 3-
glucoside

5.6.7.3'.4'-
Pentahydroxyisoflavone

Esi-

Esi-

Esi+

Esi+

Esi+

Esi+

Esi-

MS

Esi-

Esi-

Esi+

CAP vs. C

0.011

0.000

N.S.

0.000

0.019

0.001

0.013

0.037

0.000

0.035

0.002

5.390

N.S.

0.223

0.207

0.569

2.325

2.254

1.627

3.325

MAP vs. C

N.S.

N.S.

0.000

0.000

N.S.

N.S.

N.S.

0.018

0.012

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

0.062

0.266

N.S.

N.S.

N.S.

0.064

2.280

N.S.

N.S.

Sub Class

Fatty acyl
glycosides

Ergostane
steroids

Carbonyl
compounds
Aurone
flavonoids
Unsaturated
aliphatic
hydrocarbons
Unsaturated
aliphatic
hydrocarbons
Monoradylglycer
ols
Monoradylglycer
ols

Flavonoid
glycosides
Isoflav-2-enes

Isoflav-2-enes

HMDB0038327

HMDB0032669

HMDB0031336

HMDB0039210

HMDB0040709

HMDB0040709

HMDB0011564

HMDB0011564

HMDB0037753

HMDB0041687

HMDB0041687
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294.22

465.26

239.22

798.17

312.30

486.34
356.07

866.21

192.03

372.14

506.10

180.06

181.18
266.10

294.21

448.23

222.19

798.16

312

486.33
356.07

866.20

192

372.14

507.11

180.060

181.18
206.07

11.429

7.343

9.281

6.509

31.700

10.937
4.301

5.730

20.750

5.472

5.280

21.900

6.337
1.630

7.8.3'.4'-
Tetrahydroxyisoflavone
9-HOTE

Acuminoside

Apigenin 4'-[feruloyl-(-2)-
glucuronyl-(1-2)-glucuronide]

Arachidic acid

Bassic acid
Caffeic acid 3-O-glucuronide

Cinnamtannin Al

Citric acid

Citrusin E

Delphinidin 3-
(acetylglucoside)
D-Fructose

Dicyclohexylamine
Diethyl tartrate

Esi+

Esi-

Esi+

Esi-

MS

Esi-

Esi-

Esi-

GC-
MS

Esi+

GC-
MS

Esi+
Esi-

0.035

N.S.

0.035

0.002

0.000

N.S.
0.022

0.031

0.000

N.S.

0.000

0.056

0.040
N.S.

0.871

N.S.

0.523

2.692

N.S.
9.402

2.120

3.333

N.S.

0.049

0.205

2.692
N.S.

N.S.

0.019

0.007

0.027

N.S.

0.002
N.S.

N.S.

0.000

0.030

0.000

0.010

0.001
0.041

N.S.

0.668

0.376

5.015

N.S.

0.066
N.S.

N.S.

0.063

0.431

0.171

0.197

3.422
0.164

Lineolic acids and
derivatives
Terpene
glycosides
Aurone
flavonoids
Flavonoid
glycosides

Fatty acids and
conjugates
Triterpenoids
Organic oxygen
compounds
Biflavonoids and
polyflavonoids
Tricarboxylic
acids and
derivatives
Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Flavonoid
glycosides
Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Cyclohexylamines
Beta hydroxy
acids and
derivatives

HMDB0010224

HMDB0029347

HMDB0036732

HMDB0038295

HMDB0002212

HMDB0034526
HMDB0041705

HMDB0038370

HMDB0000094

HMDB0039234

HMDB0038004

HMDB0000660

HMDB0251214
HMDB0033584
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419.11

134.02

342.12

516.13

472.14

210.04

524.23

239.22
180.06

538.13

89.05

132.05

133.04

373.10

133.038

342

516.12

472.4

210

524.22

222.19
180.06

538.13

89.04

132.05

133.03

6.245

13.520

23.900

6.565

7.714

25.880

6.321

9.142
26.92

5.555

5.220

17.680

14.250

DIMBOA-GIc

DL-Malic acid

D-Turanose
Formononetin 7-(6"-
malonylglucoside)
Formononetin 7-O-(6"-
acetylglcoside)
Galactaric acid

Gibberellin A38 glucosyl ester

Guaioxide
Inositol

Isolimocitrol 3-glucoside

L-Alanine

L-Asparagine

L-Aspartic acid

Esi-

GC-
MS

MS
Esi-

Esi-

N.S.

0.001

0.255

N.S.

N.S.

0.002

0.000

0.000
0.000

N.S.

0.028

0.000

0.015

N.S.

0.250

0.660

N.S.

N.S.

5.201

4.403

0.079
0.300

N.S.

1.685

0.035

1.640

0.035

0.000

0.016

0.005

0.022

0.000

N.S.

0.000
0.000

0.001

0.000

0.000

N.S.

0.174

0.168

0.013

2.885

N.S.

0.106
0.081

0.117

2.406

0.079

N.S.

Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Amino acids.
peptides and
analogues
Fatty acyl
glycosides
Isoflavonoid O-
glycosides
isoflavonoid

Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Terpene
glycosides
Tetrahydrofurans
Alcohols and
polyols
Flavonoid
glycosides
Amino acids.
peptides. and
analogues
Amino acids.
peptides. and
analogues
Amino acids.
peptides. and
analogues

HMDB0029710

HMDBO0000744

HMDB0011740

HMDB0029493

HMDB0000639

HMDB0036903

HMDB0036447
HMDB0000211

HMDB0038757

HMDB0000161

HMDB0000168

HMDB0000191
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387.15

115.06

117.08

519.33

534.14
656.17

502.33
256.24

520.12

246.05
97.98

970.45

488.35
302.04

478.08

370.12

115.06

117.08

519.33

535.14
655.16

502.32
256.24

521.12

747.0
97.97

970.45

488.35
302.04

480.09

6.660

14.350

7.230

11.210

5.804
6.548

10.332
26.250

5.580

0.893
8.430

7.190

12.795
6.144

6.162

Linusitamarin

L-Proline

L-Valine

LysoPC(18:2(9Z.122))

Malvidin 3-(6-acetylglucoside)
Malvidin 3-(6"-p-
caffeyglucoside)

Medicagenic acid

Palmitic acid

Petunidin 3-(6'"-
acetylglucoside)
Phosphatidyl glycerol
Phosphoric acid

PIP2(16:0/16:0)

Pitheduloside |
Quercetin

Quercetin 3-O-glucuronide

Esi+

GC-
MS

MS

Esi+

Esi+
Esi-

Esi-
GC-
MS
Esi+

Esi-

MS
Esi-

Esi-
Esi+
Esi-

0.003

0.107

0.047

0.001

0.003
0.001

0.009
0.436

0.000

0.001
0.002

0.000

0.000
N.S.

N.S.

0.380

1.455

1.553

0.437

0.000
5.807

0.893
1.307

0.162

1.616
2.156

N.S.
N.S.

N.S.

N.S.

0.055

0.003

0.000
N.S.

0.003
0.355

0.000

0.000
0.036

N.S.

N.S.
0.010

0.012

N.S.

N.S.

1.445

0.417

0.000
N.S.

0.065
4.169

0.171

3.323
0.667

N.S.

N.S.
7.374

Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Amino acids.
peptides. and
analogues

Amino acids.
peptides. and
analogues
Glycerophosphoc
holines
Flavonoids
Chalcones and
dihydrochalcones
Triterpenoids
Fatty acids and
conjugates
Flavonoid
glycosides

fatty acids
Non-metal
phosphates
Glycerophospholi
pids
Triterpenoids
Flavonoids
Amino acids.
peptides. and
analogues

HMDBO0040865

HMDB0000162

HMDB0000883

HMDB0010386

HMDB0038008
HMDB0301904

HMDB0034551
HMDB0000220

HMDB0301901

HMDB0249321
HMDB0002142

HMDB0010032

HMDB0034036
HMDB0005794

HMDB0029213

125



284.27

342.12

966.69

540.19

724.44

326.10

557.23

364.08

284

342

920.68

540.18

724.43

326.10

497.21

364.07

33.020

34.570

12.198

6.872

12.790

4.606

5.649

6.557

Stearic acid

Sucrose
TG(20:5(52.82.112.142.172)/1
8:3(92.122.152)/20:5(52.82.11
2.1472.177))[iso3]
Torachrysone 8-(2-
apiosylglucoside)

Torvonin A

trans-o-Coumaric acid 2-
glucoside

Validamycin A

Xanthotoxol glucoside

Esi-

Esi-

Esi-

Esi-

Esi-

Esi-

0.001

0.227

0.000

0.000

0.016

0.020

0.011

0.001

4.732

0.456

6.137

0.158

3.047

1.770

*

0.022

0.001

0.000

N.S.

0.024

N.S.

N.S.

N.S.

0.011

0.073

N.S.

0.314

N.S.

N.S.

N.S.

Fatty acids and
conjugates
Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Triradylcglycerols

Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Steroidal
glycosides
Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Carbohydrates
and carbohydrate
conjugates
Coumarin
glycosides

HMDB0000827

HMDB0000258

HMDB0010539

HMDB0034612

HMDB0030732

HMDBO0033581

HMDB0036592

HMDB0038626

Tabla 3.12. Metabolitos alterados de E2 en arandanos ordenados por clase. RT: tiempo de retencién. FC: Fold-Change. N.S.: no significativo. valor p obtenido a partir de ANOVA de una via
seguido de la prueba de Tuckey y corregido mediante correccidn posterior multiple de Benjamini-Hochberg. *Solo aparece en el primer tratamiento.; N.S: No significativo (Fuente: Elaboracién

propia).
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Los metabolitos seleccionados por GC-MS fueron anotados utilizando la biblioteca de
espectros de masas NIST version 08 y los indices de retencion de Kovats, con un umbral de
probabilidad minimo del 80%. Se seleccionaron iones especificos con mayores intensidades y
masas dentro de los espectros de masas, evitando aquellos con mayor influencia de la matriz.
Ademas, se examind la relacion de iones objetivo/calificadores de area para cada metabolito, y
solo se incluyeron aquellos con una variacidn menor al 20%.

Para el analisis UHPLC-QTOF-MS, la anotacidn de metabolitos se realizé comparando la
masa de los metabolitos con bases de datos en linea, incluidas HMDB (http://hmdb.ca) y METLIN
(http://metlin.scripps.edu), permitiendo un error de masa de hasta 10 ppm. Solo se conservaron
para el andlisis estadistico aquellos metabolitos detectados en al menos el 90% de todas las
muestras (incluyendo control de calidad y muestras experimentales). La anotacion de los

metabolitos se confirmé como MSI Nivel 2, siguiendo las pautas establecidas por la
Metabolomics Standards Initiative (MSI) (339).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.,

En la presente tesis se presentan y analizan los principales hallazgos obtenidos en cada
uno de los estudios que conforman esta tesis. A través de tres capitulos, se detallan los
resultados experimentales que contribuyen al desarrollo y optimizacion de técnicas de
microextraccién, asi como su aplicaciéon en el analisis de contaminantes y metabolitos en
matrices bioldgicas y alimentarias.

En el Capitulo 1, se exponen los resultados de la optimizacién del método HF-LPME para
la extraccidn y determinacion de bifenilos policlorados (PCBs) en leche materna. Se presentan
los parametros experimentales optimizados, los factores de preconcentracidén alcanzados y la
eficiencia del método en términos de sensibilidad, reproducibilidad y eliminacion del efecto
matriz.

El Capitulo 2 muestra los resultados de la aplicacidn de la microextraccidn en fase liquida
con fibra hueca en configuracion trifasica asistida por ultrasonido (UA-HF-LPME) para el analisis
metabolémico no dirigido en leche materna. Se detallan los metabolitos identificados, la
cobertura analitica lograda en comparacion con métodos convencionales y los beneficios de la
técnica en términos de selectividad, enriquecimiento y reduccion de interferencias.

Finalmente, en el Capitulo 3, se presentan los hallazgos del estudio metabolémico no
dirigido aplicado a arandanos sometidos a distintos tratamientos postcosecha. Se analizan las
modificaciones en el perfil metabdlico de los frutos, identificando las rutas metabdlicas
afectadas y la influencia de los tratamientos en la estabilidad y biodisponibilidad de metabolitos
clave para la calidad postcosecha.

Los resultados obtenidos en cada capitulo proporcionan informacion clave para el desarrollo
de estrategias analiticas innovadoras y su aplicacidon en la evaluacién de contaminantes y
compuestos bioactivos en matrices de interés bioldgico y alimentario.
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CAPITULO 1







4.1. Capitulo 1: Impacto de la optimizacion de HF-LPME en la deteccion de
PCBs en leche materna.

Disolvente orgadnico

Segun los factores de enriquecimiento obtenidos, el tolueno resultd ser el disolvente
mas eficiente para la extraccion de los analitos objetivo. Ademas, se observé que prolongar el
tiempo para impregnar los poros de la fibra mas alld de 1 minuto no mejora los factores de
enriquecimiento.

mPCB1

mPCBS

mPCB29
mpPCB47

mPCB116

mPCB136

n-Hexane 1-Octanol Toluene

Figura 4.1. Factores de enriquecimiento (n=3) obtenidos en la optimizacidn del disolvente organico de la fase
aceptora. (Fuente: Elaboracion propia)

Fuerza idnica

Al estudiar el efecto de la adicién de sal, no se observd ninglin cambio significativo. Esto
podria deberse al caradcter poco polar de los compuestos PCB, que facilita su extraccién sin
necesidad de alterar la fuerza idnica (340). Este hallazgo esta concuerda con estudios previos
realizados por nuestro equipo (317).

Velocidad de Agitacion

Los resultados mostraron un aumento progresivo de los factores de enriquecimiento
hasta 600 rpm. Sin embargo, valores mas altos de estas variables disminuyen la reproducibilidad
de los resultados, principalmente debido a la aparicion de burbujas de aire en la solucién o
incluso la rotura de la membrana.
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45

mPCBl1
WPCBS
mPCB29

mPCB47

mPCB116
mPCB136

mPCB187

hiiiia

0 300 600 900 1200 rpm

Figura 4.2. Factores de enriquecimiento (n=3) obtenidos en la optimizacién de la velocidad de agitacidn. (Fuente:
Elaboracion propia)

Con base en estos hallazgos, se utilizaron 600 rpm en experimentos posteriores.

Efecto del pH

Los factores de enriquecimiento correspondientes se muestran en la Fig. 4.3. No hubo
un efecto considerable en los factores de enriquecimiento de los PCB al variar el pH en el rango
de 6-8, en el que se incluye el pH de la muestra.

45
40
35
- mPCB1
mPCBS
25
b mPCB29
20
WPCB47
15 WPCB116
10

mPCB136
mPCB187

Figura 4.3. Factores de enriquecimiento (n=3) obtenidos en el ajuste del pH de la fase donadora. (Fuente:
Elaboracion propia)

Por lo tanto, el pH de la muestra no se ajustd para experimentos posteriores.

