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INTRODUCCION

Los productos naturales de origen vegetal son recursos renovables de multiple uso para el
hombre. Por su participacion en los ciclos biologicos, las plantas son indispensables para la
supervivencia del hombre. La informacion obtenida de la investigacion de compuestos de
origen vegetal ayuda a comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos que los

producen y lograr su mejor aprovechamiento con fines cientificos y econémicos.

Al respecto, para que la industria emplee estas materias primas, es necesario obtener una
cantidad y/o concentracion adecuada de éstas y en forma pura para que su accidén sea mas
efectiva, para ello es necesario llevar a cabo diversos procedimientos para poder extraerlos
con disolventes adecuados, los cuales se seleccionan de acuerdo a la solubilidad y

estabilidad que poseen las sustancias de interés (Dominguez X. A., 1988).

Por otro lado, el marcaje isotdpico es una técnica utilizada para realizar el seguimiento del
paso de un isétopo o0 un atomo con una variacion, a través de una reaccion via metabdlica,
celular y/o sintética. La sustancia se etiqueta/marca mediante la sustitucion de atomos
especificos por su isotopo y se deja entonces para someterse a la reaccion, asi la posicion de
los is6topos en los productos se mide para determinar la secuencia del 4tomo isotopico

seguido en la reaccion o via metabolica de la célula.

En el marcado isotopico, hay varias maneras de detectar la presencia de los isdtopos
utilizados, a través de su masa, de su modo de vibracion o mediante la desintegracion
radiactiva. Al respecto, la espectrometria de masas detecta la diferencia de la masa de un
is6topo, mientras que la espectrofotometria de absorcion de infrarrojo detecta la diferencia
de modos de vibracion de los is6topos y el decaimiento radiactivo se puede detectar a

través de una camara de ionizacion (Adamson, Martin, & Munnég, 1979).

También, es importante resaltar que debido a la diversidad de cultivos que existen en
Meéxico, es preciso buscar alternativas para aportar valor agregado a los frutos o plantas

cultivadas en nuestro pais. Los extractos naturales obtenidos a partir de estas fuentes tienen



numerosas aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética, alimenticia, textil, entre
otras (Mukhopadhyay, 2000); al respecto y de manera particular el término capsicum es
sinonimo de chile, paprika y pimienta dependiendo de la variedad y uso (Purgeglore,
Brown, Green, & Robbins, 1981). La importancia de las diferentes variedades de chile
como un componente de la dieta del pueblo mexicano es notoria por la gran area destinada
a su cultivo y al alto consumo dentro del pais, siendo los chiles més importantes en México
el habanero, el serrano, el jalapefio, el poblano, el manzano, entre otros. Los ingredientes
mas activos del capsicum son conocidos como capsaicinoides y estain compuestos de una
parte de vanillilamida y una cadena de acilo (Mejia, Hudson, Gonzalez de Mejia, &
Vazquez, 1988). Dentro de estos la capsaicina y la dihidrocapsaicina son los componentes
principales de todos los capsaicinoides presentes en los chiles (casi el 90 %), éstos han sido
caracterizados por diferentes técnicas analiticas: cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM) (Pefia-Alvarez, Alvarado, & Vera-Avila, 2012), cromatografia liquida de
alta resolucion-espectrometria de masas por ionizacidon quimica a presion atmosférica
(HPLC/APCIMS) y otros métodos. Sin embargo, el estudio del mecanismo de

fragmentacion de los capsaicinoides ha sido poco estudiado.

Al respecto, en este trabajo se presenta un patron de fragmentacion validado por: CG-EM
por impacto electronico (IE), barridos de iones entrelazados (BBIIEE) del inglés “Linked
scan” (LS) y alta resolucion (AR), ademds, de manera previa y complementaria también se
informa de un estudio para extraer los compuestos de interés mediante el recurso de la

Quimica Verde, esto al emplear fuentes de activacion alternas.



ANTECEDENTES

Extraccion

La vida del hombre estd intimamente unida a su ambiente, en particular a los vegetales, los
cuales le proporcionan alimento, vestido, materiales de construccion, solaz estético, tanto
visual como olfatorio, salud o muerte. Los vegetales, en diversas formas han sido factor
decisivo en los fendmenos sociales y econdomicos determinantes de la evolucion de la
humanidad. Asi, desde que el hombre existe, su gran preocupacion ha sido la lucha por la
supervivencia, por conseguir los remedios para curar sus males y alargar la vida. Con
seguridad, el instinto llevd a los primeros hombres a buscar en la naturaleza no sélo los
alimentos que necesitaban para subsistir, sino también a distinguir entre lo que era
beneficioso y nocivo y encontrar, a su alrededor, aquello que pudiera curar o aliviar sus
enfermedades. En un principio se utilizaban como medicamentos Unicamente productos
donados por la naturaleza, procedentes tanto de los reinos vivos —animal y vegetal- como
del mineral. Un producto natural en términos amplios, es cualquier producto aislado de
fuentes naturales vivas, ya sean bacterias, hongos, plantas o animales. Cualquier organismo
viviente contiene en su estructura una gran cantidad de productos quimicos, en su mayoria
organicos. Como estos compuestos quimicos son el resultado de la actividad metabdlica

suelen en ocasiones ser denominados metabolitos.

Los métodos generales de extraccion de productos naturales, estdn asociados a ensayos
sencillos que permiten la seleccion de extractos o fracciones, seguimiento de las mismas vy,
a partir de las fracciones activas, aislamiento e identificacion de los principios. Los
principios a extraer se encuentran disueltos en el citoplasma de la célula vegetal o formando
sales que se encuentran “incrustadas” en la célula. Con el fin de facilitar la extraccion, la
planta es sometida a un troceado que destruye las estructuras que los contienen, mejorando
asi el rendimiento de la extraccion. Los métodos de extraccion empleados para llevar a cabo

esta operacion son:



a) Maceracion. El material vegetal estd en contacto con un volumen dado de disolvente
durante un periodo de tiempo determinado. El principal inconveniente es la incompleta
extraccion de los principios.

b) Percolacion. El disolvente fluye lentamente en contacto con el material vegetal. Su
principal inconveniente es que se emplean y se acumulan grandes cantidades de disolvente.

