Nacimiento, desarrollo, evolucién
y aplicaciones modernas

Resumen

a espectrometria de masas es

una técnica espectroscdpica

que permite la determinacién

funcional y estructural de
cualquier tipo de molécula. Hoy en dia,
y debido a los dltimos avances conse-
guidos, la espectrometria de masas
(EM) ocupa una posicién de privilegio
entre las técnicas espectroscdpicas
debido a sus extraordinarias caracterfs-
ticas como son una elevadisima sensi-
bilidad, unos limites de deteccién muy
bajos, y sobre todo a la enorme diversi-
dad de aplicaciones que van desde la
fisica de iones en fase gaseosa a la geo-
cronologia, pasando por estudios de
reacciones ion-molécula, quimica
forense, reconocimiento quiral, secuen-
ciacién de aminodcidos en péptidos y
proteinas, deteccidn precoz de enfer-
medades y trastornos metabdlicos y
determinacién de pardmetros termodi-
némicos entre otras muchas aplicacio-
nes. A lo largo de este articulo pasare-
mos revista al nacimiento y desarrollo
de 1la EM, a su evolucidn histérica, a la
aparicién de las nuevas fuentes de ioni-
zacién lo que ha supuesto una auténtica
revolucién, y por dltimo haremos refe-
rencia a las modernas aplicaciones de
esta técnica.

Nacimiento de la espectrometria
de masas

Joseph John Thomson (1856-1940)
demostrd experimentalmente la existen-
cia del electrén al conseguir mediante
métodos de defleccién con campos
eléctricos y magnéticos medir la rela-
cién carga/masa de dicha particula. Por
dichos trabajos recibié el Premio Nobel
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de Fisica en 1906. Aplicando métodos
similares a los empleados para el elec-
trén, pero en este caso estudiando los
rayos positivos o “Kanalstrahlen” (asi
llamados por su descubridor Goldstein
en 1886) establecié los fundamentos de
la espectrometria de masas. Para ello,
introdujo en un recipiente diferentes

gases a baja presién y mediante una
descarga eléctrica generaba unos rayos
que eran desviados por un campo eléc-
trico y otro magnético, obligdndolos a
describir una serie de pardbolas que
podian observarse mediante el revelado
de unas placas fotogrificas donde
impactaban los rayos desviados. De las
pardbolas se podfa calcular perfecta-
mente la relacidn e/m de las particulas
implicadas. En la figara 1 podemos
observar el primer espectrémetro de
masas construido por Thomson en
1897. Este investigador llegé a la con-
clusién de que cada pardbola correspon-
dfa a un gas diferente en el tubo de des-
carga por lo cual el método podria ser-
vir como andlisis quimico. Al mismo
tiempo, establecié que una sefial desco-
nocida en un espectro deberfa corres-
ponder a una substancia cuyo peso atd-
mico o molecular podia ser calculado
rdpidamente lo que le llev a sugerir ya
entonces el enorme potencial analitico

Figura 1. Aparato para el estudio de los rayos positivos construido por Thomson
en 1897. El recipiente A contiene un gas a presion reducida y C es el cdtodo para
producir la descarga eléctrica. Los iones producidos atraviesan las placas Ly M
de un campo eléctrico y los polos Py Q de un electroimdn.
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de esta técnica. Mediante experimentos
llevados a cabo con muy largos tiempos
de exposicidn, observd sefiales de espe-
cies presentes en muy baja concentra-
cién, que no hubieran sido detectadas
de otra forma. Ademds, y dado que no
habia interferencias entre las parabolas,
el método se podia aplicar tanto a mues-
tras puras como a mezclas. Finalmente,
y puesto que las especies que se forma-
ban en el tubo de descarga eran detecta-
das casi al mismo tiempo que su forma-
cién, esta técnica posibilitaba el estudio
de especies de vida corta.

De esta forma y aprovechando que en el
Cavendish Labotatory de la Universi-
dad de Cambridge, donde Thomson tra-
bajaba, se habfa construido un aparato
para la obtencidn de nitrégeno liquido a
partir del aire, Thomson estudié con su
primitivo espectrémetro de masas los
gases residuales que resultaban de la
produccién de dicho gas licuado. Llegd
a la conclusién de que la cantidad de
muestra necesaria para sus experimen-
tos era muy pequefia y que la presién
del gas debia ser muy baja, menor de
“una centésima parte de un milimetro
de mercurio”. Cuando estudié la des-
carga eléctrica en el gas neon, observé
dos pardbolas que correspondian a los
pesos atémicos 20 y 22.1 Ambas pard-
bolas aparecian siempre junto con otra
que correspondia a un peso atémico de
11. Thomson argumentd que la linea
correspondiente al peso atdmico 22 era
debida a la especie NeH,, pues era
sabido la dificultad en eliminar total-
mente el hidrégeno presente, o bien que
podria deberse al ion CO, con doble
carga. Eliminado el diéxido de carbono
del tubo de descarga observé que la linea
22 no desaparecia, lo que tampoco suce-
dia al disminuir la presién en el tubo de
descarga evitando asi indeseadas reac-
ciones entre iones y moléculas no ioniza-
das, Se trataba de la primera observacién
de unos isGtopos estables que se reali-
zaba en la historia de la Quimica. En su
libro “Recollections and Reflections”
(1936), Thomson definfa los isétopos
como dtomos de pesos diferentes pero de
propiedades idénticas.

