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RESUMEN 

 

TÍTULO: USO DE FENILENVINILENOS COMO MATRICES MALDI PARA PROCESOS DE 

DECAIMIENTO EN LA FUENTE DE PÉPTIDOS MODELO* 

AUTOR: JUDITH RAQUEL RAMÍREZ GRANADOS** 

PALABRAS CLAVES: Espectrometría de Masas MALDI. Matrices MALDI, Decaimiento en la fuente 

(ISD). 

 

Con el objetivo de determinar el desempeño de una serie de moléculas tipo fenilenvinileno (FV) 

como matrices MALDI de decaimiento en la fuente (ISD) para la ionización de péptidos modelo, se 

realizaron pruebas espectroscópicas y de espectrometría de masas  a tres moléculas de 

fenilenvinileno. Las propiedades espectroscópicas de los FV se compararon con los valores 

registrados para matrices MALDI convencionales. Las absortividades molares a 355 nm para estos 

sistemas presentaron resultados superiores a la matriz de referencia CHCA, lo que implica una 

mayor capacidad de interacción de las moléculas FV con el láser MALDI.  

Los estudios de espectrometría de masas (EM) MALDI-ISD realizados a la insulina y al citocromo c 

con matrices convencionales mostraron mejores resultados para la matriz 1,5-DAN. Con esta 

molécula se pudo determinar una mayor cobertura en la secuenciación de los aminoácidos del 

péptido/proteína en comparación al sDHB y al CHCA.  

La fragmentación de péptidos y proteínas por ISD trascurre a través de un proceso radicalario, en 

donde la matriz brinda hidrogeno radical para iniciar la fragmentación en la fuente. Los FV 

estudiados registran la pérdida de un radical OH en el espectro de masas. Se buscó aprovechar 

esta capacidad para inducir la fragmentación de péptidos y proteínas modelo. Sin embargo, la 

reactividad de los radicales OH es muy baja en comparación con la de los radicales H y los 

resultados arrojaron que no se indujo fragmentación en péptidos y proteínas usando matrices FV 

por ISD. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: USE OF PHENYLVINYLENE AS MALDI MATRICES FOR IN SOURCE DECAY 

PROCESSES OF MODELS PEPTIDES  

AUTHOR: JUDITH RAQUEL RAMÍREZ GRANADOS 

KEYWORDS: MALDI Mass Spectrometry, MALDI matrices, MALDI, In source decay (ISD). 

 

Spectroscopic and mass spectrometry tests were performed in three phenylenevinylene (PV) 

molecules in order to determine their performance as In Source Decay (ISD) MALDI matrices for 

the ionization of model peptides. The spectroscopic properties of PVs were compared with those 

reported for conventional MALDI matrices. Molar absorptivities at 355 nm are higher for PVs than 

CHCA reference matrix, this fact implies a higher interaction between PVs with MALDI Nd:YAG 

laser wavelength. 

Mass spectrometry experiments MALDI-ISD with different conventional ISD matrices, showed better 

results using 1,5-DAN. Experiments were performed using insulin and cytochrome C. 1,5-DAN 

allowed to increase the amino acid sequence coverage of insulin and cytochrome C compared to 

sDHB and CHCA. 

MALDI-ISD is performed through a radical mediated mechanism, in which the ISD matrix gives 

radical hydrogen to begin the In-Source fragmentation. The PVs studied showed radical OH loss in 

the mass spectrometry spectrum. We used this property to induced ISD peptides and proteins 

fragmentation, however radical OH reactivity is very low compared with the reactivity of H radicals. 

Results showed that no ISD fragmentation can be induced in peptides and proteins using FV 

matrices.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Bottom up y top-down son métodos usados en la secuenciación de péptidos y 

proteínas por espectrometría de masas (EM). En el procedimiento bottom up se 

realiza una digestión de la muestra con proteasas específicas, seguido de un 

análisis por EM. En la metodología top-down, se induce la fragmentación de la 

proteína por EM con aproximaciones como decaimiento en la fuente (-in source 

decay-ISD) y se reconstruye su secuencia desde los extremos terminales N- y C- 

[1,2]. Aunque la aproximación bottom up se emplea con mayor regularidad, la 

metodología top-down ha ganado gran acogida, ya que permite una mejor 

caracterización de las isomorfas y modificaciones post-trasduccionales de la 

proteína, con la ventaja adicional de disminuir la posible contaminación cruzada al 

reducirse la manipulación de la muestra [3,4]. 

ISD es una técnica usada en EM MALDI (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization), donde se promueve la fragmentación de macromoléculas 

como péptidos/proteínas en la fuente de ionización MALDI [2]. Este proceso se 

realiza bajo condiciones experimentales específicas como altas fluencias de láser 

y el uso de matrices “calientes”i de tal manera que la matriz pueda inducir 

fragmentación vía radicalaria (producción de radicales) o por dinámicas de 

expansión 

En estas últimas se producen abundantes colisiones de analito-matriz donde se 

incita la transferencia exotérmica de protones desde la matriz hacia las 

macromoléculas. Una de las principales ventajas de ISD radica en que las 

rupturas en la secuencia de aminoácidos se dan casi específicamente en los 

enlaces N-Cα [5], lo cual disminuye la complejidad del espectro y favorece el 

                                                                 
i
Matriz “caliente”: Término acuñado por Karas y colaboradores para denotar una matriz que es 

propensa a inducir un alto grado de fragmentación de proteínas [6]. 
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análisis. Por el contrario, para técnicas como PSD (Post Source Decay), donde el 

rompimiento de enlaces no es específico, se dificulta el análisis espectral y no es 

posible la identificación de modificaciones post-trasduccionales [7]. 

Actualmente, se conocen muy pocas matrices para realizar fragmentación ISD de 

péptidos/proteínas. Las más empleadas son moléculas ácidas y de bajo peso 

molecular [8,9], que causan interferencias espectrales, ya que se generan señales 

de aductos que solapan las señales del analito en masas bajas, entorpeciendo su 

análisis. 

En resultados previos obtenidos dentro del proyecto “Desarrollo de una matriz 

para espectrometría de Masas MALDI basada en sistemas tipo fenilenvinileno”, 

financiado por COLCIENCIAS, se demostraron las excelentes propiedades 

optoelectrónicas y la aplicabilidad de los fenilenvinilenos (FV) como matrices 

MALDI en procesos de transferencia electrónica [10]. En los espectros MALDI de 

algunos de los FV estudiados en el proyecto se observó la pérdida de radicales 

OH•, que se postuló, podrían ser aprovechados para promover fragmentación ISD 

en péptidos/proteínas. Basados en estas observaciones, se seleccionaron tres 

moléculas con núcleo FV, que se investigaron como posibles matrices MALDI-ISD. 

El trabajo de investigación inició con el análisis de las propiedades 

espectroscópicas de las moléculas seleccionadas, seguido por pruebas de EM 

bajo condiciones ISD utilizando como analitos péptidos modelo. Los resultados 

obtenidos en EM para los FV fueron comparados con el desempeño de tres 

matrices convencionales de ISD-MALDI como el 1,5-DAN, CHCA y sDHB. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1.  MALDI 

MALDI es un método de ionización que se caracteriza por el uso de una matriz 

orgánica, con capacidad de absorber radiación (UV o IR), para promover la 

desorción e ionización de moléculas no volátiles como proteínas, péptidos, 

polímeros y macromoléculas [11]. El método surgió como una variante “suave” de 

la ablación láser, porque genera una disminución en la fragmentación de los 

analitos en comparación con otras técnicas de ionización [12]. El proceso de 

desorción e ionización en MALDI inicia con la interacción de una fuente de 

radiación coherente (láser) con la muestra, que contiene la matriz y el analito 

cocristalizados, para promover procesos de absorción, calentamiento, expansión, 

ablación, e ionización, entre otros.  

Aunque el mecanismo de ionización MALDI no se encuentra completamente 

descrito, en los últimos años se han propuesto varios modelos que intentan 

explicarlo, estos involucran una amplia variedad de procesos fisicoquímicos. De 

manera general, en estos mecanismos siempre se supone un proceso de 

ionización primaria seguido por una ionización secundaria. Los modelos más 

aceptados en la actualidad son el de fotoionización y el de agregados o “clúster”.  

