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RESUMEN

RESUMEN

Los aldehidos son compuestos ubicuos y de gran importancia en multiples
dreas. Se encuentran ampliamente distribuidos por lo que se han detectado
y determinado en muestras de alimentos, bioldgicas y ambientales
(Kishikawa et al., 2019). Dentro del organismo, pueden producirse mediante
diversas reacciones oxidativas, como la peroxidacion lipidica inducida por
estrés oxidativo, la oxidacidén catalizada por enzimas. En los alimentos, se
forman mediante diferentes vias de oxidacidn como subproductos en los
procesos de maduraciéon, deterioro y fermentacidn microbiana (El-
Maghrabey et al., 2024).

Estos compuestos son altamente reactivos y se asocia con propiedades
citotdxicas, genotdxicas y neurotdxicas. En el organismo producen
modificaciones de biomoléculas que afectan diversas funciones bioldgicas,
En consecuencia, es necesario el andlisis y determinaciéon de los aldehidos
en diferentes matrices siendo la cromatografia de liquidos de alta resolucién
la técnica de andlisis instrumental mds utilizada debido a su versatilidad,
capacidad de andlisis de multiples analitos precision y exactitud (Custodio-
Mendoza et al., 2024). Ademds, se puede acoplar a una amplia variedad
de sistemas de deteccion, tales como espectrometria de masas vy
detectores ultravioleta y fluorescencia (EI-Maghrabey et al., 2024). No
obstante, los aldehidos presentan limitantes para su andlisis debido a que
requieren de reacciones de derivatizacion para lograr su deteccion. Por otro
lado, se encuentran en bajas concentraciones (ug L' ang L) y en matrices
complejas, por lo cual, es necesario la aplicacidn de protocolos de
preparacion de muestra antes de su andlisis, por lo que, diversos
tratamientos de extraccion en fase sdlida y liuida se han empleado,

(Kishikawa et al., 2019, Horkd et al., 2022). Estas limitantes, siguen siendo un
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reto para la quimica andlitica, razén por la cual, se siguen buscando
agentes derivatizantes que cumplan con adecuada reactividad vy
cuantitatividad, ademds, que se puedan acoplar a métodos de extraccion

y técnicas de andlisis instrumental.

Porlo tanto, el presente trabajo pretende integrar un proceso de extraccion-
derivatizacion empleando la 1-naftilhidrazina como agente derivatizante
para la determinacion de aldehidos en muestras de aceite vegetal
comestible y bioldgicas (sangre y orina) mediante cromatografia de liquidos

de alta resolucidon acoplado a un detector de fluorescencia.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de los aldehidos

Los aldehidos al igual que los acidos carboxilicos, esteres, cetonas y otros
derivados son compuestos que poseen en su estructura quimica un grupo
carbonilo (carbono con enlace doble a oxigeno); sin embargo, el carbonilo
de los aldehidos se encuentra unido al menos a un dtomo de hidréogeno, lo
que les permite tener alta reactividad (electréfilos), experimentando
reacciones como oxidacion, reduccion y condensacion (Martins da Silva et
al., 2024). Los aldehidos pueden encontrarse en diferentes muestras como:
ambientales, alimenticias y bioldgicas, por lo cual son reconocidos como
contaminantes ambientales, indicadores de calidad o biomarcadores de
enfermedades (Catalano et al., 2024, Martins da Silva et al., 2024).

Los aldehidos presentan propiedades genotdxicas, citotdxicas vy
mutagénicas atribuidas a su alta reactividad hacia diversas moléculas
bioldgicas, lo que afecta e interrumpe procesos fisioldgicos en los
organismos provocando varios padecimientos, trastornos y enfermedades
en los seres vivos (Catalano et al., 2024). Entre los padecimientos que se han
descrito se encuentfran: alergias, toxicidad pulmonar, hepdtica vy
embrionaria, diabetes, hipertension, isquemia cerebral, multiples tipos de
cdncer y enfermedades neurodegenerativas (Ahmed Laskar et al., 2019),
siendo la inhalacién e ingesta las principales rutas importantes de exposicion
a estos compuestos. Es por ello el sistema respiratorio y el corazdn son los
principales objetivos afectados por la toxicidad de los aldehidos (Sinharoy et
al., 2019). La clasificaciéon de los aldehidos mds empleada es a partir de su
estructura quimica, siendo tres los principales grupos: aromaticos,

insaturados y saturados (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los aldehidos.

1.1.1 Clasificacion de los aldehidos

Los aldehidos aromdticos son compuestos orgdnicos ciclicos y planos que
contiene electrones 1 deslocalizados y cumplen con la regla de Huckel. El
benzaldehido y el furfural son los compuestos mds representativos de esta
clasificacion, sin embargo, hay una amplia variedad de aldehidos
aromaticos como cinamaldehido, cuminaldehido, anisaldehido y vainillina.
Mdultiples aldehidos aromaticos han demostrado actividad antimicrobiana
hacia multiples patdégenos por lo que son empleados en el desarrollo de
productos de cuidado personal y seguridad alimentaria (Chung et al., 2024,
Neto et al., 2021, Yong et al., 2022). No obstante actualmente han sido
restringidos en Europa y fambién se ha propuesto su eliminacion debido a su

alta toxicidad (Catalano et al., 2024).

Los aldehidos insaturados poseen en su estructura quimica enlaces dobles

(carbono-carbono), algunos pueden ser aQ, R-insaturados

z
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(monoinsaturados), polinsaturados o tener grupo -OH (hidroxialquenales) por

lo que presenta una mayor reactividad y suele ser mds perjudiciales para la
salud humana. La acroleina y el crotonaldehido son los principales aldehidos
insaturados que mayor riesgo representan a la salud debido a que tiene
capacidad carcinogénica, por lo cual, la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el cdancer los clasificd dentro del Grupo 2A y 2B

respectivamente (Marques et al., 2021).

Los aldehidos saturados son compuestos orgdnicos que no poseen
insaturaciones carbono-carbono y difieren entre si en la longitud de la
cadena carbonada, siendo el formaldehido el compuesto mds simple que
contfiene unido al grupo carbonilo dos dtomos de hidrégeno (Yuan et al.,
2022). Dentro de los aldehidos safurados encontramos, aldehidos de
cadena corta (formaldehido al butanal), aldehidos ramificados (3-
metiloutanal), aldehidos de cadena larga también llamados aldehidos
grasos (pentanal al undecanal) y dialdehidos como el malondialdehido y
glutaraldehido (Kuykendall, 2010). Del mismo modo, los aldehidos saturados
han sido descritos con multiples efectos adversos para la salud humana

dada su reactividad quimica (EI-Maghrabey et al., 2021).
1.1.2 Contenido de aldehidos en diferentes matrices

Considerando que existe una amplia gama de aldehidos su presencia ha
sido descrita en multiples matrices. En el ambiente se generan a partir de
escapes industriales y de vehiculos de combustion interna, de la combustion
de cigarrillos, incendios forestales y emisiones de centrales eléctricas (O'Brien
et al., 2005) por lo cual su presencia es detectada en el aire. Ademds, a
pesar de que algunos aldehidos pueden presentar baja solubilidad en agua
se han encontrado en cuerpos acudticos (Basheer et al., 2010, Liv et al.,
2010).
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En maftrices alimenticias los aldehidos han sido empleados como

indicadores de calidad realizando un seguimiento de los niveles de
concentracion que se relaciona con el deterioro de los alimentos, debido a
que provoca efectos negativos en el sabor y valores nutrimentales.
Asimismo, una cantidad excesiva de consumo se considera nociva para la
salud, porque son moléculas con elevada reactividad por lo cual pueden
reaccionar con biomoléculas en el organismo. Se ha descrito su presencia
en alimentos como: vegetales, carne, aceites, agua potable y debidas

alcohdlicas (Douny et al., 2015, Kishikawa et al., 2019).

Por otfro parte, en matrices bioldgicas, los diferentes aldehidos pueden ser
(1) exdgenos y (2) enddgenos. Los exdgenos son obtenidos a partir de la
alimentaciéon o mediante la inhalaciéon en el ambiente, los enddgenos son
generados en el organismo mediante diferentes rutas metabdlicas.
Actualmente los aldehidos suelen ser relacionados como biomarcadores
empleados para la prediccion y el diagndstico temprano de enfermedades,
ya que el desarrollo de estas puede alterar los niveles de aldehido en el
organismo, por lo cual, el andlisis y determinacion de estos compuestos en
matrices bioldgicas se ha enfocado en muestras como: orina, plasma

sanguineo, sangre y aliento (EI-Maghrabey et al., 2024).

Los aldehidos se encuentran en bajas concentraciones que van desde los
Mg LT alos ng LTy normalmente las matrices suelen ser complejas debido a
que contienen diferentes interferentes. Por lo anterior, resulta fundamental
en diferentes campos como quimica analitica, ciencias ambientales,
clinicas y la quimica de alimentos contar con técnicas de andlisis

instrumental eficaces para su determinacion.
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1.2 Técnicas instrumentales para la determinacion de aldehidos

Las técnicas analiticas de andlisis instrumental empleadas deben garantizar
una adecuada sensibilidad y selectividad asi como adecuada precision y
exactitud para la determinaciéon de una amplia variedad de aldehidos,
entre estas se destacan las espectroscopicas, electroquimicas vy

cromatograficas (Figura 2).

Técnicas instrumentales

[ Electroquimicas } [ Cromatogréaficas ]

Aldehidos —J

L . e il
)’j\ [ Espectroscépicas ] [ Sistemas acoplados ]
F |
o m
e — h /

Figura 2. Principales técnicas de andilisis instrumental empleadas en la
determinacién de aldehidos.

1.2.1 Técnicas espectrofotométricas

Los métodos basados en espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) miden
la absorcion de los compuestos al ser irradiados con un haz de luz a una
longitud de onda especifica. Los compuestos orgdnicos deben tener en su
estructura grupos cromoforos (estructuras con enlaces dobles conjugados)

para observar la absorcion en la regidn ultravioleta o visible. La cantidad de
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luz absorbida por un compuesto en solucidon es directamente proporcional

a la concentracidon de la sustancia.

Entre las metodologias que se han desarrollado empleando métodos
espectrofotfométricos, se ha descrito la determinacion del 5-
hidroximetilfurfural en miel, mediante la reacciéon de derivatizacion del
hidroximetilfurfural y el reactivo de Seliwanoff (resorcinol-HCI) con deteccion
a 485 nm (Besir et al., 2021). Otra metodologia que se encuentra descrita
estd basada en la determinaciéon de aldehidos a, B-monoinsaturados (frans-
2-hexenal, trans-2-heptenal, tfrans-2-decenal hidroxi-2-hexenal y 4-hidroxi-2-
nonenal) y a, B-diinsaturados (heptadienal y 2,4-decadienal) mediante
derivatizacion con 2,4-dimetilpirrol con longitudes de onda de deteccion
Optimas 580 y 680 nm. Sin embargo la metodologia se centrd solamente en

la determinacion en trans -2-hexenal y 2,4-heptadienal (Lui et al., 2026).

Generalmente, las metodologias que emplean técnicas UV-Vis presentan
diferentes desventajas debido a que son afectadas con mayor frecuencia
por la interferencia de otros compuestos dada la complejidad de la
muestra; ademas, las concentraciones que alcanza no son adecuadas para
sistemas donde se requieren limites de deteccion (LODs) en el intervalo de
los ng L't a ug L. Por otra parte, como alternativa fambién se han empleado
técnicas fluorimétricas; estas se basan en que algunos compuestos que
poseen grupos fluordforos absorben luz ultravioleta y emiten esta energia
instantdneamente en forma de luz de mayor longitud de onda. Estos
métodos se ven limitados debido a que suelen aplicarse a el andlisis

monoanalito.
1.2.2 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas pueden proporcionar informacién analitica

cuantitativa o semicuantitativa del contenido/concentracidn en una

z
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muestra del analito o los analitos de interés. Estas se basan en la deteccion

de una propiedad eléctrica (resistencia, corriente y potencial), que se
detectan y miden bajo diferentes principios, como pofenciometria,
voltamperometria e impedancia (Phogat et al., 2024). Son descritas como
técnicas analiticas Utiles con ventajas como alta sensibilidad, velocidad de
andlisis, minimizacién del consumo de solvente y muestra (Farghaly et al.,
2014).

Se ha descrito un método para determinar el contenido de etanal,
propanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal y furfural en muestras de
agua Yy zumo de naranja mediante derivatizacion con  2,4-
dinitrofenilnidrazina y deteccién por voltamperometria de onda cuadrada
(Boumya et al., 2017a). Otra técnica descrita es la espectroscopia de
impedancia electroquimica para la determinaciéon de etanal, propanal,
heptanal y hexanal con derivatizacidon con 2,4-dinitrofenilnidrazina en
muestras de agua, zumo de naranja y vinagre (Boumya et al., 2017b).
También se desarrolld un método para determinar siringaldehido y vainillina
en conac y brandy mediante voltamperometria por diferencial de pulsos
(Ziyatdinova et al, 2023). Del mismo modo, las metodologias
electroquimicas presentan diferentes desventajas por la complejidad de la

muestra y son limitadas para andlisis multianalito.
1.2.3 Métodos cromatograficos

Los métodos que se desarrollan empleando técnicas cromatogrdaficas se
basan en la separacion de los componentes contenidos en una muestra
mediante un sistema que consiste en una fase estacionaria y una fase movil.
Las fases estacionarias empleadas en cromatografia pueden ser un liquido

enlazado quimicamente a las paredes interiores de un tubo capilar o
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particulas sdélidas empaguetadas dentro de una columna, mientras que las

fases moviles usadas son un liquido o un gas (Skoog et al., 2020).

Los andlisis de aldehidos mediante técnicas cromatogrdaficas implican
cromatografia de gases (GC por sus siglas en inglés) y cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés). Ambas técnicas son
utilizadas en diferentes dreas para identificar, analizar o separar uno o varios
analitos presente en una muestra. Presentan multiples ventajas debido a su
enorme versatilidad, capacidad de andlisis multianalito, sensibilidad
analitica asi como una adecuada precision. Ademds, pueden acoplarse
con una amplia variedad de sistemas de deteccidon, tales como
espectrometria de masas (MS), ultravioleta (UV) y fluorescencia (FLD) para
HPLC, y deteccion de captura de electrones, ionizacion de llama (FID), y MS

en métodos por GC (El-Maghrabey et al., 2024).
1.2.3.1 Cromatografia de gases

La determinaciéon empleando GC se realiza mediante la evaporacion de la
muestra donde los componentes se separan entre la fase movil que es un
gas y la fase estacionaria liquida o solida retenida en una columna. La
elucion ocurre por el transporte de los analitos mediante la fase movil inerte
que no intferactua con los componentes de la muestra. La GC se clasifica en
cromatografia gas-sélido y cromatografia gas-liquido dependiendo de si la
fase estacionaria es un adsorbente sélido o una pelicula que recubre la
pared interna de la columna. Las fases estacionarias mas utilizadas para la
separacion son: columnas con polisioxanos con metilo o fenilo, vy
polietilenglicol con longitudes que van desde los 15 m hasta los 100 m (Skoog
et al., 2020).

Cuando CG se combina con MS se puede realizar la determinacion directa

de aldehidos con alta volatilidad aplicando extraccion de espacio de

T0
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cabeza (Zhang et al., 2019). No obstante, se prefieren emplear la

derivatizacion de los aldehidos para el desarrollo de las diferentes
metodologias. A pesar de que GC puede acoplarse con diversos métodos
de deteccion, como captura de electrones o FID son muy pocos los
meétodos que han sido descritos empleando estos sistemas (Khuhamar et al.,
2008; Poole, 2013), prefiiendo MS como la deteccidon mds ufilizada debido

a la sensibilidad analitica que proporciona.

Dentro de los métodos que han sido desarrollado para la determinacion de
aldehidos, se encuentra el de Khuhamar et al. (2008) quienes desarrollo un
método para el andlisis de metilglioxal en suero de pacientes diabéticos
empleando 1,2-diaminopropano como derivatizante y GC-FID. Por otra
parte se encuentra descrita la determinacidon de formaldehido, etanal,
propanal, butanal, pentanal, glioxal, benzaldehido, el 3-metiloenzaldehido,
2,5-dimetilbenzaldehido, 2-etilbenzaldehido y metilglioxal en muestras de
agua potable mediante derivatizacion con 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobencil)
hidroxilamina y andlisis mediante GC-MS (Serrano et al., 2013). Del mismo se
encuentra descrita una metodologia para el andlisis de etanal, propanal,

butanal, 3-metilbutanal y pentanal en muestras de aire mediante GC-FID.
1.2.3.2 Cromatografia de liquidos

HPLC es la técnica cromatogrdfica de mayor versatilidad utilizada, debido
a la facilidad para analizar y determinar multiples compuestos que son
térmicamente Idbiles, semivolatiles, o no voldtiles; ademds posee ventajas
debidas a su elevada sensibilidad, especificidad, reproducibilidad vy
capacidad de andlisis mulfianalito. HPLC en comparacion con GC no
emplea un gas como fase movil, sino utiliza un solvente liquido que arrastra
directamente al analito a través de la columna cromatogrdfica a altas

presiones y la fase movil eluye al analito mediante interacciones especificas.
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Esta técnica suele clasificarse con base en el mecanismo de separacion y

tipo de fase estacionaria (reparto, adsorciéon, infercambio idnico, exclusion
molecular, afinidad y quiral) (Skoog et al., 2020). Siendo la cromatografia de
reparto en fase inversa la modalidad aplicada en la determinacion de
aldehidos (Kishikawa et al., 2019). Las fases estacionarias comunmente
empleadas son columnas hidrofébicas empacadas con particulas de
tamanos de 3 a 10 um de materiales como octilsilano (C8) u octadecilsilano
(C18), las cuales permiten separar a los adecuadamente a los analitos de

interés.

Los métodos disenados para la determinacion de aldehidos como HPLC
pueden acoplarse a tres sistemas de detecciéon: (1) UV-Vis, que es el sistema
convencional y simple. Bajo esta modalidad algunos aldehidos aromdaticos
pueden determinarse sin derivatizacion (Loi et al., 2011), sin embargo, para
cierto tipo de aldehidos es necesaria la derivatizacion, adicionando un

grupo cromoéforo que permite la deteccion.

Por otro lado también puede acoplarse a (2) MS. HPLC-MS se ha convertido
en la principal técnica de andilisis debido a la especificidad de deteccion y
sensibilidad que se alcanza. De igual forma, dado que la eficiencia de
ionizacion del analito influye en gran medida en la sensibilidad de los
instrumentos, se requiere de la derivatizacion para mejorar la eficiencia de
ionizacion de los aldehidos (Awad et al., 2015). El compuesto de
derivatizacion para HPLC-MS debe poseer un grupo funcional ionizable.
Posteriormente se debe seleccionar el modo de ionizacion apropiado
(ionizacidn quimica a presion atmosférica, desorcidon/ionizacion Idser asistida
por matriz o ionizacion por electrospray). A pesar de que HPLC-MS es
considerado un método selectivo, es afectado por la matriz analitica

teniendo influencia en la eficiencia de ionizacion de los analitos. Ademds,

12
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los instrumentos para MS son costosos lo que limita el alcance a los

laboratorios de andlisis convencionales.

Aunqgue los métodos basados en estos sistemas de deteccidn son usados de
manera convencional, presentan limitantes como la baja sensibilidad de la
detecciéon UV, y costos elevados de equipos de MS. En consecuencia, (3) la
deteccion por fluorescencia es una alternativa viable, sensible y de mayor
selectividad que la deteccion UV, y es comparable con técnicas HPLC-MS,
sumado a que suele ser de menor costo. Del mismo modo se deben emplear
diversas reacciones de derivatizacidon para convertir aldehidos en

compuesto altamente fluorescentes.