Temperatura, tiempo y longitud de fibra
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1 1,445437 151,166 341,421 2,982,558 992,053 576,920 1,079,141
2 1,224,615 315,737 459,125 2,072,237 2,018,372 1,072,200 1,138,348
3 2,532,024 978,107 290,671 144,663 445,166 1,094,476 684,602
4 1,514,127 106,678 381,923 151,113 739,466 986,393 670,114
5 2,090,428 13,532,203 1,635,603 803,381 471,934 2,719,882 241,383
6 1,787,659 18,015,125 1,041,421 873,296 823,271 2,091,914 385,883
7 1,981,037 17,599,705 395,431 754,873 774,625 1,484,487 533,688
8 215,935 10,079,523 249,864 784,821 1,092,053 1,363,427 421,684
9 32,821,417 8,971,327 1,635,202 1,906,952 14,896,527 1,270,088 565,888
10 47,586,625 9,125,733 1,444,278 1,706,678 13,739,257 1,592,765 542,409
11 8,670,406 338,390 810,645 229,711 236,551 1,098,930 394,146
12 10,514,127 13,151,374 1,637,315 1,893,551 21,003,809 1,177,669 498,725
13 4,670,909 11,119,787 1,980,343 1,935,806 15,188,631 1,962,856 569,321
14 5,709,354  1,298494 455265 617,351 749,486 669,072 431,516
15 996,262 145,265 1,044,196 287,919 1,859,647 645,741 887,167
16 8,670,406 15,131,803 753,395 436,889 1,941,386 1,285,688 565,888
17 4,670,909 9,599,705 1,867,114 1,383,234 1,305,880 1,221,292 581,988

La Tabla 4.1 muestra la respuesta (areas pico de los analitos) de los PCB obtenida por HF-
LPME en los diferentes ensayos para la optimizacion de la temperatura, tiempo de extraccion y
longitud de membrana.

Tabla 4.1. Areas de los picos de los analitos después del analisis por HF-LPME a partir de los ensayos RCCD. (Fuente:
Elaboracién propia)

Se puede observar que la temperatura (T) y la longitud del HF (L) tienen los efectos mas

significativos en la respuesta de todos los analitos objetivo (las variables con términos al
cuadrado indican un alto efecto en la respuesta del analito). El tiempo de extraccidon también
tiene un efecto significativo en la respuesta de PCB116, como se puede ver en su modelo de
ecuaciones. En casi todos los ensayos, la interaccidn entre la temperatura (T) y la longitud del HF
(L) mejora las areas de pico de los PCB.

La figura 4.4 muestra la respuesta combinada 3D y los graficos de contorno frente al
tiempo, la longitud y la temperatura, asi como el punto dptimo. Los valores codificados éptimos
se fijaron en las siguientes coordenadas: temperatura (T)=0,00, tiempo de extraccién (tm)=0,0 0
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y longitud de HF (L)=0,00, que corresponden a los valores decodificados de 40°C para la
temperatura de extraccion, 30 min para el tiempo de extraccién y 5 cm de longitud.
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Figura 4.4. Graficos combinados de respuesta 3D y de contorno de la forma de la superficie en funcién de los ejes
de temperatura, tiempo y longitud, asi como el punto éptimo. (Fuente: Elaboracion propia)

Procedimiento experimental optimizado

Una vez optimizados los parametros de extraccion, se concluyé el procedimiento experimental.
Las fibras se cortaron en porciones de 5 cm y luego se limpiaron en un bafio de ultrasonidos con
acetona durante 10 min. Luego, la fibra limpia y secada al aire se insert6 en una de las agujas de
jeringa médica. La fase extractante tolueno (500 uL) se cargd en el lumen de la membrana
mediante la inmersidn de la fibra en un vial que contenia ese solvente, evitando el llenado
incompleto y las burbujas de aire. El segundo extremo de la fibra se inserté en otra aguja de
jeringa. Ambas jeringas se introdujeron a través del septum en un vial que contenia tolueno
durante 1 min para llenar los poros de la membrana con la fase extractante (SLM).
Posteriormente, la fibra en forma de U se introdujo en un vial de vidrio de 10 mL con 7 mL de
muestra (fase de muestra). La extraccidon se realizd en modo de inmersion directa durante 40
min a 36 2C y 600 rpm. Posteriormente, el extracto se recogio del lumen y se vertié en un vial de
1,5 mL con un inserto de 250 uL separando un extremo de la fibra de la jeringa. Finalmente, se
obtuvieron 10 pL de la fibra y 1 pL se inyecté en GC-uECD/MS.

Comparacion Inyeccion directa vs. HF-LPME

La figura 4.5 muestra los cromatogramas obtenidos de una muestra de leche materna

humana enriquecida con 10 pg L™ de PCB antes y después de la extraccidn utilizando HF-LPME
seguido de GC-HECD.
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Figura 4.5. Cromatogramas obtenidos a partir de una muestra de leche materna humana enriquecida con 10 pug L™
de PCBs antes (A) y después (B) de la extraccion mediante HF-LPME seguida de GC-pECD. (Fuente: Elaboracion
propia)

Como se puede observar, los factores de enriquecimiento son muy altos, asi como la
selectividad obtenida después de la optimizacién precisa del HF-LPME combinado con la alta
selectividad y sensibilidad del detector ECD para compuestos halogenados.
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1. Introduction

Palychlorinated biphenyls (PCBs) are emvironmental pollutants
with deleterious effects for humans, characterized by a high persis-
tence and bioaccumulation capacity [1-3]. They are a class of per
sistent organic pollutants (POPs), considered a major public con-
cern [4]. The existing 209 congeners contain from one to eight
atoms of chlorine in different positions, which belong to poly-,
mono- and non-ortho substituted PCBs. They are semivolatile, hy-
drophobic and have the basic unit of biphemyl, being structurally
similar to thyroid hormones, which in turn led to thyroid dismp-
thiom [5].

They were widely produced between 1930 and 1985 from in-
dustry, where they were used as plasticizers, insulating fluids in
electric instruments and as sealants additives [G]. As a rule, the
main source of PCBs are industries [7], leakage from landfills, in-
complete Incineration, Inappropriate disposal, volatilization [7,8]
and port activities [9,10]. They are considered as probable human

* Corresponding authors: Department of Chemistry, Faculty of Experimental Sci-
ence, University of Huelva, Campus de Bl Carmen, 21007, Huelva,
E-mail pddresses; ana.arias@dgemouhiees (A, Arias Borrego) famam@uhues (T,
Garcia-Barrera),

hietps:ff dod orgf 10, 1016]j chrorma, 2020,461381
0021-0673/¢ 2020 Elsevier BY, All rights reserved,

carcinogens [2] by the Environmental Protection Agency (EPA) and
as Group | human carcinogens by the International Agency for Re-
search on Cancer (JARC) classified them [11]. During the prena-
tal period, exposure to PCBs comes from placental transfer and
human breast milk (HEM) [12] causing health problems such as
low birth weight [13], reduced head circumference [ 14], neurolog-
ical effects [15] and thyroid disruption [5]. For this reason, several
studies have suggested the use of breast milk as an indicator of
the level of POPs in humans [16,17]. The content of lipids in breast
milk is very high ranging from 3.5-4.5 per 100 g (mature milk)
and due to the lipophilic character of polychlorinated biphemyls,
they are accumulated and transferred to infants during breastfeed-
ing [18].

For this reasom, analytical methods for the sensitive and se-
lective extraction, pre-concentration and determination of PCBs
in this biological fluid are claimed. To this end, different ana-
lytical methods have been described for the extraction of PCBs
from breast milk to be later analyzed by gas chromatography,
like liguid-liquid extraction (LLE) [19], solid-phase microextraction
{SPME) [20], accelerated solvent extraction (ASE) [21] and QuECh-
ERS [16,158,22]. However, although nowadays hollow-fiber liquid
phase microextraction (HP-LPME) is a very promising analytical
technique, there is not any HP-LPME method described in the lit-
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erature for the extraction of PCBs from breast milk. The most im-
portant adwantages of HP-LPME are among others, the simplic-
ity of operation and required equipment [23], low organic solent
consumption, robustness, low cost, disposable character (avoiding
memory effects). The technigue is based on the use of a supported
liquid membrane containing the extractant phase and separated to
the sample phase, which led to high surface area for the extraction
and high enrichment factors [24].

After the extraction from breast milk, PCBs are usually deter-
mined by gas chromatography (GC) with mass spectrometry (MS)
and/or electron capture detection (ECD) [16,18,22,25]. The sensitiv-
ity of ECD for halogenated compounds is usually better than MS
detector, although this last detector allows the unequivocal identi-
fication of the compounds by mass spectra databases and tandem
mass spectrometry [26].

In this paper, a sensitive and reliable HF-LPME method has been
optimized and applied for the first time to the extraction of PCBs
from human breast milk The extracts have been analyzed by both
GC-MS and GC-pECD for the determination of seven PCBs in breast
milk. A multivariate optimization of the variables that affect the
extraction was based on the combination and maximization of the
response of all the PCBs. This optimization was performed using
chemometric tools obtaining high enrichment factors. The devel-
oped method was sensitive, simple, reliable, reproducible and low-
cost being easily transferable to routine analysis in laboratories to
control the occurrence of PCBs in breast milk.

2. Experimental
21. Chemical and standard solution preparation

The mixture of PCBs standards (PCBE 1, 5, 29, 47, 116,
136,187,184, 206) were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Ger-
many} Ultrapure water (18.2 M2 cm) was obtained using a Milli-
pore Milli-0x® Direct 8 equipment (Watford, UK). A solution with
all the PCBs was prepared by dissolving in n-hexane the corre-
sponding amount to attain the following concentrations of the
standards (mg [-1): PCB1 (100), PCBS (100), PCE29 (10), PCB4T
{10y, PCB116 (10}, PCE 136 (10) and PCB 187 (5). Intermediate
working solutions used in direct injection were daily prepared by
stepwise dilution of the above described solution with n-hexane.
All the standard solutions were stored in darkness at 4oC until
analysis. All reagents and solvents used in this study were of the
highest purity. N-hexane, acetone and toluene were supplied by
Teknokroma (Barcelona, Spain). The hollow fiber membranes (Ac-
curel (3/2) were made of polypropylene (inner diameter 600 pm,
wall thickness 200 pm, pore size 0.2 pm) (Wuppertal, Germany L.

2.2, Samples

Human breast milk samples were taken after 48 h of life and
stored at —80 =C until their analysis. Samples were collected at
the Juan Ramdn Jiménez Hospital, during 2017, Written informed
consent was obtained from all the participants and the study was
approved by a local ethical committee,

For analytical validation of the method, the sample phase was
composed by 350 pl of human breast milk to a final volume of
7 mL with ultrapure water (18.2 M2 cm ).

2.3. Instrumentation

Extracts were analyzed into a gas chromatograph model 6850 N
coupled to a ®*Ni microelectron capture detector (GC-pECD) (Agi-
lent Technologies, Hewlett Packard, Wilmington, DE, USA). Chro-
matographic separation was conducted on a DB-5 chromatographic

column (30 m x 0.25 mm x 025 pm) The carrier gas was he-
lium (99.999%, 1.2 mL min—'}. & volume of 1 pl of the extracts
was injected into the GC using the splitless mode [ splitless time:
30 5). The injector temperature was set at 2500C. The oven tem-
perature was programmed at 750C for 1 min, then increased to
1500C ramped to 302Cmin—!, to 180aC with a ramp to 59Cmin-!
held for 15 min, to 1902C ramped to 5eCmin-! for 5 min, to 2000C
with a ramp of 52C for 3 min, to 2800C with a ramp of 5eC held
for 2.5 min and then raised by 500Cmin-! to 290cC with 4.8 min
hold time. Mitrogen was used as makeup gas for the ECD de-
tector (60 mL min-!, 99.999%). The ChemStation software pack-
age (version A0O03) was used for data acquisition. The extracts
were simultaneocusly analyzed on an ion-trap GC-M5S model ITQ
S00 (Thermo Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific Spa, Rhone,
Milan, Italy). The analytical column and oven temperature condi-
tions were same than that used for GC-pPECD. The injector tem-
perature was set at 250 °C. The carrier gas was helium (1.3 mL
min—'). The temperature of the transfer line between the chro-
matograph and the mass detector was set at 280 °C. For the sep-
aration of the peaks, the temperature program of the oven was
the same above described for the GC-pECD. The ionization of ana-
Iytes in the mass spectrometer was carried out by electronic im-
pact (EI) with electronic ionization source at 70 &V in selected
ion monitoring mode (SIM)L PCBs were identified by retention
time matching with standards, NIST database and tandem mass

spectrometry.

24. Extroction of PCBs by HF-LPME

The extraction procedures were optimized prior to the applica-
tion. The U-shaped configuration of the fiber and two-phase mode
were used for HE-LPME. The arrangement is shown in Fig. 1. The
fibers were cut into 5 cm portions and then cleaned into an ultra-
sound bath with acetone during 10 min. Then the cleaned and air-
dried fiber was inserted into one of the medical syringe needles.
The extractant phase toluene (500uL) was loaded into the lumen of
the membrane by the immersion of the fiber into a vial containing
that solvent, avoiding incomplete filling and air bubbles. The sec-
ond end of the fiber was inserted into other syringe needle. Both
syringes were introduced through of the septum into a vial con-
taining toluene during 1 min in order to fill the pores of the mem-
brane with the extractant phase (SLM). Afterwards, the U-shaped
fiber was introduced into a 10 mL glass vial with 7 mL of sample
(sample phase). The extraction was carried out in direct immersion
mode during 40 min at 360C and 600 rpm. After that, the extract
was collected from the lumen and poured into a 1.5 mL vial with
an insert of 250 pl by separating one end of the fiber from the
syringe. Finally, 10 pL were obtained from the fiber and 1pL was
injected into GC-pECD{MS.

25, Oprimization of hollow-fiber liguid phase microextraction

The most influential variables in HF-LPME were optimized for
the simultaneous analysis of 7 PCBs in human breast milk. Firstly, a
preliminary screening using a univariate optimization was carried
out to explore the influence of the different variables as well as
the range of values that should be optimized. The following vari-
ables were studied in this work: extraction solvent, temperature,
stirring rate, ionic streghth, pH, fiber length and extraction time.
After that, a Rotable Central Composite Design (RCCD) of second
order was used for the optimization of the variables taking into
account the inetarations between them. To this end, the data were
processed with the MINITABERelease 16 Statistical Software (State
College, USAL The combined response was also optimized using
some homemade programs written in QUICKBASIC.
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Fig. L Ushaped HF-LPME configuration for two-phase extraction of PCBs from hurran breast milk,

3. Results and discussion
1.1. Screening of the critical variahles in the extraction process

A univariate approach was applied to screen the main factors
with significant effects on the HF-LPME extraction procedure. To
this end, when one of the variables is modified, the other fea-
tures were set at the following values: temperature (2500), ex-
traction time (5 min), HF length (4 cm), immersion time (1 min),
pH (not adjusted) and sample volume (350uL) The screened fac-
tors have been matching with those selected in most of the previ-
ous works about the HF-LPME extraction process of organic com-
pounds [27,28]. The changes in the peak areas of the PCBs were
plotted against the variation of each factor optimized and analyzed
to select the ranges for the multivariate optimization.

3.1.1. Selection of the extraccant phase for the HF-LPME

Several considerations should be taken into account to select
the solvent for the extractant phase to be used for the HF-LPME: (i)
it should be compatible with the material of the fiber (polypropy-
lene) and (ii) the solvent should be immiscible with water to form
two phases for the extraction, (iii) the viscosity should be adequate
o allow filling the membrane pores as well as the diffusion of an-
alytes, (iv) low volatility to avoid losses during the extraction pro-
cedure [29]. Under these conditions, three organic solvents were
checked to extract the target analytes {l-octanol, toluene and n-
hexane). Fiz. 2 shows the enrichment factors for all the analytes
using these solvents concluding that toluene is the most efficient
extractant phase for the extraction. Longer times than 1 min to
embed the pores of the HF do not enhance the enrichment factors.

3.1.2. Effect of salr addition

The ionic strength could influence the partition coefficients of
the analytes when two immiscible phases are in contact, which in
turn affects the extraction efficiency. The ionic strength could be
increased by adding salt, which could enhance the enrichment fac-
tors of the analytes in the orpanic solvent [27 28 30-24]. To this
end, different percentages of sodium chloride were assayed up to
10% (wiv), but any effect was detected. The reason maybe could be
the low polar character of the PCBs compounds, which enhance the

extraction and does not need the modification of the ionic strength
[35]. This result is in agreement with our previous work [27].

