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RESUMEN

Las poblaciones de metabolitos de bajo peso molecular en lipidos, aminoacidos, péptidos, acidos
nucleicos, acidos organicos, vitaminas, tioles, carbohidratos, etc. presentes en los alimentos, representan
productos finales de procesos regulatorios celulares e indican la respuesta de los sistemas bioldgicos a una
variedad de influencias genéticas y ambientales. Su analisis global es un reto dificil que implica el uso de
modernas técnicas analiticas y diferentes estrategias metaboldmicas, utilizando para estos propésitos
técnicas de alto rendimiento y alta calidad. No siendo posible analizar todos los metabolitos de bajo peso
molecular con una sola plataforma analitica. La mayoria de las técnicas analiticas metabolomicas
encontradas en analisis de alimentos, seguridad y calidad alimentaria son: Cromatografia de Gases GC
(Gas Chromatography), Cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), Cromatografia Liquida de Ultra Perfomance UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography), Electroféresis Capilar CE (Capillary Electrophoresis) acoplados a Espectrometria de
Masas MS (Mass Spectrometry) y espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear NMR (Nuclear
Magnetic Resonance).

Palabras clave: Metabdlomica alimentaria, Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Masas,
Cromatografia de Gases, Cromatografia Liquida de Ultra Perfomance.

ABSTRACT

Populations of low molecular weight metabolites in lipids, amino acids, peptides, nucleic acids, organic
acids, vitamins, thiols, carbohydrates, etc. present in food, represent final products of cellular regulatory
processes and indicate the response of biological systems to a variety of genetic and environmental
influences. Global analysis is a difficult challenge that involves the use of modern analytical techniques
and different metabolomic strategies, using for these purposes high performance and high quality
techniques. As it is not possible to analyze all the metabolites of low molecular weight with a single
analytical platform. Most of the analytical metabolomic techniques found in the analysis of food safety
and food quality are: Gas Chromatography GC, High-Performance Liquid Chromatography HPLC, Ultra
Performance Liquid Chromatography UPLC, Electrophoresis Capillary CE; coupled to Mass
Spectrometry, MS and Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy.

Keywords: Food metabolomics, Nuclear Magnetic Resonance, Mass Spectrometry, Gas
Chromatography, Ultra Performance Liquid Chromatography.
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1. Introduccién

La mayor esperanza de vida de la poblacion
y el incremento de los costos para el
cuidado de la salud, ha tomado prioridad en
el desarrollo de nuevas alternativas para su
mantenimiento. Se han realizado pocos
estudios avanzados para entender la
relacion entre los constituyentes fito-
quimicos (metabolitos secundarios de los
vegetales) de nuestra alimentacion basada
en vegetales y la salud a un nivel molecular.
A pesar que se ha incrementado el interés
por consumir alimentos funcionales y
nutraceuticos, la industria nacional y
organismos nacionales de regulacion y
control de alimentos, no utilizan estas
técnicas de andlisis de dltima generacién
para garantizar este efecto; mientras que
las ciencias biolégicas, médicas vy
veterinarias han sido testigos que con el
advenimiento de la era post-genémica, han
aparecido estrategias que proporcionan una
vision de la regulacién molecular de las
células (Watkins y German, 2002).

Los avances en estas &reas han sido
impulsados por el desarrollo de tecnologias
novedosas que permiten analizar sistemas
globales de productos génicos. En este
contexto, la transcriptomica define la
poblacién de especies de ARNm en una
célula en un tiempo especifico y en un
conjunto de condiciones; la protedmica
aborda el problema desafiante de definir
cambios en la expresion de la proteina,
dinamica protéica y modificaciones post-
traduccionales; mientras que el campo
emergente de la metabolomica mide los
cambios en las poblaciones de metabolitos
de bajo peso molecular bajo determinado
conjunto de condiciones (Fiehn et al.,
2001).

La metabolémica, es el estudio de “muchos
metabolitos pequefios como sea posible” en
un sistema, y se ha convertido en una
importante herramienta en muchas areas de
investigacion (Cevallos-Cevallos et al.,
2009). Los metabolitos representan un
grupo diverso de estructuras de bajo peso
molecular incluyendo lipidos, aminoacidos,
péptidos, acidos nucleicos, acidos orga-
nicos, vitaminas, tioles y carbohidratos;
haciendo del andlisis global un reto dificil
(Zhang et al., 2012). Los metabolitos de
bajo peso molecular representan productos
finales de procesos regulatorios celulares e

indican la respuesta de los sistemas
bioldgicos a una variedad de influencias
genéticas y ambientales (Fiehn, 2002).

Una estrategia metabolémica implica el uso
de modernas técnicas analiticas para
determinar las poblaciones globales de
metabolitos en las muestras bioldgicas y se
emplean herramientas estadisticas avanza-
das y bioinforméatica para maximizar la
recuperacion de la informacion y ayudar a
la interpretacion de la gran cantidad de
datos que son generados.

En el hombre y animales, los perfiles de
metabolitos pueden considerarse como
indicadores importantes del fenotipo normal
y patoldgico, ofreciendo la posibilidad de
identificar biomarcadores del estado de una
enfermedad. Procesos celulares anormales
pueden causar disturbios en el perfil de
metabolitos enddgenos de bajo peso mole-
cular. Mediante esta técnica se puede
proporcionar una vision de la perturbacion
de los metabolitos causadas por la expre-
sién génica diferencial, agravio toxicolo-
gico, procesos fisiopatoldgicos y estado
untricional alterado (Nicholson et al.,
2002).

En este sentido la metabolomica ha
emergido como una importante herra-
mienta en muchas disciplinas tales como la
medicina y nutricién, farmacologia y
fisiologia wvegetal. En ciencia de los
alimentos, ha incursionado recientemente
como una herramienta de calidad en la
inocuidad, cumplimiento de las regula-
ciones, microbiologia y en el procesa-
miento de materias primas y productos
finales (Cevallos-Cevallos et al., 2009).

2. Técnicas analiticas

Los métodos convencionales para el
analisis de los metabolitos de bajo peso
molecular se han focalizado en compo-
nentes especificos, con protocolos de
aislamiento y deteccion a la medida de las
caracteristicas quimicas y fisicas de los
metabolitos de interés. Este enfoque ha sido
ampliamente empleado en el perfil de los
metabolitos que se acumulan en los fluidos
corporales y tejidos de pacientes con errores
innatos de metabolismo como aminoaci-
dopatias, defectos de oxidacion de acidos
grasos Yy acidemias organicas (Clayton,
2001; Rashed, 2001).
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A diferencia de la gendmica, trans-
criptomica y la proteébmica, donde se
analiza esencialmente una clase de com-
puestos, las estrategias metabolomicas
tienen que detectar un amplio espectro de
moléculas con diversas propiedades
(Weckwerth, 2003).

Las técnicas analiticas adecuadas para el
analisis global de los metabolitos deben ser
sensibles, robustas y poseer la capacidad de
analisis de alto rendimiento requeridos para
un gran namero de muestras. En los ultimos
afios se han logrado avances considerables
en el desarrollo de tecnologias analiticas,
para medir e interpretar perfiles de
metabolitos complejos. Sin embargo, dado
el amplio rango dindmico y quimico de los
metabolitos de bajo peso molecular en
mezclas bioldgicas, no es posible analizar
todos los metabolitos de bajo peso
molecular con una sola plataforma analitica
(Glassbrook y Ryals, 2001).

