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“Who am | to say that these things might not be forever?”

John Green; The fault in our stars
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Resumen

TITULO: ENSAYO DE COMPUESTOS CON NUCLEO DE FENILENVINILENO COMO MATRICES
MALDI*

AUTOR: HERNANDO FABIAN ALONSO ROSALES SOLANO**

PALABRAS CLAVE: Matrices MALDI, MALDI, Espectrometria de Masas, Fenilenvinileno,
lonizacion por transferencia de carga

Se probé el desempefio de tres moléculas con nucleo de fenilenvinileno y diferentes grupos
funcionales como matrices MALDI. Inicialmente, se determinaron los maximos de absorcién en
solucién y en fase sdlida en el rango ultravioleta—visible. En ambos casos se obtuvieron
caracteristicas de absorcién y coeficientes de absorcidn molar comparables a la matriz de
referencia, acido a-ciano-4-hidroxicinamico, CHCA.

Se caracterizaron las moléculas por medio de espectrometria de masas, MS, y se encontré6 que
forman primordialmente cationes radicales, en lugar de cationes protonados, como es comun para
matrices MALDI. Se probaron tres de las técnicas de preparacion de muestra mas usuales usando
una mezcla de péptidos sintéticos como analito. De ellas cuales se escogio la técnica thin layer,
debido a su amplia versatilidad con los solventes. Se realizaron ensayos para formar aductos de
fenilenvinilenos con hidrégeno y cationes metalicos usando concentraciones de acidos y sales mas
altas que las usuales para MALDI. En ninguno de éstos se obtuvieron los aductos
fenilenvinileno—hidrégeno o fenilenvinileno—catién esperados, por lo cual se desechd la ionizacién
por via de transferencia protonica.

Sin embargo, fue posible desorber e ionizar algunos compuestos aromaticos, como terpiridinas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos y una ftalocianina. De las moléculas probadas, Fv—Cl mostré
el mejor desempeifio MALDI con buena repetitividad, comparable a la matriz de referencia.

*Proyecto de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD. Co-
director: Laura Juliana Castellanos Garcia, Quimica
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Abstract

TITLE: TESTING OF PHENYLVINYLENE COMPOUNDS AS MALDI MATRICES*
AUTHOR: HERNANDO FABIAN ALONSO ROSALES SOLANO**

KEYWORDS: MALDI Matrices, MALDI, Mass Spectrometry, Phenylvinylenes, Charge Transfer
lonization

The performance of three phenylvinylene-based molecules bearing different chemical functionalities
as MALDI matrices was tested. Initially, UV-visible absorption maxima from solution and solid-
phase were acquired. For both cases, spectra showed characteristic strong absorption and high
molar absorption coefficients, comparable to the reference matrix, a-cyano-4-hidroxycinnamic acid,
CHCA.

Phenylvinylene molecules were characterized by mass spectrometry, MS, and it was found, they
produced radical cations instead of protonated cations, as it is common for MALDI matrices. Three
of the most usual sample preparation techniques were tested using a mixture of synthetic peptides
as analyte. From these, ‘thin layer technique’ was chosen due to its versatility with solvents. Some
experiments were carried out to try to form phenylvinylene aducts with protons and metalic cations
using higher than usual concentrations of acidic and salt solutions. In any case, phenylvinylene-
proton or phenylvinylene-cation aducts were not obtained, and proton-transfer ionization was
discarded.

Nonetheless, it was possible to desorb and ionize aromatic compounds, such as terpyridines,
polycyclic aromatic hydrocarbons and a phthalocyanine. From the tested molecules, Fv-Cl showed
the best MALDI performance with good repetitivity, comparable to the reference matrix.

*Degree Project
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Tutor: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD. Co-tutor:
Laura Juliana Castellanos Garcia, Chemist
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Introduccion

Desde los inicios de la técnica de ionizacidn/desorcion laser asistida por matriz,
MALDI, un numero reducido de matrices han sido introducidas, reconocidas vy
empleadas por los usuarios de la técnica. El proceso empleado para el
descubrimiento de nuevas matrices consistid tradicionalmente en sintetizar y
probar decenas de compuestos organicos. Sin embargo, avances novedosos en la
elucidacion de los mecanismos de ionizacion y el conocimiento adquirido sobre la
relacion estructura—desempefio de las matrices MALDI constituyen una base para

el disefio racional de nuevas matrices.

Los nucleos de fenilenvinileno tienen una estructura altamente conjugada, que
puede ser modificada para alterar sus propiedades optoelectronicas. Esto, sumado
a otras propiedades como el coeficiente de absorcion molar y la formacion de
cristales bien comportados, son razones por las cuales estas moléculas son

atractivas para el desarrollo de matrices MALDI novedosas.

En este proyecto se plantea evaluar el desempefio MALDI de tres moléculas con
nucleo de fenilenvinileno (Fv) para la ionizacion de péptidos y/o compuestos
organicos policondensados. Adicionalmente, el desempefio de la matriz de FV se

compara con una matriz de referencia tipica en analisis MALDI-MS.

14



1. Marco teodrico

1.1 MALDI
El desarrollo” ? de las técnicas de ionizacion MALDI, desorcién-ionizaciéon laser

asistida por matriz por sus siglas en inglés, y ESI, ionizacion por electro-
nebulizacion, permitid la simplificacién del analisis de compuestos no volatiles de
alto peso molecular. La técnica MALDI se basa en el uso de moléculas organicas,
conocidas como matrices, que absorben radiacién ultravioleta permitiendo la
desorcion e ionizacién de compuestos de alto peso molecular. Debido a que la
ionizacion MALDI es un método de ionizacién suave es ampliamente usado para
el analisis de biomoléculas termolabiles de alto peso molecular particularmente:

SR 367 oligonucledtidos® y oligosacaridos. Algunos polimeros

péptidos , proteinas
sintéticos® ' ' también hacen parte del objeto de estudio de MALDI, y mediante
esta técnica es posible determinar su polidispersidad y distribucion de peso

molecular.

Durante el mecanismo de ionizacién MALDI, un analito es suspendido o embebido
en una matriz que absorbe radiacion a la longitud de trabajo del laser, tipicamente
en la regién UV. Cuando el laser es disparado a la superficie, la matriz promueve
el acoplamiento eficiente de la radiacién laser en la fase condensada con los
analitos. Los analitos son vaporizados con poca o ninguna fragmentacion y
posteriormente, son extraidos por un potencial eléctrico y dirigidos al

espectrometro de masas, como se muestra en la figura 1.

El laser ocasiona dos fendmenos: desorcion e ionizacion. Durante el proceso de
desorcién se producen iones y neutrales. La relacién molar entre neutrales a iones
es del orden de 10°-10° segiin Mowry'?, por lo tanto se puede considerar a los
iones como una especie minoritaria y en una primera aproximacion, la formacion
de iones es una minima perturbaciéon en todo el proceso de desorcion. Debido a
esta caracteristica, ambos procesos, tanto de desorcion e ionizacion, son tratados

independientemente.
15
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Figura 1. Esquema de una fuente de ionizacién MALDI.

El disparo del laser desorbe de la superficie una nube de neutrales, iones vy
agregados de moléculas, que reaccionaran entre si de acuerdo con su camino-
medio-libre (mean free path). Vertes' usé un modelo hidrodinamico para describir
el rapido calentamiento de un solido cerca de su superficie seguida por
sublimacién rapida y la expansién de la nube vaporizada. Johnson™ sugirié un
mecanismo de presion pulsada en el que la vaporizacién bajo la superficie genera
un gradiente de presion en el sélido que proyecta las moléculas a la fase gaseosa.
Recientemente Knochenmuss'®, usando simulacién de dinamica molecular calculd
la temperatura, presion y velocidad de las moléculas durante la vaporizacion y sus
resultados respaldan ambos mecanismos. Se considera que el proceso de
desorcién esta bastante bien entendido, mientras la formacién de iones se

encuentra aun en estudio.
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1.2 Parametros experimentales en MALDI-MS
La longitud de onda del laser es una de las variables mas influyentes'® en la

ionizacion MALDI, ya que determina la matriz que se debe usar. La longitud de
onda mas usada es 337 nm que corresponde al laser de nitrogeno, pero el
armonico del laser de estado soélido Nd:YAG, a 355 nm, se ha vuelto popular. Para
MALDI en el rango visible se usan laseres de colorantes como el Coumarine-Blue,
y en IR-MALDI son tipicamente empleados los laseres de Er:-YAG y dioxido de
carbono. En la tabla 1 se muestran las longitudes de onda, la energia de un foton
para cada fuente y la duracion promedio del pulso de las diferentes fuentes
comerciales. Aunque los espectros obtenidos por UV-MALDI e IR-MALDI son
similares, los mecanismos de ionizacion difieren. La ionizacion en UV-MALDI se

ha estudiado mas ampliamente que IR-MALDI.

Laser Long. de onda Energia de foton, Duracion del
eV pulso
Nitrégeno 337 nm 3.68 <1ns
Nd:YAG x 3 355 nm 3.49 5ns
Nd:YAG x 4 266 nm 4.66 5ns
Er:YAG 2.94 um 0.42 85 ns
CO; 10.6 ym 0.12 100 ns

Tabla 1. Longitudes de onda, duraciones de pulso y energias de un fotén para
laseres en MALDI.

La duracion del pulso tiene muy poca influencia en el espectro MALDI. Este factor
indica que el proceso de desorcion/ionizacion esta determinado por la energia
aplicada a la muestra por el pulso laser (la fluencia'’, J/cm?), en lugar del flujo de
energia (irradiancia, W/cm?). Las fluencias tipicas empleadas estan en el rango
30-50 mJ/cm?.