2.1.3. Effect of agitation

The stirring speed is important to enhance the mass transfer of
the analytes from the sample phase to the extractant phase, reduc-
ing also the extraction time. Thus, the stirring rate was increased
up to 1200 rpm, and the results showed a progressive increase
of the enrichment factors until 600 rpm (Fiz. 31 However, higher
values of this variables decrease the reproducibility of the results,
mainly due to the occurrence of air bubbles in the solution. Based
on these findings, 600 rpm was used in further experiments.

314. Effect of pH
The effect of pH in the extraction of PCBs by HE-LPME was op-

timized in the range of 4-12 and the corresponding enrichment
factors are shown Fig. 4. Acid conditions were achieved by adding
& M HCO and basic conditions with 1 M sodium hydraxide, There
was no considerable effect in the enrichment factors of the PCBs
varying the pH in the range of 6-8, in which the sample pH is in-
cluded. Thus, the sample pH was not adjusted for subsequent ex-
periments.

3.3, Central compasite design

A RCCD was created [28] to optimize the three most impor
tant variables: temperature (T}, time (tm) and membrane length
(LY The number of experiments of the full factorial design can
be calculated by 2% where k is the number of variables. These
eight experiments can be augmented with 2k star points, which
are the vertices of a cross-polytope at the coordinate axes of the
design. Finally, C central points are included as replicates. Thus,
for three variables to optimize, the CCD consist of 17 experiments
(24 2k + C). The variables to be optimized has five coded levels
{—,—1,0, 1, &), where @= 2¥4{-1,68), the star arm (distance) from
the center to a star point. The —@ (minimum) and -+ (Maximuam )
define the range of parameters to be optimized. To avoid system-
atic errors the trials were randomized. Table 1 collect the trials
included in the RCCD showing the real and codel levels. Table 2
shows the response (areas peak of the analytes) of the PCBs ob-
tained by HF-LPME in the different trials for the optimization of

142



4 M.C, Villegns-Alvarez B, Callejtn-Leblic and &, Rodrigues-Moro et al,fournal of Chromatography A 1626 (2020) 461381

n-Hexane

1-Octanol

a5
40
35 EPCBEl1
30 mPCBS
" 25 mPCE29
20 WPCBAT
s WPCB116
HEPCE136
10
1 PCB187

Toluene

Fg. L Mean values (n = 3) of the enrichment factors for the analytes using different sohrents,

— EPCB1
HPCBS

HPCB29

mPCB47

mPCBl116

BEPCB136
EPCB187

T

1200

rpm

Fig. 3. Mean values (n = 3) of the enrichment factors for the analytes ab different stirring speeds,

the temperature, extraction time and membrane length. After that,
a regresion analysis was performed to obtain reduced models of
polynomial equations to calculate the response of the analytes us-
ing the studied variables (Table 3. A significant Students “Etest”
was performed to obtain the regression coefficients by, s(by, L An
effect is considered significative when & = |bk|s(bk) is greater than
the tabulated t gpge, (o, P), with v degrees of freedom (c= number

of run — number of coefficients to be calculated), at a P confidence
level of 95% (p-value = 0.05)

As we can see in Table 3, the temperature (T) and the HF length
(L} have the most significant effects in the response of all the tar-
get analytes (the variables with squared terms indicate a high ef-
fect in the response of the analyte). The extraction time also has a
significant effect in the response of PCB116, as can be seen in its
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Fig. 4 Mean values (n = 3) of the enrichment factors for the analytes at different pH,
Table 1
Experiments performid in the design of the RCCD,
Time min (X1) Temperature o (X2) Length cmi (X3)
Fun  Coded level  Real level  Coded level  Real level  Coded level  Real level
1 -1 20 -1 35 -1 4
2 1 40 -1 35 -1 4
3 -1 20 1 45 -1 4
4 1 40 1 45 -1 4
5 -1 20 -1 35 1 [
B 1 40 -1 35 1 [
7 -1 20 1 45 1 [
B 1 40 1 45 1 [
a 0 ] 1] 40 ] 5
10 0 30 1] 40 ] 5
11 -1568 122 0 40 0 g
12 168 468 1 40 ] 5
13 1] an -158 316 ] ]
14 0 30 168 454 ] 5
15 0 30 1] 40 -1E8 332
16 0 30 0 40 1.ER 668
17 0 ] 1] 40 ] 5
Table 2
Peak areas of the anahytes after the analysis by HF-LPME from the RCCD trials,
Rum PCB 1 PCE S PCB 28 PCB 47 PEC 116 PCB 136 PCB 187
1 1,445,437 151,168 341,411 2982558 002053 576,920 1,079,141
2 1224815 315737 459,128 207287 2018372 1072200 1138348
3 2532024 aIe107 290,671 144,663 445,166 1094476 GB4.602
4 1514127 106,678 381,923 151,113 730,466 986,393 670,114
5 2090428 13532203 1635603  BO3381 471,934 2719882 241383
3 1,787 858 18015125 1,041,421 873,206 Bxam 2091914 385883
7 1,981,037 17,588,705 395,431 754,873 TT4.625 1,484 4587 533688
8 215935 10078523 249,864 TB4.521 1,082,053 1363427 421684
4 I2B21417  BET1 327 1.635202 1906952 14806527 1270088 56588
10 ATSBEE2S 0125733 1444578 1706678 13730257 1592765 542400
11 8,670,406 F38390 810,645 22971 236,551 1098930 394,146
12 10514027 13,151,374 1637315 1BO3551 21003808 1177668 498725
13 4670,000 11.,118787 1980343 10935806 15188631 1962856 560,321
14 5,700,354 1,208,494 455,265 617,351 740,488 669,072 431,516
15 996,262 145,265 1,044,196 287,910 1,850,647 645741 887,167
16 8,670,406 15,131,803 753,395 436,880 1,041,388 1285688 565,888
17 4,670,908 9,500705 1LBET. 114 1383234 1305880 1,221,202 581988
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Table 3
Mathematical models of responses and variables,

Model equation

PCR1=285974-000493T2-91313512

PCBS=017 3454607 208

PCB20-168,080-346052T-37204507

PCBAT = 165,103-521151T+577754T-L + 41281617
PCB116=102,614+27027tm-186073T-65655L
PCB136m134,154-271583T+ 3667 94 L- 200454T-L

PCB187 =557 634 185368L+148860TL + 7718007

Equation model; y = ED+EHD}I1+EEHK|1+EHEK|}(1

Response (peak area)

Variables; T (termperature), tm {extraction tdme), L (HF length)

equation model. In almost all the trials, the interaction between
the temperature (T) and HF length (L) enhance the peak areas of
the PCBs.

In order to have the compromise of the best response of each
analyte according to the variables used, the responses of all the
analytes were combined for a better optimization. In this way, the
analytical operations are simplified and avoided possible rounding
mistakes and without neglecting any term. The response variable,
namely “Combined Response” is the weighed sum of all the re-
sponses using the equation (Eq. (1]):

co= o "5

Where w; is the weight of the variable, which can be chosen by
the user (generally the unity), ¥, are the different responses for the
optimization and K; their range. When the aim is the maximization
of the combined response, them G=minimum in the range (Y-
1/2R;) and K = 1. The randomized optimization of the combined
surface (tm, L, T) is carried out using a homemade algorism and
the simultaneous optimum is the maximum of the COMB surface.
Several previous studies have used this optimization method with

very good results [27,26]. Fig. 5 shows the 3D combined response
and contour plots against the time, length and temperature as well
as the optimum point. The optimum coded walues were fixed at
the following coordinates: temperature (T}=0.00, extraction time
(tm)=0.00, and HF length (L)=0.00, which correspond to the de-
coded values of 40 =C for the extraction temperature, 30 min for
the extraction time and 5 cm of length.

34, Method validation

For method validation, the figures of merit of the optimized HF-
LPME GC-pECD method were calculated for the analysis of PCBs
(Table 4) such as: coefficients of determination (R2), linear range,
limits of detection {(LOD) and quantification (LOGQ), relative stan-
dard deviation (%RSD) and enrichment factors (EF). The experi-
ments were performed wusing a spiked sample phase (350 pL of
human breast milk diluted with ultrapure water to a final vol-
ume of 7 mL) PCBs were under the detection limits in the sam-
ples used for method validation. The linearity was in the range
0.02 to 140 pg [-! for PCB29 and PCB47, 0.05 to 70 pg L-! for
PCB187, and in the range of 0.03 to 140 pg L-! for other PCBEs de-
termined, and the determination coefficients ranged from 0.96 to
0.98. Seven different concentration levels of the PCBs under study
were prepared and analyzed to determine the LODs and LOQs.
The limits of detection were calculated as the concentration corre-
sponding to a peak area 3-fold higher than the background noise,
and the limits of quantification as the concentration corresponding
to a peak area 10-fold higher the background noise of the chro-
matogram (LOQ=105/N). The LOD values ranged from 8 to 14 ng
L-! with the proposed method. These results are very low when
compared with other methods previously published in literature
Table 5. Under optimized HF-LPME conditions, the enrichment fac-
tors (EF), calculated as the ratio between the PCBs concentration
in the extractant phase (Ca) and their initial concentration in the
sample phase (Cd) [28,37], were satisfactory in the range of 74 to
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Tahble 4
Figures of merit of the HF-LPME/GC-pECD approach for the analysis of PCBs in human breast milk,
Precursor Recovery Repeatability Reproducibility Range LoD Log
ko myz* (%) RSD (%) RSD (%" EF ing L-1) B ingL-') ing -]
PCE 1 188,08 7 5 7 124 30-1400 nos 10 EE]
PCR S 22207 T T 10 168 30-1400 09s ] k)
PCH 29 256,05 B2 [ 9 128 20-1400 ng9g 7 3
PCE 47 20187 17 [ B 128 20-1400 0a7 ] F-£)
PCB 118 32508 o 9 11 144 30-1400 nos o 20
PCB 138 350,06 ] 7 10 118 30-1400 Da7 10 EE]
PCB 187 30588 T2 4 7 75 50-T00 0a7 14 .ol

4 Intra-day precision, calculated by extracting n = 5,
U Inter-day precision, calculated by extracting n = 5,
* The compounds are unequivocally identified by GC-MS,

Table 5

Comparison of parameters validation of the proposed method with others previously published
for the extraction of PCBs in human breast milk,

Meothod  SPME [22] QuECHERS [15,18]
Lop Log Recovery  LOD Intra-day  Inter-day  Recovery
ngl-') (gL'l (%) ingl-")  RSD(¥) 5D %) (%)
PCE 1 - - - - - = -
PCES - E = 2 i = £
PCB 20 1650 5000 a3 200 4 11 ag
PCE 47 2240 E790 2] 200 14 10 102
PCE 116 1840 4330 101 100 q a iy
PCB 136 1140 3470 101 1a0 7 10 104
PCE 187 1000 3040 o ] 8 11 1m
Horm. |
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Fig. 6. Chromatograme obtained from a hurran breast milk sample spiked with 10 pg [-! of PCBs before (blue line) and after {red line) the extraction using HE-LPME
fallowed GC-pECD,
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143-fold that is in good agreement with other published works re-
lated with the use of HP-LPME for other food samples [27]. The re-
sults have confirmed that the features of the method are very good
and the methodology can be successfully applied for the analysis
of samples.

The optimized method has been applied to human breast milk
for the analysis of a group of seven PCBs. In spite of human breast
milk is a sample matrix very complex the proposed method is
very simple because it does not include a sample preparation step,
which is mainly due to the excellent clean-up capability of the HE-
LPME technique. In fact, this procedure involves only an initial di-
lution of the sample in ultrapure water, followed by two-phase HF-
LPME. To this end, the extraction recoveries (ER) were calculated
using the sample phase fortified at three different concentrations
(100 pg [-! of PCB1 and PCBS, 5 peg [-! of PCB187 and 10 pp
L-1 of other PCBs). Recoveries obtained ranged from 70 to 105%
at those spiked level, which are in good agreement with other
methods proposed in the literature (Table 4 and 5) [18,27,38]. For
method precision evaluation, the reproducibility (inter-day) and re-
peatability (intra-day) were calculated using the same spiked sam-
ple phase than that for the extraction recoveries. Five replicates
were analyzed in the same day for the repeatability and the re-
sults were very good ranging from 4 to 9% for PCBs, when they
are compared with other methods [18,27,38]. The reproducibilicy
was calculated with five replicated analysis over 3 different days.
The results were very good in the ranmge of 7 to 11% [18,27 38].
Fig. 6 show the chromatograms obtained from a sample of human
breast milk spiked with 10 pg L-! of PCBs before and after the ex-
traction using HE-LPME followed GC-pECD. As can be seen, the en-
richment factors are very high, as well as the selectivity obtained
after the accurate optimization of the HF-LPME combined with the
high selectivity and sensitivity of the ECD detector for halogenated
compounds.

3.5, Comparison of the developed method with aurrent methods

Taking into account the extraction efficiency (enrichment fac-
tors) and sensitivity (LODs), the proposed approach was in good
agreement with other methods for the extraction and preconcen-
tration of the analytes from human breast milk. On the basis of
the analytical features collected in Table 4, the optimized method
revealed that the LODs were very close to other analytical meth-
ods previously proposed in the literature, and the repeatability and
(ERSD) the reproducibility (¥RSD) were lower than those of other
reported (Table 4 and 5). On the other hand, it is remarkable that
the extraction time of the HE-LPME method is shorter than those
of other methods. The comparison of the results revealed that the
developed method is rapid, accurate and simple for the sensitive
determination of PCBs in human breast milk samples.

4. Conclusions

In this work, a simple, effective and selective HF-LPME method
has been accurately optimized for the analysis of PCBs from hu-
man breast milk, involving low consumption of organic solvents,
high pre-concentration factors of the analytes and relatively low
cost. This is the frst time that HE-LPME is applied to breast milk
samples for the extraction of PCBs, which are environmental pollu-
tants with important deleterious effects in human health. A rotable
second-order central composite multivariate design was applied to
determine the operational variables which allows obtaining max-
imum peak areas of seven PCBs in human breast milk The pro-
posed method allows obtaining limits of detection in the range of
7-14 ngl-! with average recoveries of B5% for the target analytes
and enrichment factors very satisfactory when compared with pre-
vious amalytical methods for the analysis of PCBs in breast milk.

The proposed method can be easily automatizable, comverted into
a green analytical technique and transferrable to routine applica-
tions due to its low cost, sensitivity, simplicity, robustness and util-
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4.2. Capitulo 2: Aplicacién de HF-LPME trifasica asistida por ultrasonido en la
identificacion de metabolitos en leche materna.

4.2.1. Primera fase: HF-LPME con disposicion en U.

Disolvente aceptor

Tras los ensayos realizados para la seleccién del disolvente empleado como fase
aceptora, se observé que MeOH proporciond resultados mucho mejores en términos de la
cantidad de caracteristicas extraidas que conservan las familias de compuestos, se selecciond
como fase aceptora.

70
60
50
40
30
20

10

LLE MeOH MeCN
Figura 4.6. Seleccién del disolvente empleado como fase aceptora en funcién del numero de metabolitos

identificados en la extraccién. (Fuente: Elaboracion propia)

Tiempo de extraccion.

Los resultados obtenidos mostraban que el tiempo optimo de extraccidn se daba a los
60 min.
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Figura 4.7. Optimizacion del tiempo de extraccidn en funcion del nimero de metabolitos identificados. (Fuente:
Elaboracion propia)

Procedimiento experimental optimizado.