C) Digestion. Variante de la maceracion donde el material vegetal se mantiene en
contacto con el disolvente durante un periodo a una temperatura moderada
(aproximadamente 50 °C).

d) Infusion. Sobre la droga se afade agua hirviente.

e) Decoccion. Es empleada para principios activos que no sufran alteraciones con la
temperatura; en este procedimiento se hierve el material vegetal en agua por espacio de 15
a 60 minutos, se enfria, se cuela y se afiade suficiente agua fria a través de la droga hasta
obtener el volumen deseado. Dependiendo de la consistencia de las partes a extraer, se
daran tiempos de decoccidn mas o menos largos.

f) Soxhlet. El equipo Soxhlet se utiliza para realizar procesos solido-liquido,
Realizando un sinfin de extracciones de manera automadtica, el mismo solvente se evapora y

condensa llegando siempre de manera pura al material (Villar del Fresno, 1999).

Quimica Verde

A pesar del gran éxito y a la importancia de la Quimica en nuestra sociedad, su imagen
publica se ha visto deteriorada, debido al incremento de emisiones al ambiente y al miedo a
que la quimica pueda influenciar negativamente en el equilibrio ecoldgico. Pero no es
menos cierto que también participa activamente en la busqueda de soluciones para los
problemas ambientales. Por ello, en los ultimos afios ha surgido un enfoque cuyo objetivo
consiste en prevenir o minimizar la contaminacion desde su origen, lo cual corresponde a la
filosofia de la Quimica Verde. En este contexto se trabaja para prevenir la formacion de
desechos contaminantes y propiciar la economia de tiempo y de recursos; mediante este
protocolo muchos investigadores se han dado a la tarea de generar y emplear métodos no
convencionales para llevar a cabo extracciones quimicas. Esta se rige por doce principios

ya establecidos (Anastas & Warner, 1998):



Principios de la quimica verde

l. Prevencion: es mejor prevenir la generacion de un residuo, que tratarlo o eliminarlo

después de haberlo generado.

2. Economia atémica: los métodos de sintesis deberan disefiarse de tal manera que se

incorporen al maximo, en el producto final, todos los sustratos usados durante el proceso.

3. Sintesis quimicas menos peligrosas: los métodos de sintesis deberan ser disenados
para utilizar y generar sustancias que presenten baja o nula toxicidad, tanto para el ser

humano como para el ambiente.

4. Disefio de quimicos seguros: los productos quimicos se disefiardn de manera que

mantengan su eficacia y baja toxicidad.

5. Uso de disolventes seguros o auxiliares: evitar el empleo de sustancias auxiliares
como disolventes, reactivos de separacion, etc., y en caso de que se empleen deberan ser lo

mas inocuos posible.

6. Diseiio de la eficiencia energética: los requerimientos energéticos en un proceso
quimico se catalogan por su impacto econdmico y al medio ambiente, por lo tanto se

sugiere llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y presion ambiente.

7. Uso de materias primas renovables: la materia prima debe ser preferiblemente

renovable en lugar de agotable, siempre que sea técnica y economicamente viable.

8. Reducir derivados: evitar el uso de grupos de bloqueo, de proteccion-
desproteccion o la modificacion temporal de los procesos fisico-quimicos, ya que su

empleo requiere reactivos adicionales y genera residuos.

9. Catalisis: considerar el empleo de catalizadores, lo mas selectivo posible, de

preferencia de origen natural.

10.  Diseiiar sustancias biodegradables: los productos deberan ser disefiados de tal

manera que al final de su vida 1til no persistan en el ambiente.



11.  Andlisis en tiempo real para prevenir la contaminacion: las metodologias
analiticas necesarias seran desarrolladas en el momento del proceso, lo que permitira un
seguimiento y control en tiempo real del proceso, previo a la formacidon de sustancias

peligrosas.

12.  Quimicos seguros para prevenir accidentes: las sustancias y la forma de una
sustancia usada en un proceso quimico debera ser elegida para reducir el riesgo de

accidentes quimicos incluyendo las emanaciones, explosiones e incendios.

Ahora bien, muchos procesos quimicos emplean fuentes de energia provenientes de
combustibles fosiles. En este sentido y para minimizar los requerimientos energéticos se
han realizado varios intentos para hacer que la energia utilizada en sistemas quimicos sea lo
mas eficiente posible. Se han investigado y adoptado nuevas posibilidades para utilizar
nuevas formas de energia, llamadas formas de energia no clésicas, como: energia mecanica,
sonicacion, microondas e infrarrojo; para optimizar la duracion y la cantidad de producto,
asi como evitar productos no deseados. A continuacion se describe una breve definicion de

cada una de estas fuentes de energia.

e Mecanica: La mecanoquimica se basa en las transformaciones quimicas inducidas
mediante fuentes mecanicas como compresion, molienda o friccion. Esta energia
generalmente desarrollada con un mortero y un pistilo o de manera mecénica
empleando un horno planetario, generando nuevos materiales mejorando la eficiencia
(Takacs, 2013).

e Sonicacion: Ultrasonido, es una fuente de activacion eficiente y amigable en sintesis
quimica, ésta ha sido empleada por décadas con muy buenos resultados. Aqui, no solo
se da un incremento de la energia, sino que ademads se lleva a la formacion de especies
quimicas que inducen la formaciéon de reacciones. La sonoquimica en sistemas
heterogéneos es el resultado de la combinacion de efectos tanto quimicos como
mecanicos de la cavitacion (Doble & Kruthiventi, 2007).

e Microondas: Aqui se lleva a cabo un supercalentamiento por friccion t rotacion por

parte de las moléculas que poseen un momento dipolar bien definido. Por lo tanto, este



fenomeno dependerd de la capacidad que tenga el material, disolvente o reactivo, para
absorber las microondas y convertirlas a calor (Kappe, 2004).

e Infrarrojo: En el espectro electromagnético, en area del infrarrojo estd dividido en tres
zonas: infrarrojo de onda corta o cercano, que va desde 0.76 a 2 um; de onda media o
mediana, de 2 a 4 um y onda larga o lejano, desde 4 a 1000um. Al respecto, las
superficies de las sustancias expuestas a la irradiacion absorben la energia infrarroja y
entonces esta energia absorbida es convertida a calor en un tiempo de reaccion muy
corto. Cabe también mencionar que el infrarrojo cercano es el mas utilizado (Noguez

Cordova, y otros, 2011).