Debido a la naturaleza pulsada de los laseres, MALDI se acopla tipicamente con

analizadores de tiempo de vuelo, ToF, donde se aprovecha su amplisimo rango de

masas. Claramente, las configuraciones del espectrometro tienen influencia en el

espectro MALDI obtenido. Parametros como el tiempo de espera (delay time),

voltajes de aceleracion, presion residual o el uso de un reflectron, afectaran
17



caracteristicas del espectro como abundancia, ruido o resolucion. En la figura 2,
se puede ver el incremento en la resolucién del ion cuasi-molecular de

angiotensina Il, cuando se usa el reflectron.

1044.974

1045.096

Figura 2. Espectro MALDI MS de angiotensina Il con ToF lineal (arriba) y reflectron
(abajo).

Por ultimo, una de las variables mas influyentes en el espectro MALDI es la matriz
empleada. Los analitos generalmente son co-cristalizados con un exceso de la
matriz, para obtener una pseudo-solucion sélida. En la figura 3 se muestran las
estructuras quimicas, nombres triviales y abreviaturas de las matrices MALDI mas
comunes. Generalmente, son compuestos organicos derivados de &acidos
carboxilicos aromaticos como acido benzoico, acido cinamico'® y acido nicotinico.
La técnica MALDI es ampliamente reconocida por sus muchas aplicaciones, su
versatilidad radica en el uso de varios tipos de moléculas organicas como
matrices; por ejemplo, la 3-aminoquinolina, 3AQ, es una buena matriz para el
estudio de polisacaridos; la 2,4,6-trihidroxiacetofenona es util para el estudio de
oligonucledtidos; y el ditranol es una matriz tipica para cationizacién de polimeros

por su baja afinidad hacia el cation Na™.



Moléculas con diversas funcionalidades y estructuras han sido empleadas como
matrices MALDI. Fitzgerald® disefi6 matrices basicas derivadas de pirimidinas,
piridinas y anilinas sustituidas. Por otra parte, Beavis'® introdujo el acido 2,5-
dihidroxibenzoéico, DHB, que aun mantiene su popularidad como matriz para
proteinas de elevado peso molecular (<10 kDa). Varias de estas matrices pueden
ser usadas como matrices en IR-MALDI, aunque el glicerol y el acido succinico™
son las principales matrices para este método. Otra propiedad importante de una
matriz MALDI es su capacidad para inducir fragmentacién, que en muchas
aplicaciones seria un proceso indeseable. Matrices populares como el acido a-
ciano-4-hidroxicinamico, CHCA, acido sinapinico, SA y DHB han sido estudiadas y
comparadas en cuanto a la propiedad de inducir fragmentacion, y son clasificadas
como “calientes” o “frias”. Esta caracteristica tiene que ver con la cantidad de

energia liberada durante el proceso de ionizacion del analito.

El uso de matrices MALDI sélidas acarrea dos problemas significativos. El primero,
es que no siempre es posible solubilizar analitos y matrices en el mismo solvente
y, por lo tanto, obtener una muestra homogénea. Ello conlleva al segundo
problema, presencia de puntos—dulces, puntos en los que se concentra el analito y
se genera una distribucidon no-homogénea del analito en la superficie. Estos
problemas se pueden reducir durante la preparacion de la muestra, usando un
meétodo de preparacion adecuado. Mediante la escogencia cuidadosa del método
se puede ademas mejorar la resolucion, reproducibilidad o la cantidad de ruido del
espectro MALDI?® 2" 21,

A finales de la década de los 90, se usaron analogos liquidos de las matrices que
se disolvian en un liquido viscoso (glicerol) con ayuda de un agente solubilizante?.
Este tipo de matrices hibridas, que emulan el experimento de Tanaka?, lograron un
aumento en la reproducibilidad “disparo-a-disparo” (shot-to-shot), por su capacidad
de auto-recuperacion, tipica de estos liquidos viscosos. Posteriormente,

Armstrong® utilizé liquidos iénicos como matrices que mostraron una significativa
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disminucién del ruido quimico producido por la matriz, y mayor estabilidad en el

vacio por su reducida presion de vapor.

COOH

/©/OH
HO

Acido 2,5-dihidroxi-
benzdico
[DHB]

COOH

X
N

Acido nicotinico
[NA]

NO,
NH,

para-Nitroanilina
[PNA]

M
T
N

3-Aminoquinolina
[3AQ]

COOH
X
N
HO

Acido trans-a-ciano-4-hid roxi-

cinamico
[CHCA]

COOH

@”
F

Acido picolinico
[PA]

H,C o
HO f OH
OH

2,4,6-Trihidroxiacetofenona

[THAP]
OH (0] OH
Ditranol

H;CO \ COOH
OCH,

Acido sinapinico
[SA]

COOH
HO \N
/

Acido 3-hidroxipicolinico
[HPA 0 3HPA]

choj@/\/cm
HO

Acido ferulico
[FA]

N=—N COOH

HO

Acido 2-(4-hidroxifenilazo)-
benzdico
[HABA]

Figura 3. Matrices MALDI mas comunes.
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Posteriormente, Armstrong® introdujo  liquidos idnicos basados en matrices
MALDI convencionales. Estos liquidos idnicos son preparados con pares idnicos
entre matrices convencionales (CHCA, DHB o SA) y una base organica
(tributilamina, piridina o 1-metilimidazol), de modo que garanticen un estado de

liquidez bajo condiciones de vacio?®.

1.3 Formacion primaria de iones
Los modelos que describen la formacion de iones en MALDI han sido estudiados

principalmente para la ionizacion UV-MALDI vy, especialmente, para iones
positivos. Estos iones pueden ser: cationes radicales, iones pseudo-moleculares
protonados, e iones pseudo-moleculares cationizados. En la figura 4 se muestra
un diagrama de los mecanismos propuestos por Ehring, Karas y HiIIenkamp26 para
la foto-formacion de iones de matrices en MALDI. Se describen tres momentos
principales: la excitacion de las moléculas, la foto-ionizacion de excitones vy las
reacciones foto-quimicas. Los mecanismos de excitacion propuestos son
mancomunacion (pooling) de energia (ruta A) y excitacion multi-foténica en uno o
dos pasos (rutas C y B, respectivamente), que producen una molécula en un alto
grado de excitacion, exciton. La ionizacion del exciton puede ocurrir por pérdida o
ganancia de un electron, para dar un catidon o un anion radical, aunque ambos
procesos ocurren. Finalmente, por reacciones ion—molécula, se obtienen los iones

de matrices observados en los espectros de masas.

Uno de los modelos mas aceptados es la ionizacion multi-foténica de una sola
molécula, la cual resulta en la formacién de un catién radical y emision de un
electron, ecuacion 1. Este proceso corresponde a las rutas B y C de la figura 4.
Debido a las fluencias empleadas en MALDI y a la duracién del estado excitado
(unos pocos nanosegundos), es poco probable que ocurra una ionizacidon con mas
de tres fotones, por lo cual s6lo se consideran procesos de ionizacidon multi-
fotonica de hasta dos fotones, ecuacion 2. La foto-ionizacidén por esta via, ocurre

desde un estado excitado, causado por el primer fotdn. Se pueden observar
21



cationes radicales de la matriz si ésta tiene un potencial de ionizacion, PI, bajo, y

el cation radical producido es muy estable.

h
M5 M+ e
hv hv
Mo>M>M*™+ e~

Experimentalmente no se han determinado los potenciales de ionizacién (Pl) de
las matrices MALDI en estado sdlido o de grandes agregados de moléculas de la
matriz. En su lugar, hay estimados basados en calculos o mediciones de los Pls
para moléculas aisladas. Karbach?’ utilizé un primer laser para excitar un gran
nuamero de moléculas de DHB, aumentando la poblacion del estado Sq, y un
segundo laser para ionizarlas. A partir de una curva de eficiencia de fotoionizacion
del segundo laser, logréo obtener valores experimentales de Pl para el DHB
aislado, el dimero de DHB y para el aducto DHB:H,O, con cuantias de 8.05 eV,
7.93 eV, y 7.78 eV, respectivamente. Bourcier® determind los valores de PI para
un grupo de matrices MALDI usando DFT (Density Functional Theory) con el
funcional B3LYP y una base tipo 6-311++G(2d,2p), obteniendo datos con errores
cercanos al 2% en comparacion con los valores experimentales. Los calculos
tedricos proveen valores confiables de los potenciales de ionizacion. Segun estos
resultados, se puede predecir que la ionizacion en bulk, sera mas facil para el
DHB usando dos fotones de un laser de nitrogeno (7.36 eV). En la tabla 2 se
muestran los Pls de varias matrices comunes en MALDI, la mayoria de los cuales

han sido calculados usando herramientas de quimica computacional.
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Figura 4. Esquema de los mecanismos de fotoionizacién de matriz.
Fuente: Ehring, Karas y Hillenkamp?®

Ademas de la fotoionizacion, la transferencia de proton en el estado excitado
(ESPT, Excited State Proton Transfer) es un segundo modelo aceptado. Una
molécula de matriz excitada por un fotén, ecuacion 3, tendra una acidez mayor a
la molécula en su estado basal. Algun analito cercano u otra molécula de matriz

aceptaran un proton labil antes de la relajacion de la matriz, ecuaciones 4 y 5.