Entre las metodologias basadas en HPLC, ha sido descrita la determinacion
de malondialdehido, 4-hidroxi-2-hexenal y 4-hidroxi-2-nonenal en aceites
vegetales mediante derivatizacion con 2,4- dinitrofenilhidrazina y HPLC
acoplada a un detector de matriz de fotodiodos (Ma vy Liu, 2017). Otro
método que se encuentra descrito formaldehido, etanal, acroleing,
propanal, butanal, pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal, decanal
y benzaldehido empleando 2,4- dinitrofenilnidrazina como derivatizante y
HPLC-MS como técnica de andlisis (Gosetti et al., 2011). Ademds, se empled
HPLC-FLD vy 1,3,5,7-tetrametil-8-aminozida-difluoroboradiaza-s-indaceno
hidrazina como derivatizante para la determinacion de aldehidos alifaticos
(formaldehido, etanal, propanal, butanal, pentanal, hexanal, heptanal,

octanal, nonanal, decanal, undecanal y dodecanal) en muestras de suero.

Como se ha mencionado para lograr la determinacion de aldehidos
generalmente se debe readlizar un proceso de derivatizacion, con la
finalidad de lograr la deteccion independientemente de la técnica de
andlisis instrumental a emplear. Dado a que es un paso critico han sido

descrito diferentes agentes de derivatizacion.
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1.3 Compuestos para la derivatizacion de aldehidos

Los aldehidos contenidos en cualquiera que sea la matriz normalmente no
poseen una fraccidon detectable en su estructura quimica ya sea un grupo
cromoforo, fluoréforo o grupo ionizable estable; en consecuencia los hace
inadecuados para su deteccion y determinacion directa por sistemas
cromatogrdficos, por lo cual, se requieren de reacciones quimicas que
permitan modificar estructuralmente a los aldehidos. Estas reacciones, sin
importar el tipo, son conocida como ‘reacciones de derivatizacion
analitica” (Temerdashev et al., 2024). La derivatizacion permite infroducir
una fraccion detectable que mejora la sensibiidad y estabilidad
cromatogrdfica, asi como el comportamiento de retencion en las fases
estacionarias, obteniendo una resolucion y precision adecuadas (El-
Maghrabey et al., 2018).

Bajo este concepto la selecciéon de compuesto derivatizante es un paso
critico en la determinacién de aldehidos, por lo cual el compuesto debe
cumplir ciertas caracteristicas: (a) los productos de derivatizacion deben ser
estables, (b) los productos deben diferenciarse vy separarse
adecuadamente cuando se emplean técnicas de andlisis instrumental y (c)

la reaccién debe ser cuantitativa (Vogel et al., 2000).

La seleccion del agente derivatizante depende de la técnica de andlisis
instrumental y la modalidad de deteccion empleada. Los diferentes agentes
empleados en la determinacion de aldehidos se pueden clasificar en tres
grupos dependiendo el tipo de compuesto a emplear en (1) hidroxilaminas,

(2) hidrazinas y (3) otros compuestos (Figura 3).
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Figura 3. Compuestos empleados convencionalmente como agentes
derivatizantes para la determinacién de aldehidos

Las hidroxilaminas (RONHz) son compuestos que reaccionan con moléculas
gue poseen en su estructura un grupo carbonilo (fipicamente aldehidos y
ceftonas) para la formacidbn de oximas (aldoxima vy cetoxima,
respectivamente). Esta reaccidon se conoce como oximacion y se lleva a
cabo en solventes con polaridad media, normalmente alcoholes (Chandran
et al., 2024). La 0-(2,3,4,5.6-pentafluorobencil) hidroxilamina es el compuesto
mas utilizado como agente derivatizante para métodos basados en GC
(Kishikawa et al.,, 2019). También se han empleado las siguientes

hidroxilaminas para la derivatizacion de aldehidos: o-fenilhidroxilamina
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(Troudt et al., 2022), acido hidroxilamina-o-sulfonico (Quinn et al., 2016) y N-
((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il) metil) hidroxilamina (Du et al., 2025).

Las hidrazinas (RHNNH2) son los compuestos mdas empleados como agentes
derivatizantes, acopldndose a diferentes técnicas de andilisis instrumental
como electroforesis capilar, métodos UV, HPLC y GC. Las hidrazinas
reaccionan con el grupo carbonilo de aldehidos y cetonas para formar las
respectivas hidrazonas. La 2,4-dinitrofenilhidrazina es la hidrazina mas
utilizada para el andilisis de aldehidos mediante HPLC-UV, HPLC-MS y GC-MS
(Kishikawa et al., 2019; EI-Maghrabey et al, 2024). Ademds, se ha
implementado el &cido 4-hidrazinobenzoico (de Lima et al., 2018) y la
benzohidrazida (Donegatti et al., 2017) para métodos basados en HPLC-UV,
la 5-(dimetilamino)-1-naftalenosulfénico hidrazida (Tomono et al., 2015) vy
pentafluorofenilhidrazina (Gabbanini et al., 2015) para métodos HPLC-MS vy
el 4-(N,N-dimetilaminosulfonil)-7-hidrazino-2,1,3-benzoxadiazol (Ali et al.,
2014) y 2-[2-(7H-dibenzo[a,g]carbazol-7-il)-etoxi]etilicarbonilhidrazina (You et
al., 2009) para métodos HPLC-FLD.

Dado que algunas oximas e hidrazonas forman un enlace imina (C=N), a
menudo exhiben isomeria geométrica syn y anfi o isdbmeros E y Z con
diferentes proporciones que pueden poseer diferentes propiedades
(Chandran et al., 2024). Esto es senalado como una limitante en la
determinacion de aldehidos empleando estos agentes. En consecuencia
otros compuestos han surgido como alternativas para la derivatizacion de
aldehidos. Asi pueden formar imidazoles cuando se emplea el 1,2-di(2-furil)-
1,2-etanodiona (Ali et al., 2013), también pueden emplearse diferentes
aminas como el 1,2-diamino-4,5-dimetoxibenceno (Imazato et al., 2015) y 4-
metoxi-o-fenilendiamina (Ojeda et al., 2014). Ademds, se ha empleado el
dcido 1-pirenebordénico (EI-Maghrabey et al., 2018) y el dcido 2-
tiobarbitUrico (Moselhy et al., 2013).
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1.4 Rutas de derivatizacion

Los aldehidos estdn contenidos en diferentes matrices con diferentes
interferentes y polaridades, por lo que es necesario implementar rutas que
permitan su derivatizacion. Diferentes alternativas analiticas han sido
desarrolladas como la derivatizacion in situ (Figura 4aq), esta es la estrategia
de derivatizacion mds empleada debido a que disminuye el nUmero de
etapas al extraer-derivatizar a los aldehidos en un solo paso (Baghdady vy
Schug, 2016). El agente derivatizante se inmoviliza o se coloca en la fase
extractante y posteriormente se pone en contacto con la matriz y los
aldehidos, se extraen a la fase adsorbente/extractante y reaccionan con el
agente derivatizante; esto disminuye la pérdida de analito, y aumenta la
precision de la metodologia (Atapattu, 2023). Otfra ruta (Figura 4b) que se
ha explorado es la derivatizacion y extraccidon de los productos en dos
etapas: el derivatizante se adiciona a la solucidn matriz donde se lleva la
reaccion y posteriormente se realiza la extraccidon de los productos ya
derivatizados (Zhang et al., 2010). La Ultima ruta que ha sido descrita es
mediante el cambio en el medio de reaccion donde los aldehidos se
exiraen de la matriz, posteriormente los aldehidos reaccionan con el agente

derivatizante en el solvente adecuado (Figura 4c).
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Figura 4. Rutas empleadas para la derivatizacién de los aldehidos.

El presente trabajo propone el diseno de metodologias de derivatizacion
para la determinacion de aldehidos grasos en muestras de diferentes
polaridades mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon con

deteccion de fluorescencia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Desarrollar metodologias de derivatizacion empleando la 1-naftilhidrazina
para la determinacion de aldehidos grasos como indicadores de calidad
alimenticia y biomarcadores, mediante cromatografia de liquidos de alta

resolucion con deteccidn de fluorescencia.
2.2 Objetivos Especificos

I.  Caracterizarlos productos de derivatizacion entre los aldehidos y la 1-

naftilhidrazina mediante técnicas instrumentales.

. Disenar y validar la metodologia LLME-HPLC-FLD para la

determinacién de aldehidos grasos en aceites vegetales comestible.

lll.  Disenar vy validar la metodologia DSPE-HPLC-FLD para la

determinacién de aldehidos grasos en muestras bioldgicas.
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3. CARACTERIZACION DE LA REACCION DE DERIVATIZACION ENTRE
LOS ALDEHIDOS GRASOS Y LA 1-NAFTILHIDRAZINA

3.1 Antecedentes
3.1.1 Generalidades de los aldehidos grasos

Los aldehidos grasos son compuestos generados a partir del metabolismo
de dcidos grasos de cadena larga que pueden estar contenidos en los
alimentos y en los seres vivos. Los principales aldehidos grasos formados son:
1) aldehidos insaturados (mono o poliinsaturados) y 2) aldehidos grasos
saturados con cadenas media a larga que varian de 5 a 12 dtomos de
carbono (Rizzo, 2014). Ambos poseen efectos adversos para la salud,
incluidos los mutagénicos (Catalano et al., 2024), genotdxicos (Zhao et al.,

2025) y carcinogénicos (Ghavidel et al., 2025).

Dado que los aldehidos grasos son los primeros productos metabdlicos
generados a partir de los dcidos grasos, permiten dar un seguimiento en su
metabolismo, por o que son empleados como agentes en control de
calidad de alimentos, biomarcadores para enfermedades o monitores
ambientales dependiendo la matriz (Kishikawa et al., 2019). Los aldehidos
alifaticos permiten un seguimiento adecuado, ya que los aldehidos
insaturados poseen una mayor reactividad que les permite reaccionar con
multiples compuestos, lo genera diferentes errores al realizar un seguimiento

metabdlico.
3.1.2 Mecanismo de reaccion entre aldehidos e hidrazinas

Generalmente el mecanismo de reaccidn entre los aldehidos e hidrazinas

ocurre de la misma forma, independientemente de la hidrazina

22



CARACTERIZACION DE LA REACCION DE DERIVATIZACION ENTRE LOS
ALDEHIDOS GRASOS Y LA 1-NAFTILHIDRAZINA

seleccionada, La reaccion forma un producto de deshidratacion (perdida

de una molécula de agua), denominada hidrazona. Las hidrazonas son un
tipo de base de Schiff que contiene un enlace doble entre el dtomo de
carbono del carbonilo del aldehido y el nitrdgeno terminal de la hidrazina.
Son una base de Schiff mds estable en comparacion con la formada entre
una amina, debido a que la hidrazona es menos susceptible a la hidrdlisis
para regenerar los productos de partida, por lo cual son los agentes

derivatizantes mds empleados.

La Figura 5 muestra el mecanismo general de reaccion entre aldehidos e
hidrazonas. El mecanismo de reaccion de los aldehidos se lleva a cabo en
solventes polares como el metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN) e incluso en
agua porque permiten estabilizar intermediarios carga en las reacciones. La
reaccion implica dos etapas principales y debe ser catalizada por un medio
dcido, la protonacion del grupo carbonilo (electrofilo; Figura 5a) después, el
nifrdgeno terminal de la hidrazina (nucledfilo) ataca al carbonilo protonado
para formar un intermedio tetraédrico neutro denominado carbinolamina.
La transferencia de protones del dtomo de nitrégeno al oxigeno, donde
ocurre la deshidratacion de la carbinolamina mediante la protonacion del
grupo OH; finalmente, la desprotonaciéon del nitrdgeno permite formar la

hidrazona (Boumya et al., 2017a; Figura 5b).
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Figura 5. Mecanismo general de reaccion entre aldehidos e hidrazonas.

3.1.3 Agentes derivatizantes fluorescentes

La 24-dinitrofenilnidrazina es el agente derivatizante comuiUnmente
empleado en la determinacién cualitativa y cuantitativa de aldehidos, no
obstante, este compuesto presenta limitaciones, ya que las metodologias
desarrolladas necesitan la adiccion de un exceso del derivatizante por lo
que el compuesto puede precipitar, limitando el factor de
preconcentracion (Zhang et al., 2025). Ademds, la presencia residual del
exceso de agente derivatizante interfieren con la deteccién y separaciéon
instrumental por lo que la precision y exactitud analiticas se ven
comprometidas (Peng et al., 2026). Otra limitante estd relacionada con los
LODs obtenidos, debido a que cuando se acopla a sistemas de deteccion

UV-Vis no logran alcanzar las concentraciones que se requieren.

En consecuencia ha emergido el uso de hidrazinas fluorescentes para la

determinacion de aldehidos. Compuestos fluorescentes incluyen la 4-N,N-

24 C)



CARACTERIZACION DE LA REACCION DE DERIVATIZACION ENTRE LOS

ALDEHIDOS GRASOS Y LA 1-NAFTILHIDRAZINA

dimetilamino-6-(4-metoxi-1-naftil)-1,3,5-triazina-2-hidrazina (Figura 6a) y N

metil-4-N,N-dimetilamino-6é-(4'-metoxi-1-naftil)-1,3,5-triazina-2-hidrazina

(Figura 6b; Kempter et al., 2002), 4-(N,N-dimetilaminosulfonil)-7-hidrazino-

2,1,3-benzoxadiazol (Figura é6c; Imazato et al.,, 2014) y 1,3,5,7-tetrametil-8-

aminozida-difluoroboradiaza-s-indaceno (Figura éd; Xiong et al., 2010). Sin

embargo, estos compuestos requieren procedimientos de sintesis complejos,

ademds su sensibilidad o aplicabilidad a aldehidos grasos suele ser limitada

por la baja polaridad de los productos derivatizados lo que complica su

acoplamiento a sistemas de separacion convencionales.

0) NH, C) /O\
/ N
H—N \  / 5
CH
. e
HN S—N
N\ N/ OCH, HZN/ |Cl \CH3
HsC——N
CHj
o)
NH,
HsC——N

HsC——N

CHj
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Figura 6. Estructuras de compuestos fluorescentes empleados en la derivatizaciéon
de aldehidos a) 4-N,N-dimetilamino-6-(4-metoxi-1-naftil)-1,3,5-friazina-2-hidrazina,
b) N-metil-4-N,N-dimetilamino-é6-(4'-metoxi-1-naftil)-1,3,5-friazina-2-hidrazina, c) 4-
(N,N-dimetilaminosulfonil)-7-hidrazino-2,1,3-benzoxadiazol y d) 1,3,5,7-tetrametil-8-

aminozida-difluoroboradiaza-s-indaceno.
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Recientemente, el uso de compuestos derivados de naftilo con estructuras
menos compleja es una alternativa que ha sido planteada en técnicas de
derivatizacion fluorescentes, permitiendo, su aplicacion en analitos polares
y no polares ademds poseen adecuada estabilidad quimica e intensidad
de emisidon fluorescente que mejora significativamente la sensibilidad vy
selectividad de los métodos analiticos. Por otfro lado, al incorporar
estructuras mas sencillas, las reacciones de derivatizacidon proceden con
mayor eficacia y los productos de derivatizacidon no suelen presentar
inconvenientes cuando se acoplan con técnicas cromatogrdficas. La Tabla
1 presenta algunos ejemplos de uso de compuestos derivatizantes derivados
de naftilo, estos métodos describen ser competentes y efectivos en el analito

enfocado con bajos LODs, adecuada sensibilidad, precision y exactitud.
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Tabla 1. Técnicas basadas en derivatizantes derivados de naftilo para la

ALDEHIDOS GRASOS Y LA 1-NAFTILHIDRAZINA

determinacion de compuestos de interés.

Analitos Agente Método de LOD Muestra Referencia
derivatizante determinacién
Colesterol y Cloruro de acilo  HPLC-FLD 25nM Leche, Salivay Lin ef al.
sitosterol de naproxeno Orina (2007)
Acrilamida 2-naftalenotiol HPLC-FLD 129.2 yg Papas fritas  Martinez
kg et al.
(2018)
Metanol, etanol, 3-naftil-1-(4- HPLC-FLD 0.6-1.8 uyM Chocolatesy Al-Sabahi
propanol y trifluorometil)-5- jarabe parala etetal.
butanol (4-carboxifenil)-2- tos (2021)
pirazolina
Acido mdlico 1-(1- HPLC-UV 0.5ng Productos Mei et al.
naftil)etilamina farmacéuticos (2022)
Acido L- Naftaleno-2,3- Espectroscopia No Soluciones Custodio-
aspdrtico, dcido dicarboxaldehido de reportadoestdndar Gonzalez-
y-aminobutirico, fluorescencia Quevedo
dcido L- et al.
glutdmico, (2023)
clorhidrato de
glicina, L-
triptéfano,
diclorhidrato de
histamina, L-
firosina y tiramina
D-glucosona, 3- 2,3- HPLC-FLD 0.0022- Medicina Xu et al.
desoxiglucosona, diaminaftaleno 0.0127 uMtradicional (2023)
glioxal, china
metilglioxal,
diacetilo y
pentano-2,3-
diona
Putrescing, 4-dimetilamino-1- HPLC-UV 0.1-0.3 uM Cereales, Chen et
espermidinay naftilo legumbres, al. (2025a)
espermina leche de soja,
bebida de
avenda, zumo
de naranja,
vino tinto y
células
carcinogénicas
Espermidina y Isotiocianato de HPLC-FLD 0.1 uM Sangre Chen et
espermina 4-dimetilamino-1- al. (2025b)

naftilo

Por lo cual, es necesario evaluar agentes fluorescentes que contengan en

su estructura el grupo naftilo para la derivatizacién de aldehidos grasos. En

27



CARACTERIZACION DE LA REACCION DE DERIVATIZACION ENTRE LOS
ALDEHIDOS GRASOS Y LA 1-NAFTILHIDRAZINA

este sentido, se destaca la 1-naftilhidrazina (NPH) como una potencial

alternativa, debido a que es un reactivo poco explorado en el desarrollo de
metodologias de derivatizacion para aldehidos grasos. Este compuesto
estructuralmente posee el grupo hidrazino que proporciona una adecuada
reactividad y selectividad a los compuestos de interés, ademads la baja
complejidad estructural permitird integrarse a un sistema de cromatografia
de liquidos sumado a que el grupo naftilo permitird su deteccidon mediante

fluorescencia.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Reactivos

Los aldehidos pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal, decanal,
bromuro de potasio (KBr), cloroformo deuterado (CDCls), dimetilsulfoxido
deuterado-ds y el Clorhidrato de 1-naftilhidrazina se obtuvieron por Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). El MeOH, ACN, acido clorhidrico
(HCI) y acido acético se obtuvieron por J.T. Baker (Phillipsburg, Nueva Jersey,
Estados Unidos). La separacion cromatogrdfica se realizd empleando una
solucion acuosa de dacido acético al 1% y MeOH. La solucidon acuosa de
Acido aceético al 1% se filtré utilizando una membrana de éster de celulosa
mixta de 0.45 um (Advantec MFS Dublin, California, Estados Unidos) y el
MeOH se filtré utilizando un filiro Pall FP450 de difluoruro de polivinilideno de

0.45 um (Pall Corporation, Port Washington, Nueva York, Estados Unidos).
3.2.2 Preparacién de las hidrazonas

Las hidrazonas empleadas para la caracterizacion se obtuvieron a partir de
NPH y los aldehidos grasos pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal y
decanal. En un tubo de ensayo se hizo reaccionar 5 mL de una solucién de
ACN gue contenia 5.0 x10¢ mol L-' de NPH y el aldehido correspondiente en
una proporcion molar 1:1 acidificado con HCl al 1.0% v/v. La mezcla se dejé
reaccionar durante 1 h en un bano maria controlando la temperatura a
60°C. Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se dejé enfriar y se
evapord el solvente para obtener un sélido, que se utilizd para su

caracterizacion.
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3.2.3 Caracterizacion de las hidrazonas

La caracterizacion estructural de las hidrazonas (aldehidos-NPH) obtenidas
se llevd a cabo mediante espectroscopia infrarroja utilizando un
espectrometro Perkin Elmer modelo GX (Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) en un intervalo de 4000-600 cm empleando pastillas de KBr. Se
obtuvieron lo espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H
empleando un espectrometro Bruker de 400 MHz (Bruker, Billerica,
Massachusetts, Estados Unidos) utilizando CDCls y dimetilsulfoxido-ds como
solventes. Los espectros ulfravioleta-visible se obtuvieron utilizando un
espectrofotéometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 40 (Perkin Eimer, Madrid,
Espana). Los espectros de fluorescencia se obtuvieron utilizando un

espectrofotémetro Perkin Elmer LS55 (Perkin ElImer, Madrid, Espana).
3.2.4 Andlisis cromatogrdfico para la separacion de las hidrazonas

El andlisis cromatogrdfico se llevdé a cabo mediante un instrumento HPLC
Agilent Technologies 1260 Infinity (Agilent, Waldbronn, Alemania), equipado
con una columna C18 Zorbax ODS (250 x 4.6 mm, 5 um) y ZORBAX Eclipse
XDB-C8 de (150 x 4.6 mm, 5 um). El equipo fue controlado por el software
Agilent OpenLAB CBS (ChemStation Edition Version A.01.05). La muestra se
infrodujo usando un bucle de inyeccidon de 20 uL. La deteccidn fluorescente
de los productos de derivatizacion se programd a 260.0 nm (excitacion) y

380.0 nm (emision).
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3.3 Resultados
3.3.1 Caracterizacion mediante FTIR de las hidrazonas

Los espectros FTIR permiten observar los grupos funcionales presentes en un
compuesto, lo que posibilita la deteccidon de la formacidn de hidrazona al
comparar los espectros de los aldehidos evaluados (pentanal, hexanal,
heptanal, octanal, nonanal y decanal) y el agente derivatizante (NPH). El
esquema general de reaccion (Figura 7a) asi como los productos de
derivatizacion (Figura 7b) obtenidos se caracterizaron mediante técnicas
espectroscopicas.