 

1.1.1. Ionización primaria.  Ehring y colaboradores propusieron en 1992 el 

primer modelo de ionización fotoquímica [13]; en el cual las moléculas de la matriz 

son fotoionizadas por la interacción directa de la matriz con el láser. Los estados 

excitados móviles de las moléculas se conocen como excitones. Existe la 

posibilidad de generar fotoexcitación en dos moléculas cercanas al primer estado 

excitado singulete (S1), si las funciones de onda de estas moléculas interactúan 

significativamente, este sistema acoplado (S1+S1) puede redistribuir su energía 

de diferentes maneras [14]. Cuando una de las moléculas del sistema acoplado 
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retorna a su estado basal promueve la excitación de la molécula vecina a niveles 

energéticos mayores, este fenómeno se conoce como pooling. Es posible que la 

molécula que se encuentre en un estado energético superior interaccione con otra 

molécula en su estado excitado (S1), lo que conduce a la ionización de la 

molécula del estado energético superior. La transferencia de energía por estados 

excitados móviles entre moléculas es un fenómeno muy común que se conoce 

como hopping. De esta forma, la gran cantidad de energía acumulada en el 

sistema y la absorción multifotónica son responsables de la ionización de las 

moléculas de la matriz [15]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, la ionización por clústeres o agregados se basa en la evidencia de 

que algunos analitos como péptidos, proteínas y nucleótidos se encuentran 

precargados al realizarse la co-cristalización con la matriz [15, 16]. Los iones 

preformados son separados de sus respectivos contraiones durante los procesos 

de ionización secundarios que se llevan a cabo en una fase densa formada en la 

superficie de la muestra por la acción del láser.  

 

Figura 1. Esquema de fotoexcitación por pooling y 

hopping. Figura tomada de: Knochenmuss [15] 
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1.1.2. Ionización secundaria  La desorción en los procesos primarios 

de ionización genera una nube densa de agregados (pluma), en donde los iones 

primarios reaccionan con los analitos para formar los iones secundarios 

observados en el espectro de masas [17]. La pluma se expande en el espacio 

adiabáticamente y bajo estas condiciones se producen colisiones que pueden 

resultar en transferencia de protones, cationes o electrones [14], tal como se 

muestra en el siguiente esquema: 

 

 

 

 

 

 

En el proceso de expansión de los agregados desorbidos, las colisiones se hacen 

menos frecuentes y la expansión se detiene al alcanzar la presión de la fuente o al 

extraer los iones [18]. Aunque poco se sabe del porqué algunas matrices son 

adecuadas para el análisis de ciertas sustancias, algunas características son 

importantes a la hora de la selección de la matriz, a saber: 

1) Solubilidad. La solubilidad de la matriz en una variedad de solventes 

permite que la elección del solvente esté enfocada en la solubilidad del 

analito.  

2) Absortividad molar. Una alta absortividad molar a la longitud de onda de 

trabajo del láser permite una mayor absorción de energía por parte de la 

matriz, y favorece los procesos primarios de ionización [19]. 

Figura 2. Transferencia de protones mediada por clusters. Figura tomada de: 

Knochenmuss [15]. 
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3) Reactividad. La matriz en sí misma debe ser químicamente inerte con 

respecto al analito. Matrices, que modifican covalentemente al analito, 

no deben ser usadas [20].  

Algunos de los factores que determinan la fragmentación de un péptido, como la 

insulina bovina, están directamente relacionados con las condiciones del análisis, 

como: la matriz usada, el tiempo de extracción de iones y la fluencia del láser [14]. 

  

1.2.  ANÁLISIS ISD 

Durante el proceso de desorción/ionización se puede producir la fragmentación del 

analito en la fuente, este proceso es conocido como ISD. Esta fragmentación se 

da rápidamente después del disparo láser y antes de la extracción de los iones. 

Los fragmentos obtenidos, al aplicar esta metodología, pueden proporcionar la 

secuencia primaria de C- y N- terminal para péptidos de tamaño moderado [1]. 

Este decaimiento de iones en MALDI se ha convertido en un método de rutina 

para obtener información de la estructura primaria de péptidos y para caracterizar 

proteínas [21] y está ligado a la matriz empleada. 

 

1.2.1. Fragmentación de péptidos y proteínas. Actualmente se han 

estandarizado metodologías para el análisis de péptidos y proteínas basadas en 

EM que permiten elucidar o confirmar las secuencias primarias que los 

constituyen: 

Bottom-up: es un método convencional para la fragmentación de péptidos o 

proteínas que posteriormente se someten a un análisis complementario [1]. Este 

procedimiento consta de tres pasos principales y se puede explicar de la siguiente 

manera: 

1) Determinación del peso molecular con la mayor exactitud posible. 
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2) Digestión de la proteína usando proteasas específicas sobre una secuencia 

que se presume o se conoce. 

3) Los péptidos obtenidos del paso anterior son fragmentados en el 

espectrómetro de masas. Aquí se determinan la identidad de la proteína o 

las posibles variaciones en la secuencia original de aminoácidos. 

Esta técnica presenta diversas limitantes, entre las que se encuentran cierta  

dificultad para aislar el péptido N- terminal y C-terminal por posibles variaciones 

como modificaciones postrasduccionales o rearreglos internos debido a los 

codones de terminación [22]. 

Top-down: se utiliza para la caracterización de proteínas de manera selectiva sin 

involucrar pasos de digestión previa al análisis. Partiendo de la proteína intacta 

estándar, se generan los fragmentos N- terminal y C-terminal, que son analizados 

por espectrometría de masas [23]. Una de las ventajas de esta técnica es la 

simplificación en la preparación de muestra y la reducción de tiempo que requiere 

realizar la digestión de la proteína, además, la posible contaminación cruzada por 

manipulación se reduce sustancialmente en comparación a la metodología bottom 

up. 

Takayama [24] propuso en el año 2001 el modelo de fragmentación MALDI-ISD 

más aceptado actualmente. Según Takayama, la fragmentación inicia con la 

transferencia de un hidrógeno desde la matriz excitada a los átomos del oxígeno 

carbonílico de la columna peptídica del analito. La adición de hidrógeno conduce a 

la formación de fragmentos por el rompimiento de diferentes enlaces dentro de la 

cadena peptídica [24]. Dependiendo del enlace que se rompe, en qué fragmento 

es retenida la carga y el número de aminoácidos que componen el péptido, se 

asigna la nomenclatura característica a los fragmentos, tal como se muestra a 

continuación [25]: 
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1.2.2.  Matrices MALDI En 1985 Hillenkamp y colaboradores [26] postularon la 

hipótesis de que las matrices sufrían un proceso de ablación por su capacidad de 

absorber energía y, consecuentemente, permitían la desorción del analito de la 

superficie. Posteriormente, en 1988 Koichi Tanaka y colaboradores [27] lograron la 

ionización de moléculas con relaciones m/z superiores a 10.000 Da. Las 

investigaciones de Tanaka se basaron en el uso del “método del metal ultrafino 

más matriz líquida”, que promovía la ionización de los analitos usando polvo fino 

de cobalto junto a glicerina en solventes orgánicos. Ese mismo año, Hillenkamp y 

Karas [28] determinaron que las matrices orgánicas originalmente desarrolladas 

por ellos poseían la habilidad de generar iones en proteínas con altos pesos 

moleculares.   

Gracias a este descubrimiento, MS-MALDI es en la actualidad una herramienta útil 

en la investigación en áreas como la bioquímica, donde se utiliza rutinariamente 

para el análisis de péptidos y oligonucleótidos [28], secuenciación e identificación 

de proteínas, análisis de lípidos y carbohidratos [5]. Adicionalmente, la técnica de 

generación de imágenes por EM, basada en la ionización MALDI, se aplica 

actualmente en el área de análisis de tejidos para el estudio de la distribución 

espacial y temporal tanto de pequeñas moléculas (lípidos, fármacos, hormonas, 

metabolitos) como de macromoléculas (proteínas, carbohidratos). Por otra parte, 

MALDI también se aplica en el análisis de polímeros porque facilita la 

Figura 3. Nomenclatura de los iones de péptidos y proteínas. Figura 

adaptada de [23]. 



24 

 

determinación de unidades monoméricas, además, es particularmente útil para 

estudio de oligómeros cíclicos [29]. 

1.2.3.  Matrices usadas para ISD . Actualmente, se conoce una gran 

variedad de compuestos aplicables como  matrices MALDI. Dentro de estas 

moléculas se encuentran: el ácido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB) y algunos 

derivados como el ácido α-cianohidroxicinámico (CHCA o HCCA); ácido nicotínico, 

ácido sinapínico (SA) y el 1,5-diaminonaftaleno (DAN). Se ha determinado, que el 

2,5-DHB es una de las matrices más usadas en la técnica MALDI ISD [30]. 