Las técnicas utilizadas con  mayor
frecuencia para los estudios de metabol6-
mica son espectroscopia NMR y MS
(Nuclear Magnetic Resonance y Mass
Spectrometry). Los datos obtenidos por
espectroscopia NMR o MS de mezclas
biolégicas, producen un perfil espectral
complejo que refleja el estado metabdlico
del organismo (Shockcor y Holmes, 2002).
Un solo espectro puede contener miles de
sefiales. Para interpretar las perturbaciones
bioquimicas, las estrategias basadas en la
metabolémica emplean métodos potentes
bioinforméticos y estadisticos (Figura 1).

El rédpido desarrollo de una gama de
plataformas analiticas, incluyendo Croma-
tografia de Gases GC (Gas Chromato-
graphy), Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon  HPLC  (High-Performance
Liquid Chromatography), Cromatografia
Liquida de Ultra Perfomance UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography),
Electroforesis Capilar CE (Capillary
Electrophoresis) acoplado a MS y espec-
troscopia NMR, puede permitir la
separacion, deteccién, caracterizacién y
cuantificacion de metabolitos y las rutas
metabdlicas relacionadas (Zhang, et al.,
2012). Debido a la complejidad de los
metabolitos y de sus diversas propiedades,
ninguna plataforma analitica sola puede

aplicarse para la deteccion de los
metabolitos en una muestra biolégica.

El uso combinado de enfoques analiticos
instrumentales modernos facilita encontrar
los resultados ideales en metabolémica y es
beneficioso para detectar los metabolitos
gue no se puede encontrar mediante
técnicas de andlisis individual. Se han
utilizado plataformas integradas para pro-
porcionar deteccion sensible y confiable de
miles de metabolitos en una muestra de
biofluido, el desarrollo continuo de estas
plataformas analiticas acelerard el uso
generalizado y la integracion de la meta-
bolémica en sistemas bioldgicos (Zhang, et
al., 2012).

Biofluido o tejido H
/ &x{raccién con solvente
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T
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espectral
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Identificacion de
metabolitos

A
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a

Andlisis estadistico

Figura 1. Estrategias experimentales para la
elaboracion de perfiles de metabolitos de bajo
peso molecular en sistemas biol6gicos.

Fuente: Whitfield et al. (2004).

2.1 Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear: Nuclear Magnetic
Resonance (NMR)

El uso de la espectroscopia NMR en los
estudios de metabolomica ha sido
promovido por Nicholson y sus colegas
(Nicholson et al. 1999, 2002; Nicholson y
Wilson, 2003). Se reporta que Ila
espectroscopia NMR es la més importante
técnica analitica utilizada en la determi-
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nacion del perfil global de poblaciones de
metabolitos de bajo peso molecular.

La tecnologia NMR fue recién utilizada a
partir del afio 1940 para dilucidar la estruc-
tura de las moléculas en quimica organica
(Marcone et al., 2013), sin embargo, las
diversas aplicaciones de la espectroscopia
NMR en ciencia de los alimentos se dieron
a partir de 1980, debido principalmente a
falta de conocimientos cientificos, alto cos-
to de los equipos y la ausencia de piezas
disefiadas de RMN especificamente con
fines alimenticios. Con el desarrollo de
instrumentacion de NMR y mejoras de los
programas para recolectar y analizar los
datos, la aplicabilidad de NMR reciente-
mente se ha expandido rapidamente en el
campo de ciencia y tecnologia de alimentos,
cubriendo diversos campos que incluyen la
microbiologia de alimentos, quimica de
alimentos, ingenieria de alimentos y
envasado de alimentos (Vilen et al., 2010).
El andlisis de NMR se basa en el
comportamiento (relajacién) de los nucleos
activos de determinados elementos como
1H (protén) y 3C (carbono 13) que son los
mas ampliamente utilizados para aplica-
ciones alimentarias, en un campo magnético
y una irradiaciéon de pulsos de Radio
Frecuencia (RF). La relajacion describe un
proceso complejo a partir de la excitacion
de los nucleos debido a la division de los
niveles de spin nuclear (efecto Zeeman) por
aplicacion del campo magnético, los que
tienden al equilibrio (Novoa-Carballal et al.
2011).

Basado en el principio de la RMN, la
resonancia magnética de imagenes (MRI)
permite adicionalmente la observacion en el
interior de los alimentos, ofrece no solo
informacién sobre la composicion quimica
y estructura interna de ciertos alimentos,
también permite monitorear la composicion
y la modificacion estructural de los
alimentos cuando experimentan diferentes
précticas agricolas (cosecha, postcosecha) y
procesamiento industrial. Esto aumentara la
capacidad de las metodologias actualmente
disponibles para la determinacion de la
calidad de alimentos, que normalmente solo
utilizan para su monitoreo propiedades
externas como el color, tamafio, forma o
defectos visibles (Chayaprasert y Stroshine,
2005).

Esta técnica permite identificar vy
cuantificar simultineamente una amplia
gama de compuestos organicos en el rango
micromolar y proporcionar informacion
imparcial sobre perfiles de metabolitos. La
metabolémica basada en NMR es capaz de
proporcionar una ‘vision holistica’ de los
metabolitos bajo ciertas condiciones y de
esta forma es ventajosa su utilizacién. En
este sentido ha sido ampliamente utilizado
para el analisis de huella metabdlica
(fingerprintig), andlisis de perfiles y flujo
metabolico (Wu et al., 2010).

El analisis de muestras bioldgicas basado en
NMR, tiene ventajas significativas para
aplicaciones metabolémicas, pues requiere
poca 0 ninguna preparacién de la muestra y,
como es no-destructiva, es capaz de generar
un amplio perfil de metabolitos de bajo
peso molecular a partir de biofluidos
intactos y tejidos (Reo, 2002) y también es
inherentemente cuantitativa.

Exitosos estudios han demostrado a la
espectroscopia NMR como un método
particularmente rico en informacion, que
ofrece oportunidades Unicas para mejorar la
caracterizacion estructural y funcional de
metabolitos, los cuales podrian ser
esenciales para avanzar en la comprension
de muchos procesos biolégicos (Winning,
et al., 2009). En este sentido se ha utilizado
NMR de alto rendimiento para la deteccidn
de biomarcadores, desde la perspectiva del
descubrimiento de drogas, cada uno de
estos metabolitos podria cumplir una serie
de funciones utiles. NMR es no selectivo tal
qgue todos los compuestos de bajo peso
molecular se detectan simultaneamente en
una unica prueba y proporciona informa-
cién estructural rica lo cual es importante
para caracterizar componentes de mezclas
complejas.

Tarachiwin et al. (2007) utilizaron *H NMR
para realizar la clasificacion por calidades
de té verde, que usualmente es clasificado
por evaluacion sensorial. Elaboraron el
perfil metabolico (fingerprinting) de
espectro de H NMR, identificando los
constituyentes quimicos correlacionando
con los mismos criterios de los jueces
sensoriales y, de esta manera concibieron
un modelo predictivo. Los marcadores de
sabor contribuyeron a la discriminacion de
la calidad del té verde.
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Figura 2. Equipo de NMR para analisis de
muestras biolégicas.

La combinacion de técnicas metabdlomicas
y andlisis multivariante tiene una extraor-
dinaria ventaja sobre el test sensorial, pues
el estudio quimiométrico ofrece resultados
mas reales en la clasificacion del té verde
japonés.