El trabajo pionero de Thomson fue con-
tinuado por uno de sus discipulos, Fran-
cis William Aston (1877-1945) que
dedicé sus esfuerzos al descubrimiento
de nuevos isétopos y a la medida de sus
pesos atémicos.Z Asf, determind la exis-

Figura 2. Espectros de masas realizados por Aston para el Ne, Cl, Ar, Kr y Xe.

tencia del 35Cl y del 37Cl midiendo sus
respectivos pesos atémicos. Aston reci-
bi6é el Premio Nobel de Quimica en
1922, siendo uno de los siete discipulos
de Thomson que lograron dicha distin-
cién. En la figura 2 podemos observar
una serie de espectros de masas obteni-
dos por Aston del Ne, C, Ar, Kry Xe.3
Obsérvese que en la mayoria de los
espectros se observan las manchas
correspondientes (los iones impactaban
en placas fotogréficas) a los pesos 28, 32
y 44 debidas a la presencia de Ny, O, y
CO, no totalmente eliminados del tubo
de descarga. Como curiosidad, es de des-
tacar la simbologia quimica (A) usada
para el argon.

Definiciones

Una vez descrito el nacimiento y los
primeros pasos de la espectrometria de
masas, es el momento de hacer un alto
en el desarrollo histdrico de la técnica,
para definir una serie de términos que
emplearemos a lo largo de este articulo.
En primer lugar definiremos lo que se
entiende por espectrometria de masas.
Se trata de una técnica analitica
mediante la cual una muestra es ioni-
zada en una determinada fuente de ioni-
zacién y los iones asi formados (negati-
vos o positivos) son separados mediante
un analizador con objeto de determinar
su relacién masa/carga que se simboliza
como m/z. Este proceso conduce a la
obtencidén de un espectro de masas que
no es otra cosa que la representacién en

ejes cartesianos de la relacién m/z (abci-
sas) frente a la intensidad o abundancia
(frecuentemente normalizada para el
ion mds abundante en ordenadas) de
todos los iones detectados en un deter-
minado perfodo de tiempo.

La unidad de masa atémica se simbo-
liza por u y corresponde a 1.667 x 1027
Kg = 0.59 ppm tomando como referen-
cia el is6topo 12 del carbono. Por ello,
es mds correcto hablar de masa atémica
o molecular relativa. Si la carga de los
iones se mide en cargas del electrén
(1.6 x 10-19 culombios), y la masa de
los iones en u, entonces la relacién m/z
se mide en Thomson. En ocasiones, y en
lugar de emplear la notacién correcta de
u, es frecuente entre los espectrometris-
tas hablar de Daltons (Da), aunque con-
viene sefialar que no es una unidad del
Sistemna Internacional de Medidas.*7

Desarrollo historico: primera
época

Los primeros espectrémetros de masas
eran aparatos basados en el disefio origi-
nal de Thomson (Figura 1). En 1918,
Dempster desarrollé una nueva fuente
de ionizacién conocida como fuente de
impacto electrénico.® Se trata de la
fuente més extendida y usada en la EM.
Consiste en una cdmara donde se hace
llegar la muestra previamente vapori-
zada (sea cual sea su estado de agrega-
cién inicial) y que posee un citodo
incandescente que emite electrones que
son acelerados mediante una diferencia
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topo mds abundante. Asi, elementos
“A” serdn H (la contribucién de 2H es
despreciable), F, P y I; elementos
B “A+1” serdn aquellos que posean dos
| \ isGtopos, el més pesado una unidad de

CALOA0 GIISOr — = - m m o mmm e e e e e —» Anodo masa atémica mds que el mds abun-
/ I . dante como C y N, mientras los elemen-

_l/ l e tos “A+2" son aquellos cuyo isétopo

pesado pesa 2 u mds que el mds abun-
Trayectoria del haz de clectrones M*t

Alto vacio . ..
dante como Cl, Br y S. Existen también

elementos “A+1+2” como el Si. Otros
elementos como metales y no metales
presentan dificultades para su clasifica-

cién segin esta terminologfa dado el
l gran nimero de isétopos y sus abun-
dancias semejantes. Luego, tanto los

———  Extraccién, enfoque y aceleracién

Analizador

Figura 3. Esquema de una fuente de ionizacion por impacto electrénico

de potencial aplicada entre el cdtodo y
un 4nodo colocado frente al emisor
donde se produce la descarga electré-
nica (Figura 3).