La fibra se cortd en segmentos de 6 cm y se sometid a un lavado con acetona en un bafio
de ultrasonidos para eliminar posibles residuos del material de la membrana de polipropileno
(PP) o cualquier interferencia que pudiera afectar la determinacion de los analitos. Luego, se
dejé secar al aire antes de su uso.

Tras la limpieza, la fibra se sumergié en un disolvente organico (n-dodecano) durante 10
segundos para facilitar la apertura de los poros de la membrana y asegurar la fijacion del
disolvente en su interior.

Después de la impregnacidn, un extremo de la fibra se insertd en una aguja conectada a
una jeringa que contenia la fase aceptora, mientras que el otro extremo se unié a una segunda
aguja con una jeringa vacia. La fase aceptora se introdujo en la fibra utilizando este sistema.
Ambas jeringas quedaron inmovilizadas en el tapdn del vial, atravesando un septum de
PTFE/silicona de 20 mm de didmetro y 3 mm de grosor. Una vez cargada la fibra, se sumergio en
la muestra preparada. El sistema final se mantuvo en un bafio térmico a 25 °C, con una agitacion
de 600 rpm, durante un tiempo de extraccidon de 60 minutos.

Una vez finalizado el tiempo de extraccidn, se retiré el vial del bafio térmico y se extrajo
la fibra de la muestra. A continuacién, se desconecto el extremo de la fibra que estaba unido a
la jeringa que contenia originalmente la fase aceptora y se colocd dentro de un tubo Eppendorf.
Utilizando la jeringa vacia aun conectada a la fibra, se extrajo el contenido del lumen vy se
transfirié al tubo Eppendorf para su posterior proceso de derivatizacion.

El método desarrollado mostraba cromatogramas con intensidades mucho mayores y
picos cromatograficos mejor definidos, lo que suponia una mayor preconcentracion, que para el
método tradicional LLE (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Comparacion de resultados obtenidos en el analisis metaboldmico no dirigido de leche materna
mediante GC-MS a través de una extraccidn a) LLE y b) HF-LPME trifasica con disposicion en U. (Fuente: Elaboracion
propia)

Este nuevo método proporcionaba muchas ventajas con respecto al LLE, entre las que
destacaban la reducciéon del uso de disolventes, una mejor preconcentracién, menor
contaminacion y emulsificacion, compatibilidad con muestras complejas, mayor eficiencia de
extraccion y reduccién de los pasos previos en la preparacion de muestras. Sin embargo, el
tiempo de extraccidn era mucho mads largo comparado con el método LLE y el volumen de
muestra empleado no era elevado, lo que suponia un handicap en su aplicacidn para un nimero
elevado de muestras y para muestras de dificultad de adquisicién. Tras estos resultados, se
procedio a redisefiar el método empleando usa disposicion en barra de disolvente, con el fin de
minimizar el volumen de muestra empleado, y cambiando la agitacién por el bafio ultrasonido
con el fin de agilizar el proceso de extraccién y acortar el tiempo.

4.2.2. Sequnda fase: HF-LPME con disposicion en barra de disolvente (SBME).

153



Fuerza motriz

La aplicacion de ultrasonidos permitié reducir significativamente los tiempos de
extraccion, probablemente debido a la combinacidn de cavitacion y agitacién generadas dentro
del bafo ultrasdnico (341). Ademas, esta técnica facilité el uso de volimenes de muestra
reducidos y mejoré el rendimiento en comparacién con la agitacién convencional.

Tiempo de extracciéon

Como se observa en la Figura 4.9, los tiempos de 5 y 10 minutos demostraron ser los mas
adecuados. Las eficiencias de extraccidn fueron similares a los 5 y 10 minutos, basandose en la
cantidad total de caracteristicas detectadas (2411 y 2405, respectivamente). Por esta razdn, se
selecciond un tiempo de 5 minutos para reducir la duracidn del anélisis.

:

:
-

:

Number of features
% o
2

o 8
-

MeOH MeCN

B 1min ®5min 10 min 15 min

Figura 4.9. Numero total de caracteristicas moleculares extraidas por UA-HF-LPME trifasica y posteriormente
anotadas por GC-MS dependiendo del efecto de los solventes como fase aceptora (MeOH o MeCN) y los tiempos de
extraccion. (Fuente: Elaboracién propia)

Longitud de fibra

La longitud de fibra optima fue de 3 cm, ya que ofrecié una mejor cobertura de
metabolitos y un mayor nimero total de caracteristicas. No se detectd ningin cambio
significativo al aumentar la longitud de la fibra de 3,5 a 4 cm. Por lo tanto, se eligié 3 cm como la
longitud de fibra 6ptima para los experimentos posteriores.
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Figura 4.10. Efecto de la longitud de la fibra en la eficiencia de extraccion a diferentes tiempos de extraccion (linea
gris = 5 min, linea roja = 10 min y linea azul = 15 min). (Fuente: Elaboracion propia)

Proceso experimental optimizado.

Las fibras fueron cortadas en segmentos de 3 cm y sometidas a un proceso de limpieza
en un bafo de ultrasonidos con acetona durante 5 minutos. Posteriormente, se dejaron secar al
aire y se sellé uno de sus extremos utilizando un soldador térmico. Luego, se sumergieron en n-
dodecano durante 20 segundos para facilitar la formaciéon de la membrana liquida soportada
(SLM).

A continuacién, se introdujeron 50 puL de MeOH en el lumen de la fibra como fase
aceptora, lo que permitié la extraccion de los analitos desde la muestra de leche materna (HM)
primero hacia el n-dodecano y posteriormente al MeOH. Después de este paso, se sell6 el otro
extremo de la fibra y se introdujo en la fase donante, compuesta por 175 uL de muestra de HM
diluida hasta alcanzar un volumen total de 1.4 mL con agua Milli-Q (~dilucion 8 veces).
Posteriormente, la fibra fue colocada en un bafio de ultrasonidos y se dejé en estas condiciones
durante el tiempo dptimo de extraccion de 5 minutos.

Al finalizar el proceso de extraccion, la solucidn aceptora fue recolectada en un tubo
Eppendorf y evaporada bajo una corriente de nitrégeno para su posterior reprivatizacion.

Comparacion de LLE y UA-HF-LPMIE trifdsico para metabolomica no dirigida de HM con
respecto a la cobertura de metabolitos

La Fig 4.11 muestra las principales familias de compuestos a las que pertenecen los
metabolitos anotados y el porcentaje de cada clase frente al nUmero total de metabolitos
utilizando tanto LLE como UA-HF-LPME trifdsico.
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Figura 4.11. Cobertura de metabolitos segun las familias de compuestos utilizando a) LLE y b) tres-fases-UA-HF-
LPME para metaboldmica de la leche humana. Diagrama de Venn comparando c) el nimero total de caracteristicas
extraidas y d) el nimero total de metabolitos anotados utilizando tres-fases-UA-HF-LPME y LLE mediante GC—MS.
(Fuente: Elaboracion propia)

Como podemos ver, el UA-HF-LPME trifasico proporciona una mayor cobertura de
metabolitos y permite extraer un mayor nimero de metabolitos (UA-HF-LPME trifasico vs LLE).
Curiosamente, el HFLPME trifasico permite la extraccion de compuestos nitrogenados organicos
de HM (3 % del nimero total de metabolitos anotados por UA-HF-LPME trifasico), lo que no era
posible utilizando LLE. Estos metabolitos detectados solo con UA-HF-LPME trifasico, como la
butilamina, pueden ser de especial interés porque existe evidencia cientifica de su posible
relacién con la hipergastrinemia neonatal (342). Por otra parte, la técnica UA-HF-LPME trifasica
fue mas eficiente para la extraccion de acidos grasos y derivados (23 % vs 7 % utilizando LLE) asi
como para lipidos (17 % vs 14 % utilizando LLE). Como una familia de compuestos (compuestos
organicos nitrogenados) no puede ser extraida por LLE y el nimero total de metabolitos
extraidos por esta técnica analitica también fue menor, los porcentajes de cada familia de
compuestos referidos a esta uUltima fueron altos como en el caso de compuestos no metdlicos
(15 %), carbohidratos y derivados (29 %) y aminoacidos y péptidos (14 %) en comparacién con la
técnica UAHF-LPME trifasica (7 %, 20 % y 7 %, respectivamente).

Comparacion del perfil cromatogrdfico y de los metabolitos anotados por GC-MS después de
LLE y UA-HF-LPME trifdsico
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Figura 4.12. Perfiles metaboldmicos de muestras de leche materna a partir del analisis GC-MS de: (a) HF-LLLME, (b)
HF-LLLPME amplificado, (c) LLE y (d) LLE amplificado. (Elaboracion propia)

UA-HF-LPME trifasico elimina el ruido de fondo en comparacién con el método LLE. Para
obtener una buena confiabilidad y estabilidad de los resultados metaboldmicos, el analisis se
evalud utilizando QC, que consistieron en un grupo de todas las muestras. Las figuras 3c y 3d
muestran el nimero total de caracteristicas extraidas y el nUmero total de metabolitos anotados
con las diferentes técnicas de extraccién comparadas en este estudio. Como se puede ver, LLE y
UAHF-LPME trifasico permiten extraer 2345 y 2411 caracteristicas respectivamente, y
finalmente, 25 y 30 metabolitos fueron anotados por LLE y UA-HF-LPME trifasico.

Por lo tanto, la técnica UA-HF-LPME trifasica mejord la extracciéon de acidos grasos y
derivados como el acido decanoico (1,65 veces), el acido laurico (2,87 veces), el acido
tetradecanoico (3,05 veces), el acido palmitico (3,02 veces), el acido palmitoleico (2,73 veces),
el acido estedrico (2,65 veces), el 4cido miristico (2,43 veces), el acido linoleico (1,54 veces) y el
acido azelaico (3,27 veces). Asimismo, también encontramos un aumento de lipidos y moléculas
similares a lipidos como oleamida (2,06 veces) y monopalmitina (2,75 veces), acidos orgdnicos y
derivados como 4cido lactico (3,25 veces) y acido citrico (2,67 veces), aminoacidos y péptidos
como glicina (2,01 veces), prolina (2,11 veces) y glutamina (3,02 veces).

La capacidad de extraccion de estos metabolitos mejord significativamente con el
método trifdsico UA-HF-LPME en comparacién con LLE. Estos compuestos son moléculas
bioactivas necesarias para funciones metabdlicas y fisioldgicas clave relacionadas con el
desarrollo, crecimiento y salud adecuados del recién nacido (343,344). Por otro lado, LLE parece
ser mayor para la extraccion de carbohidratos y derivados como urea (0,15 veces), acido fosférico
(0,02) y galactosa (0,25 veces).

Los resultados han confirmado que las caracteristicas del método son muy buenas y la
metodologia puede aplicarse con éxito para el analisis de muestras complejas.
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ARTICLEINFO ABETRACT

Keywards: Gample treatment for untargeted metabolomics i still the bottleneck of the analytical procedure, sopecially for
Untnrgeted metabolomics complex samples like food or biofloids. The main pitfalls are the suppression of minor compounda, low
ﬁhmﬂbullqn]d Tl syt pieaion metabaolite coverage and the impoasibility to detect certain families, combined with the requirement of noo-

pelective approaches for untargeted analyzis. Herein, we developed a new analytical extraction method for
untargeted metabolomics vsing a non-selective procedure based on three phase hollow fiber liguid phace
microextraction aided by ultrasound (three-phaze-UA-HF-LPME) followed by gas chromatography-maazn spec-
rometry. Ao a proof of concept, the method hag been validated for human milk (HM). The analytical method
allows extracting organic nitrogenous compounds from HM, which was not posible wsing the conventional
Liquid-liquid extraction {LLE) and provided cleaner chromatographic profiles and mass spectra with lower
background noize. Moreover, three-phage-UA-HF-LPME enhanced the extraction of a high number of metabolites
from 1.65 to 3.27-fold compared to LLE, namely: fatty acids and derivatives (decanoic acid, lauric acid, palmitc
acid, tetradecanoic acid, palmitoleic acid, stearic acid, myristic acid, linoleic acid, azelaic acid), lipids and lipid-
like molecules (oleamide, monopalmitin}, crganic acids and derivatives (lactic acid, cimic acid), amine acida and
peptides {glycine, proline, glutamine). Otherwice, the extraction of carbohydrates and derivatives (urea, phos-
phoric acid, galactose} decreased the fold changes from 0.15 to 0.25. Results chow that our proposed method iz
attractive awing to ita limits of detection from 0.08 to 0.16 mg L', recoverien of 95-B6 %, enrichment factars up
o 123 and fold changes very satisfactory when compared with LLE The validation by targeted metabolomics as
well ag the untargeted procedure showed that three-phace-UA-HP-LPME presents better sensitivity, enrichment
factors, sample throughput and metabolite coverage than the conventional LLE method considered the gold-
standard for vntargeted metabolomico. Qur reaults shosw insights into the possible application of HP for untar-
geted metabolomics with important analytical advantages in comparicon with the LLE.

1. Introductlon

Untargeted metabolomics meazures global setz of low-molecular-
weight metabolites that result from cellular actvity and, therefore,
they zerve az a znapshot of relevant biological processes [1]. Thesze
molecules usually belong to the families of amine acids, lipids, organic
acids, steroids, fatty acids, vitaminz, and small peptides among others. In
contrast to proteine or gemes, which require the activation of post-
translational modifications or epigenetics, respectively, the metabo-
lites can serve as biomarkers of eell activity, which reflect changes in the

phenctype and therefore the function [2]. Metabolite profilez play a
critical role in diverse bislogical functions and they have been shown to
be good biomarkers for the early diagnosziz and prognosizs of zeveral
dizeazes [2-5] az well as for environmental pollution monitoring using
free-living organisms [6,7], to evaluate the biological rezponze against
xenobiotics (2] or the food quality [9-11]. Biological fluids like urine,
serum of plasma are often used in metabolomics studies due to their ease
zampling and because they are a direct reflection of the metabolizm of an
individual or organizm [12].

MNeverthelezs, there are other lesz common biofluids, sueh ag human
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milk (HM), which can provide a valuable and complementary infor-
mation, due to the potential conseguences for maternal-infant health
[13-16]. However, the analyziz of HM, iz complex and challenging from
the analytical viewpoint, especially the zample preparation since there
are fats and other major components that could hide important bio-
markerz az well az differences in concentrations and great structural
diversity among metabolites. Thus, cleaning the sample to remowve
protein interferences, az well az a subzequent separation into multiple
fractionz to reduce zample complexity iz usually required before the
untargeted metabolomic analysiz by mass spectrometry (MS) or nuclear
magnetic resgonance (MMR), but not other enrichment or clean-up pro-
cedures are applied to obtain a wide metabolite coverage by untargeted
and non-zelective procedures [ 13, 17]. Mevertheless, this fact can lead to
signal suppression by major components, other matrix effects, and in-
terferences that difficult the detection of minor metabolites. Otherwize,
it haz been shown that protein precipitation alone, even when zolvents
of different polarities are used, cannot solve thiz problem completely
[12,197. A previous study has reported the metabolic profile of HM using
liquid-tiquid extraction (LLE} with a chloroform-methanol mixture
obtaining two different phazes (lower phasze containing nonpolar me-
tabolites and upper phaze containing polar metabolites) by NMR az the
analytical platform [20 22]. Bubsequently, an exiraction of metabolites
haz been proposed using methyl tert-butyl ether (MTBE) and methanol
that were later centrifuged and then analyzed by masz spectrometTy
after both, gas and liquid chromatographic separations (GC-MS3, LC-ME)
providing a very good metabolite coverage from polar metabolitez to
fatty acids and lipids [23]. Thiz rample preparation analytical method
has been zuccessfully employed to determine the changes in the HM
metabolome during lactation [14 23 247, az well as the potential impact
of maternal iodine deficiency [13] and COVID-19 in the HM metab-
plome [15,25-27].