Los avances en investigacién de uso de
NMR en alimentos ha sido abordado en
varios estudios recientes con un alcance
limitado, centrandose en aplicaciones de
NMR o en particular de los alimentos,
como el vino (Ogrinc et al. 2003), alimen-
tos lacteos (Mariette, 2009) o aplicaciones
especificas, tales como identificacion de la
autenticidad de alimentos (Mannina y
Segre, 2002), investigacion de las correla-
ciones entre la distribucion del agua y la
movilidad, capacidad de retencion de agua,
calidad de la carne (Pearce et al., 2011), o
evaluacion e inspeccion de los pardmetros
de calidad de frutas (Butz et al., 2005). Asi
como metabolémica basada en NMR en
control de calidad de alimentos (Tomassini
et al., 2013), metabolémica de la leche
(Sundekilde et al., 2013).

A pesar de estas ventajas considerables,
NMR sufre de ciertos inconvenientes; no es
tan sensible como MS y requiere muestras
relativamente grandes volumenes. El tema
de la sensibilidad se ha abordado por el

desarrollo de imanes con el incremento del
campo de fuerza y mejoras en el disefio de
los detectores NMR (Griffin, 2004); sin em-
bargo, el analisis de los metabolitos de baja
abundancia por espectroscopia NMR toda-
via puede resultar problematico (Figura 2).

Datos

Andlisis NMR

- Adquisicién
Muestra -

- Correccién
- Alineacién de picos

Interpretacion
biolégica

\ Rutas

10,
2651 NADP+

Glutathione Glutathione
peroxidase reductase
wo oS NADPH

Figura 3. Pasos involucrados en un estudio de
metaboldmica basada en NMR (Brennan, 2014).

__ Andlisisestadistico

-

-]

o

para el andlisis de muestras biol6gicas. La
muestra se carga por la parte superior y
central, siguiendo los pasos mostrados en la
Figura 3, donde tras la recoleccion de
muestras, los datos de NMR son adquiridos,
procesados y convertidos en una matriz de
datos adecuados para el andlisis estadistico.
Seguidamente, el mapeo de los metabolitos
importantes en las rutas metabdlicas ayuda
a la interpretacion bioldgica de los datos.
2.2 Espectrometria de masas: Mass
Spectrometry (MS)

El proceso de analisis por espectrometria de
masas esta basado en el diferente compor-
tamiento que presentan los iones que se
forman por las diferentes técnicas de
ionizacion, al atravesar campos eléctricos y
magnéticos. Los iones son separados en
funcién de su relacion masa/carga (m/z) y
detectados posteriormente. Un espectro-
metro de masas consta de varios compo-
nentes basicos: (1) Dispositivo de introduc-
cion de la muestra, (2) Cémara de
ionizacion o fuente, donde se generan los
iones a partir de las sustancias quimicas a
analizar (3) Analizador, que diferencia los
iones generados en funcion de su relacion
m/z (4) Detector que produce una sefial
eléctrica amplificada para cada uno de los
iones generados (Romero et al., 2007)
(Figura 4).
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La alta sensibilidad de la MS combinada
con su amplio rango dinamico es una
herramienta muy poderosa para el analisis
de grandes poblaciones de metabolitos,
permitiendo un analisis cuantitativo repro-
ducible, con capacidad de analizar bioflui-
dos con extrema complejidad molecular
(Lee do et al., 2010). La MS dentro de
metabolémica puede perfilar el impacto del
tiempo, el estrés, estado nutricional vy
perturbacién medioambiental en cientos de
metabolitos simultaneamente, dando como
resultado un conjunto de datos globales o
especificos (Zhang et al., 2012).

La comunidad analitica ha iniciado
esfuerzos para investigar biomarcadores
metabolicos. El andlisis del metaboloma
facilita la reconstruccion de redes
metabolicas, descubrimiento y anotacion
funcional de biomarcadores. Se requiere de
mualtiples técnicas analiticas, utilizadas de
manera complementaria, para lograr una
alta deteccion del metaboloma que se
compone de un gran nimero de metabolitos
de moléculas pequefias, que existen sobre
un amplio rango dindmico en muestras
biolégicas (Hiller et al., 2010; Weston,
2010).

Sin embargo, la MS también tiene una serie
de debilidades: requiere una preparacion de
muestra elevada, los metabolitos de bajo
peso molecular de las muestras biolégicas
normalmente tienen que ser extraidos en
solventes organicos, lo cual pueden resultar
en pérdidas de ciertos compuestos. Ademas,
posee eficiencia de ionizacion variable de
metabolitos, lo que significa que la MS es
incapaz de proporcionar cuantificacion
absoluta (Weckwerth 'y Fiehn, 2002),
aunque las concentraciones de metabolitos
de bajo peso molecular pueden ser
determinadas con precision por MS usando
estandares internos de is6topos estables.
Los objetivos de desarrollo de MS en el
rango metabolomico, se da a partir del
entendimiento de la caracterizacion estruc-
tural de metabolitos importantes, hasta el
descubrimiento de biomarcadores. Esta
técnica puede utilizarse para analizar
muestras bioldgicas mediante inyeccion
directa o tras separacién cromatografica.
Recientes estudios en la precision de masa,
han ampliado considerablemente la gama
de metabolitos que pueden ser analizados

por MS y han mejorado la precision de la
identificacion de compuestos. La inyeccion
directa al MS puede proporcionar una
técnica muy rapida para el andlisis de un
gran namero de metabolitos y por lo tanto
se utiliza extensivamente para huellas
dactilares metabdlicas (fingerprinting). Sin
embargo, la inyeccion directa de muestras
bioldgicas tiene algunas desventajas, inclu-
yendo co-supresion y baja eficiencia de
ionizacion (Zhang et al., 2012). Estos
problemas pueden ser aliviados por un
sistema de cromatografia de acoplamiento
al MS. El paso cromatogréfico es capaz de
reducir el numero de analitos que compiten
y que ingresan en el MS, adicionalmente de
la separacion de mezclas complejas de
metabolitos (Pham-Tuan et al., 2003).

Como resultado, la cromatografia liquida
acoplada a MS esta siendo muy utilizada
para perfil de metabolitos de bajo peso
molecular (Plumb et al., 2002, 2003;
Idborg-Bjorkman et al., 2003) por lo que
esta técnica analitica puede desempefiar un
papel importante en las estrategias metabo-
Iémicas futuras (Aharoni et al., 2002).

fones muy pesados

. tubo de vuelo

\ placa
\ aceleradora

/ \
Sensor muestra grabadora
|

Figura 4. Esquema de un Espectrometro de
Masas.

Se ha aplicado MS acopladas a otras
plataformas analiticas en la determinacion
de biomoléculas de proteina y péptidos en
alimentos (Alomirah et al., 2000), alérgenos
alimentarios (Monaci y Visconti, 2009),
toxicologia alimentaria (Romero et al.,
2007), seguridad alimentaria, andlisis de
calidad (Wang et al., 2013), trazabilidad
(Castro-Puyana y Herrero, 2013).

2.3. Cromatografia de Gases — Espec-
trometria de Masas: Gas Chromatography
(GC) - Mass spectrometry (MS)

El acoplamiento GC-MS combinando la
técnica de separacion y la deteccion e
identificacion de los componentes de una
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mezcla o matriz compleja, es una técnica
ampliamente utilizada en laboratorios
analiticos de investigacion y es una de las
técnicas mas atractivas y potentes para el
analisis rutinario de contaminantes orga-
nicos debido a que ofrece gran sensibilidad
y selectividad. En un sistema GC-MS, las
muestras son introducidas al GC pasando
éstas al estado gaseoso y mezclandose con
un gas inerte que es empujado por una alta
corriente de vacio hacia el analizador de
MS. Una vez producida la separacion, los
compuestos separados van llegando al MS
gracias a la corriente de vacio. Los
compuestos se ionizan y los iones son
seleccionados en relacion a la razon m/z
(McMaster et al., 1998) (Figura 5).