Dicha diferencia de potencial define la
energfa de la corriente electrénica ioni-
zante. En general la energfa empleada
de los electrones es de 70 eV (6753.971
KJ/mol), lo que corresponde a una lon-
gitud de onda (A) de 1.4 A para la onda
asociada. Se ha comprobado que una -
energia de 70 eV corresponde a un
méximo en el rendimiento de la ioniza-
cién. Dicha energia es suficiente para
arrancar un electrén a una molécula
produciendo un catién radical. Hoy en
dia, la mayor parte de las colecciones o
bibliotecas de espectros de masas por
impacto electrénico, recogen éstos rea-
lizados a 70 eV con objeto de poder
comparar espectros.

L

M + 2e”

M+ 1e” (70 eV)

Debido a los valores de las afinidades
electrénicas de las moléculas orgdnicas,
la formacién de iones negativos en estas
condiciones no se suele producir.

M+ 1e” (70 V) —X» m*

Un sistema de alto vacio es necesario
pues por un lado la muestra debe ser
ionizada en fase vapor y por otro lado
como el rendimiento de la ionizacidn,
en general, no es superior al 1 %, las
moléculas no ionizadas deben ser elimi-
nadas para impedir reacciones ion-
molécula no deseadas. El ion molecular
M*+ posee un exceso de energia que da
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lugar a reacciones de fragmentacién de
sus enlaces. Se puede formar otro
catién radical elimindndose una molé-
cula neutra y/o formar un catién elimi-
nando un radical. Dichas fragmentacio-
nes pueden ser tan rapidas que incluso
M** no pueda ser observado.

[ 2
o 7 Fragmento + molécula neutra

\ + .
Fragmento + radical

El empleo de un potencial de ionizacién
menor puede en algunos casos facilitar
la deteccién del ion molecular cuando
éste no es detectado en condiciones nor-
males de ionizacién.

Dado que la mayorfa de los elementos
naturales son poliisotépicos y dado que
un espectrémetro de masas separa los
iones segtin su relacién m/z, el espectro
de masas de una substancia quimica-
mente pura serd la suma de los espec-
tros de todos los iones presentes, es
decir de todas las combinaciones posi-
bles de isétopos. Sin embargo y dado
que ciertas abundancias isotépicas son
muy bajas, la intensidad de ciertos iones
es tan pequefia que éstos no pueden ser
observados. A pesar de ello, los iones
moleculares o procedentes de fragmen-
tos rara vez dan picos tinicos. Los picos
isotépicos dan idea tanto del nimero
como del tipo de cada dtomo presente
en la muestra. En moléculas orgdnicas,
excepto 19F, 31P y 1271, todos los ele-
mentos presentan isétopos en diferentes
abundancias. Los elementos se clasifi-
can seglin el nimero de is6topos y su
diferencia de masas respecto del is6-

iones como sus abundancias relativas
son consecuencia de la proporcién de
una serie de dtomos poliisotépicos. Es
decir, el agrupamiento iénico o “clus-
ter” es la huella dactilar de una determi-
nada férmula molecular. Hoy en dia
existen programas de ordenador que
permiten calcular y dibujar el agrupa-
miento idnico para cualquier férmula
molecular dada. El espectrometrista
experimentado es capaz a la vista de un
agrupamiento iénico de determinar que
elementos caracteristicos estdn presen-
tes e incluso el nimero de dtomos de
éstos.

Se define como masa nominal (monoi-
sotopica) de un ion la que resulta de
sumar los valores enteros de las masas
de los isétopos mds abundantes de los
dtomos presentes. La masa monoisoto-
pica exacta resulta de sumar los valores
exactos de masa (referenciados al 120
de los is6topos més abundantes, mien-
tras que la masa promedio emplea los
valores promediados (por las abundan-
cias naturales) de los diferentes dtomos
presentes. En el caso de moléculas sen-
cillas, Ias diferencias entre los valores
de las diferentes masas son minimas
pero cuando el niimero de dtomos pre-
sentes es elevado, las diferencias pue-
den ser importantes. Podemos observar
este hecho mds ficilmente con dos
ejemplos.

Glucosa  Insulina Humana
Férmula
molecular CeHy20g Cys7H353N6s0778¢
Masa nominal 180 5801
Masa exacta 180.063390 3807.799965
Masa
promedio 180.16104 5803.637163

Como veremos mds adelante, estas
diferencias pueden inducir errores gra-
ves cuando se trata de espectros de
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Figura 4. Espectro de masas por ionizacion FAB de una mezcla de cinco péptidos.
Se observa el m/ z correspondiente al [M+H] * de cada uno de los péptidos.

masas de compuestos de muy elevado
peso molecular.