M+ hv -> M*
M*+A—- (M—H)” +AH*
M*+M—- (M—H)"+MH*

El protdn labil puede provenir tanto del carboxilo como de un hidroxilo en posicién
orto al grupo acido, como DHB o 3-HPA. El rol de los hidroxilos aromaticos en

transferencia de protones al analito se dio a entender por los experimentos de

23



Karas?, en los que la derivatizacion de grupos hidroxilos disminuyé la eficiencia de

ionizacion de algunas matrices.

Matriz Pl exp, eV Pl calc, eV
2,5DHB 8.05%" 7.86°°
NA 9.38%% 9.21%®
3HPA - 8.95%
HABA - 8.32%°
SA - 7.72%°
THAP - 8.44%°
CHCA - 8.50%°

Tabla 2. Valores experimentales y calculados de potenciales de ionizacién de
matrices MALDI. Ver estructuras en la figura 3.

Otro modelo que explica la formacion de iones de la matriz es el conocido como
pooling. En este modelo, dos 0 mas moléculas son excitadas fotonicamente y
mancomunan su energia para dar un catién radical o una molécula de altisima
energia, mientras las demas se relajan, ecuacién 6. Este mecanismo corresponde
a la ruta A de la figura 4. Este modelo es atractivo porque explica como pueden
darse procesos energéticos en un sdlido excitado, ademas es plausible, porque
existen fuertes interacciones entre cromoforos empaquetados estrechamente.
También se considera la posibilidad de ionizacion de un analito por

mancomunacion de energia de moléculas de matriz excitadas, ecuacion 7.

2h
MM =5 M*M* > M + M** + e~
M*M*+A > MM+ A" + e”
Este modelo de pooling es respaldado por los resultados de Ehring y Sundqvist31,

quienes observaron que la luminiscencia de DHB, FA y 3HPA se apantalla a

densidades de excitacidon que corresponden al umbral MALDI. Esto se puede
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interpretar como la aniquilaciéon de excitones, ya que dos moléculas excitadas
reaccionan entre si. Posteriormente, Liidemann® obtuvo resultados similares en
los que se propone que la despoblacion de los estados excitados es causada por
aniquilacién entre excitones. Allwood vy Dyer33 estudiaron para algunas matrices
comunes varios parametros foto-fisicos, como rendimiento cuantico y tasas de
decaimiento de singuletes, y los relacionaron con su comportamiento en MALDI.
Una de sus observaciones se trata de que matrices con rendimientos cuanticos
bajos (alrededor de 0.4) son mejores durante la desorcion por direccionar la

energia de manera no-radiativa.

1.4 Reacciones secundarias de ionizacion
Aunque la desorcién continda durante un tiempo después del pulso laser, los iones

observados parecen ser generados rapidamente. La velocidad que alcanzan los
iones del analito dependen de la matriz, técnica de preparacion de muestra y del
delay time. Las velocidades estan en el rango de 200-500 m/s, segun Gluckmann
y Karas*. Considerando su velocidad, la densidad y el volumen de la nube, el
camino medio libre (mean free path) de los analitos es bastante corto, y la tasa de
colisiones muy alta, por lo que se han de generar iones por reacciones

secundarias en la nube.

Basicamente, hay tres tipos de reacciones secundarias que pueden ocurrir:
reacciones de transferencia protdnica, reacciones de cationizacion y reacciones de
transferencia electrénica. La reaccion que ocurra y su alcance dependen de

parametros fisicoquimicos tanto de la matriz como de los analitos involucrados.

Algunos analitos neutros como péptidos y proteinas tienen afinidades protdnicas
mas bien altas, tipicamente de 900 kJ/mol, e incluso mayores. Harrison®® ha
resefiado métodos y valores de afinidad proténica para varios aminoacidos. Las
afinidades protdnicas de matrices estan entre 850 y 900 kJ/mol.>® 37339 Eg de

esperar que en la nube ocurran reacciones eficientes de transferencia de protones
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de la matriz protonada, MH*, hacia los analitos, ecuacién 8. Si la reaccion de
protonacion es muy exotérmica, debido a una gran diferencia de afinidades
protdnicas matriz-analito, aumenta la probabilidad de fragmentacion de los

analitos.
MH*+A—> M+ AH*

Si se espera que el analito tenga una baja afinidad proténica, es preferible hacer
mediciones de iones negativos y utilizar matrices mas basicas®. En este caso, un
anion primario deprotonado de la matriz puede abstraer eficientemente protones
de un analito neutro, generando un analito deprotonado, ecuacion 9. Este tipo de
ionizacion es comun también para péptidos, proteinas y otras moléculas de interés

bioldgico.
(M—-H) " +A->M+(A—H)"

En los espectros de masas es comun encontrar sefiales de aductos formados por
el analito e iones ubicuos como Na* y K*. La formacion de aductos de analito con
estos metales puede complicar el analisis cuando otras sefales son prominentes
(por ejemplo, especies protonadas), o muy util cuando otras sefales son débiles.
Particularmente, en el analisis de polimeros se agregan intencionalmente sales de

estos metales para mejorar las sefiales.

En los casos en que la afinidad protonica de un analito no supera a aquella de la
matriz, no se observara un ion pseudo-molecular protonado. Sin embargo, si el
analito tiene una afinidad catiénica mas alta que la de la matriz, y tal catiéon esta
presente en una cantidad considerable, se han de observar aductos de analito
cationizado. Una de las matrices mas empleadas para el analisis de polimeros es
el ditranol, porque tiene una de las afinidades hacia Na* mas bajas, 150 kJ/mol.
También es comun el uso de plata y/o cobre como agentes cationizantes de
polimeros, porque éstos crean complejos—i7 con los electrones de los orbitales—

d de los metales mediante un enlace de retro-donacion electrénica. Sherrod*

26



emple6 nanoparticulas de plata como matriz con el objetivo de ionizar

selectivamente olefinas de interés bioldgico.

El tipo de reaccion mas simple ion—molécula matriz—analito, es la transferencia de
un electrén del analito a un cation radical de la matriz; sin embargo, es la menos
observada, porque requiere una condicibn muy especifica: el potencial de
ionizacion, PI, del analito debe ser menor que el de la matriz, como muestra la
ecuacion 10. Este requerimiento fisicoquimico fue propuesto y evaluado por
Macha*', y estudiado de nuevo por Hoteling®.

M*™ 4+ A—> M+ ATPI(M) > PI(A)

No es frecuente observar cationes radicales de péptidos debido a sus altos Pls.
Adicionalmente, las matrices MALDI tipicas tienen Pls relativamente bajos. De los
aminoacidos cuyos Pls son conocidos, el del triptéfano es el unico menor al Pl del
DHB. Unicamente Vertes*? logré observar cationes radicales para péptidos ciclicos
muy especificos en un experimento similar a MALDI. Los primeros en reportar
cationes radicales en MALDI fueron Juhasz y Costello*®, quienes usaron matrices
no-convencionales para la época: ditranol y 9-nitroantraceno; y emplearon
técnicas de preparacion diferentes para ionizar los oligo-metalocenos empleados
como analitos. Los experimentos de control excluyeron la foto-ionizacién directa
del analito. Srinivasan** obtuvo cationes radicales de porfirinas, metaloporfirinas y
ftalocianinas empleando 1,4-benzoquinona como matriz. Ulmer*® introdujo DCTB
(ver figura 5) como matriz para ionizar derivados de fullerenos, posteriormente
Streletskii*® empleé DCTB (entre otras matrices) para analizar, en modo negativo,
derivados fluorados de fullerenos que generaron aniones radicales. Uno de los
resultados mas interesantes de McCarley*’, usando antraceno-dj, como matriz,
fue que no se obtuvo ningun aducto (A+D), sino exclusivamente cationes radicales
de analitos para ferrocenos o metalocenos. Este grupo propuso un mecanismo de
absorcion resonante de dos fotones. PryzbiIIa48 ided una técnica de preparacion

de muestra para analizar PAHs insolubles, pulverizando sus analitos con TCNQ a
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la relacién matriz—analito adecuada y suspendiendo esta mezcla en un liquido que
no los solubilizara. Boutaghou®® es el autor mas reciente en introducir una matriz,

9,10-difenilantraceno, para la formaciéon de cationes radicales de porfirinas.

Este tipo de formacion de iones es importante para analitos con bajos potenciales
de ionizacion. En la figura 5, se muestran las estructuras, abreviaturas y algunos
potenciales de ionizacidn de las matrices reportadas para la ionizacion de analitos

por transferencia electrénica.

Las matrices de transferencia electronica se ‘diferencian’ de las matrices de
transferencia protdnica, en que poseen una estructura con mayor conjugacion, con
el objetivo de estabilizar eficientemente un sistema con carga formal y de capa
abierta, es decir, con un electrén desapareado. Macha®, empled algunos PAHs de
bajo peso molecular, como antraceno, perileno, y acenafteno, para ionizar

ferrocenos y otros analitos

El analisis de PAHs es de gran importancia debido a que se ha demostrado que
son carcinégenos, mutagénicos y teratogénicos en humanos. Sus efectos
adversos y las técnicas comunes de analisis han sido resefiadas por el U.S.
Department of Health and Human Services®'. Los PAHs tienen origen en crudos
de petroleo y depdsitos de carbon, y se presentan en algunos alimentos®, en
aguas para consumo Yy residuales®, en suelos® y en aire. El analisis y
caracterizacion de PAHs de bajo y mediano peso molecular en muestras
biolégicas y muestras ambientales se ha hecho principalmente por GC/MS, GC-
FT-IR, GC/FID, HPLC/UV, HPLC/DAD, entre otras técnicas. Actualmente, no hay
meétodos estandares para el analisis de PAHs de alto peso molecular, >1500 Da,
pero hay un incremento en la investigacién relacionada con este requerimiento

analitico.
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Antraceno 9-Nitroantraceno 9,10-Difenilantraceno
7.44 eV [ONA] 7.00 eV
7.88 eV
NC H,C  CH,
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HC
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1,4-Benzoquinona TCNQ DCTB
9.99eV

I N s {0\
S \ / S
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Figura 5. Matrices MALDI introducidas para ionizacion por transferencia electrénica.