NH,
~ N R

O) M N Y
© H

H*
+ .
60°C, 45 min
H R

1-naftilhidrazina Pentanal al Decanal 1-naftilhidrazonas
N
HNTS HNT XY HNT X
Formula molecular: CysHgN» Formula molecular: C;gHooN2 Formula molecular: C;7HoN,
Peso molecular: 226.32 g/mol Peso molecular: 240.35 g/mol Peso molecular: 254.38 g/mol

Pentanal-NPH Hexanal-NPH Heptanal-NPH

I
z
\
z
/
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Formula molecular: CygHo4N, Formula molecular: Ci9Hz¢N2 Formula molecular: CyoHzgN2
Peso molecular: 268.40 g/mol Peso molecular: 282.43 g/mol Peso molecular: 296.46 g/mol
Octanal-NPH Nonanal-NPH Decanal-NPH

Figura 7. Esquema de la reaccion de derivatizacion entre NPH y los aldehidos
pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal y decanal, b) hidrazonas obtenidas
de la reaccién de derivatizacion.
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Los espectros infrarrojos de los compuestos de partida y la hidrazona

resultante se muestran en la Figura 8. Los seis aldehidos evaluados solo
mostraron cambios en la longitud de la cadena dalifdtica, por lo que los
espectros FTIR son similares. La Figura 8a muestra el espectro FTIR del hexanal.
Se observan las bandas caracteristicas de los aldehidos: bandas a 3000-2850
cm! para vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de metilenos
y metilos (-CHaz-, -CHzs,) presentes en la cadena alifatica, a 2800-2600 cm'!
para el enlace perteneciente al hidrdgeno unido al carbonilo caracteristico
de aldehidos -(O=C)-H (resonancia de Fermi), la banda a 1725 cm-! para la
vibracion de estiramiento del enlace -C=0 (Dwivediy Rai, 2009). El espectro
FTIR del NPH (Figura 8b) muestra las bandas entre 3400-3000 cm-
correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace -N-H, entre 3000-
2850 cm! las bandas de vibracion de estiramiento asimétricas y siméetricas
del enlace =C-H pertenecientes a los anillos aromdaticos del naftaleno
presente en la estructura, mientras que entre 1550-1650 cm-! se observan las
bandas correspondientes a la vibracion de flexidon del enlace -N-H, entre
1500-1400 cm! se observan las bandas de vibracion de estiramiento del
enlace C=C de los anillo aromdaticos del naftaleno, y entre 800-700 cm-! a las
bandas vibracionales de flexidon fuera del plano del enlace =C-H
(Talebzadeh et al., 2017). Todas las hidrazonas obtenidas a partir de los
aldehidos grasos con NPH mostraron perfiles espectroscdpicos de FTIR
similares, el espectro obtenido para el hexanal-NPH se muestra en la Figura
8c. El espectro muestra una combinacion de algunas bandas de los
compuestos de iniciales. Se observaron bandas de vibracidén de estiramiento
asimétrico y simétrico para metilenos y metilos (-CH2-, -CHs,) en el intervalo
de 3000-2850 cm-!, pertenecientes a la cadena dlifdtica, se observan
bandas de vibracion del enlace -C=N en el intervalo de 1700-1600 cm',

bandas de vibracion de flexion fuera del plano para el enlace C=C
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perteneciente a los anillos aromdaticos del naftaleno en el intervalo de 1500-

1400 cm-1, y bandas de flexion fuera del plano para el enlace =C-H en el
intervalo de 800-700 cm-!. Realizando una comparacioén obtenidos entre los
espectros FTIR de los productos iniciales y las hidrazonas, se observan que
aparecen las bandas caracteristicas de vibracion -C=N atribuidas a la
formacion de hidrazonas, mientras que las bandas caracteristicas de
aldehidos (-(O=C)-H) y la banda de vibracion de estiramiento -C=0 en 2800-
2600 cm y 1725 cm-! respectivamente no se observaron en el espectro de

hidrazona (Boumya et al., 2017).
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Figura 8. Espectros FTIR de a) hexanal b) NPH y ¢) hexanal-NPH
3.3.2 Caracterizacion mediante RMN 'H de las hidrazonas
La caracterizaciéon estructural de las hidrazonas se complementd mediante

el andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de protén

(RMN de H) presentados en la Figura 9. Se muestra el espectro de RMN de
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H del NPH, mientras que el hexanal y el hexanal-NPH se seleccionan como

aldehidos e hidrazonas modelo porque exhibieron espectros con
desplazamientos similares. El RMN de TH del hexanal (Figura 9a): (CDCls, T=25
°C) 6 ppm: 9,72 (s, -CHO, 1H), 2,38 (m, -OHCCHg, 2H), 1,59 (m, -CH2, 2H), 1,28
(m, -CHg, 4H) 0,85 (t, -CHgs, 3H). El espectro de RMN de H el NPH (Figura 9b):
(DMSO-dg, T=25 °C) 6 ppm: 8.86 (s, -NH-N, 1H) 8.03 (t, anillo naftilico, 1H), 7.90
(t, anillo naftilico, 1H), 7.55 (dd, anillo naftilico, 1H), 7.45 (t, anillo naftilico, 3H),
6.98 (d, anillo naftilico, 1H). El espectro de RMN de 'H de la hidrazona
hexanal-NPH (Figura 9c): (CDClz, T=25 °C) 6 ppm: 9.05 (s-NH-N, TH), 8.02 {t,
anillo naftilico, 1H), 7.80 (t, anillo naftilico, 1H), 7.55 (dd, anillo naftilico, TH),
7.40 (t, anillo naftilico, 3H), 7.31 (s-CHN, TH), 7.24 (d, anillo naftilico, 1H), 2.74
(m, -NHCCH2, 2H), 1.57 (m, -CH2, 2H), 1.18 (m, -CH2, 4H), 0.77 (t, -CHaz, 3H).
Mediante una comparacion de los espectros de RMN de H de los productos
inicial con las hidrazonas obtenidas, se observa que las hidrazonas
sintfetizadas presentan senales correspondientes a la cadena dlifdtica
(desplazamientos entre 0.77-1.57 ppm) vy al anilo de naftaleno
(desplazamientos entre 7.24-8.02 ppm), los que indica que ambos
compuestos reaccionaron, ademdas, la senal caracteristica de los aldehidos
(s, -CHQO,), con un desplazamiento aproximado de 9.7 ppm, desaparece
(Dugo et al., 2015). Por ofro lado, se observa una nueva senal asociada al
protdn del enlace H-C=N alrededor de 7.3 ppm. Estas senales confirman la

formacion de la hidrazona correspondiente (Troudt et al., 2022).
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Figura 9. Espectros de RMN de 'H de a) hexanal, b) NPH y c) hexanal-NPH.

3.3.3 Caracterizacion mediante espectrofotometria UV-Vis y de

fluorescencia de las hidrazonas

La caracterizacion por espectroscopia se completdé obteniendo los
espectros ultravioleta-visible (UV-Vis) y los espectros de fluorescencia del
agente derivatizante (NPH) y las hidrazonas empleando como solvente
MeOH. El espectro UV-Vis del NPH presenta bandas de absorcion
caracteristicas de derivados de naftaleno en 245, 255 y 320 nm presentando
un maximo de absorcidn en 245 nm, mientras que los espectros UV-Vis de las
hidrazonas presentan un desplazamiento bandas de 260 a 270 y 330 nm
mostrando un efecto batocromico en comparacién con el producto inicial
(Figura 10). Este efecto batocrémico se ha reportado como caracteristico
de los compuestos derivados del naftilo inducidos por la formacidon de

naftilhidrazonas (Yan et al., 2019).
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Por otfro lado, los espectros de fluorescencia se obtuvieron utilizando

longitudes de onda de excitacion de 245 y 260 nm para NPH e hidrazonas,

respectivamente. Los espectros de emision mostraron un mdaximo a 325 para

el derivatizante y 380 nm para las hidrazonas (Figura 10). Se observaron

desplazamientos de Stokes (medidos por la distancia entre los picos de

excitacion y emision) de 80 nm (NPH) y 120 nm (hidrazonas). Presentando

mayores desplazamientos en los productos derivatizados. Desplazamientos

de Stokes mayores a 100 nm mejoraron la sensibilidad y selectividad de la

deteccion de fluorescencia (Chen et al., 2017b; Zhang et al., 2023).
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Figura 10. Espectros UV y de fluorescencia para el NPH e hidrazonas.
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3.3.4 Separacion cromatogrdfica de las hidrazonas

La separacion de los aldehidos derivatizados se realizé empleando una
solucion estadndar que contenia una concentracion de 1000 ug L' de cada
aldehido en ACN. La reaccioén se coloco en las condiciones previamente
descritas en el apartado 3.2.2. El producto derivatizado se reconstituye en 1
mL de MeOH. La separacion se llevdé a cabo evaluando dos columnas
analiticas, una compuesta por octadecilsiano (C18) y ofra basada por
ocfilsiano (C8). La determinacion se realizO mediante un detector de
fluorescencia programado con una longitud de excitacion 260 nm y una

longitud de emision de 380 nm.

En ambas columnas cromatogrdficas, la evaluacion de la separacion
comenzd de manera isocrdtica en proporciones mayores a 60 % de MeOH
porlo que el andlisis de cada columna se evalud en proporciones superiores.
La columna C18 presentd una separacion isocrdtica empleando 90% de
MeOH vy un flujo de 1.0 mL min-!, con un fiempo de andlisis de 45 minutos
(Figura 11a). Se observo que a proporciones menores de MeOH el tiempo
de andlisis aumentaba, y las senales presentaban anchos de pico amplios
porgue al tener una mayor proporcion de la solucidn de dcido acético al
1% la fase movil era mds polar por lo cual los analitos se reparten
preferentemente a la fase estacionaria. La separacién cromatogrdfica es
adecuada con buenaresolucion entre las senales, no obstante el tiempo de
andlisis es extenso lo que podria resultar en una limitante. Por otra parte, la
separacion mediante la columna C8 empleando una proporcidon de 70%
MeOH (Figura 11b) y un flujo de 1.0 mL min-' permitia la separacion de los
analitos, mostrando que a medida que la cadena del aldehido aumentaba,
la polaridad del compuesto derivatizado disminuye presentando senales

mas anchas para los aldehidos de cadena mds larga, con un tiempo de
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andlisis alrededor de los 30 min. Dada las senales anchas y la separacion de

los aldehidos de cadena mds larga se evaluaron diferentes gradientes con
la finalidad de obtener picos mds estrechos y asi mejorar la sensibilidad y
resolucion los analitos (Figura 11C) obteniendo el siguiente gradiente de
elucion: A/B (25/75) durante 1 min, 75a 100 % B de 1 a 14 min, 100 % B de 14
al8min, 100a75%B de 18 a24 miny A/B (25/75) de 24 a 26 min.

o NN A A
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4 | 4 4 | 4 | 4 | 4 | 4 4 | 4

i i i i | i | i i i i
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0
Tiempo (min)

Figura 11. Perfiles cromatogrdficos a) separacién de las hidrazonas con la columna
C18, b) columna C8, c) gradiente empleando una columna C8.

Bajo estas condiciones de separacion se realizd la inyeccidon de cada
aldehido derivatizado de manera individual, observando una sola senal
analitica por cada aldehido siendo esto una ventaja para la metodologia
de derivatizacion, debido a que a pesar de no observarse mediante el
andlisis estructural se han descrito la formacion de isomeros geomeétricos (E
y Z) cuando se utilizan hidrazinas como agentes derivatizantes. Estos isbmeros

geomeétricos suelen generar dos senales cromatograficas para el mismo
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analito, lo que produce un impacto negativo en la sensibilidad y precision

de la metodologia (Lin et al., 2009). Adicionalmente, otra ventaja que se
puede destacar es que no se observa una senal atribuida al agente
derivatizante, debido a que los productos derivatizados presentan

longitfudes de excitacion y emision distintas a las del NPH (Figura 12).
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Figura 12. Perfiles cromatogrdficos de la inyeccion individual de cada hidrazona.

Cabe senalar que la optimizacion de las condiciones de separacion se
realizd empleando soluciones estdndar preparadas en ACN por lo que las
senales observadas corresponden Unicamente a los analitos evaluados. A
pesar de observar una adecuada resolucion entre las senales, se debe
evaluar nuevamente las condiciones cromatogrdaficas al aplicarse en la
matriz analitica, debido a que esta puede contener compuestos que

coeluyan con las senales de interés lo que provocaria un error en el andlisis.
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4. DISENO DE UNA METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE ALDEHIDOS
GRASOS EN ACEITES VEGETALES COMESTIBLES

4.1 Antecedentes

Como se describié anteriormente los aldehidos son compuestos presentes
en los alimentos, que se forman mediante diferentes rutas de degradacion
de vitaminas, carbohidratos, aminodcidos y lipidos por procesos de
maduracion, deterioro por almacenamiento, procesos térmicos vy

fermentacion microbiana (E-Maghrabey et al., 2024).

Como se menciond anteriormente, la formacion de aldehidos provoca un
deterioro en el sabor, olor, color, textura y apariencia, asi como la
disminucion del valor nutricional (Ma et al., 2014). La presencia de los
aldehidos ha sido descrita en muestras de alimentos como verduras
enlatadas (Serrano et al.,, 2017), carnes (Gosetti et al.,, 2011), bebidas
alcohdlicas (de Lima et al., 2018, jugos (Abu-Bakar et al., 2014), férmulas
infantiles en polvo (Custodio-Mendoza et al.,, 2024) y especialmente en
aceites vegetales comestibles (Kim et al., 2021). En alimentos, los aldehidos
habitualmente se emplean como una medida de control de calidad y

seguridad alimentaria (E-Maghrabey et al., 2024).
4.1.1 Formacion de aldehidos grasos en aceite vegetal

La formaciéon de aldehidos (Figura 13) principalmente es descrita mediante
la degradacion de dcidos grasos de cadena largas, por lo que los aceites
vegetales son los alimentos mads propensos. Ademds, procesos de
calentamiento producen un incremento de la degradacion, provocando la

formacion de gran variedad de aldehidos (Zhang et al., 2024). Los lipidos de

los alimentos son propensos a participar en reacciones en cadena mediante /N
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la formacion de radicales libres y degradacion oxidativa debida a altas
temperaturas en presencia de oxigeno. Se han descrito tres rutas para la
oxidacion de lipidos: autooxidacion, fotooxidacion y oxidacion catalizada

por enzimas (Zamuz et al., 2022).

La autooxidacion es el proceso mds importante de oxidacion lipidica, es una
reaccion continua mediante radicales libres, generalmente es un proceso a
partir de dcidos grasos provenientes de friacilglicéridos. Los dcidos grasos
inferactuan con moléculas oxigeno interactuan provocando la formaciéon
de productos de deterioro oxidativo (Dominguez et al., 2019). Este ocurre en
tres etapas distintas: Iniciacion, etapa donde aparecen radicales libres por
su inferaccion con moléculas de oxigeno, propagacion etapa en la que se
multiplica los compuestos altamente reactivos y, terminacion donde los
compuestos reactivos se degradan o reaccionan entre si para dar
compuestos no reactivos (Barden & Decker et al., 2016). La fotooxidacion es
un mecanismo mas rapido que la autooxidacion. Este proceso ocurre con la
formacion hidroperdxidos en presencia de sensibilizadores como la luz
(Wasowicz et al., 2004) y por Ultimo, la oxidacién enzimatica que del mismo
modo que la fotooxidacidén, no emplea radicales libres sino mediante la
formacion de hidroperdxidos, siendo la principal enzima implicada es la

lipoxigenasa (Dominguez et al., 2019).

En este sentido, estos mecanismos permiten la formacién de una gran
variedad de aldehidos, dependiendo de la composicidon de los Acidos
grasos contenidos en la matriz alimenticia los que determinan el tipo de
aldehido que se formard. La degradacion de dcidos grasos n-3 (omega 3)
generalmente son asociados con aldehidos de cadena mds corta en
comparaciéon aldehidos obtenidos a partir de dcidos grasos n-6 (omega é).

(Nogueira et al., 2019), siendo los aldehidos pentanal al decanal,
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metabolitos predominantemente derivados de dcidos grasos n-6 y n-9

(omega 9) (Suh et al., 2017). Otros aldehidos de cadena corta, aldehidos
monoinsaturados y poliinsaturados asi como hidroxialdehidos se generan por
la fragmentacion secundaria de aldehidos que se producen de primera

instancia (Zhao et al., 2025).
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Figura 13. Fragmentacién de los principales dcidos grasos contenidos en alimentos
para la formacion de aldehidos.
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4.1.2 Tratamiento de muestras para la extraccion de aldehidos

Las técnicas de pretratamiento para el andlisis de aldehidos en alimentos se
emplean para preconcentrar a los analitos y eliminar compuestos
interferentes contenidos en la matriz analitica. Ademads permiten evitar el
efecto matriz y mejorar los pardmetros analiticos tales como sensibilidad
andadlitica, selectividad, especificidad, precision y exactitud. Dependiendo
de la naturaleza de la matriz alimenticia se selecciona la técnica de
pretfratamiento. Las maftrices de naturaleza polar normalmente suelen
emplear fratamientos de muestras basados en extraccion liquido-liquido (LLE
por sus siglas en inglés) o extraccion en fase solida (SPE por sus siglas en
inglés) (El-Maghrabey et al., 2024), mientras que para las matrices de
naturaleza no polar se prefiere emplear técnicas basadas en LLE (Kishikawa
et al., 2019). El andlisis de aceites vegetales es de principal inferés debido a
que permite conocer su calidad y toxicidad al ser un alimento empleado en

la coccion de multiples alimentos.
4.1.2.1 Extraccion liquido-liquido

Las técnicas de LLE se basan en el reparto de un compuesto(s) de interés
gue se encuentra contenido en una fase liquida a otra fase liquida inmiscible
entre si. Cuando la fase liquida que contiene al analito es polar se emplea
un solvente orgdnico no polar, mientras que sila fase liquida de interés es no
polar se emplea un solvente orgdnico polar. El reparto del analito de interés
se basa en la diferencia de solubilidad en cada fase del sistema de LLE
(Jiang et al., 2023). Ambas fases liquidas se mezclan empleando agitacion,
luego se detiene la agitacion para permitir que las gotas formadas del
extractante se unany las fases liquidas se separen entre si (Figura 14; Antony

et al., 2021). A pesar de que la LLE es una técnica ampliamente empleada

presenfa una desventaja debido a su elevado consumo de solventes. Por
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ello, surgieron alternativas de miniaturizacion de los sistemas de extraccion

enfocados en la reducciéon del volumen de muestras y extractantes toxicos
como: tetracloruro de carbono, cloroformo, diclorometano, benceno y

tolueno (Campillo et al., 2020).