En 1956 Beynon demostré que a partir
de la masa exacta de un determinado
ion se podia calcular su férmula mole-
cular? Para ello edit6 sus famosas
tablas donde en filas y columnas se rela-
cionaban masas y féormulas moleculares
para diferentes combinaciones de C, H,
N y 0.10 En 1957 McLafferty describe
el primer acoplamiento entre un croma-
tégrafo de gases y un espectrometro de
masas lo que ampliaba de forma muy
significativa el campo de aplicacién de
la EM.!} A partir de esa fecha y durante
los siguientes afios, la EM sufre un
enorme y gigantesco desarrollo facili-
tado por la necesidad que la industria
petroquimica tiene de disponer de
métodos ripidos y fiables de andlisis de
mezclas complejas de productos orgéni-
cos. Fue la Consolidated Engineering
Corporation quien construy6 el primer
espectrometro de masas comercial dedi-
cado al analisis orgdnico a peticién de
la Atlantic Refinery Company en 1942.
Durante los afios 60 y 70 del pasado
siglo se determinan las bases tedricas y
experimentales de la espectrometria de
masas estableciéndose la base tedrica
para comprender las descomposiciones
unimoleculares de los iones (teorfa del
cuasi-equilibrio y principio RRKM). 12
Asimismo se determinaron los conoci-
dos mecanismos de fragmentacién de
los iones, lo que posibilita la generaliza-
ci6n del andlisis de moléculas orgdnicas
por EM. En dichos afios se publican

unas serie de articulos y monografias
que constituyen el armazén de lo que
hoy en dfa se conoce como determina-
cién estructural de compuestos orgéni-
cos por espectrometria de masas.!3-15
Al mismo tiempo se tabulan masas e
intensidades de los iones en los espec-
tros de masas de impacto electrénico
dando lugar a diferentes colecciones de
espectros que serdn la semilla de las
actuales librerfas informatizadas para la
comparacion digital de espectros.

La revolucion en la espectrome-
tria de masas: segunda época

Los avances significativos logrados en
la EM (acoplamiento a cromatdgrafos de
gases, analizadores de doble enfoque y
alta resolucién en la medida de masas)
tropezaban con una importantisima res-
triccién, que era imposible de salvar. La
ionizacién por impacto electrénico pre-
cisa que la muestra a analizar sea intro-
ducida en la fuente en fase vapor. Este
hecho no constituye problema alguno
para una gran parte de las moléculas
orgédnicas de bajo peso molecular y de
no muy elevada polaridad pues poseen
una adecuada tensién de vapor. Sin
embargo, otras moléculas de elevada
polaridad (aminodcidos, hidroxidcidos,
alcoholes, polialcoholes, dcidos carbo-
xilicos y derivados) o de elevado peso
molecular (péptidos, protefnas, polime-
ros naturales y sintéticos) no presentan
tensiones de vapor adecuadas para ser
vaporizadas e incluso descomponen
antes de vaporizarse y por tanto no

podian ser analizadas. Se pusieron a
punto un niimero importante de reaccio-
nes de derivatizacién con objeto de
obtener derivados voldtiles de compues-
tos que no lo eran: silanizacién de alco-
holes, formacién de ésteres metilicos de
dcidos carboxilicos, etc... A pesar de
todo ello, un gran nimero de substan-
cias permanecia inalcanzable para su
andlisis por EM. Por dicho motivo
comenzaron una serie de investigacio-
nes dirigidas a poner a punto una serie
de nuevas técnicas de ionizacién. El pri-
mer resultado fue la puesta a punto de
una ionizacién “suave” que permite for-
mar iones moleculares sin exceso de
energia y que por tanto sufren fragmen-
taciones en mucha menor extensién.
Debe recordarse que si el ion molecular
es inestable o posee un elevado conte-
nido energético, fragmentard muy répi-
damente por lo que no podré ser detec-
tado. Asi, en 1966 Munson y Field intro-
ducen la ionizacién quimica.l7 Esta téc-
nica se basa en la produccién de iones a
través de reacciones entre la molécula a
analizar (M) e iones previamente forma-
dos en la fuente. Asi, empleando por
ejemplo metano como gas de reaccién,
éste se ioniza previamente mediante un
impacto electrénico convencional:

- o -
CHy+1e — CHy +2e

& +
CH, +CHqy —= CHs entre otros iones

+ +
M+ CHg ——— [M+H] +CHy

La reaccién de ionizacién es un proceso
ion-molécula controlado por las afinida-
des proténicas de CHy y de M. De esta
forma se obtienen iones [M+H]™ que se
denominan pseudomoleculares y que
sirven para determinar el peso molecu-
lar de la substancia M. El bajo conte-
nido energético de estos iones induce
escasas o ninguna fragmentacién.

A pesar de todo ello, esta ionizacién al
seguir precisando la vaporizacién pre-
via de la muestra, no respondia a las
necesidades antes comentadas. En el
afio 1981 se describe la primera fuente
de ionizacién que no precisa que la
muestra se vaporice previamente. Se
trata de la técnica conocida por su acré-
nimo inglés FAB (Fast Atom Bombard-
ment) que consiste en lanzar sobre las
muestra, que se encuentra disuelta en
una matriz (glicerina, tioglicerina u
otros alcoholes no voldtiles), un haz de
4tomos acelerados (Ar o Xe).!8 El cho-
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Figura 5. Espectro de masas por ionizacion MALDI de un

anticuerpo monoclonal (arriba).