Cuando se aumenta el numero de nucleos en un compuesto aromatico policiclico,
se espera que su Pl disminuya, y su peso molecular aumente. Utilizar PAHs de
bajo peso molecular como matriz MALDI para PAHs pesados constituye una
estrategia util, pero que puede introducir interferencias por su semejanza quimica.
Se propone, a largo plazo, emplear fenilenvinilenos como matriz MALDI para

ionizar PAHs de mediano peso molecular y una muestra modelo de un asfalteno.
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2. Metodologia

2.1 Reactivos
Los fenilenvinilenos empleados como matrices, y las terpiridinas empleadas como

analitos fueron sintetizadas en el Grupo de Investigacién en Macromoléculas de la
Universidad Nacional de Colombia, grupo que lidera el Profesor Cesar A. Sierra.
La ftalocianina de cobalto fue sintetizada en la Universidad Industrial de
Santander, en el grupo de investigacion de la Profesora Marta Nifio. Se empled un
estandar analitico de PAHs de Supelco. Cada analito en el estandar se encuentra
en una concentracion de 2000 pg/mL en la tabla 3 se especifican sus
componentes. En la figura 6 se muestran las estructuras de los fenilenvinilenos y

analitos empleados, junto con la abreviatura de cada uno.

Como matriz de referencia en ensayos con péptidos y terpiridinas se empled el
acido trans-a-ciano-4-hidroxicinamico, CHCA, de Sigma—Adrich. Para ensayos con
analitos susceptibles a ionizacion por transferencia electréonica, se empled

antraceno, de Merck.

Se utilizé una mezcla equimolar (63 uM en buffer Tris-HCI, pH 7.4) de cuatro
péptidos sintéticos con masas en el rango 1420-2070 Da para hallar los
parametros mas favorables de la ionizacibn de biomoléculas, durante los
experimentos preliminares. En todos los casos en que se empled la solucién de
péptidos como muestra de analitos, la relacion matriz—analito se establecio
alrededor de 1000:1. Estos péptidos fueron donados por Jenny Bueno, Quimica,
M.Sc, del Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia. Se emplearon

solventes grado analitico, y agua desionizada de 18.2 mQ-cm.
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Analito CAS  Formula PM, g/mol Pl eV>”

Acenafteno 83-32-9 Cy2Hqo 154.21 7.76
Acenaftileno 208-96-8 Cq2Hs 152.19 8.22
Antraceno 120-12-7  Cq4Hqo 178.23 7.47
Benzo[a]antraceno 56-55-3 CqgH12 228.29 7.56
Benzo[a]pireno 50-32-8 CyoH12 252.31 7.41

Benzo[b]fluoranteno 205-99-2 CyoH12 252.31 -
Benzo[ghi]perileno 191-24-2  CyHq2 276.33 7.15

Benzol[k]fluoranteno 207-08-9 CyoH12 252.31 -
Criseno 218-01-9 CygHq2 228.28 7.59
Dibenz[a,h]lantraceno 53-70-3 CaxHya 278.35 7.38
Fluoranteno 206-44-0 CqgH1o 202.26 7.95
Fluoreno 86-73-7 C43Hqp 166.22 7.93

Indeno[1,2,3-cd]pireno 193-39-5 CooHq2 276.33 -
Naftaleno 91-20-3  CyoHs 128.17 8.12
Fenantreno 65-01-8 Cy4H10 174.23 7.92
Pireno 129-00-0 C4gH1o 202.25 7.41

Tabla 3. Componentes del estandar analitico de PAHs
2.2 Equipos
Los espectros de absorcion UV-Vis se realizaron con un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2401PC de doble canal, con lamparas de deuterio y tungsteno. En
las mediciones en modo full scan se realizé un barrido espectral de 200—-700 nm, a
velocidad de escaneo media y slit de 1.0 nm. Se empled una celda de cuarzo de
camino Optico de 1.0 cm. Para los espectros en modo reflectancia difusa se
empled el aditamento adecuado y sulfato de bario, BaSO,4, como blanco. Se
realizé un barrido espectral de 200-700 nm, a velocidad de escaneo media y slit

de 1.0 nm.

Las mediciones MALDI MS fueron realizadas usando un espectrometro de masas
Bruker UltrafleXtreme, con analizador de tiempo de vuelo, ToF, en modo
reflectron. Se empled un target MTP 384 target plate ground steel T F, de Bruker.

Se utilizé un laser de 355 nm, de estado sdlido de Nd:YAG en su tercer armoénico,
que produce pulsos de 5ns con una tasa de repeticion de 1000 Hz. El tiempo de

retardo (delay time) fue 100 ns, el voltaje de extraccidén de la camara, -25 kV, vy el
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voltaje de enfoque -22.5 kV, en modo positivo. El analisis de los espectros se
realizo con el programa flexAnalysis, de Bruker.

TPY-Br TPY-Me TPY-OMe
Masa Monoisotépica: 387.04 Masa Monoisotédpica: 323.14 Masa Monoisotopica: 339.14

Co-Phth
Masa Monoisotépica: 571.08

Figura 6. Estructuras de las moléculas empleadas como matrices y algunos

analitos.
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Los espectros mostrados corresponden a la sumatoria de 2000 espectros
individuales, acumulados. Se presentan los espectros en modo positivo, a menos
que se indique lo contrario. La fluencia del laser se en ajustdé 5-10% sobre el

umbral de ionizacion.

2.3 Determinacion de los coeficientes de absorcidon molar
Se prepard una serie de diluciones de las matrices (CHCA, Fv—OH y Fv-ClI) en

acetonitrilo, ACN. Se midi6 la absorbancia de cada solucién a 355 nm. Para
algunas soluciones se realizé un barrido espectral entre 200-700 nm. El
coeficiente de absorcidon molar de cada molécula se obtuvo teniendo en cuenta la

ecuaciéon de Beer-Lambert para soluciones diluidas.

24 Analisis de reflectancia difusa
Sobre un circulo de cinta doble faz, de 25 mm de diametro aproximadamente, se

depositaron y esparcieron alrededor de 3 mg de matriz de fenilenvinileno hasta
obtener una capa uniforme. A cada muestra se le determiné el espectro UV-Vis en
modo de reflectancia. El aspecto de las muestras que se obtuvieron, y el porta-

muestras empleado se muestran en la figura 7.

Figura 7. Aspecto de las muestras para reflectancia difusa en el porta-muestra.

2.5 Caracterizacion MS de fenilenvinilenos
Se prepararon soluciones saturadas de las moléculas Fv—OH y Fv-CI en
tetrahidrofurano, THF. De esta solucion se aplicaron 0.5-1 yL en el target de

MALDI y se dejé secar la cabina de extraccion. Se probaron otros solventes
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(acetona, metanol, acetonitrilo, agua), pero no hubo variacion significativa en los
espectros obtenidos. Se empledé THF debido a su alta volatilidad y a la alta

uniformidad de las muestras obtenidas.

2.6 Técnicas de preparacion de la muestra
Se probaron tres de los métodos mas comunes de preparacion de muestras: dried

droplet, thin layer y sandwich method. Como analito se emple6 una mezcla

equimolar de péptidos sintéticos.

- Técnica Dried Droplet (DD): Se prepard una solucion saturada de la
matriz en ACN-H,O (2:1, v/v, 0.01 % TFA). A su vez, se prepard una
solucién de analito en H,O (0.01% acido férmico, FA). Se mezclaron
iguales volumenes de solucion de matriz y de analito en un tubo
eppendorf. De esta mezcla se aplico 0.5-1.0 pyL en el target, y se dejo
secar en la cabina de extraccion.

- Técnica Thin Layer (TL): Se prepard una solucion de matriz por debajo
de la saturacion en un solvente de rapida evaporacion, como acetona o
THF. Se aplicaron 0.5 pL de esta solucion en el target. Sobre el spot, se
aplicé 1 pL de la solucion de analito. Posteriormente, se dejaron secar
las muestras en la cabina de extraccion.

- Técnica Sandwich Method (SM): Sobre una muestra preparada por thin

layer se agregaron 0.5 pL de solucion concentrada de la matriz.

2.7 Efecto de protonacion y cationizacion

2.7.1 Experimentos de protonacion
En MALDI es usual agregar una pequefia cantidad de acido para favorecer la
protonacion de péptidos y proteinas. Se prepararon soluciones (v/v) de acido en
agua desionizada a dos niveles de concentracion. Para el acido trifluoroacético
(TFA) se prepararon al 5y 10%. Para el &cido férmico (FA), al 10 y 30%. Y para el

acido acético (HAc), al 30 y 60%. Como analito se empled la mezcla equimolar de

34



péptidos sintéticos. Se prepararon las muestras por TL, afiadiendo 1.0 uL de las
soluciones de acido. Se dejaron secar las muestras en la cabina de extraccion.