Recientemente se ha encontrado que el 1,5-DAN posee un desempeño superior al 

del 2,5-DHB, ya que esta matriz permite un aumento de la cobertura de la 

secuencia peptídica y de la capacidad de donación de hidrógeno [21, 24]. A pesar 

de esto, su uso no ha sido tan generalizado como el de las matrices anteriormente 

mencionadas. Algunos hallazgos importantes se han encontrado con derivados del 

1,5-DAN, específicamente, con el 5-amino-1-naftol en el análisis de péptidos 

fosforados.  

La combinación de matrices es una segunda opción usada hoy en día para 

mejorar la calidad de los espectros además de que poseen aplicabilidad universal 

[31, 32]. Pocas matrices se han desarrollado para permitir la disminución de ruido 

de fondo en relaciones m/z bajas. Recientemente, se reportó una nueva matriz 

que actúa de manera selectiva con una amplia variedad de aminas de bajo peso 

molecular. Esta matriz conocida como DHPT [2, 3, 4, 5-teatrakis (3’, 4’-

dihidroxifenil)-tiofeno] presenta alta sensibilidad y eliminación del ruido de fondo 

para el rango bajo de m/z [33]. 

Por otra parte, los fenilenvinilenos son moléculas con alto grado de conjugación 

electrónica y que presentan interesantes propiedades ópticas, las cuales son 

corroboradas en la concordancia de los espectros de fotoluminiscencia y 

electroluminiscencia, es decir, no importa si la excitación de estos sistemas se 

hace por medio de fotones o electrones, el resultado espectral es similar [34, 35] 
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Los polímeros derivados de estos compuestos tienen una valiosa aplicabilidad en 

el desarrollo de materiales electrónicos tales como [36]: 

 Diodos orgánicos emisores de luz (OLED). 

 Celdas solares 

 Quimiosensores  

Ya que las eficiencias cuánticas no radiativas de estas estructuras son bastante 

altas [36] y sus cualidades ópticas presentan numeroso beneficios, estos sistemas 

se consideraron como posibles matrices MALDI. 
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2. METODOLOGÍA 

 

2.1 REACTIVOS 

Los FV fueron sintetizados en el grupo de investigación de Macromoléculas de la 

Universidad Nacional dirigido por el profesor Cesar Sierra (Véase Tabla 1). La 

insulina, el citocromo C y las moléculas de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 

(CHCA); 1,5-diaminonaftaleno (1,5-DAN); ácido 2-hidróxi-5-metoxibenzoico y 

ácido 2,5-dihidroxibenzóico (2,5-DHB) se compraron a Sigma Aldrich (St. Louis, 

MO, EEUU). Los solventes tetrahidrofurano (THF), dimetil sulfóxido (DMSO), 

acetonitrilo (ACN) y N,N-dimetilformamida (DMF); se obtuvieron de Merck 

(Darmstadt, Alemania). Todos los reactivos fueron de grado analítico y se usaron 

sin ningún tipo de purificación previa. 

 

 

Tabla 1. Estructuras y masas moleculares de los fenilenvinilenos. 

FV-COOH 

 (FV-H) 

FV-COOH-CH3 

(FV-Me) 

FV-COOH-OCH3 

(FV-OMe) 

OH
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Masa monoisotópica 

370.1205 398.1518 430.1416 
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2.2.  EQUIPOS 

Para determinar las propiedades ópticas de las moléculas de FV se empleó un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Kioto, Japón) de 

doble canal, equipado con una celda de cuarzo con 1,0 cm de camino óptico. Para 

la determinación del espectro de reflectancia difusa, se usó el mismo equipo con el 

aditamento de una esfera de integración ISR-603. 

Los experimentos de rendimiento cuántico de fluorescencia se realizaron en un 

espectrofotómetro de fluorescencia, marca PTI, modelo QM 40 (Horiba Scientific, 

Birmingham, EU), se usó una celda de cuarzo con camino óptico de 1,0 cm. 

Los experimentos EM-MALDI se llevaron a cabo en un espectrómetro de masas 

MALDI Bruker Ultraflextreme con analizador de tiempo de vuelo (TOF),  (Bruker, 

Billerica, Estados Unidos); equipado con un láser de estado sólido Nd:YAG de 

longitud de onda de 355 nm, en su tercer armónico, con pulsos de 6 ns y 

frecuencia de repetición de 1000 Hz. El tiempo de retardo empleado en la 

extracción de los iones fue de 100 ns y el voltaje de extracción corresponde a 25 

kV. 

 

2.3.  EXPERIMENTAL 

2.3.1.  Propiedades fisicoquímicas de los FV 

2.3.1.1 Solubilidad. Se pesó alrededor de 1mg de cada uno de los FV y, 

posteriormente se adicionaron volúmenes específicos de THF de forma 

secuencial. En cada adición de solvente se sometió cada muestra a 30 min de 

ultrasonido en un baño Branson 2510 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, 

Estados Unidos) (130W, 40kH); este procedimiento se repitió hasta obtener una 

solución. La solubilidad se determinó por duplicado. Este solvente se empleó 

como una alternativa a las soluciones de ACN/agua usadas regularmente en la 

preparación de matrices MALDI. 
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2.3.2.  Espectroscopía UV-Vis. Para determinar el espectro UV-Vis, se 

prepararon soluciones 15 μM de cada uno de los FV en DMSO. Las soluciones se 

depositaron en una celda de cuarzo con camino óptico de 1,0 cm y se usó DMSO 

como blanco en la celda de referencia. Se realizó un barrido espectral de longitud 

de onda desde λ=200 hasta λ=700 nm. Para obtener el valor de λmáx se 

determinó la primera derivada de los espectros. Este procedimiento se realizó por 

duplicado. 

2.3.3. Reflectancia difusa. La toma de espectros de reflectancia difusa se 

realizó con el objetivo de establecer la longitud de onda máxima de absorción de 

los FV en estado sólido. La determinación de λmáx  en fase sólida representa una 

mayor aproximación a las condiciones empleadas en MALDI. 

Para determinar la longitud de onda de máxima absorción se pesó alrededor de 

1mg de cada uno de los fenilenvinilenos, que se maceraron con 400 mg de sulfato 

de bario (BaSO4) durante 5 min. El polvo obtenido se depositó de manera 

uniforme y compacta sobre el porta muestras, se realizó un barrido espectral 

desde λ=200 hasta λ=700 nm con un slit de 1.0 nm, utilizando BaSO4 como 

referencia. 

2.3.4.  Absortividad molar. Para calcular la absortividad molar de cada uno de 

los FV, se prepararon soluciones equimolares de los FV con concentraciones 

desde 2 hasta 20 μM en DMSO. Se empleó DMSO como blanco en la celda de 

referencia. Se usó un espectrofotómetro Shimadzu UV-2401C de doble canal a 

una longitud de onda de 355 nm y celdas de cuarzo con camino óptico de 1,0 cm. 

Este procedimiento se realizó por duplicado. Los coeficientes de absortividad 

molar para cada molécula se hallaron usando la ecuación de Beer-Lambert para 

diluciones. Los valores obtenidos a esta longitud de onda se linealizaron para 

establecer las respectivas pendientes, con lo que se determinó la absortividad 

molar.  
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2.3.5. Espectroscopía de fluorescencia . Para determinar el rendimiento 

cuántico radiativo de las matrices propuestas, se dispusieron soluciones con 

concentraciones equimolares desde 2 hasta 20 μM en DMF. Como sustancias de 

referencia se usaron soluciones de antraceno en etanol y soluciones de sulfato de 

quinina en H2SO4 0.1M (agua desionizada Tipo I). 

Se determinó la absorbancia de cada solución a λ=355 nm  en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-2401C de doble canal, usando como referencia 

el respectivo solvente. Se empleó una celda de cuarzo de 1,0 cm de camino 

óptico. 

La emisión de fluorescencia se determinó en un espectrofotómetro de 

fluorescencia, marca PTI, modelo QM 40, que se ajustó a una longitud de onda de 

excitación de 355 nm y se monitoreó la emisión de fluorescencia en el rango de 

λ=360 a λ=700 nm. Se empleó una celda de cuarzo con camino óptico de 1,0 cm. 

Por medio de la relación de emisión radiativa y no radiativa, se determinó el 

rendimiento cuántico de fluorescencia [37]. 