The hollow fber ligquid phase microextraction (HF-LPME) iz a
promizing membrane-based amalytical technique that has been =uc-
cessfully applied to zolve many analytical problems [25]. It is remark-
able the reliability of the diverse HF-LPME modes and the simplicity of
the assembly that enables low zample consumption. Thiz aspect iz
particularly significant when dealing with biclogical samples. Further-
more, these modes exhibit high enrichment factors for analytes of
diverse nature, while zimultanecusly reducing matrix effects, cross
contamination, and memory effectz. This iz primarily atoributed to the
dizposable nature of the Aber, which eliminates the need for subsequent
cleaning steps and minimizes solvent usage. All theze featmres of HF led
to an enhancement of the parameters of quality of the analytical methoed
against others such as LLE or solid-phase microextraction {SPME)
[29,307. Furthermore, the application of ultrazound energy is a powerful
aid in the aceeleration of various steps in the analytical process [31 32].

Accordingly, ultrazound-azzisted (UA) extraction has been exten-
sively used to improve mass mansfer between immizcible phasez [33]
and few rezearch zo far have used ultrasound-aszsizted extraction com-
bined with HE-LPME and they are related to the targeted analyzis trace
elementz in urine zamples [34] and eztrogens from agueous mMatrices
[36].

Herein, a new analytical zample preparation method haz been
developed for HM untargeted metabolomics. The extraction and pre-
concentration of the HM metabolites along with fat and proteins
removal were carried out in a single step by HF-LPME using the three-
phase mode three-phase-HF-LPME. Moreover, the simultanesus extrac-
tion and preconcentration of HM metabolites were aided by ultrazound
(three-phase-UA-HF-LPME). HM metabolites were annotated by GC-MS
and the Agures of merit of the new analydeal approach were compared
with the existing methods for HM metabolomics regarding metabolite
coverage, extraction efficiency, repeatability, sensitivity, and feature
detection. Thiz zample treatment provides a handy analytical tool for the
extraction of features in HM metabolomic: and opens further research
for the pretreatment of complex biological zamples.

Microchemiral Joumal |95 (2033} 105473

2, Material and methods
2.1. Chemicals and reagent solutions

Ultrapure water, employed for the preparation of all agueous solu-
tions, was procured from a Milli-(} system (Millipore Milli-Q), Watford,
UK). Pure standards were individually dizsolved in methanol (MeOH,
Fisher Scientific, Mepean, Canada} to attain a final concentration of
1000 mg L~! and subsequently stored at —20 " €. Intermediate working
zolutions were prepared by diluting the aforementioned solutions with
methanol and kept in darkmesz at 4 *C until analysis. Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany) was the source of all standards utilized for
methed validation, including lactic acid, urea, glycerol, proline, gluta-
mic acid, glucose, citric acid, and serine. Additionally, O-methylhy-
droxylamine hydrochloride, N,O-biz({rimethylsilylirifluoroacetamide
(BSTFA) + 1 % trimethylchlorozilane (TCMS), as well as zolvents such
as pyridine anhydride, n-decane, and methyl fert-butyl ether {MTBE),
were also procured from Sigma-Aldrich. The hollow fiber employed for
the immobilization of the supported liguid membrane and housing the
acceptor solution was an 56/2 Accurel® polypropylene hollow fiber
(1800 pm id., 450 pm wall thickness, and 0.2 pm pore size} purchaszed
from Membrana {Wuppertal, Germany). Acetonitrile (MeCM), urilized
for the extraction, was acqguired from Fisher Chemical (Madrid, Spain}.

22 Sample collection

Breast milk (HM) zamplez were collected during the first four months
of infancy and zubseguently ztored at —80 °C until analyziz. The
collection of HM samples took place between 2019 and 2020 at the
University Hospital Germans Triaz | Pujol, Badalona, Spain. Thiz smudy
received approval from the Local Ethies Committee, and written
informed consent was obtained from all participating women (Ethics
Committee Reference: PI-18-266). Comprehensive oral and written in-
formation regarding the study was provided to all participantz. Women
with multiple gestations, direases, or perinatal complications were
excluded from the study. The exclusion criteria encompassed women
who were unable to breastfesd due to severe symptomatology requiring
intensive care unit support, women who required the uze of medications
with potential adverse effectz on the infant, and those for whom
obtaining HM was not feazible.

2.3. Human milk Lguid-liguid extraoction

The extraction protocol uzed was previously developed by Villazenor
et al. [23]. A total of 50 pl. of HM was vortex-mixed with 175 pl of
methanol (MeOH) and 175 pL. of MTBE (~3-fold dilution). The mixture
was vortex and mixed for 1 min. Then the extract was centrifuged at
4000 g for 15 min at 15 *C and then analyzed by GC-MS5 after deriva-
tization. The derivatzation process was carried out with methoxyamine
in pyridine and the zilylation was performed with METFA following a
previously developed method [36].

2.4 Ultrasound-awicted three-phase hollow fiber microextroction of
human milk metabolites

The extraction procedure was optimized prior to the application. The
zolvent bar configuration of the Aber and the three-phaze mode was uzed
for three-phase-UA-HF-LPME (Fig. 1]. The fiberz were cut into 3 cm
pieces and later cleaned into an ultrasound bath with acetone for & min.
The clean air-dried fiber was then zealed at one end with the help of a
thermal welder. Omce sealed, it was immersed in n-dodecane zolvent for
20 = to facilicate the formation of the supported ligquid membrane (SLML
Then, the acceptor phase (50 pl of MeOH) was injected into the fiber
lumen and thusz, the analytes were extracted from HM to n-dodecane and
then to MeOH. After that, the other end was zealed and introduced into
the donor phase (175 pL of HM zample up to 1.4 mL with Milli-{) water,
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Fig. 1. Schematic drawing of the three-phage-UA-HF-LPME process used for the extraction.

~~B-fold dilotion). Then, it waz placed into an oltrazound bath for the
optimal extraction tdme at 5 min. Once the extraction time was elapsed,
the collected acceptor zolutions was discharged into an Eppendorf tube
and dried under a nitrogen stream  The derivatization procedure was
performed in the same way az in the previous section. Methoxyamine in
pyridine was used for the initial reaction, followed by silylation with
MITFA.

2.5 Mass spectrometric metabolontic analysis

Extracts were analyzed by gas chromatograph (Trace GG ULTRA)

equipped with an ion trap analyzer maodel ITQ 900 (Thermo Fisher
Scientific). The capillary column wsed was a VF-5MS of dimensions: 30
m = (.25 mm [D. and 0.25 pm of film thickness {Agilent Technologies,
Tokyo, Japan). Splitless mode waz zelected for the injections in the
injector oven at 250 *C and helium waz used az carrier gas at 1.2 mL
min~!. The oven temperature program started at 60 °C during 1 min,
then ramped at l“ﬂmin'imﬂzﬁ"ﬂ,andmoleddnwnduring 10 min
before the next injection [13,23]. The electron ionization (EI} source
was operated at 70 eV mode. The MS detection was performed in full
zean mode in the m/z range 50-650 at a rate of 1 spectra/z. The total
chromatographic time was 30 min. The temperature of the M3 detector
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was kept at 280 °C, using nitrogen az auxiliary gaz at 60 mL min/L. The
acquizition, evaluation and ealeulation of chromatographic peak areaz
were performed with the ChemBtation software (version A0S03).

2.6, Data reatment and metabolite identification

GC—MBS raw data was processed as reported previously [11]. In brief,
CDF format was zelected to convert the files using the Thermo File
Conwverter tool and later, GC-MS data matrix with normalized peak areas
was imported into the SIMCA-P (version 11.5, Umetrics). Principal
component analysiz (PCA) and Partial Least Squarez Discriminamt
Analvsiz (PLS-DA) were used to obtain predictive models to visualize the
metabolic information as well az to explore the differences in the
number features extracted using different extraction times (5, 10 and 15
min} by three-phase-UA-HF-LPME versuz LLE. Besides, the fold change
valuez were calculated for each metabolite, in order to estimate the
variation in their abundance within the comparizon. The quality of the
model was assured by the elass separation (RY) and predietive (Q%) pa-
rameters. The differences between the types of extraction (three-phaze-
UA-HF-LPME vz LLE} were evaluated for each individual metabolite by
Cme-way ANOVA and Tukey's test by uzing Statiztica 8 (Statzoft, Tulza,
OFK, USA) o find statistically significant comparizons and to investigate
the trend of metabolite concentrationz. Then, the Benjamini-Hochberg
(FDR. correction) method was alzo carried out to adjust the p-valoes.
MIST Masz Spectral Library (verzion 08} wasz used for metabolites
annotation. Thoze metabolitez with zpectrum zcores > 80 % and
concordant retention index (using the n-alkane zcale} (Table 51], were
uzed for the annotation of metabolites. Target ions with higher in-
tensities and masses were chosen from each metabolite masz spectrum
since they are affected by matrix into a lesser extent. Moreover, we
checked the area of the qualifier./target ion ratio for each metabolite and
thoze with a variation < 20 % were zelected. Before any statiztical
analysis, the internal standard at 10 mg L™ ! (15, Ribitol) abundance waz
used o normalize sample concentrations to correct any instrumental
variability. In addition, coefficient of signal variation (CV) in quality
controls (PCz) was used to filter data, conzidering values < 30 b asz
acceptable. Metabolitez that led to the dizcrimination between the
extraction type, three-phase-UA-HF-LPME and LLE, were considered az
seatistically significant wsing a variable importance in the projection
(VIP values, 2 weighted sum of squares of the PLS weight) > 1 and p-
valuez < 0.05.

2.7 Validation of the methodology by torgeted metnbolomtics

To evaluate the practical reliability of the extraction method, the
fAgures of merit were determined, namely: linearity, limit of detection
{LOD), limit of guantification (LD}, repeatability {intra-day}, repro-
dueibility {inter-day), enrichment factor (Ee) and recovery. For method
validation, five samples were used, each composed of 175 pl of HM
spiked with the commercial standards at different concentrations (10mg
L~ af lactic and glutamic acid; 25 mg L=! of glucoze: 50 mg L= of urea;
100 mg L~ of glyeerol; 5 mg L™" of citric acid and serine; 2.5 mg L—!
proline) in quinmplicate {n = 5) to a final volume of 1.4 ml with ul-
rapure water (18.2 Mil em). The linearity was obtained by plotting
calibration curvez of the relative area (analyte peak area/internal
standard peak area) wersuz the concentration of each analyte. The
analytical curves were constructed at six lewvel: in wiplicate, at the
following concentration ranges: 2-25 pg mL ™" for lactic and citric acids;
30-260 pg mL~! for urea; 50-500 pg mL=" for glycerol; 0.5-7 pg mL™!
for proline; 660 pgmL™" for glutamie arid; 15-150 pg mL-1 for glurose
and 1.5-15 pg mL~"? for serine. LODz and LOQs: were calculated az a + 3
Syrxand a 4+ 10 Sysx, respectively, where "a" is the origin ordinate and
"Gy the random errors in the values for the slope and intercept [37].
Element concentrations below LOQ were excluded from statistical
analyziz. Repeatability and reproducibility were evaluated with the
analyziz of zamplez (n = 5) on the zTame and on different days. Also, the
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enrichment factor (E.) of the extraction was measured with the rato (E,
= Gy p'Cy,) where, G, y iz the final concentration of each standard in the
acceptor phase and €y is the initfial concentration of each standard in
the sample zoludon. The instrumental stability was determined by
multiple injections in quinmuplicate of a 0 zample. In addition, These
()€ samples were injected at the beginning, in the middle, and at the end
of each rum.

3. Results and dlscusslon

3.1. Optimisotion of the ultrasound-assizted three-phose hollow fiber
microextraction of human milk metabolites

3.1.1. Optimization of the three-phase-UA-HF-LPME general configuration

Singe HF-LPME iz the miniaturization of LLE, initially we plan to
reprodoce the extraction uzing MeOH mixed with MTBE as the acceptor
phase. The reason iz that the previously reported successful LLE method
iz bazed in a mixture of MeOH, for polar metabolites, MTBE, for lipo-
philic metabolites and then, the diluted HM zample iz mixed for a mono-
phazic extraction followed by the later precipitation of proteinz by
centrifugation [23]. However, the extraction of HM metabolites by HF-
LPME using MeOH/MTBE in the acceptor phasze iz not poszible because
the two phases {acceptor and donor) are mixed, preventing the proper
functioning of SLM. Therefore, the HF-LPME for HM metabolites was
configured in the three-phase mode uzing n-dodecane immobilized in
the HF pores, thus providing a SLM. The acceptor phaze (MaOH) was
filled in its lumen and the diluted HM zample az the doner phase. The
centrifugation step nsed after the traditional LLE was not required in the
three-phase-UA-HF-LPME, since unlike small molecules such as metab-
olites, the proteins and other interfering molecules (e.g. fat components)
cannot cross the membrane porez. The optimization of the variables
affecting HM metabolites by three-phaze-UA-HF-LPME was carried out
taking into account the number of metabolites later identiffed by GC-M3
in the extracts as the main objective. Later, the number of familiez of
compounds to which theze metabolites belong and the peak areas of the
metabolites was compared with the LLE method. Thus, several variables
were considered namely: acceptor phase, SLM, HM dilution factor,
extraction time, fAber length, ionic strength and sample pH. Theze var-
iablez were optimized by changing one parameter at a time while uti-
lizing standard eonditions for the other ones: MeOH {acceptor phase), n-
dodecane (SLM), 8-fold HM dilution with Milli-Q} water, 5 min of
extraction time, 3 cm of fiber length and the abrence of ionic strength
and pH adjuztment.

3.1.2. Acceptor phase selection

One of the most important parameters affecting HF-LPME is the type
of extracting zolvent. The acceptor phase must be zelective regarding the
nature of the analytes, which must have a high tendency to diszolve
them and leave the zample matrix. In addition, previous studies reporoed
the uze of different acceptor phases such az MeOH or acetonitrile
[MeCN) to deprotenize and to extract metabolites 135 36]. Taking thezs
considerations into account, MeOH waz Arst selected az it is uzed in the
traditional LLE method, but MeCN waz alzo assayed. Since MeOH pro-
wvided much better resulc: in terms of the number of extracted features
conserving the compound families, it was zelected as the acceptor phase
(Fig. 2a).

3.1.3. Supported liguid membrane selection

The SLM must be compatible with the Aber to form a very thin
organic membrane film by fAlling completely the pores in the Aber wall,
In addition, the SLM must be immiscible with the aqueous donor phase
and with the acceptor organic phase. Moreover, the use of a mixture of
MeOH/n-dodecane solvents has been previously reported as it favors the
extraction of fatty acids [30,.39]. Based on the above conziderations and
in agreement with previous works [40], n-dodecane was selected as the
SLM.
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line = 15 mim).

3.1.4. Driving force

To speed up the extraction, stirring is usually zelected as the driving
force as in most of the HF-LPME methodsz [15,41]. However, in order to
use a3 minimal zample volume, the magnetic stirring was roled out for
incompatibility with the miniaturized model becanse HF was not
immerzed properly into the donor solution and the stirrer did not rotate
properly in such a low donor phase volume affecting the repeatability of
the three-phaze-HF-LPME. Alternatively, an ultrazound bath was used to
speed up the HF-LPME procezs. The use of zonication usually led to short
extraction times, probably due to a combined process of cavitation and
agitation attained inside the uwltrasound bath [42]. Moreover, it also
made possible to work with low sample volumes and higher zample
throughput than using stirring. Using the new three-phase-UA-HFE-LPME
arrangement, the other variables were optimized as follows.