En la actualidad, como un método analitico
de metabolémica, se ha utilizado GC-MS
como una plataforma de analisis non-
targeted (no especifica), especialmente para
metabolitos hidrofilicos (Tsugawa et al.,
2011). Generalmente, la metabolémica
basada en GC-MS requiere una tecnologia
de alto rendimiento para manejar un gran
volumen de muestras e identificacion
precisa por picos a través de los tiempos de
retencion estandar y espectros de masas y
puede proporcionar andlisis eficiente y
reproducible. Para la separacion en la
columna GC, GC-MS requiere una reaccion
de derivatizacion para crear compuestos
volatiles (la derivatizacion es el proceso
mediante el cual un compuesto se modifica
quimicamente, produciendo un nuevo
compuesto que tiene propiedades mas
susceptibles de ser analizadas por un
método analitico particular). Compuestos
no volatiles no son derivatizados y no seran
detectados en el andlisis por GC-MS.
Usando esta aproximacion, los metabolitos
volatiles pueden ser directamente separados
y cuantificados por GC-MS, y es también
posible determinar simultaneamente el
perfil de varios cientos de compuestos que
incluyen acidos organicos, la mayoria de
aminoacidos, azlcares, alcoholes con
azlcar, aminas aromaticas y acidos grasos,
teniéndose que realizar previamente la
derivacion quimica. GC-MS ha sido
ampliamente utilizado en la determinacion
de la composicion de los alimentos y
contaminantes 'y es particularmente

conveniente para los compuestos volatiles y
semi volatiles (Wang et al., 2013).

Ochoa (2011) evalué el contenido de
acrilamida en muestras de yuca, papa y
platano frito, siguiendo la metodologia que
incluyen la formacion del producto de
adicion de bromo 2,3-dibromopropiona-
mida para el andlisis de cromatografia de
gases con detector de captura de electrones
CG-ECD (EPA, método 8032A) y GC-MS
para el analisis de acrilamida en alimentos
fritos empacados procedentes del mercado
local colombiano.

Cromatografo de gas Espectrémetro de masas

Ingreso de gas
portader Columna
(fase mevil)

Placas de

Ingreso y I :
de  eew I ¥ aceleracion  perector

Magneto
Puerto de Pl
inyeccién

Horno c—) e -l

Camara de ionizacion |

Cafién de
electrones

Figura 5. Esquema de un GC-MS.

2.4.  Electroféresis Capilar - Espectro-
metria de Masas: Capillary Electro-
phoresis (CE) - Mass Spectrometry (MS)

CE ha surgido como una técnica de
separacién muy eficiente y se utiliza en
varias formas de separacion, como la zona
de Electroforesis Capilar (Capillary Zone
Electrophoresis CZE), normalmente cono-
cido como “CE”, Electrocromatografia
Capilar (Capillary Electrochromatography
CEC), Cromatografia  Electrocinética
Micelar (Micellar Electrokinetic Chromato-
graphy MEKC) y Enfoque de Iso-Eléctrico
Capilar (Capillary Iso-Electric Focusing
CIEF) (Ramautar et al., 2012).

Sistema de vacio

—p |:> Analizador | === | Detector | ==

/S

czE Esi T

cEC APCI a
MEKC MALDI ToF
CGE FAB EBE
CIEF IcP

Figura 6. Esquema global de acoplamiento CE-
MS (Hernandez, 2005).
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CE-MS es una técnica de quimica analitica
formada por la combinacién de los procesos
de separacién de liquidos de CE con MS
(Loo et al, 1989). Esto combina las
ventajas de ambas técnicas para proveer alta
eficiencia de separacion e informacién de la
masa molecular en un anélisis simple (Cai y
Henion, 1995). Tiene elevado poder de
resolucion y sensibilidad, requiere un
volumen minimo y puede analizar a alta
velocidad.

Los iones se forman tipicamente por la
lonizacion de Electrospray ESI (Electro-
spray lonization) (Maxwell y Chen, 2008);
pero también pueden ser formados por
Laser Asistida por Matriz Desor-
cién/lonizacion MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization) u otras
técnicas de ionizacion (Figura 6).

Esta es una técnica de separacion potente y
promisoria para metabolitos cargados, que
ofrece una alta resolucién de analitos,
proporcionando informacién principalmente
de compuestos polares o i6nicos en fluidos
bioldgicos (Barbas et al., 2011). Representa
una prometedora plataforma de micro-
separacion en metabolémica, debido a que
la mayoria de los metabolitos primarios son
polares (Britz-McKibbin, 2011). Los meta-
bolitos son separados por CE basado en su
tamafio y carga y luego selectivamente
detectados utilizando MS mediante el
control de los iones sobre una amplia gama
de valores m/z (Figura 7), técnica que
proporciona numerosas ventajas sobre otras
técnicas de separacion.

2o S

Cuadrupolo triple MS Sefial SMR

- a L3 @

inyeccién

|

Voltaje de

separacion
P Precursor

ion ion
“ selection selection
L Voltaje ESI

Separacion capilar CE Tubo de metal ESI

== ) -
q e Poro emisor

Liquido de contacto

Figura 7. Esquema de un CE-MS.

Una de las ventajas significativas es un
analisis de tiempo corto y requerimiento de
muestras muy pequefias con volimenes de
inyeccion que van desde 1 hasta 20 nL. Se
ha utilizado para el andlisis especificos y no
especificos (targeted y non-targeted) de

metabolitos, incluyendo analisis de iones
inorganicos, acidos organicos, aminoacidos,
nucleotidos y nucleodsidos, vitaminas, tioles,
hidratos de carbono y péptidos.

25.  Cromatografia Liquida — Espec-
trometria de Masas: Liquid Chromato-
graphy (LC) - Mass Spectrometry (MS)

Los sistemas LC-MS facilitan el analisis de
las muestras que tradicionalmente han sido
dificiles de analizar. A pesar de la potencia
y utilidad de la GC-MS, muchos com-
puestos son imposibles de analizar con esta
técnica. En este sentido LC-MS expande
significativamente el uso analitico efectivo
de MS a un ndmero mucho mayor de
compuestos organicos. GC y GC-MS puede
utilizarse para analizar un pequefio
porcentaje de los 9 millones de compuestos
registrados debido a que imparten poco o
ningan calor a las moléculas de analito. En
cambio, los métodos basados en LC-MS
pueden aplicarse a compuestos mayormente
organicos, utilizando muestras que oscilan
desde compuestos pequefios a proteinas de
gran tamafio, resultando ser un método mas
aplicable, debido a que es adecuado para los
andlisis de compuestos grandes de
naturaleza polar, i6nica, inestables térmica-
mente y compuestos no volatiles. Algunos
de estos compuestos pueden ser suscep-
tibles a GC-MS por derivatizacion, pero
LC-MS eliminan la necesidad de
modificaciones quimicas con consumo de
tiempo. Esto permite el andlisis por MS de
sustancias labiles y polares no voldtiles,
térmicamente l&biles o componentes no
polares en su forma nativa