2.4.  ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

2.4.1.   MALDI-ISD, matrices convencionales . Para determinar la 

capacidad de los FV como matrices MALDI, se decidió comparar el 

comportamiento de estas moléculas, con el comportamiento de las matrices 

MALDI convencionales. Para esto, se dispusieron 3 matrices convencionales: 

CHCA, 1,5-DAN y súper DHB, y se usaron las metodologías previamente 

establecidas para ISD [21, 38, 39]. 

El CHCA y el 1,5-DAN; se prepararon a saturación en solución de ACN/agua 1/1, 

0.1% TFA; esta solución se agitó por 5 min a 1500 rpm. Posteriormente y con el 

objetivo de precipitar los cristales de la matriz no disueltos, el 1,5-DAN se 

centrifugó durante 20 s. Debido a la inestabilidad en solución de esta matriz, se 

preparó poco antes de usarse (aprox. 30 min). 
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Para la preparación del súper DHB, se pesaron 1mg de 2,5-DHB y 1 mg de ácido 

2-hidroxi-5-metoxibenzoico. Se disolvieron por separado en solución ACN/agua 

1/1, 0.1% TFA, y se agitaron durante 5 min a 1500 rpm. Posteriormente, se 

mezclaron en una relación 9:1, respectivamente. 

Como analitos se usó insulina y Citocromo C. Se prepararon inicialmente 

soluciones stock de 1000 ppm de estos analitos y, posteriormente, se disolvieron 

con agua grado HPLC, hasta tener concentraciones de 1x10-2 y 2x10-2 mM, 

respectivamente. 

El citocromo C (Cc), al igual que la Insulina, se mezclaron en relaciones 

volumétricas iguales con cada una de las matrices convencionales nombradas 

anteriormente, lo cual corresponde a las relaciones molares que se muestran en la 

Tabla 2. 

Tabla 2. Relaciones molares analito: matriz. 

Matriz Insulina:Matriz Cc:Matriz 

1,5 DAN 1:12600 1:6300 

CHCA 1:10600 1:5300 

SDHB 1:11700 1:5800 

 

Para el análisis MALDI, se dispusieron entre 0.5 y 1 μL por spot. El target se dejó 

secar en la cabina de extracción. 

Aunque no se hizo una medición exacta del umbral de aparición de iones de las 

matrices de referencia CHCA, sDHB y 1,5-DAN, la energía de láser a la que se 

sometió cada matriz se determinó observando de forma cualitativa la aparición de 

señales del analito respecto al blanco. Para cada matriz, el láser se utilizó bajo las 

siguientes condiciones de atenuación: 

 CHCA: 45% 

 1,5-DAN: 55 y 60% 

 Súper DHB: 60% 
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2.4.2.  Evaluación de FV como matrices ISD. Las matrices: FV-COOH (FV-

H), FV-COOH-CH3 (FV-Me) y FV-COOH-OCH3 (FV-OMe) se disolvieron hasta 

alcanzar una concentración de 10 mM, con los solventes:  

 Acetonitrilo (ACN)/ agua (2:1, v/v, 0.01% TFA)  

 THF (0.01% TFA) 

Se preparó una solución stock de insulina a 1000 ppm (0.17 mM), y se mezcló con 

cada uno de los FV en relaciones molares analito-matriz: 1:600,1:6000, 1:60000 y 

1:600000. Estas soluciones se sometieron a 15 min de ultrasonido en un baño 

Brason 2510 (40 kHz, 130 W); posteriormente, se depositaron entre 0,5 y 1μL por 

spot de la mezcla en el target y se dejó secar en la cabina de extracción. 

El MALDI se operó en modo de reflectrón positivo, en un rango de masas de m/z. 

100 a 6500 Con cada una de las matrices, se probaron diferentes atenuaciones de 

láser y se determinaron finalmente dos, con las que se obtuvieron las señales más 

abundantes. El tratamiento de los espectros, se realizó con el programa 

FlexAnalysis de Bruker; teniendo en cuenta que el principal parámetro para 

asignación de picos fue una relación S/N ≥ 6. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN: 

 

3.1.  PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS  

3.1.1. Solubilidad. En la Tabla 3 se reportan las solubilidades promedio para 

cada molécula.  

 

Tabla 3. Solubilidades de las moléculas FV en THF. 

 

 

La molécula FV-H presentó poca solubilidad en THF comparada el FV-OMe, 

debido a que se observó menor cantidad de sobrenadante. La baja polaridad de la 

molécula FV-H restringe la interacción con el solvente, que es moderadamente 

polar, por el contrario, los sustituyentes metoxilo incrementan la interacción con el 

solvente principalmente por la presencia de los átomos de oxígeno. Es importante 

resaltar que la baja solubilidad del FV-H, es una limitante en la preparación de 

muestras para EM-MALDI, dado que las matrices deben solubilizarse 

perfectamente para posteriormente ser mezcladas con el analito en solución. Si 

las moléculas de la matriz no se solubilizan, esto implica que existirán cristales 

preformados de la matriz en solución y no permitirán la co-cristalizacion de las 

Molécula Peso [mg] 

Volumen total 

adicionado 

[ml] 

Concentración 

[mM] 

Concentración 

promedio [mM] 

FV-H 1,20 250 0,013 < 10 μM 

FV-Me 
1,10 1,25 2,01 

1,93 
1,25 1,365 1,86 

FV-OMe 
1,10 0,305 8,38 

7,80 
1,14 0,325 7,22 
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moléculas de la matriz con las moléculas del analito. Se ha demostrado la 

importancia de la formación de cristales de analito-matriz ya que estos favorecen 

la formación de puentes de hidrógeno y facilitan la reacción de transferencia de 

hidrógenos de la matriz al analito [38, 39]. Los sustituyentes metilo y metoxilo 

permiten aumentar la estabilidad en THF del sistema conjugado pues confieren a 

la molécula cierta polaridad e inducen interacciones polares con el solvente. La 

molécula FV-OMe,  presenta la mayor solubilidad en THF, lo que probablemente 

favorecería la co-cristalización de analito con esta matriz. 

3.1.2. Espectroscopía UV-Vis. En los primeros experimentos UV-Vis, las 

muestras se sometieron a 30 min de ultrasonido, transcurrido este tiempo aún se 

observaban algunos cristales de los FV en la mezcla, es decir, no hubo una total 

dilución de las tres moléculas, lo cual se apreció especialmente con el FV-H. 

Como no se obtuvo una dilución completa de las muestras, no se pudo asegurar la 

concentración de las mismas a estas condiciones iniciales. 

Los espectros de absorción UV-Vis usando 30 min de ultrasonido, se muestran en 

la Figura 4. Para determinar el λmáx, se calculó la primera derivada del espectro. 

Se observó, que los valores determinados se aproximan a la longitud de onda 

empleada en MALDI (λ=355 nm), los FV estudiados, FV-H, FV-Me y FV-OMe, 

presentaron corrimientos de: 15, 13 y 54 nm, respectivamente, en referencia a la 

longitud de onda de λ=355 nm.  
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Figura 4. Espectros de absorción UV-Vis de FV-H, FV-Me y FV-OMe, después de A.30 min y B. 2 horas de 

ultrasonido. 

 

Durante la segunda serie de experimentos las soluciones se sometieron a 2 horas 

de ultrasonido para asegurar la completa disolución de cada uno de los FV. Sin 

embargo, los espectros de esta segunda serie muestran que el espectro del FV-H 

cambia considerablemente (Figura 4B), lo que indica un cambio de concentración 

al asistir la preparación con ultrasonido durante 2 horas. 

Las tres moléculas presentan una banda ancha de absorción que corresponde a la 

transición π→π*. Como el sistema es altamente conjugado, la densidad 

electrónica provoca un ensanchamiento de las bandas de los espectros de 

absorción por la superposición de los niveles de energía vibracionales modificados 

por el solvente y las transiciones electrónicas básicas [40]. Adicionalmente, en el 

espectro del FV-OMe se observa una banda de menor intensidad que corresponde 

a las transiciones electrónicas n→σ* [41].  

El mayor corrimiento batocrómico de la serie de FV se puede observar para el FV-

OMe. Se ha reportado que un aumento en la planaridad de los sistemas FV 
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conduce a corrimientos batocrómicos, ya que la conjugación de las nubes 

electrónicas en moléculas planares es máxima y se requiere mucha menor 

energía para realizar transiciones electrónicas en estos sistemas planares [41]. 

Los FV con grupos metoxilo centrales han reportado ser altamente planares, ya 

que pueden formar enlaces intramoleculares de hidrógeno, por lo tanto la molécula 

de FV-OMe, presenta el corrimiento batocrómico más drástico de la serie.    