2.7.2 Experimentos de cationizacion

Como alternativa a la protonacion, se realizaron los ensayos de cationizacion. Se
prepararon soluciones de AgBF4 (14.2 mM), LiOH (52.1 mM), NaxC204 (11.1 mM)
y KCI (24 mM) en agua desionizada, a concentraciones empleadas usualmente en
MALDI. Se empled LiOH, puesto que no se contaba con una sal de litio en el
laboratorio. Como analito se emple6 la mezcla equimolar de péptidos sintéticos.
Se prepararon las muestras por la técnica DD para asegurar homogenizacion de

los cationes metalicos en la muestra.

2.8 lonizacion de compuestos policiclicos aromaticos
Se aplicaron 0.7 pL de solucion de matriz en THF sobre el target, y se dejo secar.

Sobre este spot se aplico 1.0 yL de solucién de analitos policiclicos aromaticos,
siguiendo el método TL. Sobre éste spot se aplicé 1.0 yL de solucién de analitos
policiclicos aromaticos. Se dejé secar en la cabina de extraccion. Como
experimentos de control se aplicé 1.0 yL de solucidén de analitos sobre el target y
se dejo secar. Como matrices de referencia se empleé CHCA, y antraceno en
algunos casos. Las relaciones matriz—analito estaban en el rango 100:1-500:1, en

todos los experimentos.
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3. Resultados y discusion

3.1 Comportamiento espectroscopico de las matrices
Los coeficientes de absortividad molar a 355 nm para las matrices se muestran en

la tabla 4, y las curvas de absorbancia se muestran en la figura 8. Se determinaron
los coeficientes de absorcion molar para cada sustancia, con base en la ecuacion
de Beer—Lambert, usando soluciones muy diluidas. Los coeficientes de absorcion
molar de los fenilenvinilenos estan en el mismo orden de magnitud que la matriz

de referencia, o sea, absorben eficientemente/fuertemente la radiaciéon del laser.

La molécula Fv—COOH no se disolvié en acetonitrilo.

Matriz CHCA  Fv-OH  Fv-C
&
P50 15849 11513 13918
L mol” cm’
R? 0.9907 09995  0.9991

Tabla 4. Absortividades molares a 355 nm para soluciones de diferentes matrices.

1,0

0,8

Absorbancia
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' ' ' , ' ,
0 20 40 60 80
Concentracion, uM

Figura 8. Absorbancia a 355 nm de las soluciones de matriz.
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En la figura 9 se muestra el espectro de absorcién UV-Vis para las matrices
evaluadas. Se nota que CHCA tiene su maximo de absorcion muy cerca a la

longitud de onda de trabajo del laser, de alli su sefal mas intensa y la alta

absortividad. Sin embargo, a la misma concentracion las moléculas Fv-Cl y Fv-

OH, presentan una absorbancia mayor.

Los maximos de absorcion de los fenilenvinilenos se encuentran cerca de 355 nm;
sin embargo, este maximo esta desplazado a longitudes de onda menores (340
nm para Fv—OH, 307 nm para Fv—ClI; 293 nm para Fv—COOH). A pesar de esto,
exhiben una absortividad molar comparable a la del CHCA a 355 nm. Su alta
absortividad se atribuye a su nucleo de fenilenvinileno, que con tres anillos

aromaticos y dos puentes vinilo, permite una deslocalizacion efectiva de los

electrones 11, mas eficiente en Fv-OH que en Fv-Cl. Las bandas de absorcion

mas intensas en estos fenilenvinilenos corresponden a transiciones electronicas

Tor.

Soltwisch®® obtuvo para el CHCA un coeficiente de 11 200 L mol™ cm™', midiendo
la absorcién de una lamina delgada de CHCA solido en BaSO,. Allwood®” obtuvo
coeficientes de absorcion molar del orden de 10° para varias matrices MALDI,
empleando laminas muy delgadas (alrededor de 100 pum) obtenidas por
sublimacién de la matriz. Estos resultados demuestran que los fenémenos de
absorcion de radiaciéon laser son mas intensos en estado sélido. El proceso de
absorcion en estado sdlido se asemeja mas al experimento MALDI que la

absorcién en solucion diluida.

Mediante el analisis por reflectancia difusa (RD) se observé el comportamiento de
las matrices en estado solido en presencia de radiacion UV-Vis, ver figura 10. No
fue posible comparar en éste experimento las matrices de fenilenvinileno con la
matriz de referencia, CHCA, debido al alto costo que representa disponer de tal
cantidad de CHCA. Los resultados de RD muestran una banda ancha, tipica en
muestras solidas, debido a las interacciones inter-moleculares (apilamiento—11 y
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restricciones de movilidad, principalmente) que ocurren a altas concentraciones.
Los pozos de minima reflectancia corresponden a bandas de maxima
absorbancia. Las moléculas de fenilenvinileno tienen una alta absorcion en el

rango 360—480 nm, como se observa en el recuadro.

——CHCA
Fv-OH
Fv-Cl
Fv-COOH

Absorbancia

I ' I '
200 300 400 500 600 700

Longitud de onda, nm

Figura 9. Espectros de absorcién UV-Vis para CHCA, Fv—OH, Fv—Cl y Fv—COOH.
Concentraciones en el rango 4-12 pM.

Al igual que Allwood®®, se obtienen sefiales con un gran ancho de banda, que se
traducira en una absorcidn eficiente de los fotones del laser por absorcién en el
rango de la banda. Lamentablemente, no es posible predecir el desempefio de
una molécula como matriz MALDI basandose unicamente en la absorcién de
radiacion, por ejemplo los isbmeros 3,5 y 2,6-DHB tienen bajo desempefio en

MALDI®® €0 8182 hresumiblemente porque no son capaces de formar un aducto
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con un protdn en estado excitado estabilizado por enlaces de hidrégeno

intra—moleculares.
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Figura 10. Espectros de reflectancia difusa para Fv—OH, Fv—-CI, Fv—COOH.

3.2 Caracterizacion MS de fenilenvinilenos
Es importante resaltar que no se utilizé ninguna matriz adicional para los espectros
mostrados. La alta absorcion per sé de las moléculas con nucleo de fenilenvinileno

(como oligémeros®) hace posible que absorban radiacidn laser eficientemente.
Fv-OH

El espectro de masas (rango de masas 100-800 Da) de la molécula Fv—OH en
modo positivo a diferentes fluencias de laser se muestra en la figura 11. A la
minima fluencia, umbral de ionizacion, alrededor de 4%, se detectdé unicamente el
ion m/z 582, correspondiente al cation radical de Fv—OH. La masa nominal de

Fv—OH es 582 Da.
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Los cationes radicales con alta abundancia (generalmente iones pico de base,

base ion peak) son comunes para oligomeros y polimeros de fenilenvinileno®.

Usualmente en MALDI se obtienen iones debidos a transferencia proténica,

[M+H]" y [M-H]", por esta razén es interesante observar un cation radical como el

ion principal del espectro para los fenilenvinilenos estudiados.
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Figura 11. Espectros MALDI-MS de Fv-OH a diferentes fluencias de laser.

(a) 5 % (b) 15 % (c) 25 %.

A medida que se aumenta la fluencia del laser, se incrementa tanto el numero de

senales en el espectro como la abundancia de éstas, tal como se muestra en las

figuras 11b y 11c. Las sefales que aparecen en el espectro a tales fluencias

(> 25 %) de laser corresponden a fragmentos y aductos. Para algunas de las

seflales que aparecen en fluencias mas altas del umbral de ionizacion se

propusieron estructuras, ver tabla 5, que se ajustan a su composicion elemental.

Estas senales corresponden a fragmentos que pueden generarse por reacciones
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uni o bi-moleculares en la nube (adaptacion de la palabra inglesa ‘plume’). El
numero de reacciones y fragmentaciones en la nube aumenta con la fluencia del
laser, debido a un aumento en la cantidad de energia depositada por unidad de

area y a la desorcién de una mayor cantidad de material.

Un acercamiento a la zona caracteristica del ion molecular (m/z 582) permite
observar el cambio en las proporciones de las relaciones isotopicas con el
aumento del laser. A la fluencia mas baja del laser, solo se observa el cation
radical de la molécula junto con sus correspondientes picos isotdpicos (M, 100%;
M+1, 32%; M+2, 4.7%) como se observa en la figura 12, en completo acuerdo con
el patron calculado (M, 100%; M+1, 35%; M+2, 8%).

582.245 M6_120913_01 0:B13 MS Raw

582.244 M6_120913_03 0:B13 MS Raw

|

582.245 M6_120913_06 0:B14 MS Raw

583.256

) A

L
T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T
575 580 585 590

m/.

Figura 12. Acercamiento entre 575 — 600 Da en los espectros MALDI-MS de Fv-OH.
Diferentes fluencias de laser: (a) 5%, (b) 15% y (c) 25%.
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En las figuras 12b y 12c se observa como aumenta la abundancia de las sefiales
isotopicas de M+1 y M+2 al incrementar la fluencia del laser. La abundancia
relativa de M+1 con respecto a M es de alrededor de 80%, pero la contribucién
debida a *C es solo 36%. Tal cambio en la contribucion isotdpica puede darse
por dos motivos. Uno, en una nube mas densa aumenta la protonacion de la
molécula debido a reacciones ion-molécula entre especies mas energéticas. O,
dos, ocurre una saturacién porque se supera el rango lineal del detector, como se

supone por la alta abundancia de las senales

Fv-ClI

El espectro de masas de la molécula Fv—Cl se muestra en la figura 13. A la
fluencia umbral, 2%, se detectd la sefial a m/z 410 que corresponde al cation
radical de Fv-Cl. Con el aumento de la fluencia del laser se induce la
fragmentacién de los iones asi como su abundancia. Las estructuras propuestas
de algunos fragmentos y aductos formados a fluencias superiores al umbral de

ionizacidon se muestran en la tabla 5.