Cuando se configura para detectar simulta-
neamente un rango de masas (y depen-
diendo del compuesto) la sensibilidad de
LC-MS puede ser comparable a aquella
proporcionada por un Detector de Arreglo
de Diodos DAD (Diode-Array Detector).
Mayor sensibilidad es posible cuando los
LC-MS se configuran para detectar sola-
mente aquellas masas caracteristicas de los
compuestos a ser monitoreados. Por
ejemplo, DAD adquiere datos sobre la
Radiacion Ultravioleta (UV) seleccionada y
longitudes de onda (Vis) y espectros. Esta
informacién es (til para la identificacién de
picos desconocidos y para la determinacion
de pureza de pico o para ambos. MS
adquiere informacién de la masa mediante
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la deteccion de iones; ofreciendo
informacién de peso molecular y estruc-
tural. LC-MS puede utilizarse con analitos
que no cuentan con cromaforos y, ademas,
puede utilizarse como un detector altamente
selectivo y sensible. Un cromatograma de
MS para una masa simple a menudo
produce una sefial libre de interferencias,
alta precision y limite de deteccion
minimamente  bajo  (Hewlett-Packard
Company, 1998). Esta técnica se usa en
analisis de aflatoxinas y metabolitos toxicos
producidos por hongos en alimentos.
Muchos de los avances en LC-MS en los
altimos afos se han dado en el desarrollo de
fuentes de iones y de técnicas que ionizan
las moléculas del analito y separan los iones
resultantes de la fase movil. Se ha
introducido técnicas de lonizacién a Presion
Atmosférica APl (Atmospheric Pressure
lonization) que han expandido grandemente
con éxito el nlimero de compuestos a
analizarse. Las técnicas comunes API
(Agilent Technologies, 2001), se detallan
en la Figura 8:
- lonizacién  Electrospray o  lonizacién
Electroaerosol ESI (Electrospray lonization)
- lonizacién Quimica a Presion Atmosférica
APCI  (Atmospheric  Pressure  Chemical
lonization).
Fotoionizacién a Presion Atmosférica APPI
(Atmospheric Pressure Photoionization).

g
8

10,000

Peso molecular

1000

100 4

10 T
No polar Muy polar

Polar

Figura 8. Aplicaciones de diferentes técnicas de
ionizacion LC-MS (Agilient technologies,
2001).

El adelanto de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography) y MS ha
contribuido significativamente al andlisis
metabolomico y son usados comdnmente

para la caracterizacién de componentes y
para obtener informacién estructural
(Figura 9). Ademas, debe sefialarse que LC-
MS puede proporcionar una lista de valores
m/z, tiempos de retencidn y una estimacion
de la abundancia relativa de los metabolitos
que actualmente no se han identificado. En
general, la alta resolucion y medida
reproducible establece la base para el
posterior procesamiento y andlisis de datos
multivariantes. Esta tecnologia metabo-
Ibmica a gran escala, esta ganando la
atencion para su uso en el diagndstico de
enfermedades humanas (Courant et al.;
2009), desarrollo de pruebas de diagnéstico
robustas, sensibles y reproducibles, para el
entendimiento de enfermedades en progra-
mas de control en todo el mundo; debido a
su sensibilidad y reproducibilidad cuanti-
tativa, ademas de constituirse en una
herramienta esencial con potencial para
monitorizar la progresion de la onco-
cercosis (Denery et al., 2014), enfermedad
parasitaria crénica causada por el gusano
nematodo  Onchocerca  volvulus vy
transmitida por varias especies de moscas
negras que han llegado a ser la segunda
razén mas importante de ceguera en el
mundo.

Sistema HPLC

Columna

Espectrometro de masas Detector

= {1
—

141
-

Sistema de datos

Figura 9. Diagrama LC-MS.

Considerando que el melén (Curcumis melo
L.) puede potencialmente es una fuente
significante de fitogquimicos proveedor del
cuerpo humano de muchos beneficios para
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la salud. Se ha utilizado HPLC-ESI-QTOF-
MS para la caracterizacion de 14 extractos
de 3 variedades de melon (Galia,
Cantaloupe, Piel de Sapo). Un total de 56
diferentes compuestos fueron encontrados
entre ellos: aminoacidos y sus derivados,
nucleosidos, acidos organicos, &cidos
fendlicos y sus derivados, esteres, flavo-
noides, ligninas y otros compuestos polares.
Se utiliz6 Analisis de Componentes
Principales (PCA) para determinar la
distribucién de las variedades de melén y
los fitoquimicos encontrados. Segun la
evaluacion estadistica se ha llegd a
identificar en las tres 3 variedades, 12
metabolitos de los tentativamente identi-
ficados (Rodriguez- Pérez et al., 2013).

2.6.  Cromatografia Liquida de Ultra
Performance - Espectrometria de Masas:
Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC) - Mass Spectrometry (MS)

UPLC se basa en el principio del uso de la
fase estacionaria consistente en particulas
porosas menores de 2 pum, mientras que las
columnas HPLC por lo general trabajan con
particulas de 3a 5 um (Kumar et al., 2012).
La tecnologia UPLC-MS (Figura 10) es una
potente técnica en investigacion molecular
y también puede utilizarse para cuantificar
la actividad de sefalizacion y rutas
metabolicas de manera integral y multiple,
dando como resultado una mayor capacidad
de pico, mayor especificidad y capacidades
de alto rendimiento (Figura 11). Debido a
que su velocidad lineal tiene una gama mas
amplia, UPLC también permite un analisis
mas rapido sin pérdida de resolucion.

La combinacion de UPLC con MS permite
identificar un ndmero de metabolitos
polares y por lo tanto aumenta el nimero de
analitos detectados. En vista de los
recientes desarrollos en las ciencias de la
separacion, el advenimiento de esta
tecnologia ha demostrado mejorar la
resolucion de especies de metabolitos y
precision de las mediciones de masas.
Puede ser acoplado al UPLC, un
Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo con MS
(Quadrupole-Time of Flight-Mass
spectrometry-Q-TOF-MS) (Figuras 12, 13,
14) para el analisis e identificacion de
componentes traza en mezclas complejas, el
cual es un medio poderoso para obtener

niveles de precision de medida de masa
menores a 5 ppm, con resolucion efectiva.
Dado el poder de esta tecnologia representa
una prometedora plataforma de micro
separacién, debido a que la mayoria de los
metabolitos primarios son intrinsecamente
polares.

Cromatograma

Detector |

Columna
HPLC/UPLC

|

Detector secundario:

: UV/Vis
- NMR

Inyector de
muestra
automatico

Valvula
de flujo
y

' Valvula de

Bombas solvente

monitor Residuos

Figura 10. Sistemas alternativos HPLC/UPLC
acoplado a MS / UV-Vis/ NMR.

Figura 11. Diferencias entre HPLC y UPLC
(Kumar et al., 2012).

1.Reflector
lones

3.-Embudo Frontal
5.-Analizador de Moviidad lonica
“Orift Tube™

7.-Cuadrupolo 10.-Pulsador
(fitro mas3) lones,
2

4-Embudo de Captura
“Trapping Funnel”

6.€mbudo Trasero
“Rear Funnel” Colision
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Figura 12. Esquema de un espectrémetro con
Movilidad lonica y QTOF (lon Mobility-
QTOF). Componentes del sistema QTOF: del 7
al 12. El Cuadrupolo aisla los iones precursores
mediante la aplicacion de 2 pares de
radiofrecuencias con componentes de corriente
continua.
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(Agilient Technologies, 2001).
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Figura 14. Analizador de Masa Tiempo de
Vuelo (Agilient technologies, 2001).