3.1.5. Extraction time

The extraction efficiency was studied at 1, 5, 10, and 15 min under
the zame conditions. As can be geen in Fig. Za, the timez 5 and 10 min
were found to be the most optimal. The extraction efficienciesz were
equivalent at 5 and 10 min using the total number of features detectad,
(2411 and 2405, respectively). For thiz reazon, & min was chosen to
shorten the analyziz time.

3.1.6. Fiber lemgth

The extraction was carried out with different fiber lengths from 1 to
4 em, and the optimum was 3 cm the since the metabolite coverage and
the total number of features slightly better (Fig. 2b.), and no discernible
influence was changed when the fiber length increased from 3.5 to 4 cme.
Accordingly, 3 cm was adopted az optimized fber length in the subse-
guent experiments.

3.1.7. HM dilution foctor

The composition in HBM differs in terms of chemical structure and
metabolitez concentration, which require often dilution of the zample
and enrichment before analysziz. Therefore, the dilution factor iz an
important parameter in the extraction process. Initally, we used the
same dilution factor {~8-fold) as previously reported with the LLE
method [23]. The results obtained demonsmated good enrichment fac-
pors and wide metabolite coverage detected with low zample con-
sumption, which are explained in the following sections. Therefore, it
wag decided to earry out the experiments under these conditions.

3.1.8. Ionic srength adjustment and pH edjustment

Mon-zelective protocols were applied to three-phase-UA-HF-LPME
with the purpose to maximize the ability to detect the higher numbear
of metabolites and compare them with the reported extraction tech-
nigques used until now in metabolomics, in which there iz no prior in-
formation about the target metabaolites that can be extracted with a focus
of untargeted analyziz. Therefore, it waz decided not to adjust the pH

and iomic strength of the zample in the future experiments, like in the
traditional LLE applied to untargeted metabolomics, unless a eertain low
metabolite coverage was obzerved in the final application of the pro-
cedure. However, thiz fact did not happen, as can be zeen in the
following section and supplementary informarion (Fig. S1).

3.2 Comparizon of LLE and three-phase-UA-HF-LPME for HM
untargeted metobolomics regarding metabolite covernge

Fig 3 shows the main families of compounds to which the annotated
metabolites belong and the percentage of each clasz against the total
number of metabalites using both LLE and three-phaze-UA-HF-LPME_ Az
we can see, the three-phasze-UA-HF-LPME provides greater metabolite
coverage and allows extracting a greater number of metabolites (three-
phaze-UA-HF-LPME vs LLE, Table 51). Imterestingly, three-phase-HE-
LPME allowsz the extraction of organic nitrogenous compounds from
HM (3 % of the total number of metabolitez annotated by three-phase-
UA-HF-LPME), which was not possible uzsing LLE. These metabolites
detected only with three-phasze-UA-HF-LPME, such as bufylamine, may
be of special interest because there iz zeientifie evidence of their possible
relatonship with neonatal hypergaztrinemia [43]. On the other hand,
three-phase-UA-HF-LPME was more efficient for the extraction of farty
acids and derivatives (23 % ve 7 % usingl.LE} az well as for lipids (17 %
wz 14 % LLE). Az one family of compounds (organic nitrogen com-
pounds) cannot be axtracted by LLE and the total number of metabolites
extracted by thiz analytical technique was alzo lower, the percentages of
each family of compoundz referred to the latter were high az in the case
of non-metallic compounds (15 %), carbohydrates and derivatives (29
%) and amino acids and peptides (14 %) compared to three-phasze-UA-
HF-LPME (7 %, 20 % and 7 %, respectively].

3.3. Comparizon of the chromategraphic profiling and annotated
metabolites by GC-MS after LLE and three-phaze-UA-HF-LPME

HM chromatographic profiles were obtained uzing both extraction
methods, LLE and three-phaze-UA-HF-LPME by GC-MS5S analysis
{Fig. 51). As can be zeen in 51, the chromatographic profile obtained by
three-phase-UA-HF-LPME remove background noise compared to the
LLE method. In order to obtain good reliability and stability of the
metabolomic results, the analysiz was evaluated uzing QCs, which
consizsted of a pool of all the samples. PCA plots displayed a good Gz
clustering (Fig. 52a). PLS-DA showed good separation between the
different extraction methoed: included in thiz study and analyzed by
GC-ME (Fiz. 22b). In addition, three pairwize comparizons between LLE
wersus three-phasze-UA-HF-LPME at three different times (5, 10, and 15
min} were performed to identify the metabolites responsible for the
dizcrimination between both analytical techniques. The values of B? and
¥ confirmed the dizcrimination power of the models (Tabis 52). The
efficiency of the extraction method waz evaluated by the total number of
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extracted metabolites and the total intensity of the extracted features.
Fig. e and 3d shown the total number of features extracted and the total
mumber of annotated metabolitez with the different extraction tech-
niques compared in this study. As can be seen, LLE and three-phase-UA-
HF-LPME allow extracting 2345 and 2411 features respectively, and
finally, 25 and 30 metabolites were annotated by LLE and three-phaze-
UA-HF-LPME. Using the new three-phase-UA-HF-LPME method, the
metabolitez were annotated using Kovats retention indices, tandem mass
spectrometric experiments, and MNIST database M5 searching (Table 513
Additionally, we used the fold change to explore the differences in the
total intensity of the m/s signal of metabolites betwesn both analytical
extraction techniques (Table 53). Fold changes were computed simply az
the ratio between m/t peak intenszity using the three-phaze-UA-HP-
LPME against the peak intensity using LLE for metabolite. Thus, the
three-phaze-UA-HF-LPME technique enhanced the extracton of fatty
acids and derivatives such az decanoic acid (1.65-fold), lauric acid {2.87-
fold), tetradecanoic acid {3.05-fold), palmitic acid (3.02-fold), palmi-
toleic acid (2.7 3-fold), stearic acid (2.65-fold), myristic acid (2.43-fold),
linoleic acid (1.54-fold), and azelaic acid (3.27). Likewize, we alzo found
an increase of lipids and lipid-like molecules such az oleamide {Z.06-
fold) and monopalmitin (2.75-fold), organic acids and derivatives such
as lactie acid (3.25-fold) and citrie acid (2.67-fold), amino acids and
peptides such az glyeine (2.01-fold), proline (2.11-fold) and glutamine
(3.02-fold). The extraction capability of these metabolitez were zignifi-
cantly enhanced with the three-phase-UA-HF-LPME method in com-
parison with LLE. These compounds are bioactive molecules necessary
for key metabolic and phyziclogical functions related with the proper
development, growth and health of the mewborn (44 45]. Otherwize,
LLE seems to be greater for the extraction of carbohydrates and de-
rivatives such as urea {0.15-fold), phosphoric acid (0.02), and galactose
(0. 25-fold).

3.4. Validation of the three-phase-UA-HF-LPME /GC-MES by targeted
metzholomics

To evaluate the applicability of the proposed three-phasze-UA-HP-
LPME, the following Agures of merit were determined and compared
with LLE: repeatability, reproducibility, recoveries, enrichment factor,

linearity and detection limits (LODs) and limits of quantifieation (LOQs),
by means of targeted metabolomics using standard zolutions of lacte
arcid, urea, glycerol, cerine, proline, glutamic acid, citric acid, and
glucoze. Ribitol was included az an internal standard to correct pozsible
errors in the zignal. Linear ranges were evaluated by analyzing six
different levels of concentrationz of standard zolutions in triplicate,
where the linearity coefficients were all greater than 99 % I:Ri = 0.99).
The recoveries were estimated by comparing the values of the samples
enriched in triplicate (n = 3], obtaining recowveries within the range
0086 % [35]. The LOD: and LOOs were in the rangez 0.08-0.16 and
0.26-0.54 mg L", regpectively {Table 1) The Ee results are wery high,
thus enhancing the extraction efficiency of LLE (Table 1). The resalts
have confirmed that the featurez of the method are very good and the
methodology that can be applied successfully for the analysis of complex
zamples.

4. GConcluzlons

The new method optimized for HM untargeted metabolomics, bazed
on three-phaze-UA-HF-LPME by GC-MS provides a wide metabolite
coverage with higher features and family of compounds annotated than
LLE, probably becausze the former analytical technique achieves lower
background noise and higher peak zignal to noise ratio in chromato-
grams and mass spectra, thus preventing the common zignal suppres-
zion. The analytical wvalidation of the amalytical method wusing
commercially available standards and targeted metabolomics showed
lower detection limitz, higher enrichment factors and high fold changes
in comparizon with LLE. Moreover, the new optimized approach allows
higher sample throughput with shorter extraction time: aided by ul-
trazound and because with HF the common LLE step for proteins pre-
cipitation by centrifugation iz not required. Thus, HF iz a potential
analytical technique that can be applied to untargeted metabolomics
with comparable resultz to LLE combining both, a non-salective pro-
cedure and high enrichment factors, that are ideal for untargeted anal-
yaiz and metabolite coverage, respectively. Our result: provide inzights
into the poszible application of HF to HM untargeted metabolomice and
open further research related to other zamples, especially complex
biofluids in which the sample consumption and sample throughput iz

165



M.C. Villspas-Abwares at al

Microchemiral Journal 195 (2023} 109473

Table 1
Validation parameters of the proposed method in comparison with LLE.

Validation parnmeters Lactic scid Glutamic acid Uirea Glycerol Glocoss Citric acid Serine Proline

LLE (%)

L0 mg L7lw 053 1.51 322 4,63 53 20 il i ] 13

L0y g L+ 147 503 1072 1544 1.60 06l 232 Lt

Intro-day (%R0 n = 5 * 3.5 3 il i L&) 548 39 [:F ]

Inter-doy (RS n =6 * 5.0 LX) 4.7 52 &7 74 4.7 108

Eecovery (%) n =3 97.5 5.6 1005 oy 4 o] a0.3 1032 524

Averange concentmtion 124z 0.5 b B S ] 1600 + 8.9 4203+ 364 993+ TS s+ 57 68+ 45 207

(mg L'+ SEM)

three-phase-1A-HF-LFME

LoD (mg L™ ®16 LIk} i} LV ] k14 il - 014 a0

LOG) (g Lh .54 Lik 027 0.53 (113 as53 [HE 1Y .44

Intro-day (#RE0) n = § 24 10046 674 364 693 4.37 242 T.o5

Inter-doy (#4500 n = & 631 805 an 520 a3 B854 599 GBIl

Eecovery (3] n =23 I 932 5.1 -1 ag 2 o685 o748 a4

Ee (RSDA)n = 3 15012 123 (5) a7 107 (100 75 (4) B4 (&) 103 (11 Ta.9 {18

Limsarit

Regression eguation ¥ = 076K + ¥ o= DLOGX 4 Y= BN + ¥=0]2X- F = Qu0AX + ¥ = 03N + ¥ = 034X ¥ = D25 +
178 248 1.48 4.74 .27 029 3121 .58

Determimation coefficient k=1 0586 i1 .95 e 953 09a] 055 [ik- 1

53
Range (mg L=Y) 0.54-23 02660 2T HE0 0.E3-500 O] 25 053-25 O46-15 0.48-7
Average conoentration 153+ 09 1206+ 13 1454 £ 62 #5004 + 296 104.3 + 47 852+ 1.2 56+ 06 31+04

mg L7l 4 SEM)

Enrichment factors, Be; 5.E M, standard error of the mean; (*} Validation parameters in LLE according to literature [21].

critical. Further rezearch will be foeuzed on the analyziz of the obtained
extract with LC-MS since it iz also compatible with the polarity and
volume of the obtained extract using three-phase-UA-HF-LPME.
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4.3. Capitulo 3: Efecto de los tratamientos postcosecha en el perfil
metabolomico de los arandanos.

4.3.1. Evaluacién de la calidad: Cambios fisicoquimicos y organolépticos en los
arandanos tratados.

Los resultados del control de calidad a lo largo del tiempo se presentan en la Figura 4.12,
mientras que los datos detallados de los ensayos E1 y E2 se encuentran en las Tablas 4.2 y 4.3.
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Figura 4.13. Resultados obtenidos en el estudio de vida Gtil de E1 (A-E) y E2 (F-J). (Fuente: Elaboracién propia)
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Tratamiento dias Media Media (2Brix) % Pudricion pH % Pruina % Deshidratacion Apariencia Interna % Magulladura %

(Firm) T Y Pérdida de peso
Control 0 173.33 13.00 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
Control 0 146.67 12.97 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
Control 0 176.67 13.00 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
PEF 0 176.67 13.40 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
PEF 0 160.00 13.00 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
PEF 0 186.67 13.30 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
EAS 0 186.67 12.33 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
EAS 0 176.67 12.80 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
EAS 0 203.33 13.70 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00
Control 7 226.67 14.40 0.00 3.00 100.00 5.00 0.00 4.00 3.75 8.11
Control 7 | 193.33 12.43 0.00 3.00 100.00 3.75 0.00 4.00 3.75 7.27
Control 7  220.00 13.23 0.00 3.00 100.00 2.50 0.00 4.00 1.25 7.27
PEF 7 216.67 13.23 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 1.25 7.07
PEF 7  230.00 13.23 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 1.25 7.69
PEF 7 180.00 12.73 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 1.25 6.67
EAS 7 233.33 13.27 0.00 3.00 100.00 1.25 0.00 4.00 1.25 5.79
EAS 7 216.67 13.67 0.00 3.00 100.00 0.00 0.00 4.00 1.25 6.31
EAS 7 186.67 13.17 0.00 3.00 100.00 2.50 0.00 4.00 2.50 6.25
Control 14 | 173.33 15.10 0.00 3.00 100.00 66.25 31.25 3.00 2.50 14.41
Control 14 233.33 13.60 0.00 3.00 100.00 71.25 22.50 3.00 6.25 13.64
Control 14 196.67 13.13 0.00 3.00 100.00 51.25 43.75 3.00 2.50 13.64
PEF 14  203.33 14.20 0.00 3.00 100.00 88.75 7.50 3.00 5.00 13.13
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PEF
PEF
EAS
EAS
EAS
Control
Control
Control
PEF
PEF
PEF
EAS
EAS
EAS
Control
Control
Control
PEF
PEF
PEF
EAS
EAS
EAS

Control

14
14
14
14
14
21
21
21
21
21
21
21
21
21
28
28
28
28
28
28
28
28
28
42

206.67
210.00
203.33
230.00
176.67
216.67
213.33
163.33
176.67
153.33
163.33
146.67
183.33
170.00
180.00
170.00
150.00
200.00
190.00
210.00
180.00
170.00
170.00
150.00

14.60
14.33
14.77
13.93
13.40
15.97
14.50
14.20
13.63
14.93
14.17
14.47
15.43
13.67
16.5
15.04
15.06
14.50
15.50
12.50
14.40
15.50
15.20
18.6

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
5.30
6.80
6.65

1.75
2.90
2.85
9.20

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
4.00
4.00
4.00
4.00
3.00
3.00
4.00
3.00
4.00

A W W W W W WP W

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
85.00
96.25
93.75
97.50
100.0
100.00
95.00
95.00
98.75
77.5
85
93.75
86.25
87.5
92.5
88.75
87.5
96.25
97.5

76.25
82.50
75.00
82.50
90.00
11.25
20.00
16.25
46.25
35.00
33.75
10.00
18.75
15.00
7.5
6.25
7.5
10
10
11

25
7.5

17.50
15.00
13.75
6.25
7.50
88.75
80.00
83.75
53.75
65.00
66.25
90.00
81.25
85.00
92,5
93,75
92,5
90
90
89
100
97.5
92.5
100