3.1.3. Reflectancia difusa. En la Figura 5 se presentan los espectros de 

reflectancia difusa para la serie de FV, se observa que los tres compuestos 

estudiados exhiben un decaimiento de reflectancia desde una longitud de onda de 

277 hasta 520 nm, esto se traduce en una alta absorbancia en este rango, donde 

se tendría una cobertura a la longitud de onda empleada en MALDI. Los máximos 

de absorción en fase sólida de los FV presentan corrimientos hacia el rojo de: 3, 

42 y 57 nm para el FV-H, FV-Me y FV-OMe, respectivamente, en referencia a la 

longitud de onda de 355 nm.  

 

Figura 5. Espectros de reflectancia difusa de FV-H, FV-Me y FV-OMe. 
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Debido a que las moléculas tienen mayor restricción de movimiento en estado 

sólido, los niveles de energía vibracionales se superponen con las transiciones 

electrónicas fundamentales, lo cual se traduce en un ensanchamiento de las 

bandas de absorción en comparación con el de absorción UV-Vis. 

Al comparar los espectros de reflectancia difusa (estado sólido) con los obtenidos 

para absorción UV-Vis (solución), se observan en estos últimos desplazamientos 

de los λmáx de absorción; este corrimiento puede ser explicado por el medio en el 

que se encuentra la molécula, ya que un aumento en la polaridad del solvente de 

manera general, produce un desplazamiento hipsocrómico (azul) de las 

transiciones electrónicas n→π* y n→σ*, como es el caso de las moléculas con 

sustituyentes metilo y metoxilo; mientras que para las transiciones π→π* se 

produce un desplazamiento batocrómico (rojo), como se observó para el FV-H. 

Con las mediciones de absorbancia en fase líquida y sólida, se puede observar 

que los sistemas FV exhiben una fuerte interacción con fotones de λ= 355 nm [35]. 

 

3.1.4. Absortividad molar. La primera metodología de preparación de 

soluciones consistió en someter las diluciones a 30 min de ultrasonido; con estas 

soluciones se construyeron las curvas de absortividad molar graficadas en la 

Figura 6A Durante la segunda metodología de preparación, las diluciones se 

introdujeron al ultrasonido por un tiempo de 2 horas, para asegurar su completa 

disolución. Los valores de absorbancia adquiridos para cada concentración se 

linealizaron, como se muestra en la Figura 6B.  
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Figura 6. Absorbancia a λ=355 nm de FV-H, FV-Me y FV-OMe a diferentes concentraciones, 

después de A. 30 min A y B. 2 horas de ultrasonido. 

 

 

La Tabla 4 muestra los coeficientes de absortividad molar obtenidos después de 

aplicar la ecuación de Lambert-Beer a λ=355 nm para las dos metodologías. Los 

datos obtenidos para la segunda preparación presentan un valor R2 más cercano 

a 1 y corresponden a tiempos que aseguran completa disolución de la muestra. 

Sin embargo, la determinación del valor del absortividad molar del FV-H 

representa un desafío. Cuando las moléculas de FV-H se someten a 30 min de 

ultrasonido, no se presenta dilución considerable de la muestra, y si se aumentan 

los tiempos en el ultrasonido a 2 horas, se observa una mejor disolución, pero a su 

vez , debido a la energía del ultrasonido se aprecia degradación de la molécula de 

FV-H, tal como se observa en la Figura 4B. Es por esta razón que no es posible 

tener certeza del valor de absortividad molar determinado para el FV-H. 
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Tabla 4. Absortividades molares de FV-Me y FV-OMe en DMSO a  λ=355 nm. 

Molécula Corrida N° 
ε355   

(M-1 cm-1) 
R2 

FV-H 2 5.883 0,9966 

FV-Me 
1 27.251 0,9873 

2 37.219 0,9998 

FV-OMe 
1 21.614 0,9954 

2 19.130 0,9995 

 

 

El valor ε355 registrado para la matriz CHCA es de 15849 (M-1 cm-1) [10]. En 

comparación con la matriz de referencia, los valores de absortividad molar 

presentaron un incremento de 135% para el FV-Me y de 21% para el FV-OMe, al 

someter las muestras a 2 horas de ultrasonido. Las altas absortividades molares 

que exhibieron los FV indican que la energía suministrada por los fotones del láser 

puede ser eficientemente absorbida principalmente por estos sistemas 

conjugados, favoreciendo la formación de iones primarios y agregados en el 

proceso MALDI. Sin embargo, los valores de absortividad molar no están 

necesariamente ligados con la eficiencia de producción de iones de analito en EM-

MALDI, ya que estos dependen de los procesos termodinámicos que ocurren en 

las reacciones secundarias de ionización. Por ejemplo, a una longitud de onda de 

377 nm, el 2,6-DHB, tiene una absortividad molar de 700 M-1cm-1 y el 2,5-DHB, 

exhibe una absortividad molar de 4250 M-1cm-1; aunque la absortividad molar del 

2,6-DHB es mucho menor que la del 2.5-DHB, ambas matrices presentan 

espectros de masas similares con una eficiencia de producción de iones idéntica 

en el espectro de masas final [42]. 
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3.1.5. Espectroscopía de fluorescencia . En la Figura 7 se muestra la 

relación que se obtuvo entre el área fluorescente de emisión Y la absorbancia 

para los FV. Este tratamiento también se realizó para las sustancias de referencia 

(Anexo A). 

 

Una vez linealizada y determinada la pendiente para cada sustancia, se aplicó la 

siguiente ecuación [37]: 

      (
  

   
)(
  
 

   
 
) 

Donde   indica el rendimiento cuántico de fluorescencia,   indica la pendiente y 

  el índice de refracción, Los subíndices   y    hacen referencia a la muestra y 

a la sustancia estándar, respectivamente. 

Inicialmente, se determinó el rendimiento cuántico de fluorescencia para el 

antraceno, con respecto al sulfato de quinina, y se repitió el procedimiento para el 

sulfato de quinina, con respecto al antraceno. En ambos casos se obtuvo un error 

menor de 5% a los valores reportados en la literatura [43] (Anexo B). Una vez 

Figura 7. Área de fluorescencia frente absorbancia de: A. FV-Me y B. FV-OMe. 
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determinados estos rendimientos cuánticos de fluorescencia, se tomaron como 

referencia para calcular los valores de los FV, los cuales se reportan en la Tabla 5  

Tabla 5. Rendimientos cuánticos de fluorescencia radiativos/no radiativos de los FV. 

Muestra 

φ Radiativo 

φ No Radiativo 

Antraceno S. quinina Promedio 

FV-Me 0,38 0,39 0,39 0,61 

FV-OMe 0,40 0,41 0,40 0,60 

 

Gran parte de la energía absorbida por la matriz es disipada mediante procesos de 

relajación térmica que incrementan la temperatura del sistema [43], este factor es 

importante para inducir la desorción térmica de agregados de la matriz y favorecer 

los procesos de ionización primaria. 

Se han reportado un rendimiento cuántico radiativo de (  ) de 0,082 (   = 0.918)  

y altas velocidades de decaimiento no radiativo (   ) para películas de CHCA 

[43]; al parecer, el alto rendimiento cuántico no radiativo es uno de los factores 

que influencian la baja potencia de láser requerida para inducir la desorción de 

iones en esta molécula. Para el 1,5-DAN se reporta un rendimiento cuántico 

radiativo de 0,55 (   = 0.45), es decir un     mucho menor que el reportado para 

el CHCA, por lo tanto se requiere una mayor energía del láser para inducir 

procesos de desorción con esta matriz [44]. Para el FV-Me y el FV-OMe se 

determinó una disminución de 30 y 27%, respectivamente, en el rendimiento 

cuántico no radiativo en comparación con el valor registrado para el 1,5-DAN; por 

lo que se sugiere que se requiere menor energía del láser para la desorción de 

moléculas de FV.  

 



41 

 

3.2.  ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

3.2.1.  Matrices convencionales 

3.2.1.1. Análisis de la insulina. La insulina (Figura 8), consta de dos cadena 

peptídicas unidas mediante dos puentes disulfuro intercatenarios y un enlace 

disulfuro intracatenario. La fragmentación in silicoii de este péptido se realizó con 

las cadenas A y B separadas y con la secuencia de aminoácidos completa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se utilizó la base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools [46], 

para obtener la secuencia de fragmentos iónicos monoisotópicos teóricos para la 

cadena completa de la insulina (Anexo C). La asignación de señales se realizó 

teniendo en cuenta los iones a/x-, b/y- y c/z- que se pueden producir por la 

fragmentación del analito; en el análisis no se reportan iones w-, correspondientes 

a las cadenas laterales de la secuencia de aminoácidos, por ser poco comunes en 

fragmentación ISD [47]. 