Marcado isotopico

La marcacion isotopica es una técnica en la que se emplea un isétopo trazador o trazador
isotopico para observar el movimiento de ciertos materiales en procesos quimicos,
bioldgicos o fisicos, siendo los trazadores que pueden marcarse sustancias quimicas, células

0 MiCroorganismos.

Mucha informacion 1til puede ser obtenida usando moléculas que han sido isotopicamente
marcadas rastreando la ruta de la reaccion de esta manera, pudiéndose seguir mediante
espectrometria de masas (EM), espectrofotometria de absorciéon de infrarrojo (IR) o
resonancia magnética nuclear (RMN). El deuterio, es el isotopo méas comln para llevar a
cabo este tipo de rastreo dentro de un sistema, es utilizado para sustituir al hidrogeno
empleando generalmente agua deuterada. Para detectar la presencia de isotopos marcados
se debe de tener en cuenta dos particularidades, la primera de ellas se encuentra en la
diferencia de las masas de los compuestos y, la segunda, se observa en la forma de los

modos vibracionales que la molécula pueda presentar.

En la técnica de marcado, generalmente no es necesario utilizar compuestos marcados en su
totalidad; el material parcialmente marcado usualmente es suficiente. Ademas, es apropiado
comentar, que en esta técnica se emplean isotopos no radiactivos; asi, algunos de los

is6topos mas comunes son 2H, °C, >Ny, que ademads pueden ser producidos en disolventes



de RMN, aminoacidos, acidos nucleicos, lipidos, metabolitos comunes y medios de cultivo

de células.

A continuacién se presentan algunos ejemplos tomados de la literatura primaria, en el
primero de ellos se emplea el marcaje isotopico; en este sentido, Miranda y colaboradores
(1990), llevaron a cabo el marcaje isotopico de diferentes bencensulfonilhidrazonas y
tosilhidrazonas, compuestos empleados para determinar la concentracion exacta de
soluciones de reactivos de litio, confirmando que los protones aromaticos del grupo tosilato
son mas reactivos que aquellos en posicion orto en el doble enlace carbono-nitrogeno,

Figura 1.

Otro ejemplo adecuado es el presentado por Tao Chi y Baker (1993), quienes realizaron un
estudio utilizando el intercambio deuterio-hidrogeno empleando la técnica de termoespray
en espectrometria de masas para determinar el nimero de grupos funcionales quimicamente
intercambiables en los metabolitos de Arteether (Artemotil; droga semi-sintética anti
maldrica derivada del producto natural artemisinina, también conocida como ginghasou) y
asi extender el uso del intercambio para servir como ayuda en la elucidacion de fragmentos

de 1ones mediante este nuevo método.

También, se ha llevado a cabo la determinacion del numero de grupos funcionales
intercambiables mediante la comparacion del desplazamiento de las sefiales en los
espectros tanto de las moléculas deuteradas asi como de las que estaban contenidas en un
sistema de disolventes regulares. Uno de los mecanismos de fragmentacion determinados se

muestra a continuacion, Figura 2.
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Figura 1. Marcado isotopico de bencensulfonilhidrazonas y tosilhidrazonas.
Fuente: Miranda, y otros, 1990
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Figura 2. Mecanismo de fragmentacion de Arteether en una solucion enriquecida de deuterio.
Fuente: Tao Chi & Baker, 1993

Finalmente un ejemplo mas, es el mostrado por Alleman y colaboradores (2012), donde
estudian el mecanismo de reaccion de la eliminacion 1,4-conjugada catalizada por la
enzima terpeno sintasa. Al respecto, dependiendo del modo en que la eliminacion de proton
de los analogos de DMADP, se obtendrian distintos productos de isopreno deuterado que
podrian ser distinguidos facilmente mediante espectrometria de masas. La eliminacion
regioespecifica proton/deuterio daria como resultado un solo producto deuterado, que es

consistente con un mecanismo de reaccion concertado, mientras que una eliminacion
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proton/deuterio no regioespecifica resultaria en dos productos deuterados, consistente con
un cation intermediario comun de dimetilalilo que excluiria a un mecanismo concertado. El
estudio realizado mediante la deuteracion y el estudio con espectrometria de masas, apoya
el mecanismo de reaccion paso a paso mediante intermediarios cationicos alilicos analogos

al enlace enzimatico. Figura 3.
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Figura 3. Posibles mecanismos de reaccion de la eliminacion 1,4-conjugada.
Fuente: Allemann, y otros, 2012
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Capsaicina

El chile se ha convertido en uno de los principales condimentos a nivel mundial. Alrededor
del 90 % de las variedades de chile son de origen mexicano. Al respecto, México se ubica
entre los primeros paises productores de esta hortaliza (Hernandez, Ochoa, Lopez, &

Garcia, 2009), Figura 4.
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Figura 4. El chile en México

Fuente: Sagarpa, 2014

Los chiles son bien conocidos por ser fuentes de una gran cantidad de nutrientes, tales
como vitamina C, compuestos fenolicos, flavonoides y carotenoides, incluyendo
provitaminas A (De aguiar, y otros, 2013). El fruto es muy importante econémicamente
debido a la existencia de un nimero muy diverso de variedades de chile, ademas de que su

consumo esta relacionado a su sabor picante (Pino, Sauri-Duch, & Marbot, 2009).

El fuerte y especiado sabor de los chiles picantes, se atribuyen a la presencia de una familia

de 16 alcaloides homologos, a los que de manera genérica se les llama capsaicinoides.
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Estos componentes se encuentran presentes unicamente en los frutos del género Capsicum,

variando su concentracion de una variedad a otra.

Los capsaicinoides estdn compuestos de una fraccion vainillilamida y una cadena de acilo
de 8 a 13 atomos de carbono. El contenido de capsaicinoides puede llegar a ser del 1 % en
algunos chiles muy picantes, como el chile habanero en México (Capsicum chinense);
aunque generalmente la concentracion de estos va de 0.05 a 0.3 %. Los dos capsaicinodes
mayoritarios presentes en la gran variedad de chiles son la capsaicina (trans-8-metil- N-

vainillil-6-nonenamida) y la dihidrocapsaicina (8-metil-N-vainillilnonamida).

La capsaicina y la dihidrocapsaicina conforman aproximadamente el 90 % de los
capsaicinoides del chile, sus moléculas tinicamente difieren en la insaturacion de la cadena
hidrocarbonada. En adicion a estos dos capsaicinoides, se encuentran otros capsaicinoides
en menor cantidad, como lo son la nordihidrocapsaicina, norcapsacina, homocapsaicina,
homodihidrocapsaicina, dinorcapsaicina, nordihidrocapsaicina y la dinordihidrocapsaicina,

entre otros (Barbero, Palma, & Barroso, 2006), Figura 5.