La molécula Fv—CI presenta un patron isotopico particular debido a la presencia de
dos atomos de cloro en su estructura. En esta molécula confluyen diferentes
probabilidades de distribucion isotdpica de los isotopos **Cl y *'Cl. En la figura 14a
se observa este patron isotépico particular para el ion m/z 410. El patron isotopico
experimental (M, 100%; M+1, 32%; M+2, 74%; M+3, 23%; M+4, 12%; M+5, 4%)
tiene una alta concordancia con el patrén isotopico calculado (M, 100%; M+1,
26.4%; M+2, 68.5%; M+3, 17.4%; M+4, 13%, M+5, 3%), para fluencias bajas de
laser.

Al igual que ocurre con Fv—OH, en cuanto se incrementa la fluencia del laser,
ocurre un aumento en las sefiales M+1 y superiores, que no corresponde con la
contribucion isotdpica de la molécula. La molécula Fv—Cl no tiene obvios sitios
donde pueda ocurrir la protonacioén, por lo cual se descarta el modelo propuesto
de protonacion en fase gaseosa por especies de alta energia. El aumento de las
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sefales se atribuye a saturaciéon del detector. Resultados similares se han

obtenido con 2,5-DHB* y con ditranol®, ya que a pesar de que estas matrices

poseen sitios obvios de protonacion, en ocasiones se observan cationes radicales.
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Muestra m/z, Da - Estructura propuesta

582 M*

Fv—OH
567 [M-CHa]*
179 -
410 M*
Fv-ClI
512 [M+102]"
682 [2M-138]"
370 M*
Fv—-COOH

353 [M-OH]*

Tabla 5. Estructuras de fragmentos y aductos de las matrices Fv—OH, Fv-Cl y
Fv—COOH.
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Fv—COOH

El espectro de masas en modo positivo para Fv—COOH se muestra en la figura 15.
Se observa, como ion pico de base, al cation radical en m/z 370. Con el aumento
de la fluencia del laser, se incrementa la abundancia de las sefales. La
fragmentacién mas tipica de asta molécula corresponde a la pérdida de un radical
hidroxilo, en m/z 355.

El espectro de masas en modo negativo, figura 16, es un poco mas interesante, en
cuanto se observa tanto el anién radical, m/z 370, como el ion cuasi-molecular
deprotonado, m/z 369. Las abundancias de ambas sefales son similares, incluso
a bajas fluencias de laser, por lo que no son debidas ni a la saturacién del detector
ni a contribuciones isotépicas de m/z 369. La vida media del ion deprotonado es
suficientemente larga para ser detectado, por ello esta molécula podria usarse
para la ionizacién de péptidos por transferencia proténica en modo negativo, en
donde los péptidos actuan transfiiendo un protén a la matriz y se cargan
negativamente. Los procesos de ionizacion generan diferentes tipos de iones.
Aquellos iones con tiempos de vida media relativamente largos son detectados,
dependiendo de las condiciones del equipo, principalmente de la polaridad del
voltaje de extraccién. Se cree que el anion radical, se forma por intercambio
electronico entre dos moléculas de Fv—COOH excitadas, como ocurre entre

PAHs®® durante desorcién/ionizacion laser.
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3.3 Efecto de la técnica de preparacion de la muestra
Las muestras preparadas por DD muestran cristales de gran tamafo, distribuidas

al azar en el spot, probablemente debido al movimiento de cristales primarios
(efectos Marangoni) durante la cristalizacion. Tanto las muestras preparadas por
DD y SM son gruesas, al contrario de las muestras delgadas que se obtienen por
TL. No hay variaciones en cuanto al numero de sefiales que se obtienen para

diferentes técnicas.

En la técnica TL, debido a la formacién de mini-cristales por la rapida evaporacion
de solvente, se obtuvo una distribucion mas uniforme de analito en el spot y se
invirtib menos tiempo en la busqueda de sefiales intensas, los llamados “puntos
dulces”. Adicionalmente, la técnica TL es mucho mas versatil que las demas, ya
que no requiere que la matriz y el analito sean solubles en el mismo solvente.

En la grafica 17 se observan los espectros de masas obtenidos con cada matriz en
los experimentos de ionizacion, para la técnica TL a fluencia del laser de 20%. En
la figura 17c, donde se usa la matriz de referencia CHCA, se pueden observar las
sefiales caracteristicas de la mezcla de péptidos. Estas se observan en la regién
superior a los 1000 Da y corresponden a la mezcla de péptidos empleada como
analito. En los experimentos con las matrices Fv—OH y Fv—CI| no se evidencio

ninguna sefial referente a los péptidos estudiados.
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Figura 17. Espectros MALDI-MS de una solucion de péptidos sintéticos con
diferentes matrices usando la técnica TL a 25% de fluencia de laser. (a) CHCA, (b)
Fv—OH and (c) Fv—Cl.

La ausencia de las senales de los péptidos se puede atribuir a varias razones.
Principalmente, si no hay formacion de un aducto matriz-proton sera menos
probable la formacion de un aducto analito-protdn. Se ha determinado que la
mayoria de las matrices MALDI actua tomando un protén del medio, incluyéndolo
en su estructura. Este aducto matriz—protén es altamente acido y tiene una
afinidad protonica muy baja, y, por lo tanto, puede donar eficientemente un proton
al péptido o a la proteina que se quiera ionizar. El hecho de que no se observen
aductos matriz—protén indica que no se esta cumpliendo el requerimiento de
formar esta especie altamente reactiva, y, por lo tanto, no se llevara a cabo un

proceso de transferencia protoénica.
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En los péptidos es menos probable que ocurra la transferencia electrénica de los
analitos a la matriz para generar un cation radical del péptido. Para que ocurra
este proceso, es necesario que los potenciales de ionizacién, Pls, de los péptidos
sean menores que el Pl de las matrices. Los Pls de los péptidos son usualmente
muy altos para ser alcanzados con la fluencia del laser usual en la técnica MALDI.
La longitud de absorcion de un enlace peptidico esta en el rango 190-230 nm®.
La formacion de un cation radical es un proceso de alto costo energético, y la
deslocalizacion de la carga no es tan efectiva, debido a la estructura saturada del
backbone peptidico. El triptéfano, debido al indol en su cadena lateral, es el unico
aminoacido esencial con un potencial de ionizacion de 7.2 eV, el cual es menor
que el de una matriz convencional, como el DHB®"*%® En consecuencia no se
esperan sefales que correspondan a cationes radicales de péptidos, productos de

transferencia electronica de la matriz al péptido.

Con respecto al comportamiento de la resolucion de las sefales mas intensas
obtenidas con cada matriz, la dependencia de la fluencia del laser se observa en
la figura 18. Con todas las técnicas de preparacion de muestra especificados (TL,
DD, SM) se obtuvieron altas resoluciones (del orden de 10°—-10%), debido al uso
del analizador de tiempo de vuelo en modo reflectrén. Adicionalmente, se puede
observar como la resolucién de las sefiales disminuye con el aumento de la
fluencia del laser, esta disminucion en la resolucion se debe principalmente al
aumento del ancho de la sefal, de acuerdo con lo reportado por Ingendoh69.
Todas las técnicas mostraron buenos resultados en cuanto a la abundancia de las
sefales que se producen a bajas fluencias del laser. El efecto de desorcidn se
incrementa a altas fluencias del laser y gran cantidad de moléculas son
desorbidas, lo que causa un efecto superficial en la resolucién temporal, es decir,
algunos iones pueden retardarse y eso causa que el pico se ensanche y haya un
detrimento significativo en la resolucion. Este efecto se ve reflejado también en la
disminucion de la relacion sefal-ruido (S/N ratio) a altas fluencias de laser para las

senales de la matriz (figura 19a y 19b), por aumento en el ruido quimico generado
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por el laser. Debido a la rapida cristalizacion de la matriz mediante la técnica TL es
posible aumentar la reproducibilidad intra-spot respecto a los demas métodos. La
alta reproducibilidad causa una reduccion en el tiempo de busqueda de puntos

dulces (sweet spots) en comparacion con DD y SM.
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Figura 18. Efecto de la fluencia del laser en la resolucion de las sefhales mas
intensas de la figura 17. (a) Fv—OH, (b) Fv—Cl y (c¢) un péptido usando CHCA.

Debido a la rapida cristalizacion de la matriz mediante la técnica TL es posible
aumentar la reproducibilidad intra—spot respecto a los demas métodos. La alta
reproducibilidad causa una reduccién en el tiempo de busqueda de puntos dulces

(sweet spots) en comparacion con DD y SM.
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Figure 19. Efecto de la fluencia del laser en la relacion senal-ruido para las sefales
mas intensas de la figura 17. (a) Fv—OH, (b) Fv—Cl y (c) un péptido usando CHCA.

3.4 Efecto de la protonacion y cationizacién
A pesar de que el Fv—OH no mostré protonacion en el grupo hidroxilo en

condiciones normales, se intento realizar la protonacion del oxigeno del hidroxilo
en condiciones acidas fuertes, usando: acido trifluoroacético, acido féormico y
acido acético, en diferentes concentraciones segun se especificd en la seccion
‘Metodologia’. También se intenté cationizar el grupo hidroxilo con diversos

cationes metalicos.