Con las tres matrices convencionales seleccionadas para realizar ISD, se 

determinaron las señales correspondientes al analito en los espectros de masas 

por comparación con los respectivos blancos empleando las atenuaciones de láser 

indicadas. En el espectro de masas se observaron señales con abundancias 

                                                                 
ii
 The System Biology: Fragment Ion Calculator. Disponible en: 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FragIonServlet.html  

Figura 8. Estructura peptídica de la insulina de páncreas porcino [45] 

G I V E Q C C T S I C S L Y Q L E N Y C N 

F V N Q H L C G S H L V E A L Y L V C G E R G F F Y T P K A 

Cadena A 

Cadena B 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FragIonServlet.html
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significativas por encima de m/z 1000, las señales observadas por debajo de este 

valor, en su mayoría, corresponden a aductos formados por la matriz que 

entorpecen la determinación de señales de analito; por esta razón, no se tuvieron 

en cuenta durante el análisis.  

En la Figura 9 se muestran los espectros de masa de la insulina obtenidos al usar 

las matrices: CHCA [A]; 1,5-DAN [B]; y súper DHB [C] en experimentos ISD.  

 

Figura 9. Espectros de masas MALDI de insulina en un rango de masas de m/z 1000 a 6000 

empleando como matriz: A: CHCA; B: 1,5-DAN; C: súper DHB.  

 

 

Cada espectro se describe a continuación teniendo en cuenta que los subíndices 

A y B, hacen referencia a las respectivas cadenas de la insulina, el símbolo 

asterisco indica fragmentos no identificados.  

En la Figura 10 se muestra la asignación de las principales señales observadas 

en el espectro MALDI de la insulina empleando CHCA como matriz, 

correspondientes a la molécula protonada [M+H]+ en m/z 5777, a la pérdida de, 15 
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unidades en m/z 5762, a la molécula doblemente protonada [M+2H]2+ en m/z 2889 

y a la cadena B protonada [MB+H]+ en m/z 3400. 

 

 

 

Para poder apreciar los fragmentos producto del proceso ISD se realizó un 

acercamiento al espectro en la región comprendida entre m/z 1000 y 2200, como 

se observa en la Figura 10. Se pueden observar mayoritariamente iones y-, con 

pérdidas de moléculas neutras como CH4 y NH3, estas pérdidas son regularmente 

observadas en EM [48]. La pérdida de CH4-S del ion y12, puede ser posible debido 

a que en esta posición se encuentra uno de disulfuro intracatenario de la insulina. 

Se identificaron 24 señales con un error promedio de masa de 48 ppm, y se 

estimó una cobertura de secuencia del 23%.  

 

 

 

Figura 10. Espectros de masas MADLI-ISD de insulina, empleando como matriz CHCA. 
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Con la matriz 1,5-DAN se emplearon dos atenuaciones de láser diferentes, el 

análisis de los fragmentos se realizó con los resultados obtenidos con atenuación 

de 55%. Aunque usando 60% de atenuación se observó un aumento en la 

abundancia relativa de los iones, hubo un incremento considerable de la línea 

base, como se observa en la Figura 12.  

 

Figura 11. Espectro de masas MALDI-ISD de insulina en un rango de masas de m/z 1000 a 2200 

empleando como matriz CHCA. Los iones ISD son asignados de acuerdo con la nomenclatura [25]. 
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Figura 12. Acercamiento en el rango m/z 2030 a 3000 del espectro de masas MADLI-ISD de 

insulina, empleando como matriz 1,5-DAN, a 55 y 60% de atenuación de láser. 

 

 

La disminución en la atenuación del láser se traduce en un aumento de la energia 

suministrada a la muestra y, por consiguiente, en mayor ablación de iones de la 

matriz lo que incrementa el ruido. Con relación a esta observación, se ha 

demostrado para el DHB que el volumen de ablación a altas fluencias de láser 

aumenta lentamente, mientras que la producción de iones aumenta en un factor 

exponencial (n= 4,5) [49]. Al aumentar la ablación de la superficie, no solamente 

son generados iones de la martiz o del analito en interés, también se favorece la 

formación de aductos con impurezas, lo que contribuye con la pérdidad de 

resolución en el espectro. En este caso particular, se determinó la pérdida de 

resolución para 5 señales en m/z bajo y 5 señales en m/z alto al aumentar la 

potencia del láser como se observa en la Tabla 6. Los datos de resolución se 

obtuvieron con el programa FlexAnalysis de Bruker. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044030503003477
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Tabla 6. Pérdida de resolución de señales de insulina usando 1,5-DAN como matriz a 55 

y 60 % de potencia de láser. 

m/z 

Resolución de las señales 
Pérdida de resolución 

(55%-60%) 
Pérdida porcentual 

% 
Potencia de láse 

55% 60% 

1200 5336 2889 2447 45,9 

1326 5514 3174 2340 42,4 

1849 6062 3188 2874 47,4 

2403 25284 5529 19755 78,1 

2041 6555 4044 2511 38,3 

3385 24079 7032 17047 70,8 

3421 7028 3804 3224 45,9 

3430 7556 2822 4734 62,7 

3522 7659 2263 5396 70,5 

3539 6742 6060 682 10,1 

 

 

El espectro de masas ISD para la insulina, con 1,5-DAN como matriz, se observa 

en la Figura 13, donde los picos más abundantes corresponden al ion molecular 

de la cadena B protonada [MB+H]+ en m/z 3400 y el ion molecular de la secuencia 

completa [M+H]+ en m/z 5777. 
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Figura 13. Acercamiento en el rango m/z 1100 a 6000 del espectro de masas MALDI-ISD de 

insulina, empleando como matriz 1,5-DAN. Asignación de las señales principales. 

 

Se decidió suprimir las señales por debajo de m/z 500, ya que correspondían en 

su mayoría a fragmentos de la matriz. Los picos pertenecientes a la insulina, se 

registraron en un rango de masas de m/z 1150 a 2700, como se muestra en la 

Figura 14.  

 

En el acercamiento del espectro tomado usando 1,5-DAN se pueden observar, por 

ejemplo, pérdidas de H2O o la formación de aductos con sodio. El desempeño del 

1,5-DAN como matriz ISD, fue superior al obtenido con el CHCA, ya que se 

identificaron 31 señales y se estimó una cobertura de 25%, con un error de masa 

promedio de 53 ppm. Se puede observar que con esta matriz se obtiene un mayor 

número de señales, principalmente iones y-.  
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Al emplear la matriz sDHB, se pudieron distinguir señales del analito por encima 

de m/z 1000. La adquisición de este espectro de masas se realizó con supresión 

de señales por debajo de m/z 500, (Véase Figura 15). Los picos principales 

corresponden al ion molecular protonado [M+H]+ en m/z 5777 y al ion molecular 

doblemente protonado [M+2H]2+ en m/z 2889. 

 

 

 

 

 

Figura 14. Acercamiento en el rango m/z 1150 a 2700 del espectro de masas MALDI-ISD de 

insulina, empleando como matriz 1,5-DAN. Los iones ISD son asignados de acuerdo con la 

nomenclatura [25]. 
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Figura 15. Espectro de masas MALDI-ISD de insulina, empleando sDHB como matriz, con 

supresión de señales por debajo de m/z 500. 

 

 

 

En la Figura 16 se observa la asignación de las señales correspondientes al 

espectro ISD de la insulina, usando sDHB como matriz, se realizó en el rango de 

m/z 1000 a 2100. En este caso sólo se pudieron identificar 14 señales, 

correspondientes a una cobertura del 14%, siendo esta la menor de todas; para 

este espectro se determinó un error de masa promedio de 55 ppm. La 

comparación de los resultados obtenidos con las tres matrices convencionales en 

términos de la cobertura peptídica (Véase Tabla 7), la distribución isotópica y la 

caracterización de las cadenas A y B, empleando insulina como analito, permite 

concluir que los mejores resultados se obtuvieron al usar 1.5-DAN. 
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Tabla 7. Porcentaje de cobertura de la insulina empleando como matriz CHCA, 1,5-DAN y 

sDHB. 