A Interferentes O Analitos

Figura 14. Representacién de la extraccion liquido-liquido convencional.

4.1.2.2 Microextraccion liquido-liquido

La microextraccion liquido-liquido (LLME por sus siglas en inglés; Figura 15) es
un método de tratamiento de muestras miniaturizado de LLE. El
procedimiento general de LLME emplea volUmenes de muestra que van
desde 0.5 a los 25 mL (Kokosa, 2019) y volUmenes de extractante desde los
0.5 uL alos 1000 uL (Lopez et al., 1998). La técnica de LLME comparada con
la técnica convencional de LLE posee ventajas debido a que el consumo
de solvente orgdnico es disminuido significativamente, y posee elevados
factores de preconcentracién lo que mejorar la sensibilidad analitica y

obfener menores LODs (Jalili et al., 2020). Por lo cual LLME ha sido_«
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ampliamente utilizado para la extraccion de diferentes compuestos de

diferentes matrices ambientales y bioldgicas y alimenticias (Jiang et al.,
2023). La LLME es la metodologia mds empleada para la concentracion de
aldehidos en matrices polares como no polares debido a que son métodos

de preparacion de muestras sencillas, rapidos, sensibles y econdmicas.
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Figura 15. Representacion de la microextraccion liquido-liquido.

4.1.2.2 Microexiraccioén liquido-liquido dispersiva

La técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME por sus siglas
en inglés; Figura 16) se describe como un sistema de solventes ternario.
Conisiste en la inyeccion rdpida de una mezcla de un solvente de extraccion
(0.5-200 uL) disuelto en un solvente dispersante, sobre la muestra. El solvente
de exfraccion es inmiscible en la muestra mientras que el solvente
dispersante es soluble. Al realizar la inyeccion de la mezcla la solucion se
torna turbia debido a la formacion una emulsion que proporciona una
enorme superficie para una extraccion rapida y eficiente. Finalmente, la

fase de extraccidon se separa ya sea por gravedad o mediante
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centrifugacion (Rutkowska et al, 2019). El uso del solvente dispersante es la

modalidad de la DLLME mds empleada, sin embargo también se pueden
combinar con ofras técnicas para lograr la dispersion como el uso de vortex,

ultrasonido, y por microondas (Jayasinghe et al., 2022).
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Figura 16. Representacion de la microextraccion liquido-liquido dispersiva.

4.1.2.2 Microextraccion en gota suspendida

La microextraccion de gota suspendida (SDME por sus siglas en inglés; Figura
17) es una técnica de tratamiento de muestra. Como su nombre lo indica
emplea una sola gota del solvente extractante, empleando un volumen de
1-10 uL, por lo que el solvente orgdnico debe ser totalmente inmiscible para
no generar perdidas. Para realizar la extraccion la gota se suspende en la

punta de una jeringa. Esta técnica puede utilizarse en dos modalidades: )
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la gota suspendida del solvente extractante se coloca sobre la muestra (en

el espacio de cabeza) sin tener contacto directo con la muestra; esta
modalidad se emplea con especies con elevada volatilidad y b) la gota
suspendida se sumerge directamente en la solucion de la muestra; esta

modalidad se denomina SDME por inmersion directa.

La técnica de tratamiento de muestras basadas en SDME son descritas
como de bagjo costo donde el consumo de solvente puede ser mucho
menor en comparacion con otfras técnicas de LLME y que poseen un
elevado factor de preconcentracion; por lo anterior son ideales para
muchas metodologias de andlisis (Ramos, 2012). Sin embargo, la técnica
SDME presenta multiples desventajas, ya que el solvente empleado como
extractante debe cumplir caracteristicas de densidad y viscosidad que
permitan su uso bajo esta modalidad por lo que se limitan muchos solventes
convencionales, ademads la manipulacion suele ser complicada debido a
gue fiene una gran dependencia sobre la agitacion aplicada por lo que es

dificil formar gotas estables (Rutkowska et al., 2019).
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Figura 17. Representacion de la microextraccion en gota suspendida a) espacio de
cabeza b) inmersién directa.

Entre las técnicas de pretratamiento de aceites vegetales, se encuentra
descrita una metodologia basada en LLE para la extraccion de 4-
hidroxinonenal contenido en 3 mL de aceite empleando como extractante
3 mL de ACN; posteriormente se toma una alicuota de 1 mL del extractante,
y se derivatiza el aldehido con pentafluorofenilhidrazina para su andlisis
mediante HPLC-MS (Gabbanini et al., 2015). Otra metodologia que ha sido
descrita es la determinacién benzaldehido, butanal y furfural en humo de
cigarro y formulaciones inyectables. Las muestras fueron tratadas con la
finalidad de llevar a un medio acuoso por lo que 10 mL de la solucion
muestra se derivatiza con 2,4-dinitrofenilhidrazina. Posteriormente se frata
mediante DLLME donde se inyectan 600 L de etanol (solvente dispersante)

que contenian 50 uL de tetracloruro de carbono (solvente extractante). EI/N
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extractante se recupera, y se diluye hasta 500 uL con MeOH para su andlisis
mediante HPLC-UV (Tabrizi et al., 2013).

Por lo tanto, la determinacion de aldehidos derivados de la oxidacion
lipidica en aceites vegetales comestibles presenta un desafio debido a sus
propiedades toxicas, bajas concentraciones y complejidad de la matriz. A
pesar de que existen diversas metodologias persisten limitaciones
relacionadas con la sensibilidad, selectividad, estabilidad de los derivados
obtenidos para su andlisis asi como la complejidad del tratamiento de
muestra. En este contexto, el empleo de 1-naftiihidrazina como agente
derivatizante representa una alternativa viable para su aplicacion en la
determinaciéon de aldehidos grasos contenidos en aceites vegetales
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion por
fluorescencia (HPLC-FLD
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4.2 Metodologia

4.2.1 Condiciones cromatogrdficas para el andlisis de aldehidos en muestras

de aceite

La separacion cromatografica del andilisis de aldehidos derivatizados en
aceite se realizd empleando una fase movil compuesta por dcido acético
acuoso al 1T % v/v (A) y metanol (B), utilizando el siguiente gradiente de
elucion: A/B (25/75) durante 1 min, 75a 100 % B de 1 a 14 min, 100 % B de 14
a 18 min, 100 a 75 % B de 18 a 24 min y A/B (25/75) de 24 a 26 min. La fase
movil se filtrd utilizando una membrana de 0.45 um. El caudal fue constante
a 1 mL minly el volumen de inyeccion fue de 20 uL. El detector de
fluorescencia se programé con la siguiente secuencia: 0.0 a 5.3 min con
excitacion a 265.0 nm y emision a 290.0 nm (ibuprofeno; IS) y de 5.3 a 26.0
min con excitacion a 260.0 nm y emision a 380.0 nm (aldehidos

derivatizados).
4.2.2 Evaluacion de la metodologia de extraccion-derivatizacion

La estrategia de LLME de los aldehidos se evalué mediante tres modalidades
(Figura 18): a) Derivatizacion in situ, 1 mL de aceite mineral dopado con 500
ug L1 de cada aldehido se puso en contacto con 1 mL de una solucién de
NPH 100 uM y HCI 100 uM en ACN; la mezcla se agita empleando un vortex
durante 5 minutos y posteriormente separar las fases. La solucidon de ACN
que extrajo a los aldehidos se coloca a reaccionar durante 30 min a 60°C;
transcurrido el tiempo la solucién se analiza mediante HPLC-FLD. b) La
derivatizacion en la matriz analitica, por lo que se adiciond 10 yL de una
solucion de NPH de 1000 uM y 1000 uM de HCl en ACN sobre 1 mL de aceite

mineral dopado con 500 ug L' de cada aldehido. Lla mezcla se colocd a

60°C durante 30 min y posteriormente se extraen las hidrazonas formadas _«

<
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adicionando 1 mL de ACN, la mezcla se agita empleando un vortex durante

5 minutos y se analiza mediante HPLC-FLD. c¢) Cambio de medio de
reaccion, 1 mL de aceite mineral dopado con 500 ug L' de cada aldehido
se pone en contacto con 1 mL de ACN, la mezcla se agita empleando un
vortex durante 5 minutos, y se extraen los aldehidos. Se foma una porciéon de
500 uL de la fase de ACN y coloca a reaccionar con 500 uL una solucion de
NPH 200 uM y HCI 200 uM en ACN, se coloca a reaccionar durante 30 min a

60°C, transcurrido el tiempo la solucion se analiza mediante HPLC-FLD.
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Figura 18. Rutas evaluadas en la seleccion del método de
extraccién/derivatizacién basado LLME en muestras de aceite dopado con 500 ug
L de cada aldehido.
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4.2.3 Optimizacion de las condiciones derivatizacion de aldehidos

Se redlizd un diseno de experimentos factorial fraccionado 252 para
seleccionar y evaluar las variables criticas involucradas en el proceso de
exfraccion-derivatizacion de los aldehidos. Como variables se evaluaron la
concentracion del derivatizante NPH ([NPH], 78.0-156.0 uM), volumen de
muestra (VM; 1.0-3.0 mL), temperatura de derivatizacion (TD; 40.0-60.0 °C),
concentracion de HCI ([HCI]; 100.0-300.0 mM), y tiempo de reaccion (TR;
15.0-45.0 min). Posteriormente, las variables criticas se optimizaron mediante
un diseno de experimentos de superficie de respuesta Box Behnken (4
variables, de 27 experimentos). Las variables que no presentaron una
contribucion significativa se mantuvieron constante en el valor 6ptimo
encontrado en el diseno factorial fraccionado 252, La concentracion de los
aldehidos y el estandar interno (ibuprofeno) fue 500.0 ug L'y 2000.0 pg L
respectivamente, durante el proceso de optimizacion. El andlisis de datos se

realizé mediante el programa estadistico Minitab 21.

4.2.4 Vdlidaciéon de la metodologia de determinacion de aldehidos en

muestras de aceite vegetal

La metodologia se validd segun los criterios de la IUPAC (Currie, 1995). El
procedimiento de validacién incluyd la determinacion de las lineas de
calibrado, LODs vy limites de cuantificaciéon (LOQs), calculados como
relaciones senal/ruido (S/N) de 3.29 y 10 respectivamente. La precisidon se
evalué en términos infra e interdia (repetibilidad y reproducibilidad)
mediante el andlisis de muestras de aceite dopados en tres niveles de
concentracién (100, 200 y 300 ug L), calculadas en términos de desviacion
estandar relativa (%RSD, n=3). La metodologia se evalué mediante ensayos

de recuperacion mediante el andlisis de muestras de aceite dopado a tres
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niveles de concentracion (50, 250 y 450 ug L) calculando la exactitud en

términos de tanto por ciento de recuperacion (% recuperacion, n=3).
4.2.5 Andlisis de aldehidos en muestras de aceite vegetal

La extraccion de los aldehidos se realizd empleando 2.0 mL de solucidén
estdndar de aceite o muestra de aceite comestible, la muestra se coloca
con 1.0 mL de acetonitrilo en un tubo de propileno, la mezcla se agita
mecdnicamente empleando un vortex durante 5 min. Posteriormente los
tubos se centrifugan durante 5 min a 2000 rom. Se toman 500 uL de extracto
de acetonitrilo y se colocan en un vial de 2.0 mL; al extracto se le adiciona
500 uL de una solucion 298.8 uM de NPH y 148.4 mM HCI. La mezcla se
calienta durante 45 min a 58 °C. Transcurrido el fiempo de reaccion la
solucion se evaporé empleando una bomba de aire y se reconstfituyeron
con 250.0 yL de MeOH para finalmente analizarse mediante HPLC-FLD. Las
concenfraciones de aldehidos se calculan mediante interpolacion en la

linea de calibrado.
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4.3 Resultados y discusiones
4.3.1 Evaluacion de la metodologia de extraccion-derivatizacion

La evaluacion de las tres modalidades de extraccion-derivatizacion
mediante LLME permitié seleccionar la ruta de mayor efectividad. En la
primera modalidad (Figura 19a) evaluada (derivatizacion in situ), el
derivatizante se adiciona sobre el extractante, disminuyendo el nUmero de
etapas involucradas y mejorando los resultados. Bajo esta modalidad se
logran observar las senales analiticas de las hidrazonas en los perfiles
cromatograficos, mostrando que la extraccion de los aldehidos procedia.
La segunda modalidad (Figura 19b), la derivatizacion en la matriz analitica,
y posterior extraccion de las hidrazonas, no mostré senales al realizar su
andlisis cromatogrdfico, debido a que la polaridad de las hidrazonas
disminuye provocando que el reparto se vea afectado, prefiriendo que los
analitos derivatizados se queden en la matriz, o que la reaccion no proceda
en la matriz analitica. La tercera modalidad evaluada (Figura 19¢) involucra
dos etapas, los aldehidos son extraidos de la matriz analitica, lo que permite
un cambio en el medio de reaccioén, y posterior a la extraccion, se adiciona
el NPH asi como el medio dcido para la reaccién, mediante esta modalidad
se observan todas las senales cromatogrdficas de los analitos derivatizados.
Comparando los perfiles cromatograficos de la primera y tercera modalidad
qgue permiten la extraccidn-derivatizacion de los aldehidos en la matriz
analitica se observa que esta Ultima presenta dreas de pico mayores. El
aumento de las senales se atribuye a que en esta modalidad no se adiciona
el NPH ni el medio dcido al realizar la extraccion, sino que esto componentes
se agregan posterior a la extraccién, por lo que no provocaria el reparto del

derivatizante a la matriz, disminuyendo el rendimiento de derivatizaciéon. La
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Figura 19 muestra los perfiles cromatograficos obtenidos para la evaluacion

de las modalidades de LLME-derivatizacidon de los aldehidos.
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Figura 19. Perfiles cromatogrdficos obtenidos para la evaluacidon de las
modalidades de LLME-derivatizacion a) in situ, b) en la matriz analitica y c) en dos
etapas.

Evaluada la ruta de derivatizacion, se selecciond el IS que seria empleado
para la optimizacion, la seleccion se basd en encontrar compuestos que no
se describan habitualmente en la matriz analitica ni que se generen por
oxidacion lipidica, por lo cual se evaluaron tres IS posibles: el acido 1-
naftalenacético, 2-naftalentiol e ibuprofeno. Los primeros dos compuestos al
presentar una mayor polaridad eluyeron con tiempos de retencion similares
al tiempo muerto porlo que no era viables para incorporarse al sistema, caso
contrario con el ibuprofeno que presentd un tiempo de retencion diferente
a los analitos y permitia seguir el proceso de manera adecuada, por lo cual

fue seleccionado para lleva a cabo el andilisis.
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4.3.2 Optimizacion de las condiciones derivatizacion de aldehidos

El proceso de derivatizacion de aldehidos empleando LLME en muestras de
aceite vegetal es afectado por diferentes variables, por lo cual se aplicé un
diseno factorial fraccionado 252, para evaluar las variables criticas ([NPH],
VM, TD, [HCI], TR) y seleccionar aquellas que afectan significativamente el
proceso Yy optimizarlas. Los niveles de los factores evaluados se
seleccionaron acorde a intervalos que se encuenfran descritos en la
literatura (EI-Maghrabey et al., 2024) y una evaluacion previa. La variable de
salida seleccionada fue la sumatoria de la relacion drea de pico de los
aldehidos derivatizados/area de pico del IS, buscando maximizar la senal.
Todos los experimentos se realizaron empleando muestras de aceite
dopados con 500.0 ug L' de cada aldehido. La matriz de diseno vy los
resultados obtenidos en cada experimento se presentan en la Tabla 2. Se
eligid el aceite mineral como aceite blanco para la optimizacion de las
condiciones del método vy la validacion debido a su alto conftenido de
hidrocarburos saturados (Grob K, et al., 2018), por lo que su composicion
reduce el error asociado con la presencia de aldehidos, debido a que se ha
descrito la presencia de los aldehidos evaluados a pesar de emplear aceites

comestibles frescos (Wang et al., 2020).

Tabla 2. Matriz y resultados del diseno factorial fraccionado 252 (n=2).

Exo VM (mL) D (°C) [NPH] (UM)  RT (min) [HCI] (mM) 3 relacion de dreas
de pico (aldehido
derivatizado:l§)

1 1.0 (-1) 40 (-1) 78 (-1) 45 (+1) 300 (+1)  0.4053 0.4091
2 3.0(+1) 40 (-1) 78 (-1) 15 (-1) 100 (-1) 2.9136 2.6088
3 1.0(1) 60 (+1) 78 (-1) 15 (-1) 300 (+1)  0.6087 0.6207
4 30(+1) 60 (+1) 78 (-1) 45 (+1) 100 (-1) 5.5395 5.5856
5  1.0(1) 40 (-1) 156 (+1) 45 (+1) 100 (-1) 3.3884 2.8271
6 3.0(+1) 40 (-1) 156 (+1) 15 (-1) 300 (+1) 1.5196 3.3814
7 1.0 (+1) 60 (+1) 156 (+1) 15 (1) 100 (-1) 4.8086 4.8096
8  3.0(+1) 60 (+1) 156 (+1) 45 (+1) 300 (+1)  3.5892 3.6077
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La Figura 20 presenta el grdfico de Pareto (95 % intervalo de confianza)

obtenido del diseno factorial fraccionado 252, donde se puede observar los
efectos principales relacionado con la significancia de las variables. La
contribucion de las variables criticas es [HCI[>TD>[NPH]>VM, mientras el
tiempo de reaccion no presentd contribucion significativa. La variable con
mayor contribucién es la [HCI], que estd relacionado con el mecanismo de
formacion de hidrazonas, debido a que implica la protonacion del grupo
carbonilo del aldehido seguido de un ataque nucleofilico de la hidrazina
(Boumya et al.,, 2017a). La TD es otra variable fundamental porque
usualmente el incremento de la temperatura es proporcional con la
aceleraciéon de la reaccidon, no obstante, incrementos drdsticos o
temperaturas elevadas puede generar la descomposicion de los productos
de derivatizacion (Zhang et al., 2010). La concentracion del agente
derivatizante es la tercera variable con mayor contribucion debido a que
normalmente un exceso de [NPH] promueve la reaccion con los analitos
incluso en presencia de ofros compuestos (Chen et al., 2018). No obstante,
la adicion de un exceso mayor al ideal provoca la derivatizacion
secundaria, formando productos indeseados con el analito e interferir en el
rendimiento (Atapattu & Temerdashev, 2023). El volumen de muestra
presenta una correlaciéon entre el estado de equilibrio de la fase aceptora
que contiene el analito y la fase donadora (ACN), por lo tanto, en el
equilibrio se distribuye el mdximo nUmero de moles de aldehidos que les
permite reaccionar con el NPH (de Oliveira et al., 2021). Los valores que
mejoran el proceso de derivatizacion fueron: [HCI]=100.0 mM; Temperatura:
60°C; [NPH]= 156.0 uM; VM= 3.0 mL y TD: 45 min.
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Figura 20. Grdfico de Pareto del diseno factorial fraccionado 252 para la seleccion
de variables para la determinacién de aldehidos en aceite.