Espectro de masas por ionizacion MALDI (abajo)de 1un
polimetacrilato de metilo con masa promedio 7100 Da. Se 10

Figura 7. Relacicn
entre el poder de
resolucion m/Am'y
la intensidad de
campo magnético de
un analizador
FTICR. Aungue el
aumento de m/z
rebaja el poder de
resolucion, el
aumento del tiempo

puede observar la separacion de masas Dm = 100 (unidad 1 10

monomérica) entre las diferentes cadenas poliméricas.

que es suficiente para liberar iones del
tipo [M+H]* o [M-H]". En la figura 4
podemos observar un espectro FAB de
una mezcla de péptidos.

Empleando este método de ionizacién,
se consiguid por primera vez en 1982 el
espectro de masas de una molécula de
elevado peso molecular como es la
insulina (5720 Da).!® Estos hechos son
de capital importancia en el desarrollo
de la EM. Mientras otras técnicas
espectroscépicas como la RMN habfan
ampliado su campo de aplicacién, la
EM estaba limitada por el tipo de fuen-
tes de ionizacién que se empleaban. El
desarrollo de nuevas fuentes que permi-
ten analizar cualquier tipo de molécula,
sea cual sea su peso y polaridad, hace
experimentar a la EM un auge hasta
entonces desconocido, convirtiéndola
en una técnica espectroscépica de posi-
bilidades nunca antes imaginadas.

En afios sucesivos se disefian y comer-
cializan nuevas fuentes de ionizacién
que al igual que el FAB permiten la
ionizacién de moléculas no voldtiles.
Asi, en 1987 se describe la ionizacidn
por desorbcidén de una matriz con ldser
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m/z este inconveniente.

de deteccion elimina

(MALDI) 20 (Figura 5) y en 1988 se
implanta la ionizacién por electrospray
o electropulverizacién (ESD).2! Hoy en
dfa, cualquiera de estas nuevas fuentes
forman parte de los espectrémetros de
masas de los laboratorios de investiga-
cidén y andlisis en todo el mundo.

Consecuencias de las nuevas
fuentes de ionizacion

Las nuevas fuentes de ionizacién plan-
tearon una serie de nuevos problemas.
Asf, la ionizacién de moléculas de muy
elevado peso molecular genera unos
iones de enorme tamafio que precisan
para su andlisis de nuevos detectores.
Al mismo tiempo se precisaban nuevas
interfases que permitieran el acopla-
miento de cromatégrafos liquidos a las
nuevas fuentes de ionizacién.

W. Paul y H. S. Steinwell patentaron en
1953 un nuevo analizador de iones con
el nombre de jaula o trampa de iones.
Posteriormente, una variante de esta
trampa i6nica da lugar al detector cono-
cido como cuadrupolo.2? Este nuevo
analizador permitié que en 1975 se
consiguiera el primer acoplamiento de un

cromatografo de gases con columnas
capilares a un espectrémetro de masas.
Las investigaciones de Paul fueron pre-
miadas con el Nobel de Fisica en 1989.
Posteriormente es McLafferty (sin duda
el mds brillante y prolifico de los espec-
trometristas de masas) quien describe el
primer acoplamiento entre un cromaté-
grafo de liquidos HPLC y un espectré-
metro de masas.2? En las mismas
fechas, se pone a punto un nuevo anali-
zador de iones conocido por las siglas
FTICR (resonancia de ion-ciclotrén por
transformada de Fourier) basado en el
confinamiento de los iones en un
campo magnético muy intenso y en su
excitacién y deteccidén mediante pulsos
de radiofrecuencia al igual que se hace
en la RMN.24

La posibilidad de realizar espectrome-
tria de masas de iones previamente
seleccionados, es decir espectrometria
en tandem o MS™ se hace realidad con
la comercializacién por parte de Finni-
gan del primer triple cuadrupolo en
serie en 1982. El acoplamiento de la
electroforesis capilar (CE) a la EM se
consigue por primera vez en 1987.23
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Figura 8. Espectro de masas ESI de la albiimina bovina mondmero B y dimero A.
El ion mds abundante de B corresponde a [B+17H]!7+ mientras que para A el ion

mds abundante corresponde a [A+25H]?5+
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Figura 9. Espectro de masas de los iones multicarga de la figura 8 deconvolucionados
para determinar los pesos moleculares del mondmero y del dimero de la insulina

El analizador llamado de tiempo de
vuelo (TOF) dotado de reflectrén, lo
que posibilita vuelos sucesivos de los
iones y no un dnico vuelo, demuestra
su utilidad en el analisis de péptidos y
protefnas.20

Paralelamente al desarrollo de estos
avances, se plantean una nueva serie de
necesidades como son las de poder
establecer con exactitud (masas exacta)
los pesos moleculares elevados, asi
como de ampliar el limite de deteccién
de masas para poder analizar los iones
provenientes de moléculas de elevado
peso molecular. El poder de resolucién
(R) de un analizador se define como el
inverso en el error relativo en la medida

de una determinada masa, R = m/Am.
Thomson en 1913 con su primer espec-
trometro llegd a un poder de resolucién
R = 13. Aston en 1913 medfa masas
con R = 130 mientras que en 1937 llegé
a realizar medidas con un R = 2000.
Hoy en dfa los analizadores FTICR per-
miten medir masas con un R = 8 x 106
mientras que el lfmite de masas detecta-
bles se encuentran en los 250 ku (m/z,
para z = 1) para espectrémetros con
imanes de 9.4 Teslas.27