Matriz 
Cobertura  

% 

CHCA 23 

1,5-DAN 25 

sDHB 10 

 

Figura 16. Acercamiento en el rango m/z 1000 a 2100 del espectro de masas MALDI-ISD de insulina, 

empleando como matriz sDHB. Los iones ISD son asignados de acuerdo a la nome nclatura [25]. 
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3.2.1.2. Análisis del Citocromo C. Adicionalmente, las tres matrices 

convencionales se probaron con Citocromo C (Cc), una proteína transportadora de 

electrones que posee un peso molecular de 12 kDa, con una secuencia de 105 

aminoácidos [45] (Véase Figura 17). 

 

Figura 17. Estructura peptídica del Citocromo C de corazón bovino [45]. 

 

 

Con la base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools [46], se 

obtuvo la tabla de fragmentos iónicos monoisotópicos para la cadena completa del 

Cc (Anexo D). Teniendo en cuenta esta tabla de iones, se realizó la asignación de 

señales en el espectro de manera que se obtuviera la mínima diferencia posible 

entre la masa teórica y la experimental. 

Con CHCA como matriz, no se observaron diferencias significativas entre el 

blanco y la muestra, incluso cuando se aumentó la potencia del láser por encima 

de 50%, por esto no se reportó este espectro. Los espectros de masas ISD del Cc, 

al utilizar 1,5-DAN y sDHB como matrices, se pueden observar en la Figura 18. 
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Figura 18. Espectros de masas MALDI-ISD de citocromo C, empleando como matriz: A. 1,5-

DAN y B. súper DHB, en un rango de m/z 1100 a 6000. 

 

 

Para el análisis del Citocromo C no se hizo búsqueda del ion molecular, solamente 

se tomaron en cuenta los fragmentos que se ubicaron fundamentalmente en el 

rango de m/z 700 a 6000. Para determinar las señales correspondientes al analito, 

se realizó una comparación con el respectivo blanco y se examinaron las señales 

diferentes. 

En la Figura 19 se muestran las señales principales del Cc, usando sDHB como 

matriz, en un rango de masas de m/z 500 a 3000. Para este espectro se 

identificaron 22 señales y se determinó una cobertura del 8%, con un error de 

masa promedio de 80 ppm. Se puede ver la baja cobertura obtenida con esta 

matriz, además de un error de masa considerablemente alto para MALDI-ISD.  
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Con el 1,5-DAN se emplearon dos atenuaciones de láser: 55 y 60%. El análisis de 

señales de la muestra se hizo con los datos obtenidos a 55% de láser, ya que para 

una potencia mayor, se presentó mayor levantamiento de la línea base, como se 

muestra en la Figura 20. Se pudo observar también disminución para las 

relaciones S/N, por ejemplo para la señal m/z 3247, se obtiene una relación S/N 

de 34,1 al 55% del láser; mientras que esta misma señal presentó una disminución 

de 35,3% de la relación S/N a una atenuación de láser del 60% (S/N=11.4). 

Adicionalmente, se determinó la pérdida de resolución en 5 señales de la región 

m/z baja y 5 señales de la región m/z alta (Véase Tabla 8). 

 

Figura 19. Acercamiento en el rango m/z 500 a 3000 del espectro de masas MADLI-ISD de 

Citocromo C, empleando como matriz sDHB. Los iones ISD son asignados de acuerdo a la 

nomenclatura [25]. 
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Tabla 8. Pérdida de resolución de señales de Citocromo C usando 1,5-DAN como matriz 

a 55 y 60 % de potencia de láser. 

m/z 

Resolución de las señales Pérdida de 
resolución (55%-

60%) 

Pérdida porcentual 
% 

Potencia de láse 

55% 60% 

1649 5643 4613 1040 18,4 

1664 6067 4243 1824 30,1 

1718 4422 4054 368 8,3 

1778 6026 4642 1384 23,0 

1793 7221 4813 2408 33,3 

3081 9149 6226 2923 31,9 

3247 8463 6014 2449 28,9 

3741 9204 8408 796 8,6 

3895 9550 8100 1450 15,2 

4009 9528 8455 1073 11,3 

 

Figura 20. Acercamiento en el rango m/z 3205 a 3280 del espectro de masas MADLI-ISD de 

Cc, empleando como matriz 1.5-DAN, a 55 y 60% de potencia de láser.  
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En 1997 Brown y colaboradores [32] analizaron los factores que influencian la 

fragmentación generada en MALDI; dentro de estos factores se mencionan los 

tiempos de extracción. Se realizaron variaciones en este parámetro, buscando 

mejorar los resultados obtenidos con la matriz 1,5-DAN, ya que fue la matriz con la 

que se obtuvieron mejores resultados. 

Los tiempos de extracción usados fueron los siguientes: 10, 30, 60, 100, 150, 200 

y 250 ns (Anexo E). En la toma de los espectros se suprimieron las señales por 

debajo de m/z 1000 para evitar la saturación de la fuente y el detector. Teniendo 

en cuenta los criterios mencionados en la Tabla 5, se determinó que el mejor 

tiempo de extracción de iones fue de 150 ns, ya que se registró el mayor número 

de señales, correspondientes a una cobertura de 66% (Véase Tabla 9). 

 

Tabla 9. Número de señales y cobertura del Cc, variando el tiempo de extracción de 

iones. 

Tiempo [ns] Número de señales Cobertura % 

10 52 21 

30 78 31 

60 101 37 

100 137 48 

150 141 66 

200 124 49 

250 120 43 

 

El espectro de masas ISD obtenido a 150 ns se muestra en la Figura 21, donde 

se realiza la asignación de aminoácidos correspondiente de la secuencia del 

citocromo C. Al emplear esta matriz, se determinó una cobertura del 66%, con una 

precisión de masa de 100 ppm. Aunque los espectros fueron muy similares, se 

presentaron cambios en la tolerancia de masa, es decir, para poder asignar más 

aminoácidos al espectro se requeriría aumentar la exactitud de masa, saliendo de 
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los parámetros convencionales para MALDI-ISD [50]. En MALDI-ISD, es común 

observar resoluciones de 5000 a 8000 [51] y una exactitud de masa de 50 ppm 

[51].  

Demeure y colaboradores [21], probaron en el 2007 la capacidad de donación de 

hidrógeno de algunas matrices usando spirooxazinas, con lo que obtuvieron el 

siguiente orden de capacidad de donación de hidrógeno de mayor a menor: ácido 

picolínico (PA)> 1,5-DAN> 2,5-DHB> ácido sinapínico (SA)> CHCA. Tres años 

después, correlacionaron la habilidad de las matrices con la promoción de 

fragmentos vía radicalaria [5], las matrices se pudieron organizar en orden 

creciente según su habilidad de reducción de la siguiente manera: 1,5-DAN >2,5-

DHB >> CHCA. Sakakura y colaboradores [51] demostraron en ese mismo año esta 

misma capacidad, usando vasopresina como analito y obtuvieron los mismos 

resultados. Se puede concluir entonces, que la capacidad donadora de hidrógenos 

está ligada a la fragmentación ISD. Para el caso de las tres matrices estudiadas se 

observó un aumento en la formación de fragmentos con la molécula 1,5-DAN, por 

el contrario, al emplear CHCA como matriz la producción de fragmentos fue casi 

nula. 
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Figura 21. Espectro MALDI-ISD de Citocromo C, usando 1.5-DAN como matriz. Asignación de aminoácidos en la secuencia.  
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3.2.2. Evaluación de FV como  matrices. El análisis del desempeño de la 

molécula FV-H como matriz usando la insulina, no registró resultados del analito a 

30 ni a 40% de atenuación del láser para ninguna de las dos preparaciones 

usadas: ACN/agua 2:1, 0.1% TFA; y THF. Particularmente, en esta molécula se 

observó una disminución de la intensidad de las señales al adicionar el analito sin 

aparición de nuevas señales (Véase Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La baja solubilidad de las 

matrices representa una 

limitante en la co-cristalización con el analito, siendo este un factor importante 

para llevar a cabo el primer paso de formación de iones en MALDI [52, 53]. Debido 

a esto las asignaciones de las señales para las matrices FV-Me y FV-OMe se 

realizaron en solución de THF. 

Al emplear el FV-Me como matriz, se pudo observar una nueva señal en m/z 122 

para la relación 1:600, sin embargo, esta señal es derivada del ácido carboxílico 

(Véase Figura 23).  