Es apropiado mencionar que debido a que los atomos de nitrogeno de los capsaicinoides no
forman parte del anillo heterociclico, estos deben ser clasificados como protoalcaloides.
Los capsaicinoides se encuentran en una mayor concentracion en la placenta del fruto,
estructura a la que se adhieren las semillas; no tienen olor ni sabor, son lipofilicos y
estimulan los puntos receptores en la lengua y boca (Hernandez, Ochoa, Lépez, & Garcia,
2009). La capsaicina fue cristalizada por primera vez en 1876 por Tresh, siendo su

estructura molecular determinada por Nelson y Dawson en 1919.
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Figura 5. Capsaicinoides comunes.
Farmacologia

A la capsaicina se le han atribuido efectos farmacolégicos desde la antigiiedad, pero no es
sino hasta los ultimos 20 afios que se han hecho extensas investigaciones para determinar
aplicaciones especificas, incluyendo algunas en el tracto gastrointestinal, pérdida de peso y

analgésicas.
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La capsaicina y sus andlogos son usados en cremas topicas y parches para tratar sindromes
con dolor crénico tales como neuralgia post-herpética, dolor musculo-esquelético,
neuropatia diabética, osteoartritis y artritis reumatoide, Figura 6. También ha sido
empleado, para tratar dolor producido por erupciones, psoriasis, mastectomia y desordenes

de la vejiga.

Debido a su estructura fenolica, los capsaicinoides también tienen una fuerte actividad

antioxidante (Reyes-Escogido, Gonzalez-Mondragon, & Vazquez-Tzompantzi, 2011).

| = OSTRIX ﬁ_

Figura 6. Pomada comercial para el dolor a base de capsaicina

Los capsaicinoides poseen una gran variedad de propiedades bioldgicas que pueden afectar
la salud humana. Estas incluyen actividades antimicrobianas contra bacterias patogénicas
incluyendo Bacilli, Clostridiae, Salmonellae y Helicobacter; actividad antioxidativa y

potenciales efectos anticancérigenos (Kozukue, y otros, 2005).
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HIPOTESIS

Se tiene conocimiento de que los métodos de extraccion empleando fuentes alternas (MO,
US, IRC) con relacion al tratamiento térmico clasico (mantilla-Soxhlet) han venido en
aumento, también se sabe que existe muy poca informaciéon sobre la extraccion de
capsaicinoides del chile habanero empleando fuentes alternas. Ademas, se conoce que el
marcaje isotopico es fundamental en la determinacion de la posicion y del paso de un
isotopo a través de una reaccion. Al respecto, es conocido que el etiquetado isotdpico se
puede detectar por diferentes técnicas espectroscopicas, entre ellas la espectrometria de
masas. De esta forma, si se plantea un estudio comparativo entre tres fuentes alternas de
extraccion, se generard un método para llevar a cabo la extraccion de los metabolitos de
interés en un mayor porcentaje y, asimismo, si se lleva a cabo el marcado isotdpico con
deuterio de los compuestos extraidos, capsaicina y dihidrocapsaicina, y en complemento se
emplean experimentos adecuados propios de la espectrometria de masas impacto
electronico (IE), barrido de iones entrelazados (“LS”) y alta resolucion (AR), se podra
establecer de manera inequivoca el mecanismo de fragmentacion de las moléculas en

estudio.
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OBJETIVOS

General

Llevar a cabo la extraccion de capsaicina y dihidrocapsaicina empleando fuentes alternas
como las irradiaciones de microondas (MO), infrarrojo cercano (IRC) y ultrasonido (US),
para posteriormente sobre estas moléculas realizar un marcaje isotdpico para generar un
estudio mediante espectrometria de masas, a efecto de establecer el mecanismo de

fragmentacion para las moléculas en estudio.

Particulares

e Llevar a cabo el secado y el molido del chile habanero.
e Realizar la extraccion de capsaicina y dihidrocapsaicina, empleando diferentes
fuentes alternas de activacion.
e Determinar las mejores condiciones de extraccion (temperatura y tiempo).
e Determinar mediante CG-EM que método de extraccion es el mas adecuado.
e Aislar y purificar las moléculas objetivo.
e Realizar un marcado isotdpico sobre las moléculas aisladas.
e Establecer el mecanismo de fragmentacion empleando espectrometria de masas.
e Confirmar mediante diversos estudios de espectrometria de masas (IE, “LS” y AR)

el patron de fragmentacion propuesto.
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METODOLOGIA

Reactivos

Los reactivos utilizados: muestra de chile habanero (Capsicum chinense) se obtuvo
previamente triturado y tratado de chile habanero puro molido, Industria Agricola Maya
S.A. de C.V., Mérida, Yucatan; el etanol absoluto utilizado para la extraccion de los
capsaicinoides se obtuvo del método que indica la literatura (Dominguez X. A., 1982). Los
disolventes n-hexano y AcOEt son grado reactivo por lo que se utilizaron sin tratamiento
alguno. Para el aislamiento y purificacion de la capsaicina y la dihidrocapsaicina se empled
la técnica de cromatografia en placa preparativa (cpp) usando gel de silice, Merck 60 con
tamafio de poro de 0.063 mm (malla 230 ASTM) como fase estacionaria y como eluyente el
sistema n-hexano/AcOEt (50:50). El revelado de éstas se llevd a cabo por diferentes
métodos: luz ultravioleta, con una lampara UVP (UVLS-24), vapores de yodo y con
solucion de sulfato cérico. Para el marcado isotdpico se utilizo MeONa preparado de
acuerdo a la literatura (1959); el MeOH-d4 y el agua deuterada se adquirieron

comercialmente.