Aplicaciones modernas de la
espectrometria de masas actual
lones multicarga

La ionizacion por electrospray (ESI) de
moléculas con varios centros potencia-
les de ionizacién (4tomos polares),
como es el caso de péptidos y protei-
nas, da lugar a la formacién de iones
multicarga. En general y de forma apro-
ximada, una protefna es capaz en el
proceso de electrospray de captar o per-
der un protén por cada 1000 Da de
peso. De esta forma se generan iones
del tipo [M+nH]"* o0 [M-nH]?". Como
los iones se detectan (sea cual sea el
analizador) como m/z estos iones multi-
carga rebajan el limite de deteccidn de
masas del analizador lo que posibilita
su estudio con analizadores sencillos
como la trampa iénica o el cuadru-
polo. Sin embargo, es necesario pro-
ceder a la deconvolucién de los picos,
es decir a calcular el nimero de cargas
(n+ o n-) de cada pico para poder pro-
ceder al cédlculo del peso molecular.
En las figura 8 se puede observar el

\

[16VAQ + 70H]"%*

[24VAQ + 90H %%+

13000

1 g

14000

15000

17000
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Figura 10. Espectro de masas ESI con detector Q-TOF de la enzima oxidasa del
alcohol vanillilico.
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Figura 11. Fragmentaciones y frag-
mentos mds comunes originados en la
espectrometria de masas de péptidos y
proteinas (clasificacion de Biemann)

espectro ESI de la albimina bovina
(BSA) tanto en forma monomeérica (B)
como dimero (A). La deconvolucién
de los picos (Figura 9) permite calcu-
lar primeramente el nimero de cargas
(z) y a continuacién determinar el
peso molecular para el mondémero
(66364.1 u) y para el dimero
(132865.4 u). Obsérvese como el
mondémero formé un cluster con iones
de z = 18, 17, 16 y 15 mientras el
dimero forma picos multicarga de z =
28,27,26,25,24y23.

Esta ventaja que poseen los picos multi-
carga de rebajar €] valor de m/z necesa-
rio para su deteccidén permite la obser-
vacién de iones de altisimo peso mole-
cular. Asf, la enzima oxidasa del alcohol
vanillilico forma un agrupamiento
iénico de 24 unidades que da lugar a un
superion de 1.53 x 106 Da con 90 car-
gas que se observa como [24M +
90H]%0+, En el mismo espectro se
observé un agrupamiento de 16 unida-

PROTEINA
/ \fidrﬁlisﬁs enzimitica

Determinacién pm Mezcla de péptidos
ESI, FAB, TOF
L LC/MS

< Determinacién pm de los péptidos

Mediante programas de ordenador y conexién
a bases de datos se comparan los pm encontrados
y los existentes en la base de datos de los péptidos

B | MsiMS
formados en Ia hidrélisis

Mediante MS /MS se logra conocer la secuencia
de AA de cada péptido

Figura 12. Estrategia en la identificacion y secuenciacion de proteinas mediante EM

des que se detectd como [I6M +
70H]70+, Este ejemplo estd considerado
hasta la fecha como el récord en la
determinacién de pesos moleculares.28

Péptidos y proteinas. Secuenciacion
de aminodcidos

Los péptidos y proteinas son combina-
ciones de los veinte aminodcidos esen-
ciales unidos por enlaces denomina-
dos peptidicos. Ademas existen toda
una serie de modificaciones estructu-
rales llamadas postraslacionales como
la glicosidacién, la formacién de
puentes disulfuro, la fosforilacién,
etc.. que modifican substancialmente
el peso molecular de péptidos y prote-
inas. Se han descrito mds de doscien-
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Figura 13. Secuenciacidn de un péptido [M+H]* = 872 por MSn. Los fragmentos
obtenidos permiten conocer la secuencia de aminodcidos.
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tas modificaciones que pueden alterar
el peso molecular de la proteina origi-
nal desde ~79 Da hasta +1039 Da.2?
Sirva este dato como exponente de la
enorme dificultad que plantea el anali-
sis de este tipo de moléculas mediante
la espectrometria de masas.