Las desventajas del UPLC son que debido
al aumento de la presion requiere mayor
mantenimiento y reduce la vida de las
columnas de este tipo; hasta el momento se
ha demostrado un rendimiento similar o
incluso mayor utilizando fases estacionarias
de tamafio alrededor de 2 um, sin los
efectos adversos de alta presion, asimismo
las fases de menores de 2 pum son
generalmente no regenerables (Kumar et
al., 2012).

Narvéez-Cuenca et al. (2011) utilizando
papa adquirida en el mercado local de
Wageningen (Holanda), identificaron vy
cuantificaron simultaneamente 39 com-
puestos fenolicos en papa, usando técnicas
metabolomicas. Encontraron el &cido
clorogénico en mayor proporcion (25,43 +

0,49 mg/g m.s.), el cido criptogénico (7,31
+ 0,38 mg/g m.s.), acido sinapico
conjugado no hidrolizable (2,8 £ 0,06 mg/g
m.s.) y &cido neoclorogénico (2,41 + 0,10
mg/g ms). El &cido clorogénico ha sido
reportado como una sustancia que inhibe
algunos procesos relacionados con la
iniciacion del cancer (Soriano y Pastore,
2012).

2.7.  Espectroscopia Transformada de
Fourier Infraroja: Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR)

La técnica esta basada en el analisis de una
muestra con un haz infrarrojo, donde los
grupos funcionales de la muestra absorben
la radiacion y vibran de una manera
reconocida, cuyas vibraciones/absorciones
pueden ser correlacionadas con especies
quimicas o bioquimicas. El resultado del
espectro de la absorbancia infrarroja puede
ser como una ‘“huella digital” caracteristica
de la muestra bajo analisis y, por lo tanto
cada sustancia quimica o bioquimica puede
tener su propia y Unica huella “digital”
infrarroja (Stuart, 1997).

FT-IR es wuna herramienta para la
investigacion y de diagnostico que permite
analisis extremadamente rapidos, alto
rendimiento y es no destructivo para un
amplio rango de tipos de muestras. Con
respecto a aplicaciones biol6gicas su
aplicacién se da como CH; y CHj; a partir
de los &cidos grasos (espectro electromag-
nético 3050 - 2800 cm), C=0, NHy C-N a
partir de proteinas y péptidos (1750-150
cm) y C-O, C-O-C de polisacéridos (1200 -
1900 cm).

Asimismo FT-IR ha sido reconocido que no
es tan especifica ni sensible como las
técnicas cromatograficas, tales como GC-
TOF-MS (Gas Chromatography/Time-of-
Flight Mass Spectrometry) (Dunn et al.,
2007; Underwood et al., 2006) pero, si se
constituye en una herramienta util para la
determinacion de la huella digital meta-
bolica, capaz de analizar: carbohidratos,
aminodcidos, 4cidos grasos, lipidos,
proteinas, &cidos nucleicos y polisacaridos,
rapidamente y simultaneamente con una
minima cantidad de preparacion de muestra
(Dunn y Ellis, 2005.; Ellis et al., 2002;
Winder et al., 2006).
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Una de las limitaciones potenciales de esta
técnica, es que la absorcion de agua es muy
intensa pero este problema puede ser
superado por deshidratacion de la muestra,
sustraccion de la sefial de agua o usando
reflectancia total atenuada (ATR) como
método de muestreo (Ellis et al., 2002; Ellis
et al., 2005; Walsh et al.; 2007).
Alternativamente se puede usar la técnica
vibracional relacionada con Espectroscopia
Raman (Raman spectroscopy).

2.8.

La tecnologia metabolémica se aplica
ampliamente en la actualidad en el campo
de la biologia y farmacia. NMR y la
integracion de MS a otras técnicas
analiticas modernas han acelerado el
estudio de cientos de metabolitos que son
medidos simultaneamente por plataformas
analiticas como GC-MS; LC-MS; NMR.
La plataforma analitica de integracion
UPLC-MS ha reportado la mayor cantidad
de picos detectados en melabdémica de
alimentos de 1560, seguidos de GC-MS:
91-142, CE-MS: 27-45, HPLC-UV: 40 y
NMR: 16-20 (Cevallos-Cevallos et al.,
2009).

También existe la Cromatografia de Gas
Bidimensional  (Two-Dimensional Gas
Chromatography-2-D-GCxGC) (Figura
15); 2-D-GCxGC-TOF-MS (Figura 16), y
Matriz ~ Asistida  por Laser  de
Desorcidon/lonizacion - Transformada de
Fourier - Resonancia de lon Ciclotron -
Espectrometria de Masas (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization - Fourier
Transform - lon Cyclotron Resonance -
Mass Spectrometry- MALDI-FT-ICR-MS)
(Figuras 17 y 18) para obtener la
concentracion de los niveles de una manera
fiable. 2-D-GCxGC-MS integrada, es una
técnica poderosa que ha ganado cada vez
mas atencion en las Gltimas dos décadas y
puede proporcionar capacidad acrecentada
de separacion, quimica selectividad y
sensibilidad para el analisis de muestras
complejas, brindando informacion mas
precisa acerca de tiempos de retencion de
compuestos y espectros de masas (Mohler
et al., 2007).

Tecnologias analiticas integradas

Las muestras son inyectadas a través de una
entrada estandar y separadas por la columna
primaria.

Entrada
de
muestra

Tuberia de escape

Columna
primaria

Columna
secundaria
Figura 15. Construccion béasica de un

instrumento 2-D-GC.

Luego los componentes pasan a través de
una interfaz que controla la entrada en una
columna secundaria. Los componentes son
detectados como procede de la elucidn de la
columna secundaria (Seeley, 2012).
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Columna de Cromatografo
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_\_ Modulador térmico Columna de 12 dimensién
= Sefial de
salida
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Cémara de
analisis
principal

Bomba |
turbomolecular

Figura 16. Sistema 2-D-GCxGC-TOF-MS.

Este sistema utiliza un modulador térmico
quad-jet y un Espectrometro de Masas de
Tiempo de Vuelo de alta velocidad (Seeley,
2012).

Fuente MALDI E Guia de ion -
O S R e b+ e

X SO——C—

Placa de
muestra

Bomba
turbo

Bomba
turbo

Bomba
turbo

Figura 17. Principio de operacion MALDI-FT-
ICR-MS utilizado en anélisis cuantitativo y
cualitativo de compuestos de bajo peso
molecular (Wang et al., 2011).

Las tecnologias analiticas integradas se
estan convirtiendo en una piedra angular de
la vida de las ciencias modernas. GCxGC-
MS Bidimensional posee mucho
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incremento de capacidad de separacion,
guimica selectividad y sensibilidad para la
metabolémica y proporciona informacion
mas precisa acerca de tiempos de retencion
de metabolitos y espectros de masas
(Castillo et al., 2011).

GC-MS y LC-MS se han integrado para
aproximar la sefial metabolica integral del
modelo de desnutricion en ratas y el
descubrimiento de metabolitos diferencia-
dores (Wu et al., 2010). Estos resultados
han demostrado que la integracion de
técnicas GC-MS y LC-MS para el analisis
de perfiles metabdlicos no focalizados
(untargeted) prometedoras  en
nutriologia.

son

Figura 18. Analizador de Masas FT-ICR
(Agilient technologies, 2001).
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Figura 19. Electrospray ionization (ESI).
Fuente: Agilient technologies (2001).