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
2.00
3.00
2.00
2.00
2.00
3.00
2.00
2.00
2.00

N W W W W w w N W

0.00
2.50
6.25
10.00
2.50
5.00
11.25
3.75
5.00
5.00
5.00
7.50
6.25
6.25

8.75

7.5

7.5

7.5

6.25

11.25

13.46
12.38
11.57
13.51
12.50
20.72
20.00
20.91
17.79
17.23
18.10
18,18
19.82
19.64
27.93
28.18
28.18
26.06
26.02
24.06
24.79
27.03
25.89
40.74
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Control
Control
PEF
PEF
PEF
EAS
EAS
EAS

42
42
42
42
42
42
42
42

140.00
150.00
170.00
200.00
160.00
150.00
180.00
150.00

19.6
16.3
15.8
15.3
13.1
18.6
15.8
20.1

10.50
10.30
2.10
2.80
2.60
6.80
7.90
7.80

97.5
98.75
98.75

97.5
98.75

97.5
93.75

97.5

0
0
0
0
0
0
0

0

100
100
100
100
100
100
100
100

Tabla 4.2. Parametros de calidad del ensayo E1 durante 42 dias de almacenamiento. (Fuente: Elaboracion propia)

Tratamiento dias

Control
Control
Control
MAP
MAP
MAP
CAP
CAP
CAP
Control
Control
Control

MAP

N N NN O O o o o o o o o

Media
(Firm)
183.33
196.67
193.33
190.00
183.33
186.67
186.67
190.00
173.33
133.33
130.00
143.33
170.00

Media (2Brix)

9.13
11.27
8.70
9.90
8.90
10.13
10.27
10.47
10.03
11.23
9.67
9.17
8.50

% Pudricion

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

pH

2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
3.00
3.00
3.00
3.00

% Pruina

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
2.54
1.74
2.56
0.00

% Deshidratacion

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

2
2
2
2
3
3
1
2

Apariencia Interna

4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
3.00
3.00
3.00
3.00

11.25
12.5
10
7.5
10
15
8.75
12.5

% Magulladura

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
3.39
1.74
4.27
11.61

40.18
38.18
32.34
30.65
30.33
35.23
40.54
38.82

%

Pérdida de peso

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
2.48
2.54
2.50
0.00
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MAP
MAP
CAP
CAP
CAP
Control
Control
Control
MAP
MAP
MAP
CAP
CAP
CAP
Control
Control
Control
MAP
MAP
MAP
CAP
CAP
CAP
Control
Control

Control

21
21
21
21
21
21
21
21
21
28
28
28

146.67
160.00
146.67
140.00
146.67
150.00
153.33
150.00
176.67
176.67
186.67
150.00
173.33
143.33
140.00
140.00
126.67
156.67
160.00
153.33
133.33
113.33
113.33
118.5
121.0
120.5

9.93
9.37
8.60
10.97
8.63
9.17
12.67
11.47
11.07
10.73
8.40
8.63
10.17
9.83
12.13
13.13
10.83
8.20
8.70
9.93
11.70
12.23
13.43
15.6
13.1
11.7

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
1.10
1.11
1.10
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
93.88
100.00

0.00
0.00
24.32
9.65
23.36
17.48
23.96
13.59
0.00
0.00
0.00
46.43
66.29
40.21
89.89
81.72
86.42
0.00
0.00
0.00
75.58
64.71
74.39
46.67
61.22
70.59

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
10.11
18.28
13.58
0.00
0.00
0.00
24.42
35.29
25.61
15.24
36.73
19.61

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
2.00
3.00
3.00
3.00
2.00
3.00
3.00

11.86
12.50
6.31
10.53
4.67
26.21
15.63
31.07
12.38
3.45
10.87
8.93
26.97
27.84
28.09
15.05
23.46
5.56
10.00
13.04
17.44
20.00
20.73
33.33
15.31
20.59

0.00
0.00
2.63
3.39
2.73
4.63
4.00
4.63
0.94
0.00
2.13
5.08
5.32
5.83
9.18
7.00
7.95
1.94
2.43
2.13
10.42
11.46
9.89
11.02
12.50
10.53
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MAP
MAP
MAP
CAP
CAP
CAP
Control
Control
Control
MAP
MAP
MAP
CAP
CAP
CAP

28
28
28
28
28
28
42
42
42
42
42
42
42
42
42

150.0
130.0
170.0
120.0
110.0
140.0
110.0
100.0
130.0
150.0
160.0
120.0
122.0
122.4
122.5

10.6
10.0
14.2
13.5
121
14.9
11.9
15.3
14.9
12.8
15
9.4
14.2
16.8
15.5

2.5
31
2.8
0.00
0.00
0.00
1.8
2.2
2.0
12.5
135
13.0
1.0
13
1.3

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00

100.00
100.00
100.00
94.90

100.00
100.00
98.91

97.59

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

0.00
0.96
22.00
54.08
32.65
34.02
15.38
36.26
5.26
0.00
0.00
22.34
6.56
0.00
6.67

0.00
0.00
0.00
44.90
65.31
60.82
84.62
96.70
92.63
0.00
0.00
3.19
93.44
100.00
93.33

Tabla 4.3. Parametros de calidad del ensayo E2 durante 42 dias de almacenamiento. (Fuente: Elaboracion propia)
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4.46
9.62
21.00
15.31
9.18
11.34
15.38
6.59
26.32
28.28
4.04
7.45
11.48
15.00
14.67

0.00
7.96
4.76
14.04
14.04
13.39
20.87
18.75
21.49
1.98
3.88
6.00
10.61
9.83
23.00
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En el ensayo E1, tras 42 dias de almacenamiento, no se detectaron diferencias
significativas en la firmeza, los sélidos solubles totales (°Brix) o el porcentaje de deshidratacion
entre los tres tratamientos evaluados (p > 0,05) (Figura 2A-C). No obstante, los frutos tratados
con PEF mostraron valores promedio de °Brix significativamente menores (14,7) en comparacion
con los frutos control, cuyo valor promedio fue de 18. Este resultado sugiere que el tratamiento
con PEF podria retardar la senescencia del fruto, lo que a su vez reduciria la degradacién aciday,
consecuentemente, disminuiria el contenido de azucares. Investigaciones previas han sefialado
que la biosintesis de etileno y la transduccidn de sefales juegan un papel clave en la maduracion
y el ablandamiento de frutos no climatéricos, lo que podria explicar la reduccién observada en
el contenido de azucares en los frutos sometidos a PEF (345).

Ademas, en el mismo ensayo, la pérdida de peso fue significativamente menor en las
muestras tratadas con PEF (31 %, p = 0,003) en comparacién con las muestras control, que
registraron una pérdida del 39,7 %, lo que indica que PEF ofrecié una mejor proteccidn contra la
deshidratacion en comparacion con los otros tratamientos evaluados (Figura 4.12D).

En el ensayo E2, después de 42 dias de almacenamiento, no se encontraron diferencias
significativas en la firmeza ni en los valores de °Brix entre los tratamientos (p > 0,05) (Figura
4.12F-G). Sin embargo, en términos de deshidratacion (Figura 4.12H), los frutos tratados con
MAP no mostraron signos de pérdida de humedad hasta el dia 21, mientras que los frutos
sometidos a los otros tratamientos presentaron deshidratacion significativa en la misma etapa
(p=0,012). De manera similar, la pérdida de peso fue menor en los frutos tratados con MAP, con
solo una reduccién del 4 % y sin signos visibles de deshidratacién (p = 0,013) (Figura 4.121). No
obstante, a partir del dia 21, se observé un incremento mas acelerado en el porcentaje de
descomposicion en los frutos tratados con MAP en comparacion con los otros tratamientos
(Figura 4.12)).

4.3.2. Efectos de los tratamientos postcosecha en el perfil metaboldmico: Identificacion
de metabolitos clave tras el almacenamiento.

Se utilizé una plataforma analitica integral basada en GC-MS y UHPLC-QTOF-MS para
evaluar las modificaciones en los perfiles metabdlicos de arandanos (Vaccinium corymbosum L.)
tras la aplicacidon de distintos tratamientos postcosecha. La Figura 4.13 presenta un grafico
circular que ilustra el porcentaje de metabolitos alterados en comparacion con las muestras
control para cada tratamiento.
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MAP = PEF ®EAS = CAP

Figura 4.14. Gréfico circular que indica el porcentaje de metabolitos alterados por grupo en relacion al total.
(Fuente: Elaboracion propia)

Se observd que el tratamiento CAP produjo el mayor porcentaje de metabolitos
alterados (31 %), mientras que el tratamiento EAS presentd el menor (19 %), aunque las
diferencias entre los tratamientos no fueron estadisticamente significativas. En términos
generales, los porcentajes de alteraciéon metabdlica fueron similares en todos los tratamientos,
con valores que oscilaron entre el 20 % y el 30 %.

Por otro lado, la Figura 4.14 muestra un mapa de calor que representa la abundancia
relativa de los metabolitos mas relevantes alterados en los ensayos E1y E2.
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Figura 4.15. Diagrama de mapa de calor que muestra la abundancia de los metabolitos mas relevantes alterados en
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Elaboracion propia)
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En el ensayo E1 (Figura 4.14A), se identificaron dos grandes grupos de metabolitos. En
particular, los arandanos tratados con PEF mostraron un incremento significativo en Ia
abundancia de glicdsidos terpénicos, isoflavonoides, compuestos fendlicos, glicdsidos de acilo
graso, aminodcidos, péptidos y sus analogos (representados en rojo en la figura). En contraste,
estos mismos metabolitos se encontraron en menor concentracion en los frutos sometidos al
tratamiento EAS (color azul). Adicionalmente, se observéd una reduccién general de metabolitos
en los otros grupos analizados, particularmente en compuestos como flavonoides, alcoholes,
polioles y acidos grasos.

En cuanto al ensayo E2 (Figura 4.14B), se destacd una disminucidon notable en la
concentracidn de ciertos metabolitos en los grupos CAP y MAP, en comparacion con el grupo
control. Esta reduccién afectd principalmente a flavonoides, isoflavonoides, carbohidratos e
hidroxiacidos. No obstante, se observd un aumento en la concentracion de metabolitos
relacionados con carbohidratos, alcoholes y acidos grasos en los frutos sometidos al tratamiento
CAP. Los perfiles metabdlicos obtenidos mediante la plataforma analitica se presentan en la
Figura S3.

En total, se anotaron 116 metabolitos en el andlisis combinado de los estudios E1 y E2.
En el estudio E1, se identificaron 55 metabolitos, de los cuales 15 fueron detectados mediante
GC-MS vy 40 a través de UHPLC-ESI(%)-QTOF-MS. En el estudio E2, se anotaron 61 metabolitos (17
mediante GC-MS y 44 con UHPLC-QTOF-MS). Posteriormente, tras confirmar la clasificacion de
las muestras, los picos m/z responsables de la agrupacion se identificaron mediante anélisis
MS/MS (Tablas S6 y S7), de acuerdo con el procedimiento descrito en la Seccidon 2.5.2. Para la
identificacién de metabolitos, se emplearon bases de datos como METLIN y HMDB en los
espectros de masas obtenidos con UHPLC-QTOF, mientras que para los espectros generados
mediante GC-MS, se utilizaron los indices de retencidon de Kovats en combinacién con la
biblioteca NIST.
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Compound

L-Alanine

Phosphoric acid
Serine

DL-Malic acid
Aspartic acid
L-Proline
Glutamine
L-Asparagine
Citric acid
2-Thiobarbituric
acid

Palmitic acid
Inositol

Stearic acid

D-Mannose

Accession
Numbers

HMDB0000161

HMDB0001429
HMDB0000187

HMDB0000156

HMDB0000191

HMDB0000162

HMDB0000641

HMDB0000168

HMDB0000094

HMDB0245321

HMDB0000220

HMDB0000211

HMDB0000827

HMDB0000169

Category

Amino acids. peptides. and
analogues

Non-metal phosphates
Amino acids. peptides and
analogues

Hydroxy acids and
derivatives

Amino acids. peptides and
analogues

Amino acids. peptides and
analogues

Amino acids. peptides and
analogues

Amino acids. peptides and
analogues

Tricarboxylic acids and
derivatives

Pyrimidines and pyrimidine
derivatives

Fatty acids and conjugates

Alcohols and polyols
Fatty acids and conjugates

Carbohydrates and
carbohydrate conjugates

Exact
Mass (Da)

89

97.9769
105.0426

134.0215
133.0375
115.0633
146.0691
132.0535
192.027
143.9993
256.2402
180.0634
284.2715

180.0633

n2 C

12

16
12

13

13

11

14

13

17

13

19

24

21

21

89

98
105

134

133

115

146

132

192

144

256

180

284

180

MW
(Derivatized)

(Da)
305

488
321

350
349
273
363
348
480
360
328
612
356

541

1083

1238
1596

1846

1891

2052

2268

2567

2647

2776

2841

2981

3092
3104

Target lon

(m/z)
116; 147

299
147; 204,
218
73;147;
233
147; 218,
232
147; 156;
258
73; 128;
246
116; 188;
231
147, 273;
347
73;147;
345
75; 117;
313
147; 217,
318
117; 341

147; 205;
319

RT

5.22

8.43
10.43

13.52

14.25

14.35

16.55

17.68

20.75

21.57

26.25

26.92

29.48

30.23

3TMS

4TMS
3TMS

3TMS

3TMS

2TMS

3TMS

3TMS

4TMS

3TMS

1TMS

6TMS

1TMS

5TMS
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D-Turanose HMDB0011740 Fatty acyl glycosides 342.1162 33 342 846 3264 217; 361 33.35 | 7TMS

Sucrose HMDB0000258 Carbohydrates and 342.1162 36 342 918 3356  217;271; | 33.32 | 8TMS
carbohydrate conjugates 361

Tabla 4.4. Metabolitos alterados en E1 determinados por GC-MS. MW: Peso molecular; TMS: Derivados de trimetilsililo; n2C: Nimero de carbonos. (Fuente: Elaboracién propia)
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Compound

L-Alanine
L-Valine
Phosphoric
acid
DL-Malic acid
Aspartic acid
L-Proline
L-Asparagine
Citric acid
D-Fructose

D-Turanose
Galactaric acid

Palmitic acid
Inositol

Arachidic acid

Accession
Numbers

HMDB0000161

HMDB0000883

HMDB0001429

HMDB0000156

HMDB0000191

HMDB0000162

HMDB0000168

HMDB0000094

HMDB0000660

HMDB0011740
HMDB0000639

HMDB0000220

HMDB0000211

HMDB0002212

Category

Amino acids. peptides. and
analogues

Amino acids. peptides. and
analogues

Non-metal phosphates

Hydroxy acids and derivatives

Amino acids. peptides and
analogues

Amino acids. peptides and
analogues

Amino acids. peptides and
analogues

Tricarboxylic acids and
derivatives

Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Fatty acyl glycosides
Carbohydrates and
carbohydrate conjugates
Fatty acids and conjugates

Alcohols and polyols

Fatty acids and conjugates

Exact Mass

(Da)
89.0477
117.0789
97.9769
134.0215
133.0375
115.0633
132.0535
192.027
180.0634

342.1162
210.0376

256.2402
180.0634

312.3028

n2 C

12

11

16

13

13

11

13

17

22

33
24

19

24

23

89

117

98

134

133

115

132

192

180

342
210

256

180

312

MW
(Derivatized)

(Da)
305

261
488
350
349
273
348
480
569

846
643

328
612

385

830

890

913

1020

1087

1094

1156

1225

1318

2020
2170

2634

2699

2937

116; 147

100; 147

299

73; 147;
233
147, 218;
232
147, 156;
258
116; 188;
231
147, 273;
347
147; 217

217; 361
147, 292;
333
75; 117;
313
147; 217;
318
117; 132;
145

5.22

7.23

8.43

13.52

14.25

14.35

17.68

20.75

21.9

23.9
25.88

26.25

26.92

31.7

3TMS

2TMS

4TMS

3TMS

3TMS

2TMS

3TMS

4TMS

5TMS

7TMS
6TMS

1TMS

6TMS

1TMS
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Stearic acid HMDBO0000827  Fatty acids and conjugates 284.2715 21 284 356 3166 117;341 33.02 1TMS

1- HMDBO0011564  Monoradylglycerols 330.2770 25 330 474 3198 103;211; 33.33 | 2TMS

Monopalmitin 371

Sucrose HMDBO0000258  Carbohydrates and 342.1162 36 342 918 3250 217;271; 34.57 8TMS
carbohydrate conjugates 361

Tabla 4.5. Metabolitos alterados en E2 determinados por GC-MS. MW: Peso molecular; TMS: Derivados de trimetilsililo; n2C: Nimero de carbonos. (fuente: Elaboracién propia)
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4.3.3. Papel clave de los metabolitos alterados tras los tratamientos en la calidad del
fruto: Relevancia nutricional y funcional de los compuestos identificados.