En principio, la fragmentacién de pép-
tidos y proteinas puede producirse en
tres enlaces diferentes (figura 11). Los
enlaces fisionables son el C-C, C-N'y
N-Cg, lo que da lugar a la posible for-
macién de seis fragmentos diferentes
llamados a,, by, vy ¢, cuando la carga
queda en el extremo N-terminal y deno-
minados X, ¥, ¥ 2z cuando la carga
queda en el extremo C-terminal. El
subindice indica el nimero de aminod-
cidos contenidos en cada fragmento.30
Dado que se encuentran tabuladas todas
las diferencias de masas posibles entre
iones consecutivos de las mismas series
anteriormente mencionadas, ello per-
mite conocer la identidad de los amino-
dcidos vecinos y por tanto la secuencia
de éstos en la cadena peptidica. Para
ello el ion molecular de la molécula
investigada se somete a sucesivas frag-
mentaciones mediante la técnica de ais-
lamiento-fragmentacién. Cuando esta
técnica no es posible aplicarla o bien
cuando los resultados no son lo sufi-
cientemente clarificadores, se procede a
una digestién enzimdtica de la protefna
y al analisis por HPLC-MS (Figura 12).
Los diferentes enzimas empleados dan
lugar a productos de hidrélisis diferen-
tes que son separados y analizados. La
comparacién de los resultados con los
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Figura 14. Cluster idnico del ion molecular de una proteina de férmula
Cso7Hg30N 146015553 El cluster idnico del ion molecular cuando la proteina ha
sido obtenida de un medio empobrecido en 13C y 15N es mds sencillo y permite el

cdleulo exacto de la masa.

datos almacenados en bases de datos
adecuadas suele ser suficiente para
identificar la molécula investigada y
determinar la secuencia de aminodcidos
como se puede observar en la figura 13.
La Prote6mica se puede definir como €l
andlisis sistemdtico de proteinas para
determinar su identidad, cantidad y fun-
cién. El andlisis proteémico se realiza
combinando la electroforesis de gel
bidimensional (2DE) y la EM. Los pro-
blemas derivados de la deteccién de
proteinas de baja abundancia en la mez-
cla se pueden obviar empleando la
LC/MS/MS.3!

Férmulas moleculares

El uso de la masa exacta para la deter-
minacién de la correspondiente férmula
molecular fue puesto a punto por Bey-
non.%-32 Se basa en el hecho de que
para cada masa existe una férmula
molecular diferente. Sin embargo, este
método estd limitado a moléculas
pequefias (pm < 300 Da), pues para
pesos superiores existen més de una
composicién elemental para cada
masa, incluso si ésta se puede determi-
nar con errores del orden de 1 ppm. En
algunos casos, la resolucién de los
picos isotdpicos puede ayudar pero

esta técnica se basa en abundancias
relativas y no en el cdlculo de la masa
exacta.

Para obviar estos inconvenientes, espe-
cialmente en la espectrometria de
masas de biopolimeros, se han puesto a
punto dos métodos basados en el enri-
quecimiento y empobrecimiento isot6-
pico respectivamente. Asf, la diferencia
de masa entre el peso observado para
una molécula con abundancia isotdpica
natural y el peso de la misma molécula
isotépicamente enriquecida en !3C o
15N permite conocer el niimero de 4to-
mos de estos dos elementos, lo que
reduce dréasticamente el niimero de f6r-
mulas moleculares posibles.

Como ejemplo, tomaremos la determi-
nacién de la férmula molecular de un
anién fosforilado de un derivado de
inositol.33 Se determina el peso mole-
cular con una exactitud de + 10 ppm
obteniéndose un valor de 861.5499 Da.
Esta masa puede corresponder a més
de 2500 posibles combinaciones de C,
H, O y P. Si se trata de un biopolimero,
como es en nuestro caso, el contenido
en carbono bioldgicamente correcto
elimina muchas de las combinaciones
que no cumplen dicho requisito,
dejando “solamente” unas 394 férmu-

las posibles. La muestra procede de la
bacteria Rhodococcus rhodochrous que
ahora se desarrolla en un medio de
cultivo donde la abundancia en 13C es
del 99%. El espectro de masas de la
nueva muestra asi obtenida muestra
un ion molecular nuevo a mayor
masa (Am = + 45), lo que significa
que la molécula debe contener al
menos 45 dtomos de carbono. Este
dato permite reducir el nimero de
posibles férmulas a 19. Procediendo
al estudio de los diferentes fragmentos
de ambas moléculas (normal y enri-
quecida en 13C) se llega finalmente al
resultado de que la férmula buscada
€ra C45H82013P.

En otros casos, aunque se determine
el peso molecular con exactitud (£ 5
ppm) es preciso comparar la abundan-
cia isotGpica observada con la corres-
pondiente a la férmula molecular cal-
culada. Para pesos elevados el cluster
i6nico del ion molecular es tan com-
plejo y extenso (se extiende sobre
decenas de Da) que es facil cometer
errores pues el ion que corresponde a
la masa monoisotdpica es extraordina-
riamente poco abundante (Figura 14).
Con objeto de simplificar el cluster, si
la muestra tiene un origen bioldgico
se obtiene ésta en un medio de creci-
miento empobrecido en 13C y en 19N.
De esta forma la presencia tinica de
12C y de !4N simplifica el cluster
iénico permitiendo un cdlculo mds
sencillo y exacto del peso molecular
al hacer visible el ion correspondiente
a la masa monoisotépica.34