Figura 22. Acercamiento en el rango m/z 369 a 373 del espectro de masas MALDI-ISD de Insulina, 

empleando como matriz FV-H, en ACN:agua, 0.1% TFA, a 40% de potencia de láser. 
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Figura 23. Espectro de masas MALDI de insulina, empleando FV-Me como A: matriz, y su 

respectivo B. blanco, al 30% de potencia de láser. Acercamiento en el rango de m/z 100 a 

800. 

 

 

En la Figura 24 se realiza la asignación de señales principales a fragmentos del 

FV-Me, donde la señal más abundante corresponde al catión radical de la 

molécula en m/z 398, además se observa la pérdida de 17 unidades 

correspondientes al radical hidróxilo en m/z 381, como ya se había reportado para 

estas moléculas a bajas fluencias de láser [10].  
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Figura 24. . Asignación de las señales principales en el espectro de masas de FV-Me a 30 % 

de potencia de láser

 

 

Para el FV-OMe, se presentó una aparente aparición de nuevas señales en la 

solución ACN/agua a 40% de potencia láser, en una relación volumétrica 1:6000 

analito-matriz, estas señales corresponden a m/z 149 y 403 como se muestra en 

la Figura 25, sin embargo, al realizar un acercamiento en cada señal, se puede 

observar que no son señales nuevas, estas señales también se pueden observar 

en el respectivo blanco con menores abundancias relativas (Véase Figura 26). La 

señal m/z 149 corresponde a ftalato.  
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Figura 25. Espectro de masas MALDI de A. insulina, empleando FV-OMe como matriz, y B. 

su respectivo blanco, a 40% de potencia láser. Acercamiento en el rango de  m/z 100 - 900. 

 

Figura 26. Incremento de las señales A. m/z 149 y B. m/z 403, al emplear FV-OMe como 

matriz e insulina como analito.  
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Las fragmentaciones registradas fueron inducidas por el exceso de energía 

suministrada por acción del láser. Las señales principales de la molécula FV-OMe 

se pueden asignar como se propone en la Figura 27, con pérdidas típicas 

observadas en MALDI. En este caso el ion de mayor abundancia (m/z 354), 

corresponde a la posible pérdida de un grupo carboxilo y un grupo metoxi lo, 

debido a que los grupos funcionales CH3O
• activan el sistema conjugado del FV, 

por lo que se promueve la pérdida de –COOH radicalario y un grupo metoxilo, 

logrando así una forma más estable de la molécula. 

 

Figura 27. Espectro de masas de FV-OMe a 40 % de potencia de láser. Asignación de las 

señales principales

 

El análisis del Cc, usando FV como matrices, se descartó, debido al deficiente 

desempeño observado con la insulina. La prueba de desempeño de los FV como 

matrices MALDI-ISD no arrojó buenos resultados en comparación a las matrices 

convencionales, ya que no fue posible inducir la fragmentación del respectivo 

analito. 
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4. CONCLUSIONES 

 

El análisis espectroscópico de los fenilenvinilenos permitió determinar la longitud 

de onda de máxima absorción para el FV-Me y el FV-OMe, estos valores 

corresponden a λ=370 y 409 nm, respectivamente, que son cercanos a 355nm 

(longitud de onda del láser Nd:YAG), con lo que se obtiene una fuerte interacción 

de los FV a la longitud de onda empleada en MALDI. La longitud de onda máxima 

de absorción determinada para el FV-H fue de 370. 

Las absortividades molares de las moléculas FV-Me y FV-OMe presentaron un 

aumento de 135 y 21%, respectivamente, en comparación con la absortividad 

molar registrada para el CHCA (15849 M-1cm-1); esto indica que la energía 

suministrada por los fotones del láser es absorbida principalmente por las 

moléculas de FV.  

Los rendimientos cuánticos no radiativos para los sistemas FV-Me y FV-OMe 

fueron 0,61 y 0,60; estos valores son más bajos al calculado para el CHCA 

(0.918), lo que indica que los procesos de relajación de estos FV son menos 

térmicos en comparación a la matriz de referencia. 

El análisis MALDI-ISD realizado a la insulina con las matrices CHCA, 1,5-DAN y 

sDHB, mostró un mejor resultado al emplear 1,5-DAN como matriz, ya que se 

determinó una cobertura del 25%, mientras para que para el súper-DHB se obtuvo 

una cobertura del 10%. 

El 1,5-DAN también presentó un mejor desempeño como matriz MALDI-ISD en el 

análisis del Citocromo C, alcanzando una cobertura del 66%, mientras que para el 

CHCA no fue posible inducir su fragmentación. Se demostró la efectividad de 

estas matrices, especialmente la del 1,5-DAN teniendo en cuenta que la 

capacidad de donación de hidrógeno es mayor que la del DHB y CHCA. 

Se demostró la importancia del tiempo de extracción de iones en la obtención de 

fragmentos del analito, obteniéndose un umbral en 150 ns. Se sugiere que este 



64 

 

tiempo permite que la muestra no solamente sea desorbida, sino que se lleven a 

cabo suficientes procesos de fragmentación de manera continua permitiendo 

observar los iones con mayor abundancia. 

A pesar de obtener buenos resultados espectroscópicos de los sistemas FV, el 

desempeño de estas moléculas como matrices MALDI-ISD en péptidos/proteínas 

es muy deficiente, inclusive variando las metodologías usadas para la preparación 

de muestra. Esto se debe a que no existe la posibilidad de realizar protonación por 

parte de estas moléculas. Los FV poseen la capacidad de perder radicales OH,  

sin embargo, no son suficientemente reactivos para llevar a cabo procesos 

secundarios de ionización e iniciar reacciones radicalarias de decaimiento en 

fuente. 
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5. RECOMENDACIONES 

 

Para realizar estudios de espectrometría de masas MALDI, e inducir 

fragmentación de manera eficiente se recomienda emplear matrices que posean 

baja afinidad protónica respecto al analito y que pueda co-cristalizar con el mismo. 

Para mejorar los resultados MALDI-ISD, se recomienda realizar variaciones en 

parámetros como tiempos de extracción.  
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ANEXOS 

 

A. Los valores obtenidos de área fluorescente y de absorbancia para el sulfato de 

quinina y el antraceno (sustancias de referencia), se linealizaron (Véase Figura 1); 

y se determinó el valor de R2 (Véase Tabla 1). 

Figura 1. Área de fluorescencia frente absorbancia de las sustancias de referencia: sulfato de 

quinina y antraceno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Valores de R
2
, para la linealización del área de fluorescencia vs absorbancia para el 

sulfato de quinina y el antraceno. 

 

 

 

 

B. La determinación de los rendimientos cuánticos radiativos en las sustancias de 

referencia, con porcentajes de error menores al 6%, permitieron determinar los 

rendimientos cuánticos radiativos y no radiativos de los sistemas FV. 

 

Sustancia R2 

Sulfato de quinina 0,99716 

Antraceno 0,99842 
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Tabla 2. Rendimientos cuánticos de fluorescencia radiativos teóricos y experimentales del 

antraceno y el sulfato de quinina. Determinación del porcentaje de error 

Sustancia 
  Radiativo 

experimental 
  radiativo teórico % Error 

Antraceno 0,286 0,27 6 

Sulfato de quinina 0,509 0,54 5 

 

C. Para poder asignar las señales obtenidas en espectrometría de masas MALDI-

ISD para la insulina y el citocromo C (numeral 4), en cualquiera de las tres 

matrices empleadas, se realizó la fragmentación in silico del analito deseado. Por 

medio de una herramienta proteómica brindada por institute for systems Biology. 

Se tomó en consideración que el error de masa no superara los 60 ppm. 
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Figura 2: Reporte de iones teóricos de la cadena completa de insulina obtenidos con la 

base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools. Disponible en: 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/ 

 

 

D. 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/
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D.Figura 3. Reporte de iones teóricos del citocromo C, obtenidos con la base de datos del 

Institute for System Biology: Proteomic tools. Disponible en: 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/ 

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/
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E. De acuerdo con los resultados obtenidos, se observó que los analitos 

presentaron mayor fragmentación con el 1,5-DAN. Por esta razón y teniendo en 

cuenta los factores que influyen en la segmentación ISD, se realizaron cambios en 

los tiempos de extracción de iones en la escala de nano segundos. Se observó 

para el caso particular del citocromo C un mejor tiempo para la obtención de iones 

150 ns, (Véase Figura 4). 

Figura 4. Espectros de masas MALDI-ISD del citocromo C usando 1,5-DAN como matriz 

realizando variación en los tiempos de extracción de iones: 10 [A], 30 [B], 60 [C], 100 [D], 

150 [E], 200 [F] y 250 ns [G]. 
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