Los espectros de masas obtenidos en los experimentos de acidificacién de la
matriz Fv—OH son idénticos a los espectros de las muestras en que se agrego una
cantidad minima de acido. Tampoco se observan diferencias significativas entre
los espectros con los diferentes acidos y concentraciones empleadas, ver figura
20. Se observa que unicamente en condiciones acidas extremas (para MALDI),

como en el caso de usar acido acético al 60%, figura 20f, la contribucion que hay
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sobre la sefal en m/z 583 es minima. Utilizar una cantidad tan grande de acido
para protonar levemente al Fv—OH acarrearia problemas para el analisis de

moléculas de interés bioldgico.

En el caso del CHCA, ver figura 21, la fragmentacién de los péptidos se
incrementa cuando se aumenta la acidez del acido anadido (los valores de pKa
de los acidos TFA, FA y acido acético son 0.23, 3.77 y 4.76, respectivamente). Al
parecer, la alta concentracién de acido induce la hidrdlisis acida de los péptidos
antes de la evaporacién del solvente. Se observa un leve incremento en la
abundancia de algunas sefales al usar concentraciones altas de acido debido al
mayor numero de iones pre-formados en fase condensada. La desorcion de iones

pre-formados es otro de los mecanismos de obtencidn de sefales.
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Figura 20. Espectros MALDI-MS de Fv—OH con diferentes cantidades de acido.
(a) TFA 5%, (b) TFA 10%, (c) FA 10%, (d) FA 30%, (e) HAc 30% y (f) HAc 60%.
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Figura 21. Espectros MALDI-MS de péptidos con diferentes acidos usando CHCA
como matriz. Fluencia de laser a 25%. (a) TFA (b) FA (c) acido acético.

No hay incremento en la abundancia de la sefal M+1 para Fv-OH a bajas
fluencias, sin importar la cantidad de acido que se agregue. Sin embargo, se sigue
observando incremento de la abundancia de las sehales isotopicas cuando se
incrementa la fluencia del laser, ver figura 22. En la figura 22a se puede observar
el patrén isotdpico calculado del cation radical en color gris, y el patrén isotdpico
experimental en lineas para una fluencia de laser de 25%, donde aun se ve un
buen acuerdo. En la figura 22b, se observa la deformacion de la sefial del catién
radical para altisimas abundancias de la sefial (alrededor de 10°), cuando se us6
una fluencia del laser de 50%. También se puede observar la composicidon
isotdpica calculada de color naranja y la composicién isotdpica obtenida
experimentalmente en lineas. Es obvia la incongruencia entre el patrén isotdpico

calculado con el experimental para altas fluencias de laser. Con este resultado se
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descarta definitivamente la formacién de iones cuasi-moleculares protonados por

reacciones bimoleculares a altas fluencias de laser.
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Figura 22. Efecto de la fluencia del laser en la contribucién isotépica del cation
radical de Fv-OH. Fluencia del laser (a) 25% (b) 50%.

Con las matrices de fenilenvinileno no se observé ningun ién correspondiente a la
adicion de un cation metalico a la estructura, sin importar el método de
preparacion de la muestra empleado ni la especie idnica utilizada. En la figura 23

se observan los espectros de masas del Fv—OH junto con los péptidos usando
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diferentes sales. En la figura 24, se muestran los espectros de masas para Fv-Cl,
en los que tampoco se observaron aductos con cationes. Sin importar el cation
utilizado, no fue posible obtener ninguna sefal de los péptidos modelos con

ningun método de preparacién de la muestra.
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positivo.
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Con CHCA fue posible obtener un aducto de plata, [2M+Ag]*, cuando se empled

AgBF,. Las sefiales a m/z 485 y m/z 487 corresponden al aducto [2M+Ag]” y
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tienen relacion de abundancias 1:1 aproximadamente, debida a la contribucion
isotopica de la plata, ver figura 25a. Sin embargo, no se observaron aductos de
CHCA con otros cationes, ni aductos analito—catién, como se observa en las

figuras 25b-e.

3.5 lonizacion de compuestos policiclicos aromaticos
Debido a que las matrices Fv—-OH y Fv-Cl no mostraron la capacidad de ionizar

péptidos y proteinas, por mecanismos de transferencia protdnica, se procedié a
probar las moléculas de Fv en la ionizacion de compuestos policiclicos aromaticos,
los cuales se ionizan por transferencia electronica, mayoritariamente. Los
experimentos de control con las terpiridinas mostraron que éstas pueden formar
iones sin necesidad de matriz adicional, pero su umbral de ionizaciéon esta por
encima del 30% de fluencia de laser. Ademas, como se observa en sus espectros
de masas, figura 26, se generan primordialmente fragmentos y aductos. La
fragmentacién de analitos es un rasgo comun para moléculas con multiples anillos
aromaticos, cuando no se agrega matriz. Al igual que lo observado por Juhasz®,
el uso de matriz es necesario para la desorcion eficiente de los analitos y para

evitar su excesiva fragmentacion.

Se pueden distinguir en la figura 26 a los iones cuasi-moleculares protonados de
TPY-Br, en m/z 388 y m/z 390, correspondientes al ion mono-isotdpico, con Br,
y la contribucion isotopica de ®'Br, respectivamente. En las figura 26b y 26c, no se
observan con abundancia significativa los iones cuasi-moleculares protonados de
TPY-Me y TPY-OMe, en m/z 324 y m/z 340, respectivamente; pero los aductos
con sodio son los iones pico-de-base, en m/z 346 y m/z 362, respectivamente.
lones ubicuos como sodio o potasio son encontrados generalmente en MS sin que

hayan sido afadidos intencionalmente.

Los espectros MS de las terpiridinas con CHCA como matriz se muestran en la

figura 27. En todos ellos se observan los iones cuasi-moleculares protonados
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como iones pico-de-base. Para las terpiridinas TPY—-Me y TPY—OMe se observan

también aductos con sodio.
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Figura 26. Espectro MALDI-MS de terpiridinas sin ningun aditivo.

(a) TPY-Br, (b) TPY-Me y (c) TPY-OMe.

Se observaron los iones cuasi-moleculares protonados de las terpiridinas usando

Fv—OH y Fv—CI como matrices, ver figuras 28 y 29. Es mucho mas probable que

la protonacion ocurra entre moléculas de terpiridinas, dada su alta concentraciéon

en el spot, o por abstraccion de un protéon del solvente. Ademas, porque se

observo que el Fv—OH no pudo ser protonado al agregar distintas cantidades de

acido.

La matriz, en cambio, actia como un buen agente desorbente,

disminuyendo la fluencia umbral de ionizacion de 30% (terpiridinas sin matriz) a

10% con

las matrices de fenilenvinileno. La desorcidon de las moléculas de
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terpiridina se puede dar por via térmica, durante la relajacion no-radiativa de los

fenilenvinilenos.
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Figura 27. Espectros MALDI-MS de terpiridinas usando CHCA como matriz.
(a) TPY-Br, (b) TPY-Me y (c) TPY-OMe. Fluencia de laser a 20%.

La relaciéon matriz—analito empleada para las terpiridinas se encontraba alrededor
de 100:1, dentro del rango de trabajo de moléculas organicas con estructuras
similares®. Los analitos que no absorben resonantemente la radiacion del laser,
como péptidos o carbohidratos, requieren una relacion matriz—analito mayor. No
se logra observar el efecto de supresidon de matriz (MSE) que ocurre a altas
concentraciones de analito, tanto para ionizacion protc’>nica70 como para ionizaciéon

electronica’’. El aumento de la abundancia de las sefiales de analito se logré con
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un aumento de la fluencia de laser, a expensas de mucho ruido quimico por la

fragmentacion de la matriz, estos resultados no se muestran.
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Figura 28. Espectros MALDI-MS de terpiridinas usando Fv—OH como matriz.
(a) TPY-Br, (b) TPY—Me y (c) TPY—-OMe. Fluencia de laser a 20%.

En la figura 30 se muestra un acercamiento al rango de masas en el que esta el

ion cuasi-molecular protonado de cada terpiridina con cada matriz empleada. La

molécula Fv—CIl tuvo un desempefno superior al de la matriz de referencia con

TPY-Br, y comparable con las otras terpiridinas, TPY-Me y TPY-OMe. Por otra

parte, con la matriz Fv—OH se observaron las sefiales caracteristicas de las

terpiridinas, sin embargo, el Fv—OH no mostré un mejoramiento en las sefiales de

estos analitos.

62



x10°7 410.092 M19_120913_03 0:N15 MS Raw

Intens. [a.u.]
= N
» o
Pl B A A A

N
o
el

E 388.054

109 7 .
x10°3 410.089 M21_120913_02 0:015 MS Raw

1.25

Intens. [a.u.]

1.00 3
075
0.50 3
0257 324160
0,00

x10 M23_120913_02 0:P15 MS Raw
1.04 C 412.093

Intens. [a.u.]