Nitrégeno gaseoso seco caliente

Una plataforma de innovacion LC-MS-
NMR se ha utilizado en la identificacion de
compuestos  desconocidos, encontrando
gue, en concentraciones bajas en matrices
de muestras complejas, proporciona mayor
rendimiento que los métodos de inyeccion
de flujo convencional (Lin et al., 2008).

Un enfoque integrado de ionizacion ESI
(Electrospray lonization) (Figura 19),
lonizacién Quimica a Presion Atmosférica
APCI (Atmospheric Pressure Chemical
lonization) (Figura 20) y Fotoionizacion a
Presion Atmosférica APPI (Atmospheric
Pressure Photoionization) (Figura 21)
combinada con la resolucion rapida LC-
MS, se ha desarrollado para realizar analisis
metabolémicos globales en  muestras
bioldgicas complejas (An et al., 2010). Este
enfoque propuesto proporciona una imagen
méas completa de los cambios metabdlicos,
verificando biomarcadores idénticos que se
obtienen  simultaneamente utilizando
métodos diferentes de ionizacion.

Un nuevo hallazgo a partir del enfoque de
la Interaccion Hidrofilica y la Croma-
tografia Liquida de Ultraperformance
HILIC-UPLC-MS (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) ha sido inves-
tigado para la determinacion del perfil
metabolico global de muestras de orina de
ratas generadas en un estudio experimental
de hepatotoxicidad de galactosamina y la
investigacion concomitante del efecto
protector de la glicina (Spagou et al., 2011).
HILIC ofrece un enfoque alternativo para
separar compuestos polares pequefios en
fases estacionarias polares, aumentando el
alcance de las aplicaciones de la croma-
tografia liquida (LC) (Buszewski y Noga,
2012).

Entrada del HPLC

Nebulizador (roziador)

Nebulizador de gas

Vaporizador ( calentador)

o Secado de gas
r o o a———
\

\ Aguja de ,Lh'j_\

descarga

S

Figura 20. Fuente de iones APCI (Agilient
technologies, 2001).

Tubo capilar

Asimismo, aunque NMR, GC-MS, LC-MS
y UPLC-MS suelen utilizarse para el
andlisis a gran escala, la metabolémica no
se limita solamente a estas técnicas. Otras
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alternativas pueden incluir Cromatografia
en Capa Fina, HPLC con UV/Absorbancia
Visible, Matriz con Fotodiodos, Detectores
Electroquimicos, FT-IR, MALDI-FT-ICR-
MS y ensayos de naturaleza enzimatica.

Entrada del HPLC

. Nebulizador (roziador)

Nebulizador de gas

~
Vaporizador ( calentador
L p ( )

Lampara _UV Secado de gas

NS : Y,
, o\f%‘:‘ﬂ—/
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,«\

M N

Tubo capilar

Figura 21. Fuente de iones APPI (Agilient
technologies, 2001).

El uso combinado de varias técnicas o
multiples  detectores pueden aumentar
significativamente los limites de cuantifi-
cacion de metabolitos. Asi instrumentos
FT-MS pueden proporcionar medidas
exactas de masas en ppm y sub-ppm (Junot
et al., 2010). MALDI-MS tiene capacidad
de moléculas pequefias con masas molares
por debajo de 1000 Da, ofreciendo un
analisis rapido, alta sensibilidad, bajo
consumo de muestra, alta tolerancia a sales
y buffers (Van Kampem, 2011). FT-ICR-
MS muestra potencial para analisis
metabolémico potente de alto rendimiento
(Han et al., 2008). Tecnologias basadas en
API/MS, especialmente aquellos con
ionizacion por electronebulizacion, actual-
mente son muy populares (Werner et al.,
2008). HILIC por su retencion de
compuestos polares y capacidad de uso de
solventes compatibles con MS, se aplican
en estudios de metabolomas acuosos
complejos (Cubbon et al., 2010).

2.9. Identificacion de los metabolitos de
bajo peso molecular

La identificacion de metabolitos en los
sistemas biolégicos puede conducir a la
seleccion de las rutas metabolicas especi-
ficas, que pueden proporcionar una mayor
significancia de los mecanismos de ciertos
cambios metabdlicos. Sin embargo, las
herramientas bioinforméticas requeridas

para interpretar datos espectrales e
identificar metabolitos de bajo peso mole-
cular todavia estan siendo desarrollados
(Mendes, 2002; Kell, 2004).

Los investigadores en el campo de la
gendmica y protedmica, pueden acceder a
bases de datos como Genbank o Swiss-Prot,
para determinar rapidamente la identidad de
un gen o proteina, pero actualmente no hay
ninguna base de datos equivalente para
andlisis metabolémicos. Mientras que hay
algunas bibliotecas espectrales disponibles
para la comparacion de datos de NMR o
MS, la estructura de los metabolitos de bajo
peso molecular en gran parte se determinan
manualmente, el cual es un proceso lento.

3. Aplicacion de la metabolomica

En sus inicios la metaboldmica ha tenido
impactos significativos en los campos de la
biologia y la medicina (Whitfield et al.,
2004). Posteriormente se han desarrollado:
estudios de las funciones de los genes, a
través de la determinacion del perfil
metabdlico los que se han utilizado para
explorar la funcién de estos en plantas,
levaduras y animales de experimentacion.

3.1 Metaboldémica y nutricion

La llegada de la era post-genémica ha
permitido a los investigadores indagar los
efectos de los nutrientes en las funciones
fisioldgicas en el hombre y los animales a
nivel molecular (Elliott y Ong, 2002;
Ordovas y Mooser, 2004; Van Ommen,
2004).

La influencia de la nutricion en el
desarrollo de enfermedades es ampliamente
comprendida y es bien conocido que las
enfermedades cronicas pueden tener
componentes tanto dietéticos y genéticos
(Go et al. 2003; Milner, 2003). La
metabolémica esta especialmente preparada
para explorar las complejas relaciones entre
nutricion y metabolismo e investigar el
papel que juegan los componentes
dietéticos en la salud y las enfermedades
(Watkins et al., 2001). Adicionalmente,
tiene el potencial para explorar el control
homeostatico y cdémo este balance
metabdlico puede ser alterado por las
deficiencias o excesos de componentes de
la dieta (German et al. 2003b). El valor
potencial de la metabolémica a la nutricion
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ya ha sido demostrado en estudios que han
examinado el metabolismo del glucésido de
etilo (Teague et al., 2004) e isoflavonas
(Solanky et al. 2003) encontradas en la
dieta.

Los investigadores también han comenzado
a utilizar estrategias basadas en la meta-
bolémica para analizar amplias clases de
metabolitos enddgenos y en particular, los
lipidos que se encuentran entre las
moléculas mas estudiadas dentro de las
ciencias nutricionales. Ya que juegan un
papel fundamental en muchos procesos
fisioldgicos y sus concentraciones son a
menudo modificadas en enfermedades
metabolicas (German et al. 2003a). En este
sentido se ha aplicado NMR y MS acoplada
a Cromatografia Liquida en investigaciones
de metabolémica en nutricién (Brennan,
2014).