Equipo

Para las extracciones se empled un reactor de microondas (digestion y extraccion) de la
marca Millestone Ethos One SK-10. Para la irradiacion de infrarrojo cercano se us6 un
equipo comercial “Flavor Time®” modelo AOT-F902 (1350 W/110 V/120 V-60 Hz|220
V/240 V-60 Hz) (Noguez Cordova, y otros, 2011). Para llevar a cabo la irradiacion con
ultrasonido se us6 un bafio de ultrasonido Transonic 460/H Elma ultrasound bath (35 KHz).
Los cromatogramas se adquirieron empleando un Cromatografo de Gases de la marca
Agilent Technologies (modelo 6890N) acoplado a un espectrometro de masas JMS GC
Mate II. Los cromatogramas se obtuvieron empleando una columna 30 m x 0.32 mm 0.25
micrones, con una temperatura inicial de 40 °C por un minuto, y posteriormente ocho

grados por minuto hasta 310 °C la que se mantuvo por seis minutos. Los estudios de
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“linked scan” y alta resolucion se obtuvieron utilizando un espectrometro de masas
MStation MJS-700 JEOL, con potencial de ionizacion de 70 eV. . Los datos de alta
resolucion en tiempo real se obtuvieron empleando un espectrometro JEOL AccuTOF
DART (Direct Analysis in Real Time). Las medidas empleando el experimento DART se
llevaron a cabo con PEG (polietilenglicol) 400 como referencia interna a 6000 de
resolucion, con triple helio en estado triplete como gas ionizante a 350 °C. En la primer
entrada la temperatura y el voltaje fueron de 120 °C y 15 V, respectivamente, el voltaje de

la segunda entrada fue de 5 V.

Método experimental

Para la extraccidon, con equipo Soxhlet, se colocaron 10g de chile habanero molido, se
adicionaron 250 mL de EtOH absoluto y se llevo a reflujo por 3h, una vez concluido el
tiempo de extraccion se filtrd a vacié para separar el chile habanero, el disolvente se seco a
presion reducida y se determiné la presencia y el porcentaje de extraccion de la capsaicina

y la dihidrocapsaicina mediante el analisis CG/EM.

Posteriormente se realizaron multiples extracciones con tres fuentes de energia, dos de estas
basadas en ondas electromagnéticas: microondas (MO), infrarrojo cercano (IRC); y la
tercera por ondas mecénicas: ultrasonido (US). En cada una de éstas se realizaron tres

diferentes métodos para llevar a cabo la extraccion, las cuales se describen a continuacion.

Para las dos fuentes de energia de ondas electromagnéticas (MO, IRC):

a) En el primer método se irradid 1 g de muestra de chile habanero en ausencia de
disolvente, una vez concluido el tiempo de irradiacion se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se adicionaron 30 mL de disolvente (EtOH), se filtr6 y se secd a presion
reducida.

b) En el segundo proceso, a 1 g de muestra se le agregaron 30 mL de disolvente, los cuales
se irradiaron con las dos fuentes de energia, concluido el tiempo de irradiacion se filtrd y se

seco a presion reducida.

19



c) En el tercer método, se irradio 1 g de muestra en ausencia de disolvente una vez
concluido el tiempo de irradiacion se adicionaron 30 mL de disolvente y se irradio

nuevamente, concluido el tiempo de irradiacion se filtrd y se seco a presion reducida.

Para las extracciones con una fuente de energia de ondas mecanicas:

a) En el primer método se sometio a ultrasonido, | g de muestra de chile habanero en
ausencia de disolvente, una vez concluido el tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se adicionaron 30 mL de disolvente (EtOH), se filtr6 y se seco a presion reducida.

b) En el segundo proceso, a 1 g de muestra se le agregaron 30 mL de disolvente, concluido
el tiempo de exposicion, se filtrd y se seco a presion reducida.

¢) En el tercer método, se utiliz6 1 g de muestra en ausencia de disolvente una vez
concluido el tiempo se adicionaron 30 mL de disolvente y llevo a ultrasonido nuevamente,

concluido el tiempo se filtrd y se seco a presion reducida.

Las condiciones para cada una de las fuentes alternas utilizadas fueron las siguientes:

e MO: Para llevar a cabo este proceso se empleo la siguiente rampa de calentamiento:
irradiar por 1 minuto a 65 °C, a 100 watts de potencia, agitaciéon al 70 %,
posteriormente se irradid por 5 minutos a temperatura constante bajo las mismas

condiciones.

e JRC: Para este método se realizaron tres extracciones, todas a 75 °C, en el caso
particular del proceso b) se irradi6 tres veces a 5 min dando un tiempo de reposo de
5 min entre cada irradiacion y para el proceso c) al adicionar el disolvente se irradi6
tres veces a 5 min dando un tiempo de reposo de 5 min entre cada irradiacion, todo

con agitacion constante para evitar la proyeccion del disolvente.

e US: En este método también se hicieron tres extracciones, a 65 °C, por 70 minutos.
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Una vez concluidas todas las extracciones, los extractos obtenidos se llevaron para su
estudio mediante CG-EM. Posteriormente, se llevé a cabo la purificacion de las mezclas de

reaccion mediante la técnica de ccp para obtener los compuestos de interés.

Para llevar a cabo el marcaje isotopico de las moléculas en estudio, éste se realizé bajo la
siguiente metodologia: se colocaron 70 mg de la mezcla capsaicina-dihidrocapsaicina en un
matraz bola de 50 mL, se adicionaron 10 mg de MeONa y 10 mL de MeOH-d4, con

agitacion constante a reflujo por 3 dias.

La reaccion fue monitoreada por CG-EM mediante IE; posteriormente, por “LS” y

finalmente por AR.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion

Los productos naturales tienen una gran variedad de aplicaciones en diferentes sectores de
la industria (como la farmacéutica, la cosmética, alimenticia, etc.); por lo cual el estudio de
los diferentes métodos de extraccion de estos se ha hecho importante. De esta manera, y
bajo los principios de la Quimica Verde, se llevaron a cabo diversas extracciones
obteniendo algunos beneficios ambientales como reducir la cantidad de disolventes
utilizados, asi como el empleo de diferentes fuentes alternas de energia como irradiaciones
de infrarrojo cercano, de microondas y mediante ultrasonido. A continuacion, se presentan

las estructuras de la capsaicina (1) y la dihidrocapsaicina (2) para tener una mayor

objetividad.
o o
N Z N
Ho Capsaicina (1) HO Dihidrocapsaicina
(€))
o
A 0\

Figura 7. Estructuras de la capsaicina y la dihidrocapsaicina

Al respecto, en los estudios mediante cromatografia de gases, como se observa en el
Cromatograma 1, el proceso de extraccion mediante equipo Soxhlet extrae diversos
componentes y otros capsaicinoides (nordihidrocapsaicina, nonilvanillilamida,
dodecilvanillilamida y homocapsaicina), en consecuencia se extrajo un menor porcentaje de
capsaicinoides de interés, 43.69 y porcentaje del 11.61 de 1 con respecto a 2, Tabla 1. Al
emplear las fuentes de activacion no convencionales, el proceso es mucho maés selectivo, se
extrae en mayor proporcion los compuestos de interés y, las impurezas mostradas por el
proceso Soxhlet son minimizadas en forma considerable, cabe resaltar que la extraccion de
otros capsaicinoides se presenta en una menor proporcion, de tal forma, que casi son
imperceptibles en los cromatogramas obtenidos; al respecto, se presenta un mayor