Las variables criticas se optimizaron mediante un diseno Box-Behnken, 4

variables (HCI], TD, [NPH], VM) con 27 experimentos, mientras que el TR al no

presentar contribucion significante de mantuvo constante en 45 minutos

durante el diseno. Los experimentos se realizaron aleatoriamente para evitar

el efecto de factores de ruido y reducir los errores sistematicos. La matriz

experimental y los resultados del diseno experimental se presentan en la

Tabla 3. Los niveles de estos factores se establecieron en -q, -1, 0, +1 y +q,

con a = 1.68. El valor central (0) se selecciond en funcién del valor éptimo

del diseno de Plackett-Burman.
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Tabla 3. Matriz y resultados del diseno Box-Behnken.

Exp VM (mL) 1D (°C) [NPH] (uUM) [HCI] (mM) > relacién de dreas de
pico (aldehido
derivatizado:lS)

1 2 (-1) 50 (-1) 156 (0) 100 (0) 7.9392

2 4 (+1) 50 (-1) 156 (0) 100 (0) 3.3643

3 2 (-1) 70 (+1) 156 (0) 100 (0) 5.9979

4 4 (+1) 70 (+1) 156 (0) 100 (0) 3.8903

5 3 (0) 60 (0) 130 (-1) 50 (-1) 5.4430

6 3 (0) 60 (0) 182 (+1) 50 (-1) 24116

7 3 (0) 60 (0) 130 (-1) 150 (+1) 1.9479

8 3 (0) 60 (0) 182 (+1) 150 (+1) 1.2624

9 2 (-1) 60 (0) 156 (0) 50 (-1) 7.4340

10 4 (+1) 60 (0) 156 (0) 50 (-1) 5.3058

11 2 (-1) 60 (0) 156 (0) 150 (+1) 4.6643

12 4 (+1) 60 (0) 156 (0) 150 (+1) 2.0243

13 3 (0) 50 (-1) 130 (-1) 100 (0) 5.3991

14 3 (0) 70 (+1) 130 (-1) 100 (0) 3.6621

15 3 (0) 50 (-1) 182 (+1) 100 (0) 2.1110

16 3 (0) 70 (+1) 182 (+1) 100 (0) 1.9785

17 2 (-1) 60 (0) 130 (-1) 100 (0) 6.7314

18 4 (+1) 60 (0) 130 (-1) 100 (0) 3.5839

19 2 (-1) 60 (0) 182 (+1) 100 (0) 3.2777

20 4 (+1) 60 (0) 182 (+1) 100 (0) 2.6595

21 3 (0) 50 (-1) 156 (0) 50 (-1) 5.6168

22 3 (0) 70 (+1) 156 (0) 50 (-1) 5.6200

23 3 (0) 50 (-1) 156 (0) 150 (+1) 2.8496

24 3 (0) 70 (+1) 156 (0) 150 (+1) 1.8835

25 3 (0) 60 (0) 156 (0) 100 (0) 6.2572

26 3 (0) 60 (0) 156 (0) 100 (0) 6.0944

27 3 (0) 60 (0) 156 (0) 100 (0) 6.4661

La Tabla 4 presenta el andilisis ANOVA obtenido del diseno Box-Behnken. Se
puede observar que los factores lineales, cuadrdticos de los términos
representa una contribuciéon significativa (valor p<0.05). La falta de aqjuste
(valor p>0.05) obtenida para el modelo representan adecuadamente Ias
variables seleccionadas ademds, se obtuvo un R2justado=8%.12 % por lo que
los valores obtenidos permiten explicar el modelo de manera adecuada (de
Oliveira et al., 2021).
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Tabla 4. ANOVA obtenido del diseno de experimentos Box-Behnken para la
optimizacion del proceso de derivatizacion de aldehidos en muestras de aceite

vegetal comestible.

Andlisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajuste. MC Ajuste Valor F Valor p

Modelo 8.00 90.68 11.33 27.61 0.0001>

Lineal 4.00 59.68 14.92 36.34 0.0001>
Volumen muestra 1.00 19.29 19.29 47.00 0.0001>
Temperatura 1.00 1.50 1.50 3.66 0.0717
[NPH] 1.00 14.23 14.23 34.66 0.0001>
[HCI] 1.00 24.65 24.65 60.05 0.0001>

Cuadrado 4.00 31.00 7.75 18.88 0.0001>
Volumen muestra? 1.00 0.03 0.03 0.07 0.8001
Temperatura? 1.00 4.24 4.24 10.32 0.0048
[NPH]2 1.00 24.01 24.01 58.50 0.0001>
[HCI]2 1.00 10.05 10.05 24.47 0.0001>

Error 18.00 7.39 0.41

Falta de qgjuste 16.00 7.32 0.46 13.18 0.0727

Error puro 2.00 0.07 0.03

Total 26.00 98.06

Las variables [HCI], temperatura y [NPH] presentan un comportamiento

cuadrdtico de la respuesta de salida mientras que el volumen de muestra

presenta un comportamiento lineal, lo que puede observar en los graficos

de superficie obtenidos (Figura 21). Los valores optimos de las variables
criticas son: [NPH]=149.4 uM, [HCI]=74.2 mM, temperatura= 58 °C y volumen

de muestra= 2.0 mL. Las respuestas optimas tedricas fueron 6.67 y 8.02 para

el diseno factorial fraccionado y Box-Behnken respectivamente, mientras
que los valores experimentales fueron 6.50 (%RSD=3.00) y 8.12 (%RSD=2.93)

ambos con n=3. Esto demuestra que los valores predichos se ajustan

adecuadamente sobre los valores experimentales obtenidos con una

dispersion adecuada.
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Figura 21. Graficos de superficie de las variables criticas. Valores constantes [NPH]=
156.0 uM; Volumen de muestra= 3.0 mL; [HCI]= 100.0 mM; Temperatura= 60.0 °C.

4.3.3 Validacion de la metodologia de determinacion de aldehidos en
muestras de aceite vegetal comestible

Se construyeron lineas de calibrado en aceite dopado para cada aldehido
en el intervalo de 25-500 pg L. El drea de pico de los analitos fue medida

por triplicado. Los valores de las intersecciones incluyen cero en todos los

casos, lo cual es requerido en metodologias selectivas. Los valores de los

R
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LODs obtenidos estan en el intervalo de 4.0-6.2 ug L', calculados para una

relacion senal-ruido igual a 3.29. La precision de la metodologia fue
estimada como repetitividad y reproducibilidad en términos de desviacion
estandar relativa (%RSD n=3) en tres niveles de concentraciéon (100, 200, 300
Mg L7). Los resultados en todos los casos fueron menores al 10% RSD,
indicando una adecuada precisidon de los resultados. La exactitud se evalud
mediante ensayos de recuperacion de muestras de aceite enriquecidas. El
tanto por ciento de recuperacion se enconiré en el intervalo de 92.57-
109.68% con %RSD menores al 10% en los tres niveles evaluados (50, 250, 450
hug L) observando una adecuada exactitud para la determinacion de
aldehidos (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros de regresion de las lineas de calibrado de aldehidos aceite
vegetal comestible.

Pardmetros analiticos Pentanal Hexanal Heptanal Octanal Nonanal Decanal
Coeficiente de determinacién (r2)  0.9999 0.9995 0.9995 0.9994 0.9992 0.9989
LOD ug L! 5.0 4.0 4.2 4.4 53 6.2
LOQ pg L! 15.2 12.2 12.7 13.5 16.0 18.8
b1 + &by 674.541+7.071 1021.288+8.868 844.268+7.385 839.358+6.522 653.711£6.035 632.351+8.136
bo + &bo -0.004+0.007  -0.006+0.011 -0.006+0.008  0.003+0.007 0.001+0.006 -0.005+0.009
Precision Intradia 100 pug L' 5.72 6.09 6.31 5.73 6.47 6.44
(%RSD, 200 g LT 4.56 3.94 4.15 5.28 4.50 5.17
n=3) 300 ug LT 3.29 3.10 3.50 4.07 4.71 3.97
Interdiac 100 pug L' 8.95 7.39 6.62 7.16 7.80 8.48
200 ug L1 6.03 7.21 6.24 6.53 5.77 6.43
300pug Lt 3.90 4.29 5.09 6.21 4.96 5.68
%Recuperacion 50 ug L! 92.57 (8.70) 107.57 (2.00) 109.68 (6.96)  105.19 (8.06)  95.61 (6.91) 98.84 (7.01)
(%RSD, n=3) 250 yg LT 103.81 (2.95)  94.02 (3.44) 101.17 (2.98)  94.69 (3.95) 97.12 (4.28) 107.37 (5.02)
450 pug L1 101.53 (4.06)  102.05 (3.47) 99.13 (4.67) 102.14 (5.76)  95.1 (6.02) 93.92 (5.17)

4.3.4 Andlisis de aldehidos en muestras de aceite vegetal

Se determiné el contenido de aldehidos en 5 variedades de aceites
vegetales comestibles frescos (canola, soya, oliva, cdrtamo y coco). Los

dcidos grasos sufren descomposicion oxidativa cuando son sometidos a
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almacenamiento prolongados y calentamiento a altas temperaturas, esto

produce olores y sabores desagradables en alimentos. Al mismo tiempo, los
aldehidos que se generan en el proceso de oxidacion han sido relacionados
con afecciones toxicas al consumidor (Katragadda et al, 2010). En
consecuencia, la determinacion del contenido de aldehidos en aceite
comestible es necesaria para garantizar la calidad y seguridad en muestras
frescas o después de procesos de coccion (Peng et al., 2017). Para esto
ultimo se realizd un seguimiento para la formacion de los aldehidos
empleando calentamiento a 100 °C mediante la evaluacion continua por
dos horas, analizando cada 30 minutos. Definiendo la apertura del envase
donde estan almacenados los aceites como el fiempo 0. La presencia de
los 6 aldehidos solo se observd en el aceite canola con un contenido total
de 382.01 ug L', en el aceite de coco (120.82 ug L) no se detectaron la
presencia de octanal ni decanal, el aceite de cartamo (216.88 ug L'') no se
detectd la presencia de octanal, mientras que para el aceite de soya y oliva
no se detectd la presencia de ningun aldehido. La Figura 22 muestra el
aumento del contenido de aldehidos respecto al tiempo de cada aceite
evaluado; a partir de 30 min se detecta la formacion de todos los aldehidos
evaluados a excepcidon del aceite de oliva. El contenido mdximo
encontrado fue para el aceite de canola obteniendo una concentraciéon

total de 382.01 pg L.
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Figura 22. Contenido de aldehidos (Pentanal-Decanal) en cinco fipos aceite
vegetal a diferentes tiempos de calentamiento.

Por ofra parte se puede observar una variacion en la concentracion de
aldehidos entre los diferentes fipos de aceite evaluados. La Figura 23
muestra los perfiles cromatogrdficos obtenidos para los 5 tipos de aceites
evaluados. Se observa una mayor proporcion del nonanal y hexanal en los
aceites de canola, cartamo y soya, debido a la presencia de dcidos grasos
insaturados (linoleico y oleico) que a la exposicion al calor y transcurso del
tiempo los enlaces C=C en los dcidos insaturados se oxidan y producen en
mayor proporcion estos aldehidos (Dominguez et al., 2019; Takhar et al,,
2023). El aceite de coco presenta en mayor proporcion de pentanal,
hexanal y heptanal, esto relacionado con la presencia de dcidos grasos de

cadenas cortas y que en procesos de coccion se han detectado en mayor
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proporcion la formacion de estos aldehidos (Barlina et al., 2022). En el aceite

de oliva se observa que la formacion de aldehidos es mucho menor en
comparaciéon con los otros aceites evaluados, debido a presencia de
componentes antioxidantes (compuestos fendlicos, tocoferoles y oftros

compuestos) que retrasa la degradacion (Guclu et al., 2021).

Estandar| IS C5 Cé6 C7 C8 C9 C10
(:OCI)jkgdxf\j\jxu\#J\J\/¥N/\J\/\#-4AAA/4\ ‘
:::::ijttijj:______j\k.—/\,A_/\___J\.~_/\~_j\_~j\.aaA_ﬁ_,\_fvvwaJ\_A«J\v\—__

Soya

Oliva

%
2.0 40 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0
Tiempo (min)

Figura 23. Cromatogramas para la determinacion de aldehidos en muestras de
aceite de canola y cartamo (1 hora), muestras aceite de coco, soya y oliva (2
horas) calentadas a 100 °C, y estdndar de una muestra dopada con 250 uyg L' de
cada aldehido (IS: Estdndarinterno, 1: Pentanal, 2: Hexanal, 3: Heptanal, 4: Octanal,
5: Nonanal, é: Decanal).
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4.3.5 Comparacién con otras metodologias

La Tabla é presenta una comparacion entre el método propuesto con otros
métodos descritos en la literatura para la determinacién de aldehidos en
aceites vegetales comestibles. EI método propuesto, basado en la
exiraccion de los aldehidos grasos empleando ACN, seguido de su
derivatizacion con la NPH y posterior andlisis mediante HPLC-FLD, demostrd
ser competitiva. En comparacion con meétodos que utilizan reactivos
convencionales, como la 2,4-dinitrofenilhidrazina y con otros agentes
derivatizantes fluorescentes. Por otfra parte es comparables hasta con
sistemas basados con GC-MS o HPLC-MS logrando LODs similares para los
analitos determinados. Ademds la deteccidn por fluorescencia presenta un
menor costo y es un sistema mds sencillo en comparacion con el sistema
deteccidon por MS. Por lo cual, el método propuesto resulta ser una
alternativa analitica robusta, con adecuada sensibilidad analitica precision
y exactitud, permitiendo la cuantificacion de los aldehidos grasos presentes
en aceites vegetales en los intervalos de concentracion descritos en la

literatura.
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Tabla 6. Comparacioén de la metodologia propuesta con otras metodologias para
determinaciéon de aldehidos en muestras de aceites vegetal comestible.

Aldehidos Agente derivatizante Método de LOD ug L' Referencia
determinacién

Formaldehido, etandal, Acido 4-hidrazinobenzoico HPLC-UV/ 5-170 de Lima ef al.

propanal, furfural, CE-DAD 350-450 (2018)

acroleina, benzaldehido,

butanal

Hexanal, heptanal, Di(pirrol-2-ilmetanona HPLC-FLD 6.4-12.4 Wang et al.,

octanal, nonanal, (2020)

decanal y undecanal

Malondialdehidol, etanal, 2,4-dinitrofenilhidrazina GC-MS 50-100¢ Custodio-

propanal, pentanal, Mendoza et al.

formaldehido y acroleina (2020)

Malondialdehido, 2,4-dinitrofenilhidrazina GC-MS 20-200 Custodio-

acroleina, y 4-hidroxi-2- Mendoza et al.,

nonenal (2022)

Etanal, Propanal, butanal 2,4-dinitrofenilhidrazina microchip CE 1000-3700 Dossi et al.,

y hexanal (2008)

frans-2-butenal, trans-2- 2-hydrazinopiridina y 2- DCBI-MS/MS 30-180 Qin et al., (2025)

pentenal, trans-2-hexenal, hydrazino-5-metilpiridina

frans-2-heptenal, frans-2-

octenal, trans-2-nonenal,

frans-2-decenal, y trans-2-

undecenal

Malondialdehido, 4- 2.4-dinitrofenilhidrazina HPLC-PAD 9-14 Ma vy Liu, (2017)

hidroxi-2-hexenal y 4-

hidroxi-2-nonenall

Pentanal, hexanal, 1-Naftilhidrazina HPLC-FLD 4.0-6.2 Este trabajo

heptanal, octanal,
nonanal y decanal

aug kg, DCBI-MS/MS; Espectrometria de masas en tdndem con ionizacién por haz

de corona por desorcion CE-DAD; Electroforesis capilar con detector de matriz de

diodos, PAD; Detector de matriz de fotodiodos
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5. DISENO DE UNA METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE ALDEHIDOS
GRASOS EN MUESTRAS BIOLOGICAS

5.1 Antecedentes
5.1.1 Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como alteraciones o perturbaciones de
origen bioldgico que pueden ser medidos, evaluados y/o determinados. Su
aplicacion clinica abarca la prediccidon de enfermedades, diagnodstico,
seguimiento terapéutico y prondstico debido a que son indicadores de
procesos fisioldgicos normales o anormales, por lo que permiten diferenciar
a un paciente afectado de un paciente sano (Henry y Hayes, 2012). Siendo
su principal ventaja que pueden determinar de manera cualitativa vy
cuantitativa en diferentes muestras bioldgicas como sangre, orina, saliva,

exhalaciones o tejidos (Ahmad et al., 2023).

Se clasifican acorde a su funcidn en: biomarcadores de antecedente que
identifican el riesgo de una enfermedad antes de su manifestacion clinica;
biomarcadores de cribado aquello que detectan la enfermedad subclinica;
biomarcadores de diagndstico, que confiman la enfermedad;
biomarcadores de estadificacion permiten conocer la gravedad de alguna
enfermedad; y biomarcadores prondsticos, que predicen el progreso de
una enfermedad o la respuesta al tratamiento (Shanmugam & Ravikumar,
2026).

Por ofra parte, los biomarcadores también pueden agruparse acorde a la
naturaleza de la molécula. En este contexto se han desarrollado multiples
dreas que permite identificar, determinar y evaluar a los biomarcadores

siendo estas la gendmica (cambios en la secuencia de ADN),
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transcriptomica (estudio del ARN, protedmica (estudio de la expresion de

proteinas), metaboldémica (estudio del perfii de moléculas pequenas), vy

lipiddmica (estudio de perfil lipidico) (Quezada et al., 2017).

Dentro de la metaboldmica se han descrito diferentes compuestos de
inferés como dcidos grasos, alcoholes, aminas, aldehidos y cetonas (Jain,
2017). Estos son metabolitos que se han destacado por su simplicidad
estructural en comparacion con otro tipo de biomarcadores que suelen
presentar estructuras moleculares complejas. Asimismo, diversos estudios
han demostrado su aplicacion en la identificacion de enfermedades,
incluyendo, insuficiencias cardiacas (Inai, 2022), cdncer (Kulasingam vy
Diamandis, 2008), enfermedades neuroldgicas (Dunckley et al., 2005),
pulmonares (Jafari et al., 2019), renales (Sandelius et al.,, 2020), y

gastrointestinales (Rondanelli et al., 2019).

Entre las diversas enfermedades donde la busqueda y aplicacion de
biomarcadores ha incrementado es el cdncer, debido a su elevada
mortalidad e incidencia a nivel mundial asi como a la complejidad que
caracteriza su diagndstico y progresion. En este sentido los diferentes
metabolitos generados han proporcionado una herramienta que permite un
diagndstico temprano (Taunk et al., 2025). No obstante, presentan un
desafio critico ya que la mayoria de los biomarcadores candidatos no
cuentan la validacion andalitica adecuada, ademds los métodos para su
determinacién no suelen se adecuados dada la complejidad de la matriz
analitica y sus bajas concentraciones en las que se encuentran. Por ofra
parte los métodos desarrollados deben ser sensibles, especificos, fiables,

reproducibles, precisos y exactos (Kim et al., 2026).
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5.1.2 Aplicacién de biomarcadores para cancer

El cdncer una de las principales causas de muerte a nivel mundial, tan solo
en 2024 se atribuyeron alrededor de 20.6 millones de nuevos casos de los
cuales causo 9.8 millones de muertes (Sung et al., 2026). Esta enfermedad se
caracteriza por un crecimiento sin control de células anormales que pierden
su capacidad para morir (apoptosis) que se multiplican e invaden otras
células de tejidos cercanos y puede llegar a invadir diferentes érganos
dentro del organismo (metdstasis). Este crecimiento ocurre debido a
factores genéticas y moleculares que afectan los mecanismos normales de
regulacion del ciclo celular permitiendo que las células proliferen y evadan

la apoptosis (Boire et al., 2024).