El grupo PEF mostrd una regulacién positiva significativa de la N2-fructopiranosilarginina
(2,63 veces) y la L-homoglutation (2,58 veces). Ambos metabolitos, clasificados como
aminodcidos y sus analogos, han sido reportados por sus propiedades antioxidantes y
reguladoras, lo que podria conferir proteccidn contra el estrés oxidativo y contribuir a una mayor
vida util y calidad poscosecha (315). Ademds, se observd un incremento en la concentracidn de
terpenos y triterpenoides, como el acido basico (fold change > 27), el liciosido 1l (2,74 veces), el
talinosido | (1,96 veces), el taraxacolide 1-ObD-glucopirandsido (2,23 veces) y la veranisatina C
(3,30 veces). Se ha demostrado que estos compuestos desempefian un papel en la respuesta de
las plantas al estrés ambiental, incluyendo fluctuaciones de temperatura, sequia y ataques de
patdégenos (346). También estan involucrados en la regulacién de la maduracion de la fruta,
impactando en caracteristicas como el color, la textura y el desarrollo del sabor (347).

Otro hallazgo importante en el grupo PEF fue el aumento en los niveles de wistina (7,3
veces) y quercetina (1,66 veces). Estos compuestos, pertenecientes a las subclases de
isoflavonoides O-glucdsidos y flavonoides dentro del grupo de polifenoles, son conocidos por sus
propiedades protectoras contra la inflamacién, la tumorigénesis y enfermedades
cardiovasculares (348). Ademas, los glucdsidos fendlicos, como el leonuriside A (1,415 veces),
también mostraron una regulacién positiva en este grupo, siendo el leonuriside A reconocido
como un potente antioxidante (349).

En contraste, el grupo EAS presentd niveles significativamente mas altos de prolina (3,33
veces), mientras que se observd una reduccién en la concentracién de varios compuestos,
incluidos la alanina (0,54 veces), la serina (0,40 veces), el acido malico (0,35 veces), el acido
aspartico (0,43 veces), la glutamina (0,46 veces), la asparagina (0,07 veces) y el 4cido citrico (0,31
veces). Se ha demostrado que tanto la prolina como la glutamina desempefian funciones clave
en la regulacion de las respuestas de las plantas a sefales ambientales relacionadas con el estrés
abidtico y bidtico (350). En particular, la prolina actia como osmoprotector y es un componente
fundamental de proteinas de la pared celular (351), mientras que la alanina estd altamente
correlacionada con el dulzor del fruto (347,348).

En general, la regulacidon negativa de los acidos organicos fue significativa en todos los
tratamientos, con excepcién del 4cido citrico, que mostrd un incremento Unicamente en el grupo
CAP (3,33 veces). Estos acidos son antioxidantes eficaces debido a su capacidad para desactivar
metales y ralentizar la oxidacidn de lipidos (352). Ademas, en el grupo CAP, se observd un
aumento significativo del 5-megastigmeno-3,9-diol 9-[apiosil-(1-6)-glucdsido] (5,39 veces), un
acilglicésido graso de mono- y disacdridos implicado en la interconversién de azucares y la
sintesis de polisacdridos (353).

Por otro lado, en el grupo MAP se detectd un incremento significativo en los niveles de
acido galactarico (fold change > 10). Este compuesto, aunque no tiene un papel funcional directo
en el metabolismo o el sabor del fruto, es considerado un producto de degradacion del acido
ascorbico (vitamina C) en plantas, lo que sugiere una posible relacién con el estrés oxidativo y
los procesos de maduracion (354).

La Figura 4.15 ilustra las vias metabdlicas afectadas en los ardndanos después de 21 dias
de almacenamiento, comparando cada grupo de tratamiento con el control.
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Figura 4.16. Vias metabdlicas asociadas a metabolitos alterados en muestras de arandanos después de 21 dias de
almacenamiento, comparando cada grupo de tratamiento postcosecha con el control: (A) MAP, (B) PEF, (C) EAS y
(D) CAP. (Fuente: Elaboracién propia)

Se identificd que la biosintesis de aminoacil-ARNt (relacionada con la biosintesis de
aminodcidos) y el metabolismo de alanina, aspartato y glutamato fueron las rutas metabdlicas
mas alteradas en todos los tratamientos, excepto en el grupo MAP. En este ultimo, el
metabolismo de la alanina y la galactosa fueron las vias mas impactadas (Figura 4.15A). En el
grupo PEF, se observd una afectacidon adicional en la biosintesis de arginina (Figura 4.15B),
mientras que en el grupo EAS, la biosintesis de aminoacil-ARNt fue la mas alterada (Figura 4.15C).

La regulacién de estas vias metabdlicas, en particular la biosintesis de aminoacil-ARNt y
el metabolismo de alanina, aspartato y glutamato, desempeiia un papel clave en la calidad
postcosecha de los arandanos. Estas rutas estan involucradas en la sintesis de aminoacidos que
influyen en atributos como la firmeza del fruto y el contenido de azlcar, impactando en su
desarrollo y calidad durante el almacenamiento (355).
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4.3. CAPITULO 3.

Debido a restricciones relativas a derechos de autor, el capitulo 3, que contiene un articulo en proceso
de publicacion, ha sido retirado de la tesis.
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5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS.

5.1.Conclusiones.

5.1.1. Capitulo 1: Avances en la determinacion de PCBs en leche materna mediante HF-
LPME optimizada.

En este trabajo se ha optimizado con precision un método HF-LPME simple, eficiente y
selectivo para el analisis de PCBs en leche materna humana, que implica un bajo consumo de
disolventes orgdnicos, altos factores de preconcentracién de los analitos y un coste
relativamente bajo.

Esta es la primera vez que se aplica HF-LPME a muestras de leche materna para la
extraccion de PCBs, que son contaminantes ambientales con importantes efectos nocivos para
la salud humana.

Se aplicd un disefio multivariado compuesto central de segundo orden rotable para
determinar las variables operacionales que permiten obtener areas de pico maximas de siete
PCBs en leche materna humana.

El método propuesto permite obtener limites de deteccién en el rango de 7-14 nglL™
con recuperaciones medias del 85% para los analitos objetivo y factores de enriquecimiento muy
satisfactorios en comparacién con métodos analiticos anteriores para el andlisis de PCBs en leche
materna.

El método propuesto puede ser facilmente automatizable, convertido en una técnica
analitica verde vy transferible a aplicaciones de rutina debido a su bajo coste, sensibilidad,
simplicidad, robustez y selectividad. Ademas, la técnica desarrollada tiene como ventaja la
eliminacion del efecto matriz, lo cual es importante en el andlisis de muestras bioldgicas que
suelen ser complejas causando interferencias en el analisis.

5.1.2. Capitulo 2: Contribuciones de HF-LPME trifasica en el analisis metaboldmico de la
leche materna.

El método optimizado para la metabolémica no dirigida de leche materna basado en la
microextraccién en fase liquida con fibra hueca asistida por ultrasonidos en configuracion
trifdsica acoplada a GC-MS, ofrece una mayor cobertura de metabolitos en comparacion con la
extraccion liquido-liquido. Esto se debe probablemente a que la nueva técnica reduce el ruido
de fondo y mejora la relacion seiial-ruido en los cromatogramas y espectros de masas,
minimizando la supresidn de sefial habitual en métodos convencionales.

La validacion analitica del método, realizada mediante estdndares comerciales y
metaboldmica dirigida, demostrd limites de deteccidn mas bajos, mayores factores de
enriquecimiento y cambios de concentracién mdas marcados en comparacion con LLE. Ademas,
la estrategia optimizada permite un mayor rendimiento en el procesamiento de muestras gracias
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a tiempos de extraccion mas cortos con la ayuda de ultrasonidos y a la eliminacidn del paso de
precipitacidon de proteinas por centrifugacion, necesario en LLE.

Por ello, la técnica HF se presenta como una alternativa prometedora para la
metaboldmica no dirigida, ya que combina un procedimiento no selectivo con altos factores de
enriquecimiento, ideales tanto para el andlisis exploratorio como para la deteccién de una amplia
gama de metabolitos. Los resultados obtenidos destacan el potencial de HF en el estudio
metabolédmico de HM vy sugieren su aplicacién en otras matrices bioldgicas, especialmente en
biofluidos complejos donde el volumen de muestra y el rendimiento de extraccién son factores
criticos.

Las investigaciones futuras se orientaran hacia el analisis del extracto obtenido mediante
LC-MS, dado que esta técnica es compatible con la polaridad y el volumen del extracto generado
con UA-HF-LPME en configuracion trifdsica.

5.1.3. Capitulo 3: Influencia de los tratamientos postcosecha en la estabilidad y
biodisponibilidad de metabolitos en ardndanos.

Los resultados obtenidos mediante la integracién de las plataformas analiticas GC-MS y
UHPLC-QTOF-MS confirmaron la eficacia de esta estrategia para identificar modificaciones
metabdlicas en arandanos sometidos a distintos tratamientos postcosecha. Se observé que los
cuatro tratamientos evaluados (PEF, EAS, CAP y MAP) generaron alteraciones en un porcentaje
similar de metabolitos, comprendido entre el 20 % y el 30 % del total de 116 compuestos
analizados, lo que indica que no existen diferencias significativas en la cantidad de metabolitos
afectados entre los tratamientos. No obstante, el andlisis metabolémico permitié identificar
diferencias especificas en las rutas metabdlicas impactadas. En particular, los tratamientos PEF,
CAP y EAS afectaron principalmente el metabolismo de la alanina, el aspartato y el glutamato,
mientras que el tratamiento MAP tuvo una influencia destacada sobre el metabolismo de la
galactosa.

Entre los tratamientos evaluados, PEF se asocid con un incremento en los niveles de
glicésidos terpénicos, isoflavonoides, polifenoles, glicésidos de acilo graso, aminoacidos,
péptidos y compuestos analogos en comparacion con el resto. Estos cambios metabdlicos
podrian estar relacionados con una mayor firmeza del fruto y una menor tasa de deshidratacion,
lo que en conjunto contribuiria a mejorar la calidad postcosecha de los arandanos. Estos
hallazgos aportan informacién clave sobre los mecanismos metabdlicos que intervienen en la
respuesta de los ardndanos a los tratamientos postcosecha y proporcionan una base para el
desarrollo de estrategias destinadas a prolongar su vida Util y optimizar su calidad mediante la
regulacién de metabolitos bioactivos.
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5.2.Conclusions.

5.1.1. Chapter 1: Advances in the Determination of PCBs in Breast Milk Using Optimized
HF-LPME

In this study, a simple, effective, and selective HF-LPME method was precisely optimized
for the analysis of PCBs in human breast milk, involving low consumption of organic solvents,
high analyte preconcentration factors, and relatively low cost.

This is the first time that HF-LPME has been applied to breast milk samples for the
extraction of PCBs, which are environmental contaminants with significant adverse effects on
human health.

A second-order central composite design was applied to determine the operational
variables that allow obtaining maximum peak areas for seven PCBs in human breast milk.

The proposed method achieves detection limits in the range of 7-14 ng L™, with average
recoveries of 85% for the target analytes and highly satisfactory enrichment factors compared to
previous analytical methods for PCB analysis in breast milk.

The proposed method can be easily automated, converted into a green analytical
technique, and transferred to routine applications due to its low cost, sensitivity, simplicity and
robustness. Moreover, the developed technique offers the advantage of eliminating the matrix
effect, which is crucial in the analysis of biological samples that are often complex and prone to
interference during analysis.

5.1.2. Chapter 2: Contributions of Three-Phase HF-LPME in the Metabolomic Analysis of
Breast Milk.

The optimized method for untargeted metabolomics of human breast milk (HM), based
on ultrasound-assisted hollow fiber liquid-phase microextraction (UA-HF-LPME) in a three-phase
configuration coupled with GC-MS, provides broader metabolite coverage compared to liquid-
liquid extraction (LLE). This is likely due to the new technique’s ability to reduce background
noise and improve the signal-to-noise ratio in chromatograms and mass spectra, minimizing
signal suppression typically observed in conventional methods.

The analytical validation of the method, performed using commercial standards and
targeted metabolomics, demonstrated lower detection limits, higher enrichment factors, and
more pronounced concentration changes compared to LLE. Additionally, the optimized strategy
enables higher sample processing efficiency due to shorter extraction times facilitated by
ultrasound and the elimination of the protein precipitation step by centrifugation, which is
required in LLE.

Thus, the HF technique emerges as a promising alternative for untargeted metabolomics,
as it combines a non-selective procedure with high enrichment factors, making it ideal for both
exploratory analysis and the detection of a wide range of metabolites. The results obtained
highlight the potential of HF in metabolomic studies of HM and suggest its application to other
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biological matrices, particularly in complex biofluids where sample volume and extraction
efficiency are critical factors.

Future research will focus on analyzing the extract obtained using LC-MS, as this
technique is compatible with the polarity and volume of the extract generated with UA-HF-LPME
in a three-phase configuration.

5.1.3. Chapter 3: Influence of Postharvest Treatments on the Stability and Bioavailability
of Metabolites in Blueberries.

The results obtained through the integration of GC-MS and UHPLC-QTOF-MS analytical
platforms confirmed the effectiveness of this strategy in identifying metabolic modifications in
blueberries subjected to different postharvest treatments. It was observed that the four
evaluated treatments (PEF, EAS, CAP, and MAP) induced alterations in a similar percentage of
metabolites, ranging between 20% and 30% of the total 116 analyzed compounds, indicating no
significant differences in the number of affected metabolites among treatments. However,
metabolomic analysis allowed the identification of specific differences in the impacted metabolic
pathways. In particular, PEF, CAP, and EAS treatments mainly affected alanine, aspartate, and
glutamate metabolism, whereas the MAP treatment had a notable influence on galactose
metabolism.

Among the evaluated treatments, PEF was associated with an increase in the levels of
terpenoid glycosides, isoflavonoids, polyphenols, fatty acyl glycosides, amino acids, peptides,
and analogous compounds compared to the others. These metabolic changes could be related
to greater fruit firmness and a lower dehydration rate, which together would contribute to
improved postharvest quality of blueberries. These findings provide key insights into the
metabolic mechanisms involved in the response of blueberries to postharvest treatments and
lay the foundation for developing strategies aimed at extending their shelf life and optimizing
their quality through the regulation of bioactive metabolites.
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