porcentaje de capsaicina en relacion a la dihidrocapsaicina, los porcentajes se pueden
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apreciar en la Tabla 1. Al emplear IRC, el mayor porcentaje de 1 y 2 se presento al llevar a
cabo la extraccion empleando el método ¢) Tabla 1, en donde se obtiene la mayor cantidad
de los capsaicinoides objetivo y mayor porcentaje de 1 que de 2, 18.63 %, Cromatograma
2. Con relaciéon a la extraccion asistida con ultrasonido se puede observar que la mayor
cantidad de extraccidn se presenta al irradiar en seco, método a) Tabla 1; sin embargo, aqui
es necesario comentar que el mayor porcentaje de extraccion de 1 se presenta al emplear el
método c) Tabla 1 con un 19.19 %, Cromatograma 3. Finalmente, para la extraccion
empleando irradiaciones de microondas, en la Tabla 1 método a), se observa que se
presenta la mayor extraccion de capsaicinoides, pero el mayor porcentaje de 1 se obtiene al

emplear el método b) con un 22.43 %, Cromatograma 4.

Tabla 1. Porcentajes de 1y 2 extraidos

Método Porcentaje (tiempo de retenciéon en Porcentaje Diferencia de Relacion
min) Total Porcentaje (rue)
Capsaicina Dihidrocapsaicina de extraccion
Soxhlet
reflujo 24.38 (8.09) 19.31 (8.35) 43.69 11.61 1.263
IRC
a) 45.11 (28.77) 32.38 (28.98) 77.49 16.43 1.393
b) 38.49 (28.82) 27.05 (29.03) 65.54 17.45 1.423
c) 52.10 (28.73) 35.74 (28.94) 87.84 18.63 1.458
us
a) 45.52 (28.78) 32.66 (28.99) 78.18 16.45 1.394
b) 39.74 (28.77) 28.06 (28.97) 67.80 17.23 1.416
c) 45.36 (28.72) 30.76 (28.93) 76.12 19.19 1.475
MO
a) 54.83 (28.70) 37.37 (28.90) 92.10 18.96 1.467
b) 56.22 (28.70) 35.62 (28.91) 91.84 22.43 1.578
C) 42.09 (28.70) 30.16 (28.91) 72.25 16.51 1.396

IRC: infrarrojo cercano, US: ultrasonido, MO: microondas
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Cromatograma 1. Cromatograma de gases de la extraccion con equipo Soxhlet. (Realizado con una rampa de 20°C por
minuto)
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Método C con US
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También es apropiado comentar, que el proceso aqui presentado empleando US en
comparacion con el tnico método reportado por Pefia Alvarez y colaboradores (2012),
presenta una menor cantidad de compuestos de interés extraidos, de esta forma, se muestra
que el éacido palmitico y el acido linoléico son los compuestos de mayor proporcion,
Cromatograma 5, bajo las condiciones ahi reportadas. Asimismo, es necesario resaltar que
no existe algn trabajo de extraccion sobre el chile habanero que se haya llevado a cabo por

microondas e infrarrojo cercano.

7000000
GO00000
3000000

4000000
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3000000

2000000

1000000 K,J

8.00 10.00 1200 1400 16.00 18.00 2000 22.00 2400 26,00 28.00 30.00

Time-->
Cromatograma 5. Cromatograma de extraccion de capsaicina con ultrasonido reportado en la literatura, en donde

a) acido palmitico, b) dacido linoléico, 1) capsaicina y 2) dihidrocapsaicina
Fuente: Pefia-Alvarez, Alvarado, & Vera-Avila, 2012

Teniendo en cuenta los resultados previos y para estandarizar los procesos de extraccion, se
llevaron a cabo cinco repeticiones independientes. Al respecto en la Tabla 2, se confinan
los diferentes porcentajes de extraccion para cada repeticion, con estos datos se realizaron

los graficos de control para cada proceso.
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Tabla 2. Porcentajes de extraccion

Fuente de energia Repeticion
1 2 3 4 5
Soxhlet 24.38 20.53 21.79 22.01 24.12
IRC 52.10 50.20 51.30 50.70 51.90
uUs 45.36 44.92 45.49 44,78 45.10
MO 56.22 55.05 53.47 56.67 53.33

En la Tabla 3 se pueden observar los datos proporcionados por el programa estadistico
Statgraphics, mediante el cual se obtuvieron los valores para el limite de control inferior
(LIC), el limite de control superior (LCS) y el promedio (X), con estos datos fue posible
generar los graficos respectivos, en donde no se dejaron observaciones excluidas y se llevod

a cabo con un nivel de confianza del 95 % con + 1 desviacion estdndar (DE).

Tabla 3. Datos para la elaboracion de las grdficas de control.

Fuente de energia Graficos de control
PROMEDIO LSC LIC DE
(x)
Soxhlet 22.57 24.21 20.92 1.65
IRC 51.24 52.30 50.18 1.06
us 45.10 45.52 44.68 0.42
MO 54.95 57.01 52.89 2.06

Al respecto, los graficos de control nos permiten determinar si el proceso que se estd
llevando a cabo se encuentra controlado, mediante el supuesto de que provienen de una
distribucion normal. Es decir, si para este trabajo de tesis el empleo de las fuentes de
energia alterna es adecuada o no. Para ello es importante establecer dos hipotesis, las cuales

se enuncian a continuacion:

Hy: El proceso se encuentra bajo control estadistico.

H;: El proceso no se encuentra bajo control estadistico.