3.2 Metaboldémica y alimentos

Marcone et al. (2013) reportan diversas
aplicaciones en alimentos basados en
tecnologia de NMR e Imagenes por
Resonancia Magnética MRI (Magnetic
Resonance Imaging). MRI, es un tipo de
tecnologia NMR, la que se ha utilizado
extensivamente en radiologia médica, para
obtener imagenes de diagndstico de tejidos
blandos. En ciencia de alimentos se han
explorado el uso de NMR y de MRI en
analisis y procesamiento de alimentos. MR
imaging o MRI opera con un bajo campo de
relajacion de HNMR o NMR de alto
campo de proyeccion de imagen y ha
demostrado tener potencial para predecir
atributos de calidad en alimentos, asi como
ser un método atractivo en la produccion de
alimentos en linea, aspecto que puede ser de
utilidad en el futuro (Thybo et al., 2004). Al
respecto se ha realizado andlisis de
composicion quimica e identificacion
estructural de componentes funcionales en
alimentos, determinacién de la composicion
y formulacion de materiales de embalaje,
deteccion de autentificacion de alimentos,
optimizacion de pardmetros de procesa
miento de alimentos e inspeccion de la
calidad microbiologica y fisicoquimica de
alimentos. Aplicados a: vino, queso, frutas,
verduras, carne, pescado, bebidas (jugo de
tomate y la pulpa, té verde, café) y aceites
comestibles. Combinadas con espectros-

copia FT-IR-ATR  (Attenuated Total
Reflectance) (Figura 22), HR-MAS (*H
High Resolution - Magic Angle Spinning),
'H-'H TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy) y H-BC HSQC (Heter-
onuclear Single Quantum Coherence);
secuencia de pulsos CPMG (Carr—Purcell-
Meiboom-Gill). También anélisis con
Correlacién Espectroscopica 1D, 2D H
(COSY sequence), LF-NMR (Low Field -
Nuclear Magnetic Resonance) y CPMG.
TD-NMR (Time-Domain Nuclear Magnetic
Resonance) y NOESY-PRESAT (Nuclear
Overhauser Spectroscopy — Presaturation).

Muestra en contactocon
rayo evanescente

S

Rayo Cristal
infrarrojo ATR

Figura 22. Sistema de Reflexion Mdltiple ATR.

Al detector

Wang et al. (2013) reportan desarrollos y
aplicaciones en seguridad y calidad
alimentaria  utilizando LC-MS  con
acoplamientos: LC-QgqQ-MS (QqQ triple
guadrupole), LC-IT-MS (IT lon Trap) y
LC-Q-LIT-MS (Q-LIT Quadrupole-linear
ion-trap), LC-TOF-MS y LC-Q-TOF-MS,
LC-Orbitrap-MS (analizador orbitrap) y
LC-FT-ICR-MS. También aplicaciones de
GC-MS con acoplamientos GC-Q-MS, GC-
QqQ-MS, GC-IT-MS, GC-TOF-MS y GC-
Q-TOF-MS, GCxGC-MS.  Asimismo
aplicaciones de MALDI-TOF en analisis de
seguridad y calidad alimentaria, MALDI-
TOF-MS para anélisis de tejidos y MSI
(Mass Spectrometric Imaging).

Valdés et al. (2013) reportan estrategias
Omicas en el andlisis de los alimentos
transgénicos empleando NMR en maiz,
guisantes, trigo, lechuga y papa. GC-EI-Q-
MS (EI-Q electron ionization-quadrupole)
en papa, tomate, arroz, frambuesas, pepino,
soya y maiz. GC-EI-TOF-MS en pepino y
papa. LC-ESI-Q-MS en papa, arroz, tomate.
LC-ESI-Q/TOF-MS en arroz. CE-ESI-
TOF-MS en maiz y soya. CE-ESI-Q-MS en
arroz, FT-ICR-MS en maiz y arroz.
Multiplataforma: GC-EI-Q-MS y LC-ESI-
IT-MS en vid. Multiplataforma: GC-EI-Q-
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MS y LC-ESI-Q-MS en papaya.
Multiplataforma: GC-EI-TOF-MS, LC-ESI-
Q/TOF-MS 'y CE-ESI-Q/TOF-MS en
tomate. Alomirah et al. (2000) reportan
aplicaciones de MS acopladas a ESI o
MALDI-TOF en péptidos y proteinas de
alimentos: el leche y productos lacteos
(proteina de suero, proteinas de la caseina),
carne y pescado; péptidos y proteinas
vegetales (cereales, semillas de legumi-
nosas).

Oztop et al. (2010) utilizando NMR-MRI
reportan cuantificaron de los cambios en el
contenido de agua y geometria de geles de
proteina de suero de leche. Thybo et al.
(2004) utilizando MRI atributos de calidad
sensorial de la textura de patatas cocidas.
Létal et al. (2003) en rebanadas de
manzana, analisis de textura durante la
maduracion y almacenamiento.

4. Apreciacion critica

La presencia de metabolitos pequefios en
los alimentos representa productos finales
de procesos regulatorios celulares e indican
la respuesta de los sistemas bioldgicos a
una variedad de influencias genéticas y
ambientales. Una estrategia metabolémica
implica el uso de modernas técnicas
analiticas para determinar las poblaciones
globales de metabolitos en las muestras
biol6gicas y en este sentido se ha podido
contrastar que se han logrado avances
considerables, para medir e interpretar
perfiles de metabolitos complejos. Sin
embargo, no es posible analizar todos los
metabolitos de bajo peso molecular con una
sola plataforma analitica. Las técnicas
utilizadas con mayor frecuencia para los
estudios de metabolémica son espectros-
copia. NMR y MS (Nuclear Magnetic
Resonance y Mass Spectrometry). De esta
manera NMR vy la integracion de MS a otras
técnicas analiticas modernas han acelerado
el estudio de cientos de metabolitos.

Las plataformas analiticas: Cromatografia
de Gases GC (Gas Chromatography),
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
HPLC (High-Performance Liquid Chroma-
tography), Cromatografia Liquida de Ultra
Perfomance UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography), Electroféresis
Capilar CE (Capillary Electrophoresis)

acoplados a MS y espectroscopia NMR,
pueden permitir la separacion, deteccion,
caracterizacién y cuantificacion en meta-
bolémica de alimentos. NMR, GC-MS, LC-
MS y UPLC-MS suelen utilizarse para el
analisis a gran escala, pero la metabolémica
no se limita solamente a estas técnicas.
Existe un aspecto que es importante NMR
tiene menos sensibilidad que los equipos de
MS y sus acoples. Ambos tienen alta
reproducibilidad. NMR utiliza en la
preparacion de muestras en solventes
adecuadas y no hay mayor modificacion
interna de los metabolitos. En cambio, MS
utiliza extraccion de muestras en solventes
adecuados y los metabolitos internos
pueden ser alterados.

5. Conclusiones

Monitoreo de cientos 0 mas metabolitos
requiere de técnicas de alto rendimiento y
alta calidad. No es posible analizar todos
los metabolitos de bajo peso molecular con
una sola plataforma analitica. La mayoria
de las técnicas analiticas metabolomicas
encontradas en analisis de alimentos,
seguridad y calidad alimentaria son:
Cromatografia de Gases GC (Gas
Chromatography), Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography),
Cromatografia Liquida de Ultra Perfomance
UPLC  (Ultra  Performance  Liquid
Chromatography), Electroféresis Capilar
CE (Capillary Electrophoresis) acoplados a

espectrometria de masas MS (Mass
Spectrometry) y  espectroscopia  de
Resonancia Magnética Nuclear NMR

(Nuclear Magnetic Resonance).
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