La vigilancia y el diagndstico se readliza mediante tomografias
computarizados, fomografia por emisidbn de positrones, resonancia
magnética nuclear, y empleando biopsias, no obstante, presentan altas
tasas de falsos positivos, elevados costos y suelen ser técnicas invasivas para
por ello los biomarcadores son una alternativa ampliamente utilizada.
Algunos ejemplos de estos son HER2/neu (receptor tirosina-proteina quinasa
erbB-2) que se emplea en el diagnostico de cdncer de pulmdn; el antigeno
Prostatico Especifico (PSA, por sus siglas en inglés) es una proteina que se
emplea en la deteccidén de cdncer de préostata; el antigeno tumoral 125
(CA-125) es un antigénico empleado en cdncer de ovario, y el ADN tumorall
circulante (CtDNA por sus siglas en inglés) que se emplea buscando dacidos

nucleicos para el diagndstico cdncer de colon.

A pesar de estos biomarcadores actualmente se emplean en el diagndstico
de estdn enfermedad, su sensibilidad y especificidad son limitados, ademds
de que la complejidad suele requerir de equipos costosos y procesos

laboriosos. Por lo cual los aldehidos han surgido como biomarcadores

N \r
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alternativos para el diagndstico temprano de cdncer en especifico de

pulmon, ya que es el mas frecuente con 2.6 millones de casos y con mayor
mortalidad (Siegel et al., 2025). Diversos estudios han descrito que los perfiles
especificos de aldehidos (pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal y
decanal) se ven afectados por procesos caracteristicos de las células
tumorales en el pulmdn, o que demuestra su potencial aplicacidon como
biomarcadores (Sutaria et al., 2022). Sin embargo, su aplicacion requiere de
meétodos estandarizados que permitan el andlisis y cuantificacion en las
matrices bioldgicas en los niveles de concentracion que se encuentran en
elintervalo de los ng L1- ug L1, asi como la selectividad, exactitud y precision

de la metodologia deben ser adecuados (Kiejzik et al., 2025).
5.1.3 Formacion de aldehidos en el organismo

Los aldehidos en el organismo pueden estar presentes debido a dos rutas, 1)
exdgena, que es debida a la ingesta de productos que contiene aldehidos
y 2) enddgena, relacionada con su formacion en el organismo. Su
generacion puede ser mediante oxidacion enzimdtica, donde diversas
biomoléculas como proteinas, neurotransmisores y carbohidratos son
metabolizadas por la enzima aldehido deshidrogenasa (Cagle et al., 2019),
o mediante la peroxidacion lipidica, caracterizado por la descomposicion
oxidativa de los lipidos siendo la principal fuente de aldehidos enddgenos
gue van desde aldehidos de cadena larga, ramificados de cadena corta,
insaturados y polinsaturados (Ramana et al.,, 2013). Dado que la
peroxidacion lipidica es un proceso desencadenado por diversas especies
reactivas de oxigeno (hidroxilo, alcoxilo y peroxilo) estos radicales sustraen
hidrogenos y provocan fragmentaciones de los diferentes dcidos grasos

poliinsaturados. Debido a que este mecanismo estd regulado por la
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formacion de radicales, se pueden obtener una gran variedad de aldehidos
(Mortensen et al., 2023).

Por otra parte, cada grupo de aldehidos ha sido asociado con algun tipo
de enfermedad y por ende pueden ser empleado como biomarcador. Los
aldehidos grasos son los primeros aldehidos que se forman en la
peroxidacion lipidica (MUller-Wirtz et al., 2021) y han sido relacionados con
diferentes tipos de cdncer destacando el cdncer de pulmdn, por lo cual, la
determinacion de los aldehidos grasos desde el pentanal al decanal ha

incrementado (Sutaria et al., 2022).

Algunos estudios mencionan cambios significativos en la concentracion de
los aldehidos en pacientes con cdncer en comparacion de pacientes
conftrol sanos (Hopkinson y Schofield et al., 2018). Se ha descrito el aumento
de ciertos aldehidos como el hexanal y heptanal en pacientes con cancer
atribuido a los cambios en la composicion lipidica de la membrana celular
asi como al aumento del estrés oxidativo en las células tumorales. No
obstante, en otfros casos la concentracion tiende a disminuir como caso del
decanal, relacionado al consumo o absorcidon de las células cancerosas, o
también se puede atribuir a una mayor actividad de procesos de oxidacion
favoreciendo la formacién de los aldehidos de cadena corta (Sutaria et al.,
2022).

5.1.3 Tratamiento de muestras para la extraccion de aldehidos en muestras

biologicas

La determinacién de aldehidos grasos contenidos en matrices bioldgicas ha
estado limitada debido a que se encuentran en bajas concentraciones en
el intervalo de los ng L' y yg L. Del mismo modo como se menciond

anteriormente para ofras matrices, es necesario la derivatizacion de los
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aldehidos para lograr su deteccion. Ademas, la complejidad de las matrices

bioldgicas es otra limitante, por lo que, es necesario la aplicacion de
protocolos de tratamiento de muestra antes de su andlisis cuantitativo.
Diversos fratamientos de extraccidon en fase sélida y liquida se han
empleado, pero la extracciéon en fase solida (SPE), microextraccion en fase
solida (SPME) y extraccion en fase solida dispersiva (DSPE) son las técnicas
que han sido frecuentemente aplicadas (Kishikawa et al., 2019, Horkd et al.,
2022).

5.1.3.1 Extraccién en fase sélida (SPE)

El desarrollo de la SPE surge debido a la necesidad de disminuir el uso de
solventes organoclorados utilizados por metodologias basadas en LLE. La SPE
permite limpiar la muestra y preconcentrar a los analitos de interés, para
determinar a estos compuestos en niveles traza. La SPE se basa en la
retencion de los analifos de interés en una fase sélida o una fase liquida
inmovilizada sobre un adsorbente sdlido, el cual debe ser preferiblemente
especifico para mejor la limpieza de la muestra. Posteriormente los analitos
adsorbidos se eluyen empleando un solvente adecuado. El proceso general
de preconcentracion de los analitos mediante SPE consta de cuatro etapas
bdsicas: acondicionamiento, extracciéon, lavado y elucidon (Figura 24).
Dentro de las principales ventajas de la SPE estdn su rapidez, eficiencia y
versatilidad (Kishikawa et al., 2019). La SPE ha permitido el andlisis de
aldehidos empleando principalmente cartuchos Cis, los cuales retienen
compuestos no polares mediante la interaccién hidrofébica y permite la
elucion mediante solventes orgdnicos como ACN o MeOH (Chevolleau et
al., 2018)
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Figura 24. Representacion de la extraccion SPE, 1) Acondicionamiento, 2) paso de
la muestra, 3) lavado y 4) elucion.

5.1.3.2 Microextraccion en fase sélida (SPME)

La SPME se basa en el contacto de una pequena fraccidon de la fase
adsorbente, normalmente una fibra recubierta, el adsorbente cuando se
ponen en contacto con muestra liquida o gaseosa retiene a los analitos de
interés, posteriormente los analitos se eluyen. Cuando los analitos serdn
analizados mediante GC la elucidén puede ser térmica mientras cuando se
emplean HPLC es mediante un solvente, el esquema de extraccion se
representa en la Figura 25. La SPME es una técnica rdpida, sensible y simple
en comparacion a otras técnicas de extraccion en fase sélida, ademds

posee un elevado factor de preconcentraciéon (Xia et al., 2019).
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Figura 25. Representacion de la SPME.
5.1.3.3 Extraccién en fase sélida dispersiva (DSPE)

La DSPE se basa en la dispersion del adsorbente en la solucidon de la muestra
que contiene a los analitos, la dispersion se realiza mediante agitacion
mecdnica, esto favorece la extracciéon, debido a que el sélido empleado es
de tamano micrométrico se logra una mejor interaccioén sdlido-analito. Los
analitos retenidos en el adsorbente son eluidos de la fase sdlida empleando
un solvente, sin embargo, se requiere de procedimientos adicionales como
filtracion o centrifugacion (Figura 26). La DSPE presenta diversas ventajas en
comparacion con las ofras técnicas de extraccion. Esta técnica de
extraccion permite obtener mejores LODs debido a una mayor drea de
contacto adsorbente-analito, ademds se describe como una técnica mads
ecologica que permite el reemplazo de sustancias orgdnicas peligrosas,

reduccion de solventes y reactivos (Rosado et al., 2021).
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Figura 26. Representacién de la DSPE.

Se ha descrito una metodologia para la determinacion de 4-hidroxinonenal,
acroleina y malondialdehido en muestras de orina, el método utiliza SPE con
cartuchos de Cis y dansilhidrazina como derivatizante (Hogard et al., 2017),
los productos de derivatizacion se analizaron mediante HPLC-FLD
obteniendo LODs en el intervalo de 6-200 nM. Otro método descrito analizd
hexanal, heptanal, empleando como derivatizante clorhidrato de
hidroxilamina y una fiora de SPME basada en un monolito de poli(acido
metacrilico -co -dimetacrilato de etilenglicol), el andlisis se realizé analizaron
mediante HPLC-MS obteniendo LODs de 9 a 15 nM (Chen et al., 2017).
También se empleo una fibra SPME de triple fase comercial (Supelco) para
la identificacion de 2,5-dimetilbenzaldehido, 4-(1-metiletil)-benzaldehido vy

nonanal en muestras de orina mediante un GC-MS (Woollam et al., 2026).

En este sentido, es necesario el desarrollo de metodologias con alta
sensibilidad, selectividad y reproducibilidad para la determinacion de
aldehidos grasos en matrices bioldgicas como: el plasma sanguineo y orina.
Dado a que son metabolitos que sufren alteraciones a partir de la
proliferacion del cdncer de pulmdn, por ello podria fungir como posibles

biomarcadores para el diagndstico de esta enfermedad. Sin embargo, esto
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es un desafio analitico debido a sus bajas concentraciones, la presencia de
numerosos compuestos interferentes. Por lo cual, la aplicaciéon de la DSPE en
muestras de orina y plasma sanguineo es una alternativa adecuada para el
pretratamiento ya que permite preconcentrar a los analitos sumado a la
derivatizacion de los aldehidos con NPH que demostrd ser un agente

adecuado al acoplarse con HPLC-FLD.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Condiciones cromatogrdficas para el andlisis de aldehidos en muestras

biologicas

La fase movil para la separacion cromatografica se compuso de dcido
aceético acuoso al 1% v/v (A) y metanol (B) utilizando la siguiente gradiente
de elucién: 0 a 4 min A:B =27:75; 4a 13 min A:B de 25:75a 5:95; 13 a 17 min
A:B =595 17 a 20 min A:B de 5:95 a 25:75 y 20-22 min A:B = 25:75. La muestra
se infrodujo empleando un bucle de inyeccion de 20 uL. La deteccion
fluorescente de los productos de derivatizacion se programé a 260 nm

(excitacion) y 380 nm (emision).
5.2.2 Seleccion del método de exitraccion/derivatizacion basado DSPE.

La DSPE empled particulas de gel de silice funcionalizadas con octilo con
tamano de particula de 40-63 um (absorbente; Sigma-Aldrich). El
absorbente se activan agregando 1 mL de ACN y la mezcla se agita
mecdnicamente durante 3 min empleando un vortex. La fase liquida se
decanta del adsorbente después de centrifugar durante 3 min a 2500 rom.
Posteriormente se adiciona 1 mL de agua desionizada, la mezcla se agita
durante 3 min y se centrifuga a 2500 rpm por 5 min, transcurrido el tiempo se
retira la fase liquida (este paso de activacion se retire dos veces). Para la
exfraccién-derivatizacion de aldehidos en orina se evaluaron las siguientes

rutas:

Derivatizacion in situ: Se disuelven 0.0019 g de NPH en 1 mL de metanol y se
aforan a 10 mL con agua desionizada (1000 umol L-1). La solucién de NPH se
agrega a 200 mg del absorbente (previamente activado), la mezcla se

agita durante 10 min, posteriormente la mezcla se centrifuga, la fase liquida
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se desechay el absorbente-NPH se emplean en la extraccidon-derivatizacion

de los aldehidos.

a) 5 mL de orina dopada con 100 ug L' de cada aldehido se diluyen a un
volumen de 10 mL empleando agua desionizada. A la solucion se adicionan
200 mg del adsorbente (C8-NPH) y se agita durante 30 min a temperatura
ambiente, después la mezcla se cenftrifuga vy se retira la fase liquida. El
absorbente que contiene retenidos a los analitos y el NPH, se colocan en la
estufa a 60°C durante 45 min. Posteriormente se adicionan 2 mL de MeOH al
solido y se agita por 5 min empleando un vortex. La mezcla se centrifuga y
la fase liguida se evapora empleando una bomba de aire, el residuo se
reconstituye con 1 mL de MeOH vy se analiza mediante HPLC-FLD (Figura
274q).

b) 5 mL de orina dopada con 100 ug L' de cada aldehido se diluyen a un
volumen de 10 mL empleando agua desionizada. A la solucion se adicionan
200 mg del adsorbente (C8-NPH) y se agitan mecdnicamente durante 45
min a temperatura 60°C, posteriormente la mezcla se centrifuga y se
desechal la fase liquida. La elucion se realiza con 2 mL de metanol agitando
por 5 min empleando un vortex, posteriormente la mezcla se centrifuga, la
solucion se evapora empleando una bomba de aire, el residuo se
reconstituye con 1 mL de MeOH vy se analiza mediante HPLC-FLD (Figura
27b).

c) Derivatizacion en la matriz (Figura 27c): 5 mL de orina dopada con 100 ug
L' con cada aldehido se le adiciona 1 mL de NPH (10 mmol L-') disuelto en
metanol, se ajusta a pH=4.0 con una soluciéon de HCI 1 mol L'y se afora a 10
mL con agua desionizada. Posteriormente, la solucidén de orina se coloca a
60°C durante 45 min, transcurrido el tiempo de reaccion se adicionan 200

mg del adsorbente (previamente activado con ACN/agua deionizada) ala P

T
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solucion y se agita (30 min) a temperatura ambiente. La mezcla se

centrifuga desechando la fase liquida. Los compuestos adsorbidos se eluyen
con 2 mL de ACN agitando por 5 min empleando un vortex. La mezcla se
centrifuga y la solucién se evapora empleando una bomba de aire, el

residuo se reconstituye con 1 mL de MeOH y se analiza mediante HPLC-FLD.

d) Extracciéon de los analitos sin derivatizar (Figura 27d): 5 mL de orina
dopada con 100 yg L' de cada aldehido se diluyen a un volumen de 10 mL
empleando agua desionizada. A la solucion se adicionan 200 mg del
adsorbente (previomente activado). La mezcla se agita mecdnicamente
durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifuga
reservando la fase sélida. Los aldehidos se eluyen con 2 mL de NPH (5 mmol
L-1) disuelto en ACN, la mezcla se agita durante 5 min empleando un vortex,
después se centrifuga. El adsorbente se reftira, la fase liquida se acidifica con
20 uL de HCI concentrado y se coloca la solucidon a 60°C durante 45 min.
Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se evapora empleando una
bomba de aire, el residuo se reconstituye con 1 mL de MeOH vy se analiza
mediante HPLC-FLD.
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Figura 27. Rutas evaluadas en la seleccion del método de
extraccién/derivatizacién basado DSPE en muestras de orina dopada con 500 ug
L' de cada aldehido.

5.2.3 Optimizacion de las condiciones de extraccién/derivatizacién basado

en DSPE.

Se utilizdé un diseno experimental de Plackett-Burman de 12 experimentos
para seleccionar y evaluar las variables criticas involucradas en el proceso
de extraccion-derivacion de aldehidos en muestras de orina. Se evaluaron
las siguientes variables: cantidad de absorbente (50-200 mg), volumen de

muestra de orina (VMO: 2-5 mL), pH de la muestra de orina (pH; 4-8), efecto
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salino (%NaCl; 5-10%), tiempo de contacto (TC; 10-30 min), volumen de
elucion (VE; 1-3 mL), concentracion de NPH ([NPH]o; 200-600 uM) vy

concentracion de HCI ([HCllo; 75-150 mM). Posteriormente, las variables
criticas se optimizaron mediante un disefo central compuesto. Las variables
que no contribuyeron significativamente se mantuvieron constantes en el
valor optimo hallado en el diseno de Plackett-Burman. Todos los
experimentos de los disenos se realizaron utilizando muestras de orina
dopada con cada aldehido y estadndar interno (IS; metil isobutil cetona) a
concentraciones de 100 y 1000 ug LT, respectivamente. El andlisis de datos

se realizd utilizando el software estadistico Minitab 21.

5.2.4 Vdlidaciéon de la metodologia de determinacion de aldehidos en

muestras de orina

La metodologia se validé segun los criterios de la IUPAC (Currie, 1995). El
procedimiento de validacion incluyd la determinacion de las lineas de
calibrado, los LODs y LOQs, calculados como relaciones senal/ruido (S/N) de
3.29 y 10, respectivamente. La precision se evalud en términos intra e interdia
(repetibilidad y reproducibilidad) mediante el andlisis de réplicas de
muestras de orina anadidas a tres niveles de concentracion (10, 30 y 50 ug
L-1), calculadas en términos de desviacion estdndar relativa (%RSD). La
exactitud de la metodologia se evalué mediante ensayos de recuperacion
mediante el andlisis de réplicas de muestras de orina anadidas a tres niveles

de concentracion (5, 25y 45 ug L) informados como %recuperacion.
5.2.5 Determinacion de aldehidos en muestras biolégicas

Se recolectaron veinte muestras de pacientes, se tomd como muestra la
primera orina de la manana de cada voluntario: ocho pacientes (control);

ocho pacientes fumadores; y cuatro pacientes con cdncer de pulmdn
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(doce mujeres y ocho hombres). Las muestras de orina se almacenaron en

tubos de polipropileno de 50 mL y se mantuvieron a -20 °C hasta su andlisis.
Para evaluar el alcance de la metodologia, se recolectaron ocho muestras
de sangre humana en ayunas. Cuatro pacientes del grupo control y cuatro
pacientes con cdncer de pulmdn (cuafro mujeres y cuatro hombres). El
estudio fue aprobado por el comité de bioética (Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo; 1CSa290/2025). Todos los voluntarios firmaron un

formulario de consentimiento informado para participar en el estudio.

5 mL de una muestra de orina se ajustan a pH 8 y se anaden 0.5 g de NaCl.
La muestra se afora a un volumen final de 10 mL con agua desionizada. La
solucion de orina se coloca en un tubo de polipropileno que contiene 200
mg del adsorbente previomente activado. La mezcla se agita
mecdnicamente durante 30 min a temperatura ambiente (25 °C). Después
del tiempo de agitacion, la mezcla se centrifuga a 2500 rom durante 5 min.
La fase liquida se refira y se lava tres veces con 2 mL de agua desionizada.
La fase liquida se decanta del adsorbente después de centrifugar durante
5 min a 2500 rpm. Posteriormente, se anaden 4.7 mL de una solucion de
[NPH]o = 936 uM vy [HCl]o = 88 mM, preparada en ACN. La mezcla se agita
durante 5 min y se centrifuga a 2500 rom durante otros 5 min. La fase liquida
se transfiere a un tfubo de vidrio y se incuba a 60 °C durante 45 min para
permitir la derivatizacion de los aldehidos. Transcurrido el fiempo de
reaccion, la solucidn se evapora empleando una bomba de aire, y el
residuo se reconstituye con 250 uL de MeOH vy se analiza mediante HPLC-
FLD. Las concentraciones de los aldehidos se calcularon mediante
interpolacion en la curva de calibracion. El andlisis de las muestras de
plasma sanguineo se realiza utilizando el mismo tratamiento descrito para

las muestras de orina.
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5.3 Discusion de resultados
5.3.1 Seleccion del método de extraccidon/derivatizacion basado DSPE.