Asi, en la Figura 8a y Tabla 3, se puede observar que en el proceso Soxhlet se tiene una

media (X) de 22.566 y una desviacion estandar (DE) de 1.64894, aqui se presentan dos
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puntos fuera de los limites del proceso, LSC = 24.2149 y LIC = 20.9171 con un nivel de
confianza del 95 %, por lo tanto este proceso es no controlado. Para el caso de IRC, Figura
8b y Tabla 3, se tiene una X = 51.24 y una DE = 1.06383, en el grafico se aprecia que todos
los puntos estan dentro de los limites del proceso, LSC = 52.3038 y LIC = 50.1762 con un
nivel de confianza del 95 %, el proceso se declara controlado. Al emplear US, Figura 8c y
Tabla 3, se presentan los siguientes parametros: X = 45.102, DE = 0.421099, LSC =
45.5132 y LIC = 44.6809 con un nivel de confianza del 95 %, en el grafico se observa que
no hay ningtn punto fuera de los limites por lo tanto el proceso es controlado. Finalmente,
el proceso mediante MO presenta valores para X de 54.948 y DE de 2.05895, Todos los
puntos estan dentro de los limites del proceso, LSC = 57.007 y LIC = 52.889 con un nivel

de confianza del 95 %, entonces el proceso se declara que estd en control.
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Figura 8. Grdficos de control (+ 1DE) obtenidos empleando equipo Soxhlet (a) y las tres diferentes formas de energia
(irradiacion de infrarrojo cercano (b), ultrasonido (c) e irradiacion de microondas (d) empleando etanol como disolvente.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se puede decir que los procesos aqui ensayados son
una buena estrategia verde para llevar a cabo la extraccion de los metabolitos de interés al

ofrecer una mayor extraccion en menores tiempos.

Propuesta y validacion de un patron de fragmentacion

La necesidad del presente estudio, propuesta de un mecanismo de fragmentacion validado,
para la capsaicina y la dihidrocapsaicina tiene su origen en el trabajo previamente
publicado por Schweiggert y otros (2006), donde se hace una propuesta Figura 9,
fundamentada por la técnica de “electrospray”, al respecto, se propone que la
fragmentacion se produce principalmente via la cadena alilica, es decir, que primeramente a
partir del M* (a) pierde el anillo aromatico para generar el ion (b) m/z 182, a partir de b la
formacion del pico ¢ m/z 153 por pérdida de 29 Da, a su vez, también se sugiere la
formacion del fragmento d m/z 170, a partir del ion molecular del cual se genera también ¢
via su tautomero d’; un aspecto importante de sefialar dentro de este patron de
fragmentacion es el pico e de relacion m/z 137, para el cual los autores proponen un
fragmento con esqueleto base de un ciclohexadieno sustituido con un metileno, un grupo
metoxilo y un grupo hidroxilo, perdiéndose la aromaticidad del anillo original. Al respecto,
es de alta importancia resaltar que este fragmento contradice las bases de la Espectrometria
de Masas, ya que esta informado que se generan fragmentos mas estables (Watson &

Sparkman, 2008), (De Hoffmann & Stroobant, 2001).

29



CH,
/ HO
A miz 137
0\ e
(o]
Hy
m/z 305
a

HO

O\ '\

H3N
\@d
H
m/z 182 m/z 170
®
HoN
Y
Ho,
X F
m/z 153
C

Figura 9. Mecanismo de fragmentacion de la capsaicina previamente publicado en la literatura.
Fuente: Schweiggert, Carle, & Schieber, 2006



Teniendo como antecedente principal, la propuesta no validada del patron de
fragmentacion anteriormente mencionado (vide supra), en complemento de una revision
exhaustiva en la literatura (“Science Finder”), se detecta que no existe un estudio adecuado
para establecer de forma validada un patron de fragmentacion de las dos moléculas
objetivo; en consecuencia se presentd como interesante e inclusive se puede decir como
obligada estudiar, proponer y validar un patréon de fragmentacion para las compuesto de
interés. Lo anterior, objetivo primordial de este trabajo de tesis se describe graficamente
Figura 10, y se discute haciendo uso de diversas herramientas (“LS”, AR, marcado

isotopico) propias de la espectrometria de masas.
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Impacto electronico

Con los datos obtenidos mediante los estudios de CG-EMIE, fueron identificadas la

capsaicina y la dihidrocapsaicina; al respecto, en los Espectros 1 y 2, se observan los iones

moleculares esperados de 1 y 2, (i) m/z 305 (16) y (i) m/z 307 (14), de manera

correspondiente, ademas es importante resaltar, que estos compuestos presentan una

fragmentacion comun la cual se describe a continuacion: el ion ii, m/z 195 [M-110]" o ii’
[M’-112]", ion iii, m/z 152 [M-153]" o iii’ [M’-155]", m/z 137 (100) ion iv [M-168]" o ion
iv’ [M’-170]", asimismo el fragmento v, m/z 122 [M-183]" o v’ [M’-185]", y finalmente,
m/z 94 vi-vi’ [122-CO], Tabla 4.

Tabla 4. Fragmentos de la capsaicina y la dihidrocapsaicina.

M™ (%)
” ii (%) iii (%) iv (%) v (%) vi (%)
i’
Capsaicina 305 (16) 195 (6) 152 (11) 137 (100) 122 (5) 94
Dihidrocapsaicina 307 (24) 195 (21) 152 (12) 137 (100) 122 (5) 94
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“Linked scan”

Para validar las rutas establecidas, en el patron de fragmentacion descrito en la Figura 10,
en una primera etapa se realizaron los estudios de “linked scans” (Figuras 3-6) de cada uno
de los fragmentos significativos (i/i -vi/vi); los resultados correspondientes se presentan de

manera resumida en la Tabla 5.

Tabla 5. lones hijo

m/z Iones hijo/ m/z
305/307 (i/ii”) 195 (ii/ii’), 137 (iv/iv’)

195 152(iii’)

152 137 (iv/iv’)

137 122(v/v’)

122 94 (vi/vi’)

Como puede observarse, teniendo como referente a la dihidrocapsaicina, del fragmento de
relacion m/z 307 se producen los picos con relaciones m/z 195 y m/z 137; al respecto, la
formacion del i6n ii” se explica adecuadamente por, la via de, un rearreglo de McLafferty,
mientras que iv’ se manifiesta como un ion tropilium, generado mediante una escision
bencilica-a al nitrégeno y la subsecuente transposicion, congruente con una pérdida de 168

Da (Figura 11).
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Figura 11. Fragmentos m/z 195y m/z 137

El resultado del respectivo “linked scan” de ii” es indicativo del origen del pico iii, lo cual
se explica por una ruptura e al nitrégeno con la respectiva pérdida del sistema enolico; a su
vez, del correspondiente “linked scan” de iii" se evidencia también la formacion del
fragmento iv’, implicando la perdida de amoniaco y una subsecuente transposicion (Figura

12).