0.8
0.6 1

0.4+

02 340.160
: — 429.062 583.131

0.0+ : :
300 350 400 450 500 550

m/z

Figura 29. Espectros MALDI-MS de terpiridinas usando Fv—Cl como matriz.
(a) TPY-Br, (b)TPY-Me y (c) TPY-OMe. Fluencia de laser a 20%.
El interés en el estudio de los hidrocarburos aromaticos condensados, PAHSs, se
concentra en su efecto adverso para la salud humana y en su caracter de
contaminantes ambientales atmosféricos. Su comportamiento fisico,
espectroscopico y foto-fisico se ha estudiado intensivamente para los compuestos
mas livianos®®. Debido a su estructura aromatica conjugada, estos compuestos
absorben luz ultravioleta, y, por tanto, pueden ser ionizados sin necesidad de
matriz adicional, pero algunos de ellos pueden ser foto-disociados’®. Por ello, se
comparé la ionizacién de una mezcla de PAHs con diferentes matrices. En la

figura 31 se muestran los espectros de masas de una mezcla estandar de PAHs
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empleando diferentes matrices. Se sefalan las sefales correspondientes a los

PAHSs en el rango 228-278 Da.
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Figura 30. Acercamientos en el rango del ion cuasi-molecular protonado de
terpiridinas. (a) TPY-Br, (b) TPY-Me y (c) TPY-OMe.
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Los iones de PAHs observados son cationes radicales, que corresponden a las
estructuras con mas anillos fusionados. Cuanto mas conjugada sea la estructura,
mas localizados estan los dobles enlaces, y menor es el potencial de ionizacién.
Por esta razdon, es mas facil llevar a cabo la ionizacion de estas moléculas.
Senales correspondientes a compuestos de cuatro a seis anillos son los que se
observan principalmente en los espectros MALDI. Sus potenciales de ionizacion
estan en el rango 7.10-7.59 eV, para los Pls conocidos. En cambio, los analitos
mas livianos, con menos de tres anillos, tienen Pls en el rango 7.76-8.22 eV, y no
son ionizados. Es un requerimiento que la matriz tenga Pl mayor que los analitos

para que ocurra transferencia electronica.

En las figuras 31a y 31c, puede ocurrir transferencia electronica de los analitos
mas pesados, con Pls bajos, hacia los mas livianos, con Pls alfos. O también es
posible que ocurra fotoionizacién directa de los componentes mas pesados, figura
32, porque sus Pls son cercanos a la energia de dos fotones del laser de Nd:YAG,
7.33 eV.

Se ha propuesto y observado’® que matrices tipicas para transferencia proténica,
como CHCA, tienen mecanismos de ionizacion primarios en los que se forman
cationes radicales, sin embargo, debido a que no es ni la unica ruta ni la ruta
mayoritaria, no se observan sefiales de los PAHs con abundancia significativa,
figura 31b.

En los casos de los fenilenvinilenos, figuras 31d—f, se observan las sefales en el
espectro, con baja abundancia comparada con la de los cationes radicales de
Fv—OH y Fv—Cl a 582 Da y 410 Da, respectivamente. Sin embargo, en la figura 33,

se pueden comparar cada sefial con las diferentes matrices.
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Figura 32. Estructuras de los PAHs de la mezcla observados en MALDI-MS.

En casi todas se observa que Fv—Cl excedi6 las abundancias de los iones de las
muestras sin matriz y con antraceno como matriz, en las que se obtuvieron
sefales predominantes de PAHSs. El antraceno es una matriz comunmente usada
en la ionizacion de analitos por transferencia electrénica. En el caso de la figura
33d, las senales de dibenz[a,h]antraceno obtenidas con Fv-Cl y sin matriz son

casi iguales, por lo que se considera que el efecto de la matriz no es significativo.

Los seis grupos metoxilo unidos al nucleo de fenilenvinileno en el Fv-OH,
aumentan la planaridad del sistema. Este aumento en la planaridad del

fenilenvinileno, reduce el band-gap™ " 7®

, 'Y puede causar un detrimento en el PI
de la molécula. El pobre desempefio de Fv—OH se atribuye a un bajo potencial de
ionizacion, menor que el de muchas de las moléculas ionizadas de la mezcla de
PAHs. Su funcién como matriz ocurriria principalmente en la desorcidén de analitos,
por procesos de relajacion no—radiativos, es decir, por desorcidén térmica. Tanto el
antraceno como en Fv—OH tienen estructuras muy planas, en las que la adhesion
intermolecular se debe principalmente a fuerzas de apilamiento—1r. La desorcién

térmica de estas matrices, esta direccionada a sobreponer el apilamiento—r.
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Figura 33. Acercamientos en el rango del catién radical para cada sefal de PAH
observada. (a) 228 Da, (b) 252 Da, (c) 276 Da y (d) 278 Da.

Los resultados de todas las moléculas empleadas como analitos se encuentran
resumidos en la tabla 6, comparando la relacién sefal-ruido de cada analito
obtenida con diferentes matrices. La relacion sefal-ruido mostrada corresponde al
promedio de tres mediciones, y cada medicién es la sumatoria de 2000 espectros
individuales. Hay celdas vacias, ya sea porque no se realizaron los experimentos
de ionizacion de analitos con la matriz indicada o porque no se detectdé ninguna

senal.
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Las celdas en las que no se agrego el error estandar de la media, la senal
correspondiente solo se detectd en uno de los tres espectros incluidos. Los

resultados de la tabla 6, se resumen graficamente en las figura 34-36.

Las sefales observadas en los experimentos con la ftalocianina de cobalto,
corresponden al cation radical en m/z 571, y a un fragmento en m/z 557. La
relacion sefial-ruido promedio de estas sefales sin utilizacion de matriz supera a

los casos en que si se empled una matriz.

Analito m/z Sin matriz CHCA Antraceno Fv-OH Fv-CI Fv—-COOH
228 17,748 - - 8,1 34.4+0.5 -
252 278,0+58,4 135,0+35,7 158,8+7,4 115,74¢62,0 390,9+10.5 148,7+9,8
PAHs
276 175,8+44,6 198,1+26,5 84,6+2,6 179,6+21,3 544,7+4.7 44.3+3.4
278 445,2+10,9 255,9+7,3 256,7+20,6 292,4+35,3 468,6+2.6 228,4+16,4
388 38,3%10,8 34,146,8 - 18,7+1,0 457,946,3 -
TPY-Br
390 34,0%9,7 33,948,6 - 15,0+1,4 454,0+6,5 -
TPY-Me 324 6,3 73,3+19,3 - 13,6+3,7 394,8+42,8 -
TPY-OMe 340 9,0 1435,8+353,4 - 78,6+15,9 772,9+78,7 -
557 641,2+76,8 172,2+12,9 - 1515,7+20,7 1948,9+26,3 -
Co-Phth

571 726,3+26,3 86,0+2,2 1024,9+30,0 963,3+24,3 -

Tabla 6. Comparacion de relaciéon senal-ruido de los analitos con diferentes
matrices.

Las sefales observadas en los experimentos con la ftalocianina de cobalto,
corresponden al catién radical en m/z 571, y a un fragmento en m/z 557. La
utilizacién de matrices Fv—OH y Fv—CI supera a los casos en que no se empled

una matriz.
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Tanto en las figuras 34-36 como en la tabla 6, se muestra que los errores estandar
de los promedios son bajos, comparables con los obtenidos con las matrices de
referencia, particularmente para las sefiales correspondientes a cationes radicales
de los PAHs (228, 252, 276 y 278 Da), a los iones cuasi-moleculares protonados
de las terpiridinas (388, 390, 324 y 340 Da) y a las sefiales de la ftalocianina (557
y 571). En la grafica 34, se observa que las barras de error estan en el rango del
marcador empleado para indicar el promedio. Las moléculas de fenilenvinileno (y
el método de preparacion de la muestra empleado, TL) tienen resultados con

buena repetitividad, una caracteristica deseable para MALDI-MS.
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Figura 34. Relacion sefal-ruido de los PAHs con su respectivo error estadistico
empleando diferentes matrices.
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4. Conclusiones

Las moléculas de fenilenvinileno presentan absorcion resonante en la
longitud de onda del laser, con coeficientes de absorcidon molar
comparables a matrices tipicas de MALDI. Las propiedades
espectroscopicas en solucion y en estado solido hacen que el nucleo de
fenilenvinileno sea prometedor para el desarrollo de nuevas matrices
MALDI.

La técnica de preparacion de la muestra no tiene un marcado efecto en
algunos parametros de los espectros obtenidos con fenilenvinilenos, en
comparaciéon con la matriz de referencia, CHCA. Sin embargo, la técnica de
preparacion de muestra thin layer mostré una amplia versatilidad en cuanto
a la polaridad de los solventes y, por consiguiente, su aplicacion a diversos
analitos.

A pesar que la ionizacién de los fenilenvinilenos es casi exclusivamente por
formacion de cationes radicales, los fenilenvinilenos pueden asistir la
ionizacion de terpiridinas durante el proceso de desorcion.

La molécula Fv—Cl tuvo un desempefio comparable a matrices tradicionales
en la ionizacion por intercambio electronico. Estas moléculas pueden ser
empleadas para ionizacion selectiva de compuestos policiclicos aromaticos

de acuerdo con su potencial de ionizacion.
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5. Recomendaciones

Es imperante calcular tedricamente los potenciales de ionizaciéon de éstas
moléculas (matrices y analitos) para ahondar en el conocimiento sobre el
mecanismo mas basico de ionizacidn por transferencia electrénica.

Es importante trabajar con series homodlogas de compuestos, tanto de
matrices como de analitos, para obtener informacion mas detallada de la
relacion estructura—ionizacion.

Es interesante realizar estudios de ionizaciéon de péptidos con Fv—COOH,
teniendo en cuenta las sefales obtenidas en modo negativo, variando
parametros como el pH de la solucion, el punto isoeléctrico del péptido y la

relacidn matriz—analito.
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6. Divulgacion de resultados

Con los resultados parciales del proyecto, se hara una presentacion en la
modalidad poster en la sexagésima primera (61°) Conferencia Anual de la ASMS
(American Society for Mass Spectrometry) a realizarse en Minneapolis,
Minnesota, USA durante los dias 9 a 13 de junio de 2013. El abstract ya fue
aceptado por el comité cientifico del congreso.

Adicionalmente, se planea compilar los resultados y publicar un articulo en una

revista con enfoque al area de espectrometria de masas.
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