La determinacion de aldehidos se ha realizado en muestras bioldgicas como
exhalaciones, orina, plasma y suero sanguineo, siendo la orina la que se
describe como la mas sencilla entre las muestras bioldgicas debido a que
resulta ser menos invasiva (El-Maghrabey et al., 2024). La derivatizacién in situ
es de las técnicas mds empleadas para extraccion-derivatizacion de los
aldehidos debido a que disminuye el nUmero de etapas, en un solo paso
(Baghdady y Schug, 2016).

La metodologia a) explora uno de los mecanismos en los que se describe
gue los aldehidos reaccionan directamente sobre el adsorbente donde se
encuentra inmovilizado el derivatizante, por lo cual en una primera etapa se
realiza la extraccion de los aldehidos y posteriormente se dejan reaccionar
directamente sobre la superficie solida, esto minimiza la pérdida de analito,
y aumenta la precision de la metodologia (Atapattu, 2023). Sin embargo en
el andlisis cromatografico (Figura 28a) se solo se observa la formacion de los
productos de los aldehidos nonanal y decanal, mientras que los otros 4
aldehidos no se observan. Esto se ha relacionado a que en la fase
adsorbente no existie un medio adecuado donde se lleve la reaccidén o que
las absorbente no extraiga a los aldehidos por una competencia con el
derivatizante, por lo cual solamente se observan los aldehidos con menor

polaridad.

La estrategia b) presenta un principio similar, el paso de extracciéon-
derivatizacion se realiza en conjunto con solucién de la muestra. EI NPH que
se encuentra soportado sobre el adsorbente se reparte sobre la solucion de

la muestra y reacciona con los aldehidos, formando las hidrazonas, cuando
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las hidrazonas se forman en la solucidn se vuelve a extraer al adsorbente

(She et al., 2021). Bajo estas condiciones se observa la presencia de los seis

productos de derivatizacion (Figura 28b).

La ruta c) donde la derivatizacion se lleva en la solucion matriz, vy
posteriormente se realiza la extraccion de las hidrazonas (Zhang et al., 2010),
mostro un perfil cromatogrdfico (Figura 28c) en donde los productos
derivatizados no se extraen, ya que no se observa ninguna senal de los
productos por el elevado contenido de agua en el medio lo que genera la

descomposicion de los productos de derivatizacion.

Por otro lado, en la ruta d) el cambio en el medio de reaccion se lleva a
cabo en dos etapas 1) extraccion de los aldehidos de la matriz analitica, 2)
y posterior elucidon empleando el solvente adecuado, donde se lleva la
etapa de derivatizacion es otra estrategia que ha sido empleada en la
determinacion de aldehidos (EI-Maghrabey et al., 2024). Por lo que, los
aldehidos se extraen de la solucidon de orina empleando el adsorbente, los
analitos quedan retenidos y se eluyen empleando ACN que contenia el NPH
y el medio dcido, posteriormente se colocaron a 60°C durante 45 min. Bajo
esta estrategia se logran observar todas las senales de los analitos
derivatizados, ademds las dreas de pico son mayores en comparacion con

las otfras rutas evaluadas (Figura 28d).
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Figura 28. Perfiles cromatogrdaficos obtenidos para la seleccion del método de
extraccién/derivatizacién basado DSPE en muestras de orina dopada con 500 ug
L' de cada aldehido a) derivatizacion directamente sobre el adsorbente b)
extraccién-derivatizacion en conjunto con solucién de la muestra, c) derivatizaciéon
en la matriz analitica y d) derivatizacion en dos etapas (C5, pentanal; Cé, hexanal;
C7. heptanal; C8, octanal; C9, nonanal; C10, decanal).

Posterior a la evaluaciéon de la ruta de derivatizacion, se selecciond el IS.

Se evaluaron 4-clorobenzaldehido,  2-hidroxi-5-metoxibenzaldehido,
benzofenona y metilisobutilcetona. El 4-clorobenzaldehido coeluia con el
mismo tiempo de retencion que el compuesto derivatizado de pentanal.
Mientras que el 2-hidroxi-5-metoxibenzaldehido y la benzofenona no se
observan bajo las condiciones cromatogrdaficas. Posiblemente debido a un
abatimiento de la senal de fluorescencia o un cambio en las longitudes de
excitacion o emision. La metilisobutiicetona se pudo integrar al sistema

aplicando cambios en el gradiente de separacidon cromatografico

seleccionando este compuesto como IS.
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5.3.2 Optimizacién de las condiciones de extraccion-derivacion de muestras

de orina

La DSPE permite la eliminacion o reduccion de compuestos interferentes
contenidos en la matriz analitica, reteniendo el/los analitos(s) de interes en
la fase solida, lo que posibilita su preconcentracion. Generalmente, estas
extracciones se ven afectadas por diversas variables como el pH, efecto
salino, la canfidad de adsorbente, el volumen de la muestra, el tiempo de
contacto entre el adsorbente y la solucidon de la matriz, y el volumen del
solvente de elucion. Ademdas, al integrar un proceso de derivatizacion de
aldehidos utilizando hidrazinas, deben considerarse los efectos de la
concentracion del agente derivatizante y del medio dacido sobre la
reaccion. En consecuencia, el uso del diseno experimental permite la
identificacion y evaluacion de variables significativas, reduce los errores
sistemdticos y establece condiciones 6ptimas para multiples respuestas en

un numero muy limitado de experimentos (Candiofi et al., 2014).

Se aplicd un diseno de Plackett-Burman de 12 experimentos para el andilisis
imparcial y la evaluaciéon de la significancia de mdultiples variables
(Athanasiadis et al., 2024). La Tabla 7 muestra los niveles de cada factor de
enfrada evaluado. Los niveles de estos factores (bajo (-1) y alto (+1)) se
seleccionaron de acuerdo con los intervalos descritos para la determinacion
de aldehidos (EI-Maghrabey et al., 2024) y se complementaron con una
evaluacion univariable previa. La sumatoria de la relacion entre el drea del
pico de los aldehidos derivatizados entre el drea del pico del IS se utilizd

como variable de salida del diseno, con el objetivo de maximizar la senal.
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Tabla 7. Matriz y resultados del diseno de experimentos Plackett-Burman para el
proceso de extraccion-derivatizacién de aldehidos en muestras de orina.

Exp C8(mg) VMO (mL) TC %NaCl  pH VE (mL) [NPH]o (UM) [HCl]o (mM) ¥ relacidn de dreas
(min) de pico (aldehido
derivatizado:lS)
1 200 (+1) 2 (1) 10(-1)  5(-1)  8(+1) 3(+1) 600 (+1) 75 (1) 497 5.01
2 200 (+1)  5(+1) 10 (-1) 10 (+1) 4 (-1) 1(1) 200 (-1) 15 (+1) 0.99 0.47
3 200 (+1)  5(+1) 10 (-1) 10 (+1) 8 (+1) 1(-1) 600 (+1) 75 (-1) 1.74 1.29
4 200 (+1)  2(1) 30(+1) 10 (+1) 4(-1) 3(+1) 200(-1) 75 (-1) 3.38 278
5 200 (+1)  2(-1) 30 (+1)  5(-1) 4(-1) 1(1) 600 (+1) 150 (+1) 0.68 0.61
6 200 (+1)  5(+1) 30 (+1)  5(-1) 8 (+1) 3(+1) 200 (-1) 150 (+1) 3.28 3.12
7 50 (-1) 5(+1) 30 (+1) 10 (+1) 4(-1) 3(+1) 600 (+1) 75 (-1) 5.59 526
8 50 (-1) 2(-1) 10 (-1) 10 (+1) 8 (+1) 3 (+1) 200 (-1) 150 (+1) 1.53 1.47
9 50 (-1) 2(-1) 10(-1)  5(-1) 4(-1) 1(1) 200 (-1) 75 (-1) 0.63 0.71
10 50 (-1) 5(+1) 30 (+1)  5(-1) 8(+1) 1(-1) 200 (-1) 75 (-1) 1.80 1.87
11 50 (-1) 5(+1) 10(-1)  5(-1) 4(-1) 3 (+1) 600 (+1) 150 (+1) 2.00 1.96
12 50 (-1) 2(-1) 30 (+1) 10 (+1) 8(+1) 1 (1) 600 (+1) 150 (+1) 0.85 0.37

La Figura 29 muestra el diagrama de Pareto (intervalo de confianza del 95%)
obtenido del diseno experimental de Plackett-Burman. Se pueden observar
los efectos relacionados con la significancia de cada variable evaluada
para el proceso de extraccidn-derivatizacion. El orden de contribucién se
presenta para el sistema evaluado fue: VE> [HCl]o > [NPH]o > TC > VMO >
C8 > pH > %NaCl. No obstante, solo las variables VE, [HCllo vy [NPH]o

presentaron contribuciones significativas en el proceso.

El volumen de elucidn es la variable con la mayor contribucidon debido a que
en esta etapa, es necesario eluir la cantidad mdaxima de moles de aldehidos
retenidos en el adsorbente. Por lo tanto, el ACN utilizado en la elucion
permite romper las interacciones formadas entre el absorbente y los
aldehidos, asegurando la disponibilidad de los aldehidos en el medio para
la posteriormente derivatizarse. La concentracion del medio &cido en un
sistema de derivatizacion que emplea hidrazinas se ha identificado como el
paso critico en este tipo de reaccion; el uso de HCI es particularmente
significativo. El HCI proporciona los protones necesarios en el medio para

protonar el oxigeno carbonilico del aldehido, permitiendo el ataque
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nucleofilico por NPH (Boumya et al., 2017a). La concentfracion del agente

derivatizante es la tercera variable mds significativa. Un aumento de NPH se
asocia con un cambio en la formacion del producto, resultando en una
mayor formacion de la hidrazona correspondiente. Adicionalmente, un
exceso de NPH asegura la reaccion con los aldehidos grasos objefivo a
pesar de la presencia de multiples compuestos interferentes en la muestra
(Chen et al.,, 2018). El diseno evaluado mostré que las variables con mayor

impacto se relacionan con la etapa de derivatizacion.

Por ofro lado, las variables tiempo de contacto, volumen de muestra de
orina, cantidad de absorbente, pH de la muestra de orina y %NaCl que
estdn relacionadas con el proceso de extraccion, no presentaron una
contribucion significativa. De manera general estas variables estdn
relacionadas, debido a que afectan el equilibrio entre el nUmero de moles
de aldehidos extraidos de la solucion matriz al adsorbente (de Oliveira
Silveira et al., 2021), los aldehidos grasos exhiben alta hidrofobicidad y por lo
tanto queda retenidos en el adsorbente debido a que el C8 también posee
alta hidrofobicidad (Chen et al., 2021). Por lo tanto, el equilibrio no se ve
afectado significativamente por estas variables. Los valores o6ptimos
obtenidos del diseno de Plackett-Burman son cantidad de absorbente=200
mg, volumen de muestra de orina=5 mL, pH de la muestra de orina=8,
%NaCl=10, tiempo de contacto=30 min, volumen de elucidén=3 mlL,
[NPH]0=600 uM y [HCl]o=75 mM.
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Figura 29. Diagrama de Pareto del diseno de Plackett-Burman obtenido para la
evaluacién del proceso de extraccién-derivacion de aldehidos contenidos en la
orina (t=2.131).

Seleccionadas las variables criticas (volumen de elucion, [HCllo, [NPH]o), se
optfimizaron mediante un diseno central compuesto con 3 variables y 20
experimentos. Las variables que no mostraron una contribucién significativa
se mantuvieron en el valor obtenido con el diseno de Plackett-Burman. Los
experimentos se realizaron aleatoriamente para evitar el efecto de factores
de ruido y reducir los errores sistemdaticos. La Tabla 8 muestra los niveles de
cada variable critica evaluada con el diseno central compuesto. Los niveles
de estos factores se establecieron en -a, -1, 0, +1 y +a, con a = 1.48. El valor
cenftral (0) se selecciond en funcién del valor 6ptimo obtenido del diseno de

Plackett-Burman.
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Tabla 8. Matriz y resultados del diseno de experimentos central compuesto para el
proceso de extraccion-derivatizacién de aldehidos en muestras de orina.

Expo  Volumen de [NPH]o (uM)  [HCI] o (mM) > relacion de dreas de pico
elucion (mL) (aldehido derivatizado:lS)

1 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 5.31
2 2.0 (-1) 400(-1) 50(-1) 4.94
3 2.0 (-1) 800 (+1) 50(-1) 5.73
4 4.0 (+1) 400(-1) 100 (+1) 8.46
5 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 4.70
6 4.0 (+1) 400(-1) 50(-1) 6.07
7 4.0 (+1) 800 (+1) 50(-1) 6.83
8 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 5.15
9 3.0 (0) 264 (-a) 75 (0) 8.59
10 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 4.87
11 2.0 (-1) 800 (+1) 100 (+1) 7.72
12 3.0 (0) 936 (+a) 75 (0) 9.02
13 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 5.53
14 4.7 (+a) 600 (0) 75 (0) 9.77
15 3.0 (0) 600 (0) 33 (-a) 2.49
16 1.3 (-q) 600 (0) 75 (0) 6.97
17 4.0 (+1) 800 (+1) 100 (+1) 7.7
18 2.0(-1) 400(-1) 100 (+1) 6.82
19 3.0 (0) 600 (0) 117 (+q) 4.06
20 3.0 (0) 600 (0) 75 (0) 5.16

El diseno central compuesto se aqjustd en términos de modelos lineales y
cuadrdticos (valor p< 0.05), mientras que las interacciones se discriminaron
para simplificar el modelo ya que no presentaron una contribucion
significativa. El valor de R2 agjustado = 94.33 % permite que el modelo explique
adecuadamente las variables (Ma et al., 2016), ademds se obtuvo un valor
de R2 predicho de 88.18 % que indica que el modelo es robusto y puede
hacer predicciones para nuevas observaciones. La diferencia menor al 20%
de los coeficientes muestra que las variables fueron seleccionadas

apropiadamente (Candioti et al., 2014).

La contribucidn de las variables criticas fue consistente con el diseno de

Plackett-Burman realizado previamente. Esto fambién se puede observar en
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el ANOVA obtenido para el diseno de experimentos (Tabla 9). El ANOVA

muestra que los factores lineales, cuadrdticos de los términos representa una
contribucion significativa con valores de p<0.05, observando una mayor
confribucion del modelo cuadrdatico, ademds, la falta de ajuste con un valor
de p>0.05 nos indica que no es significativa y que el modelo se ajusta
correctamente a los datos obtenidos por lo cual representa

adecuadamente las variables seleccionadas.

Tabla 9. ANOVA obtenido del diseno de experimentos central compuesto para la
optimizacion del proceso de derivatizacion de extraccidon-derivatizacion de
aldehidos en muestras de orina.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajuste. MC Ajuste Valor F Valor p

Modelo 6 62.369 10.395 53.67 <0.0001

Lineal 3 12.779 4.260 21.99 <0.0001
Volumen elucion 1 5.376 5.376 27.75 <0.0001
[NPH] 1 0.428 0.428 2.21 0.161
[HCI] 1 6.975 6.975 36.01 <0.0001

Cuadrado 3 49.591 16.530 85.34 <0.0001
Volumen eluciéon? 1 18.101 18.101 93.45 <0.0001
[NPH]2 1 23.360 23.360 120.60 <0.0001
[HCI]2 1 6.704 6.704 34.61 <0.0001

Error 13 2.518 0.194

Falta de agjuste 8 2.074 0.259 2.92 0.126

Error puro 5 0.444 0.089

Total 19  64.887

Los graficos de superficie del diseno (Figura 30) muestran la relacion entre las
variables evaluadas y la respuesta salida. Se observa como las variables
exhiben curvatura en los modelos por una contribucion significativa. Los
valores Optimos de las variables criticas del disefo central compuesto son
[NPH]=936 uM, [HCI]=88 mM vy volumen de elucion=4.7 mL. Bagjo las

condiciones obtenidas por el diseno, se comprobd la optimizacién,
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obteniendo un valor experimental de 13.29 (%RSD=4.1, n=3), comparando el

valor predicho por el modelo de 13.44 no se observa una diferencia
estadisticamente significativa. Ademds, se observa un aumento en las
senales analiticas obtenidas utilizando el diseno cenfral compuesto en
comparacién con el valor obtenido utilizando el diseno de Plackett-Burman,

lo que indica una optimizacién adecuada de las variables.
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Figura 30. Grdficos de superficie del diseno central compuesto para el proceso de
extraccién-derivacion de aldehidos contenidos en orina. Valores constantes:
[NPH]=600 uM; [HCI]=75 mM; volumen de elucién=3 mL.
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5.3.3 Validacién de la metodologia de extraccién-derivacion para muestras

de orina

La curva de cadlibracion se construyd mezclando 5 muestras de orina
(5x50mL, excluyendo del andlisis: 2 voluntarios de control, 2 fumadores y 1
paciente con cdncer) que no mostraron senales afribuidas a los aldehidos
derivatizados de interés. La Tabla 10 presenta los pardmetros analiticos de
las lineas de calibrado que se construyeron para cada aldehido bajo
condiciones Optimas de extraccion-derivacidon en muestras de orina con
intervalos de concentracion de 3.2 a 100 ug L. El drea del pico del aldehido
se midid por friplicado. Se obtuvieron LODs y LOQs en intervalos de 0.55 a
0.80 ug L1y 1.68 a 2.44 ug L1, respectivamente. El intervalo lineal obtenido,
asi como los LODs y LOQs para cada aldehido, permiten el andilisis y la
determinaciéon de todos los aldehidos evaluados, ya que las
concentraciones descritas en la literatura se encuentran en el intervalo de 5
a 50 ug L' (E-FMaghrabey et al., 2024), esto nos permite senalar el alcance
que poseen la metodologia. La sensibilidad analitica de los aldehidos
aumentod proporcionalmente al aumento de la cadena alifdtica; esto se ha
relacionado con una mayor afinidad de los analitos por la fase adsorbente

a mayor hidrofobicidad.
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Tabla 10. Pardmetros analiticos de las lineas de calibrado de los aldehidos en
muestras orina.

Pardmetros analiticos Pentanal Hexanal Heptanal Octanal Nonanal Decanal
Coeficiente de determinacién (r2) 0.9995 0.9995 0.9996 0.9993 0.9997 0.9992
LOD ug L™ 0.80 0.77 0.75 0.73 0.62 0.55
LOQ pg L! 2.44 2.34 2.30 2.24 1.91 1.68
b1 + &by 12.00£0.09 16.71£0.13 17.01£0.13 18.23+0.14 23.42+0.15 24.25+0.16
bo + bo 0.028+0.004 0.093+£0.007 -0.034+0.006 0.044+0.006 0.198+0.007 -0.083%0.008
Precision Infradia  10ug L' 7.48 7.29 8.70 8.79 6.39 8.24
(%RSD, n=3) 30pug Ll 6.50 5.95 6.33 6.05 5.52 5.40
50ug Lt 4.09 5.25 4.41 5.09 2.64 3.98
Interdia 10ug L'  8.11 92.16 9.25 9.42 7.88 9.82
Opug Lt 7.29 6.45 7.97 8.45 6.32 6.92
50ug Lt 5.69 6.59 7.79 6.90 5.88 6.75
%Recuperacion 5ugL! 110.03 (9.42) 99.27 (8.21) 105.49 (7.18) 106.55 (9.51) 104.27 (7.01) 107.04 (9.72)
(%RSD, n=3) 25ug Ll 104.66 (6.35) 98.54 (6.68) 90.97 (6.78) 95.57 (7.54) 100.84 (5.70) 93.19 (5.21)
45ug ! 103.47 (5.11) 100.55 (4.53) 95.57 (6.03)  99.62 (6.31) 104.25 (3.91) 102.22 (4.76)

La precision y exactitud de la metodologia propuesta para la determinacion
de aldehidos en muestras bioldgicas se presentan en la Tabla 10. El tanto por
ciento de desviacion estandar relativa (%RSD) fue menor a10% en todas las
concentraciones evaluadas para el andilisis de precision intradia e interdia.
Mientras que la exactitud de la metodologia se evalué mediante ensayos
de recuperacion de muestras de orina dopadas en tres niveles de
concentracién, obteniendo tantos por ciento de recuperacion en el
intervalo de 90.97 a 110.03%, con %RSD menores del 10% en los fres niveles
evaluados. Este intervalo de exactitud obtenido es aceptable, ya que para
las concentraciones ultratraza evaluadas, se permiten porcentajes de hasta
60-115% (Gonzdlez y Herrador, 2007). Los pardmetros analiticos obtenidos
indicaron una linealidad adecuada, alta sensibilidad y aplicabilidad del
método para la cuantificacion de aldehidos grasos en niveles traza en

muestras de orina con precision y exactitud adecuadas.