37



HO

o HsCO iv

miz 137

Figura 12. Fragmentos m/z 195, m/z 152, m/z 137

Finalmente de los correspondientes estudios de “linked scans” de iv” y v" se dan a conocer

y valida la produccion consecutiva de los iones vi'y m/z 94 (Figura 13).
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Figura 13. Fragmentos m/z 137, m/z 122 y m/z 94
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Alta resolucion

A efecto de acentuar mas la validacidon de patron de fragmentacion propuesto que presenta

tanto la capsaicina como la dihidrocapsaicina, se llevo a cabo en forma complementaria un

estudio de alta resolucioén para cada fragmento de interés; en ese contexto, es apropiado

comentar que las mediciones se encuentran dentro del intervalo permitido de error + 10

ppm. Al respecto los datos correspondientes se encuentran confinados en la Tabla 6 en el

cual se puede observar que la composicion elemental, a manera de ejemplo, para el

fragmento de 137 Da presenta una masa molecular exacta calculada de 137.0603 Da y una

masa molecular exacta experimental de 137.0602 Da, con un error de -0.8 ppm, consistente

para una composicion elemental de CsHoO,. En forma analoga al estudio antes realizado se

validd la composicion elemental y ademas se establecid como congruente la estructura del

resto de los fragmentos ii-v.

Masa exacta Masa exacta Error (ppm) Insaturaciones Composicion
Ion experimental calculada (Da) elemental
(Da, % ar)

1 307.2164 (12.1) 307.2147 +5.4 5.0 CisH2903N

i 305.2006 (14.3) 305.1991 +5.0 6.0 CisH2703N
ii 195.0903 (8.3) 195.0895 +3.8 5.0 CioHi303N
iii 152.0715 (12) 152.0712 +2.2 4.5 CsHi0O2N
iv 137.0602 (100) 137.0603 -0.8 4.5 CsHyO2

v 122.0369 (3.2) 122.0368 +1.3 5.0 C7HeO2

% ar: porcentaje de abundancia relativa

Tabla 6. Principales fragmentosen 1y 2
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Marcado isotopico

Como ya se ha mencionado el etiquetado mediante isotopos es una forma muy util de
determinar mecanismos tanto de reacciéon como de fragmentacion. En este caso se pudo
aplicar esta metodologia, puesto que la molécula en cuestion posee dos hidrogenos acidos
que pueden ser intercambiados por deuterio. Al realizar el marcado isotopico en la
capsaicina, Figura 14, se pudo complementar la validacion del mecanismo de

fragmentacion propuesto en este trabajo, Figura 10.

e -"J-LH... - ) e ’J-L -~ )
- N . = M
] H N .. |T D N\
DD_,.-*H,H:T___. HD.—-’ mﬁ___,.-'
OMe OMe

Figura 14. Estructuras de la capsaicina monodeuterada.

Al respecto, y de acuerdo al Espectro 7 por un lado se logra intercambiar un deuterio de
manera principal (= 66%), distribuido tanto en el grupo OH (fendlico) como en el grupo
NH (amidico), es decir se genera una mezcla de capsaicinas monodeuteradas y bideuterada.
La monodeuteracion, se refleja mediante el nuevo ion molecular, m/z 306, indicativo de una
unidad mas debido inequivocamente a la incorporacién de un atomo de deuterio; ello con
respecto al ion molecular original de m/z 305. Como consecuencia de lo anterior la
fragmentacion conduce a la formacion de los picos m/z 137 y m/z 138; es decir, si el
deuterio se incorpord en el d&tomo de nitrégeno el pico base corresponde a m/z 137, porque
el deuterio no se agregd en el anillo aromatico; en consecuencia surgen de forma
complementaria los fragmentos deuterados m/z 196 y m/z 153. En cambio si el deuterio se
unié al oxigeno del oxhidrilo en el anillo aromatico, el fragmento correspondiente al 16n
molecular es el de m/z 138, debido a una unidad de masa mas del deuterio. Los comentarios
anteriormente vertidos se presentan de manera resumida en la Figura 15, los cuales en

forma suplementaria se validan mediante el dato de alta resolucion vertido en la Espectro 8.
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Figura 15. Fragmentacion de las moléculas de capsaicina monodeuteradas.
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Espectro 9. Espectro de alta resolucion de la capsaicina monodeuterada (DART)

En cuanto a la capsaicina bideuterada (= 33%), esta se refleja mediante el respectivo ion
molecular m/z 307, con el cual se fundamentan los fragmentos m/z 197 y m/z 154 ademas
m/z 138 , esto ultimo de acuerdo a lo presentado en la figura 16, informacion congruente

con el mecanismo de fragmentacion propuesto (figura 10).
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Figura 16. Fragmentos obtenidos de la capsaicina bideuterada
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CONCLUSIONES

En primer lugar, resalta que tanto los objetivos propuestos como la hipotesis planteada,

fueron cumplidos satisfactoriamente.

Respecto a las extracciones con las diferentes fuentes de energia, se obtuvieron las
moléculas deseadas reduciendo tiempos y uso de disolventes. Ademas de que al
compararlas con la realizada con el método tradicional de Soxhlet estds lograron ser mas

eficaces.

Con relacion al Protocolo de la quimica verde, y en referencia a las extracciones, se incidid
adecuadamente en los principios 5 y 6: uso de disolventes o auxiliares seguros y disefio de

la eficiencia energética, respectivamente.

En el mismo contexto de las extracciones, se lograron mejorar los resultados previamente
publicados mediante el empleo del ultrasonido. Ademas es importante resaltar que se
lograron mejores resultados de extraccion, recurriendo al uso de irradiacion infrarroja-

media, de la cual no existe informacion previa.

Finalmente, respecto a la determinacion de un nuevo mecanismo de fragmentacion de la
capsaicina y la dihidrocapsaicina, tema principal de esta tesis, es importante comentar que
se logro la validacion de éste, utilizando distintas metodologias propias de la espectrometria

de masas: impacto electrdnico, alta resolucion, “linked scan” y marcado isotopico.

Con lo cual se demuestra que el mecanismo de fragmentacion que se encontraba
previamente en la literatura no posee fundamentos por lo tanto, no estd validado. Asi, con
esta propuesta validada se contribuye al acervo de patrones de fragmentacion de la

espectrometria de masas.
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