Para evaluar la robustes de la metodologia, se construyd una curva de
calibracion mediante el método de adicidén estdndar en una muestra de

orina de un paciente con cdncer, la cual es descrita como mds compleja
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en comparacion con los ofros grupos evaluados. Las sensibilidades analiticas
obtenidas a partir de las lineas de calibrado directo y de adicion estandar
se compararon mediante la prueba t de Student para la comparacion de
dos pendientes de lineas de regresion, la comparacion no mostrd
diferencias estadisticamente significativas (fexpo< 2.23, a=0.05). Esto

demuestra la aplicabilidad de la metodologia (Tabla 11).

Por otfro lado, para evaluar una posible extrapolacidon a ofras matrices
bioldgicas, se analizaron muestras de plasma sanguineo. Se construyeron
lineas de calibrado mediante soluciones de plasma sanguineo dopadas con
3.2 a 100 yg L. Se emplearon las condiciones 6ptimas de extraccion-
derivatizacion obtenidas para las muestras de orina. Las sensibilidades
analiticas se compararon mediante una prueba t de Student para la
comparacion de la sensibilidad analitica de dos lineas de regresion. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (fexpo< 2.23, a=0.05)
entre las lineas obtenidas para las muestras de orina y plasma sanguineo
(Tabla 11). Por lo cual, las condiciones 6ptimas obtenidas en la optimizacion
de las muestras de orina podrian aplicarse a muestras de plasma sanguineo;
no obstante, esto resulta como perspectiva, ya que seria necesaria una

evaluacion experimental mds completa.

Tabla 11. Sensibilidades analiticas obtenidas de las lineas de calibrado para
muestras de orina y plasma sanguineo.

Aldehido Sensibilidades analiticas

Calibracién Calibracién por Cadlibracién

directa en orina adiccion patrén en  directa en plasma

orina sanguineo

Pentanal 12.00£0.09 11.9740.06 11.8840.10
Hexanal 16.71£0.13 16.80+0.08 16.99+0.19
Heptanal 17.01£0.13 16.94+0.08 16.76x0.17
Octanal 18.231£0.14 18.32+0.10 18.50+0.16
Nonanal 23.42+0.15 23.56+0.09 23.14+0.20
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5.3.4 Determinacion de aldehidos en muestras de orina

Se recolectaron un total de 20 muestras de orina, la muestra fue la primera
orina de la manana de cada voluntario: 8 pacientes control, 8 pacientes
fumadores y 4 pacientes con cdncer de pulmoén (12 mujeres y 8 hombres).
La Tabla 12 presenta los aldehidos encontrados en las muestras de orina
evaluadas. De los aldehidos grasos evaluados, hexanal y octanal fueron los
Unicos aldehidos presentes en todas las muestras de los tres grupos de
pacientes, mientras que, pentanal, heptanal, nonanal y decanal estuvieron

ausentes en algunas de las muestras.

Tabla 12. Concentraciones de los aldehidos (ug L) encontradas en muestras de

orina.

Paciente Pentanal Hexanal Heptanal Octanal Nonanal Decanal
Fumador 1 <LOQ 32.88 3.69 32.37 8.86 5.81
Fumador2 <LOQ 8.48 <LOD 11.90 <LOQ 1.91
Fumador 3 16.27 28.99 <LOD 22.19 523 5.51
Fumador4 <LOQ 9.78 <LOD 8.21 3.80 3.85
Fumador5 <LOD 10.88 <LOQ 17.87 8.35 6.85
Fumador 6  <LOD 9.77 <LOD 8.99 <LOQ <LOD
Fumador7 <LOQ 42.05 5.13 33.33 <LOQ <LOQ
Fumador8 <LOD 22.04 <LOD 18.31 7.75 4.88
Control 1 9.79 22.31 <LOD 21.6 7.08 6.26
Control 2 <LOD 29.43 <LOQ 5.70 <LOD <LOD
Control 3 19.76 24.21 <LOD 40.78 2.87 <LOD
Control 4 8.07 24.86 2.90 30.15 14.55 8.25
Control 5 <LOD 25.89 2.46 26.44 16.7 8.37
Control 6 <LOD 10.43 <LOD 10.84 7.15 498
Control 7 10.24 17.34 2.40 26.08 6.34 5.39
Control 8 14.79 28.04 4.54 38.44 10.71 10.72
Cdncer 1 <LOD 16.02 3.79 6.49 <LOD <LOD
Cdncer 2 <LOD 23.63 4.19 5.27 <LOQ <LOD
Cdncer 3 3.38 26.38 4.24 8.12 <LOD <LOQ
Cdancer 4 2.93 29.67 492 6.12 <LOQ <LOD

La Figura 31 presenta la concentracion promedio obtenida para los fres
grupos de pacientes evaluados. No se observaron diferencias entre los

pacientes de conftrol y los pacientes fumadores en los niveles de hexanal y
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octanal, mientras que para pacientes con cdncer presentaban una

disminucion. Los niveles de pentanal en siete muestras de fumadores
estuvieron por debajo del LOD y el LOQ, mientras que en algunas muestras
de pacientes fumadores y con cdncer se encontraron concentraciones de
mayores a 2.9 ug L. Los niveles de heptanal en pacientes con cdncer se
mantuvieron dentro de un intervalo promedio de 4.3 ug L'!; mientras que diez
muestras de fumadores y voluntarios de control estuvieron por debajo del
LOD y LOQ. Por ofro lado, las concentraciones obtenidas para nonanal y
decanal en pacientes con cdncer se mantuvieron por debajo del LOD y
LOQ, mientras que se obtuvieron concentraciones promedio de nonanal
(4.2y8.2ugl')ydecanal (3.6 a5.5uglL') en pacientes fumadoresy control,
respectivamente. A pesar de que se observan algunas diferencias entre
algunas muestras de los grupos evaluados, no se puede asociar ninguna
evidencia que permita distinguir entre los grupos empleando los niveles de
concentracion. Las concentraciones encontradas en las muestras de orina
son similares a las que han sido descritas en la literatura (Liv y Xu, 2017; Shi et
al., 2025; Wei et al., 2019)
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Figura 31. Concenfracion promedio de los aldehidos en muestras de orina.

Porlo cual, para evaluar sila concentracion de los aldehidos grasos permitia
distinguir entre los grupos de pacientes evaluados se aplicd un andlisis de
componentes principales a las 20 muestras evaluadas. El andlisis de
componentes principales no mostré una clara agrupacion enfre pacientes
control y no fumadores. Sin embargo, se observdé una agrupacion que
permitia distinguir las muestras de pacientes con cdancer. Ademds, el andlisis
mostré la influencia de las variables en el andlisis de componentes
principales (Figura 32). Se observd una relaciéon entre la ausencia de nonanal
y decanal en pacientes con cdncer, asi como una relacion entre las
concentraciones de hexanal y heptanal, lo que explica el por qué multiples
estudios desarrollados para la determinacion de aldehidos en muestras
bioldgicas como biomarcadores se haya cenfrado en estos analitos (El-
Maghrabey et al., 2024). A pesar de observar relacion entre las
concentraciones de los aldehidos en muestras de orina, es necesario

complementar el andlisis con un mayor nUmero de muestras.
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Figura 32. Biplot en un plano de las cargas de los dos primeros factores vy
puntuaciones de los dos nuevos factores en el plano bidimensional para el andlisis
de aldehidos en muestras de orina.

5.3.5 Andlisis de aldehidos en muestras de plasma sanguineo

Se analizaron ocho muestras de plasma sanguineo (cuatro de pacientes
control y cuatro de pacientes con cdncer de pulmén). La Tabla 13 muestra
las concentraciones obtenidas para las muestras de plasma sanguineo de
los dos grupos evaluados. De los aldehidos grasos evaluados hexanal fue el
Unico aldehido presentes en todas las muestras de los dos grupos de
pacientes, mientras que, el pentanal, heptanal, octanal, nonanal y decanal
estuvieron ausentes en algunas de las muestras de ambos grupos, no
obstante se observa una mayor ausencia de algunos aldehidos en muestras
sanguineas de pacientes con cdncery la ausencia en todas las muestras de

pacientes control del pentanal.
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Tabla 13. Concentraciones de los aldehidos (ug L) enconfradas en muestras de
orina.

Paciente Pentanal Hexanal Heptanal Octanal Nonanal Decanal
Control 1 <LOD 45.72 3.68 12.53 7.75 4.39
Control 2 <LOQ 34.94 2.53 7.99 7.32 3.43
Control 3 <LOD 36.44 3.19 9.49 7.25 3.42
Control 4 <LOD 21.85 <LOD 3.82 481 <LOQ
Cdncer 1 <LOQ 5.21 <LOD <LOD <LOQ <LOD
Cdncer 2 11.98 81.28 15.66 26.78 25.76 12.19
Cdncer3 <LOD 8.04 <LOD <LOD 2.05 <LOD
Cdncer 4 14.80 82.54 19.51 33.07 22.95 10.32

La Figura 33 muestra las concentraciones promedio obtenidas para los dos
grupos evaluados. Los pacientes controles presentaron concentraciones
promedio, para el pentanal las concentraciones fueron menores al LOD y
LOQ), mientras que para el hexanal, heptanal, octanal, nonanal, y decanal
se obtuvieron concentraciones (ug L) de 34.74, 2.35, 19.15, 3.62 y 2.81
respectivamente mientras que para los pacientes con cdncer se obtuvieron
concentraciones (ug L') promedio de 6.69 (pentanal), 44.27 (hexanal), 8.79
(heptanal), 6.5 (octanal), 17.47 (nonanal) y 5.62 (decanal). Comparando
ambos grupos se observa un aumento en los niveles de concentraciéon para
casi todos los aldehidos en los pacientes con cdncer, la concentracion de
octanal es el Unico aldehido que disminuyd en comparaciéon con los

pacientes control.
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Figura 33. Concentracion promedio de los aldehidos en muestras de plasma
sanguineo.

La Figura 34 presenta los perfiles cromatogrdficos obtenidos. Se muestra un
estadndar con una concentracion de 25 ug L' de cada aldehido (Figura 34q).
La comparacion de los perfiles cromatogrdficos revela otras senales
analiticas para las muestras de orina (Figura 34b) y plasma sanguineo (Figura
34c), atribuidas a otros aldehidos o cetonas que se extraen y derivatizan,
aunque ninguna de estas senales interfiere con las senales de interés. Esto
destaca la robustez de la separacion andalitica y la metodologia de
extraccion y derivatizacion, asi como su potencial aplicabilidad a un mayor

perfil de aldehidos.
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Figura 34. Perfiles cromatogrdficos obtenidos para la determinacion de aldehidos:
a) orina estdndar dopada con 25 ug L' de cada aldehido y 1000 ug L' de IS; b)
muestra de orina de un paciente control; c) muestra de plasma sanguineo de un
paciente confrol (IS, estédndar interno; C5, pentanal; Cé, hexanal; C7, heptanal; C8,
octanal; C9, nonanal; C10, decanal).

5.3.6 Comparacién con otras metodologias

La Tabla 13 compara la metodologia propuesta para la determinacion de
aldehidos en muestras bioldgicas con otras metodologias descritas en la
literatura para aldehidos grasos. EI método propuesto, basado en la
extraccion de aldehidos mediante particulas de gel de silice funcionalizadas
con octilo y su posterior derivatizacion con NPH, es competitivo con otras
metodologias que emplean agentes derivatizantes convencionales, como
lo 2,4-dinitrofenilnhidrazina y el clorhidrato de 0-2,3,4,5,6-
pentafluorobencilhidroxilamina. Por ofro lado, una ventgja de la
metodologia propuesta es el menor coste del sistema de deteccion por
fluorescencia en comparacion con los sistemas acoplados a espectrometria
de masas, obteniendo valores de LOD dentro de un intervalo similar para los

aldehidos evaluados.
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Tabla 14. Comparacion de la metodologia propuesta DSPE-HPLC-FLD para la
determinacién de aldehidos grasos en matrices bioldgicas con ofras metodologias
descritas en la literatura.

Aldehidos Derivatizante Método de LOD pg L' Muestra REF
determinacién
Pentanal, hexanal y Clorhidrato de 0-2,3,4,5,6- GC-MS 0.40-0.86 Sangre Wei et al.
heptanal pentafluorobencilhidroxilamina (2019)
Hexanal, heptanal, 1,2-di(2-furil)-1,2-etanodiona LC-FLD 0.03-0.06 Plasma Ali et al.
octanal, nonanal y sanguineo (2013)
decanal
Hexanal,heptanal,octanal 9-fluorenilimetil carbazato LC-FLD 0.17-0.24 Plasma Shi et al.
y nonanal sanguineo  (2025)
Pentanal, hexanal, 2,4-dinitrofenilhidrazina LC-UV 0.92-3.04 Orina Zhang et
heptanal, octanal y al. (2016)
nonanal
Hexanal y heptanal Hidrocloruro de hidroxilamina LC-MS 1.50-1.03 Orina Chen et
al.
(2017q)
Pentanal, hexanal, Haluro de 4-(2-(trimetilamonio) LC-MS 0.26-0.47 Orina Eggink et
heptanal, octanal, etoxi)bencenaminio al. (2008)
nonanal y decanal
Pentanal, hexanal, 2,4-dinitrofenilhidrazina LC-UV 0.71-2.46 Orina Livy Xu
heptanal, octanal y (2017)
nonanal
Pentanal, hexanal, 1-naftiihidrazina LC-FLD 0.55-0.80 Orinay Este
heptanal, octanal, plasma frabajo
nonanal y decanal sanguineo
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6. CONCLUSIONES

Los aldehidos grasos evaluados (pentanal, hexanal, heptanal, octanal,
nonanal y decanal) reaccionan con la 1-naftilhidrazina para la formaciéon
de las hidrazonas correspondientes. Las hidrazonas se caracterizaron
mediante técnicas espectroscopicas, lo que permitid confirmar la formacion
de las hidrazonas. La espectroscopia IR permite identificar la banda del
enlace -C=N (1700-1600 cm!) atfribuida generalmente a la formacion de la
hidrazona ademas las bandas caracteristicas de aldehidos -(O=C)-H y -C=0
(2800-2600 cm-y 1725 cm! respectivamente) no se observan en el espectro
de las hidrazonas. Los espectros de RMN de H de las hidrazonas permiten
diferenciar la formacién debido a que se observa una nueva senal asociada
al protdn del enlace H-C=N alrededor de 7.3 ppm y no se observa la senal
caracteristica del protdn del aldehido en 9.7 ppm. Sumado a que se
observan las senales correspondientes a la cadena alifatica y al anillo de

naftaleno dentro de la estructura de las hidrazonas.

Por otra parte, los productos derivatizados presentan un desplazamiento
batocromico en comparacion con el NPH, obteniendo para las hidrazonas
mAaximos de absorcion de 260 nm, y mdximos de emision en 380 nm,
presentando desplazamientos de Stokes de 120 nm. Esto permite mejorar la
sensibilidad y selectividad de la deteccion de fluorescencia, por lo que
permite su integracion a un sistema acoplado a HPLC. Los productos
derivatizados se pueden separar adecuadamente mediante HPLC,
confirmando la presencia de una Unica senal andlitica afribuida a cada
aldehido, ademds, dado que los productos derivatizados se excitan vy
emiten a longitudes de onda diferentes a las del NPH no se observa una
senal afribuida al exceso de agente derivatizante dentro de los perfiles

cromatogrdaficos.
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Los aldehidos grasos contenidos en aceite vegetal comestible (matriz no
polar) pueden ser extraidos y derivatizados empleando dos etapas, (1)
exfraccion a los aldehidos contenidos en el aceite mediante LLME,
empleando como extractante acetonitrilo y (2) posterior derivatizacion con
NPH. El uso de dos etapas permite maximizar la senal analitica. La
metodologia propuesta para la determinacion de aldehidos grasos en el
aceite se optimizd observando que las variables criticas son: [NPH] (149.4
UM), [HCI] (74.2 mM), temperatura de reaccion (58 °C) y volumen de muestra
(2.0 mL), con un tiempo de reaccién de 45 min. Se obtuvieron LODs en el
intervalo de 4.0-6.2 ug L' en muestras de aceite comestible. Estos resultados
son competitivos con otras metodologias descritas para la determinacion
de aldehidos grasos. La metodologia permite la cuantificacion del

contenido total de aldehidos con adecuada precisidon y exactitud.

Por otra parte se desarrolld una metodologia para la determinacion de
aldehidos asociados como biomarcadores de cdncer en muestras de
bioldgicas (matriz polar). Se selecciono una metodologia que permite la
extraccion-derivatizacion de aldehidos que requiere dos etapas para
maximizar las senales analiticas (1) extraccion de los aldehidos mediante
dSPE empleando como adsorbente, partficulas de gel de silice
funcionalizadas con octilo y (2) la posterior elucion y derivatizacion de los
analitos con ACN. La metodologia propuesta para la determinacion de
aldehidos grasos en la orina se opfimizo, obteniendo como variables criticas
[NPH]o (936 uM), [HCl]o (88 mM) y volumen de elucion (4.7 mL) siendo estas
variables enfocadas al proceso de elucidn y derivatizacidon, m Mientras que
variables como la cantidad absorbente (200 mg) volumen de muestra de
orina (5 mL) pH de la muestra de orina (8), %NaCl (10%), tiempo de contacto
(30 min) no resultaron criticas en el proceso. La metodologia presentd LODs

en el intervalo de 0.55 a 0.80 yg L' en muestras de orina. Asimismo, permitié
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su aplicacion en el andlisis de aldehidos en muestras de orina de pacientes
control, fumadores y con cdncer de pulmdén esto demuestra su robustes
ademds de ser competitivas con otras metodologias descritas en la
literatura. EI método propuesto es preciso y exacto, permitiendo Ia
cuantificacion del contenido de «aldehidos de cadena larga.
Adicionalmente como perspectiva, se observd que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en el andlisis de aldehidos en plasma

sanguineo.

Finalmente, se demostré que se pueden desarrollar metodologias para la
determinaciéon de aldehidos grasos contenidos tanto en matrices polares
como en matrices no polares. Ambos métodos mostraron ventajas en
comparaciéon con otfros métodos descritos en la literatura que emplean
derivatizantes convencionales como: la 2,4-dinitrofenilhidrazina y la o-
(2,3,4,5,6-pentafluorobencil) hidroxilamina. Ademas, el sistema de deteccion
por fluorescencia en comparacion con los sistemas acoplados a
espectrometria de masas es de menor costo, y permite obtener valores de
LODs dentro de un intervalo similar para los aldehidos evaluados. Sumado a
que el derivatizante no requiriendo sintesis complejas y no se observan
interferencia debidas al exceso de agente derivatizante. Por lo tanto, el
enfoque presentado puede ser una herramienta valiosa para el andilisis
exhaustivo de aldehidos, asi como para la integracion de otros aldehidos de

interés.
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