Medidas de relaciones isotdpicas

La informacién quimica disponible en
los organismos vivos puede clasificarse
en tres grupos: la proveniente de
macromoléculas, la de moléculas
pequefias y la que se obtiene de las rela-
ciones isotSpicas. En general, el estado
fisiolégico de un organismo se puede
determinar a partir de un andlisis cuali
y cuantitativo tanto de macromoléculas
como de moléculas pequefias. La
Genémica y la Prote6mica son excelen-
tes aproximaciones al andlisis de
macromoléculas con objeto de estable-
cer estados fisiolégicos que puedan
provenir de alteraciones genéticas. Sin
embargo, estd demostrado que pequefii-
simas variaciones en las proporciones
de las abundancias isotdpicas naturales
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pueden proporcionar una enorme infor-
macién sobre determinados estados
fisiolégicos y las alteraciones de éstos.
Las variaciones en las proporciones de
abundancia isotépica son pequefias y se
expresan en unidades & en tanto por mil
Og0) :6 %01 = Ry Ry ~1) x 1000,
siendo Ry, el valor de relacién isotd-
pica de la muestra y R el valor de refe-
rencia. Existen una serie de escalas
donde se encuentran tabulados los valo-
res R, dependiendo del material natural
usado para establecer los valores de
referencia R .. Debido a que estas varia-
ciones de abundancia relativa son muy
pequeifias se precisan aparatos de alta
resolucién para las correspondientes
medidas.

La espectrometria de masas de relacio-
nes isotépicas (IRMS) se ha revelado
como una poderosa herramienta para la
deteccién de alteraciones fisioldgicas y
metabdlicas. Asi, por ejemplo la rela-
cién de abundancia (13C/12C) demues-
tra como los lipidos estdn empobreci-
dos en 13C respecto de protefnas e
hidratos de carbono del mismo origen.
Una variacion de dicha relacién pone
de manifiesto un problema en la biosin-
tesis de dichos lipidos. Se ha observado
asimismo como las posiciones C3 y C4
de la glucosa estén enriquecidas en 13C
respecto de C2, C5 y C6 debido a la
reaccién catalizada por la aldolasa fruc-
tosa-1,6-difosfato de la glucosa. Una
alteracién pone de manifiesto un pro-
blema en el metabolismo de los hidra-
tos de carbono. La biosintesis de 4cidos
grasos basada en unidades de acetato se
caracteriza porque los valores !3C/12C
varfan dependiendo del ndmero (par o
impar) de 4tomos de carbono del
correspondiente dcido graso.33:36 Alte-
raciones en dicha biosintesis dan lugar a
variaciones en la relacién isotépica
mencionada.

En otro orden de cosas podemos citar
como la relacién 2H/!H y 1807160 pue-
den servir para determinar el origen del
agua (agua de lluvia o agua subterrd-
nea).37 Cabe destacar que la relacién
13C/12C se ha empleado en el estudio
de la migracién de la mariposa monarca
(Danaus plexippus) desde México hasta
Norteamérica.38

Identificacion de bacterias

Después de los ataques con d&ntrax
(Bacillus anthracis) contra el Congreso
y Senado USA mediante cartas infecta-
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das con dicha bacteria, ha cobrado
actualidad la identificacién de bacterias
y/o cepas mediante la EM. En principio
la pirdlisis de bacterias y el estudio del
pirolizado mediante GC/EM permite en
algunos casos la identificacién de bacte-
rias. Investigadores israelitas han utili-
zado la espectrometria de masas
MALDI-TOF para caracterizar los bio-
marcadores del Bacillus anthracis.
Dichos biomarcadores identificados por
sus pesos moleculares exactos (entre
2.5y 3.5 kDa) y sus correspondientes
fragmentaciones especificas no han
sido encontrados en otras bacterias de la
especie Bacillus (B. cereus, B. thurin-
giensis y B. mycoides) lo que parece
demostrar la utilidad del método de
andlisis, ideal para prealertas rapidas
ante ataques de guerra biolégica.3?

Estudio de fragmentos neutros.
Aplicaciones.

La espectrometria de masas en tdndem
(MS/MS) se usa tanto para el andlisis
estructural como en estudios de la fisica
de iones en estado gaseoso. La informa-
cién que proporciona esta técnica se
basa en las reacciones entre un ion
seleccionado y un gas inerte con el que
colisiona dando lugar a un proceso de
fragmentacién o disociacién. Dicha
reaccién genera un fragmento iénico y
un fragmento neutro o un radical. El
fragmento iénico se detecta en el anali-
zador pero el fragmento neutro o el
radical no pueden detectarse, con lo
cual el conocimiento de su estructura se
basa en una deteccidn indirecta basada
en los conocidos mecanismos de frag-
mentacién pero no en su observacién
directa.

Hoy en dfa existe la posibilidad de aislar
dichos fragmentos neutros e ionizarlos de
forma que se puedan detectar de forma
directa y asi determinar su estructura de
forma precisa e inequivoca. Esta técnica
que recibe el nombre de reionizacién de
fragmentos neutros (N¢R) fue ideada por
McLafferty.40 Esta nueva variante de la
EM ha dado lugar a una serie de resulta-
dos espectaculares.

Asi, es conocido que la fragmentacién
del ion molecular del acetato de metilo
[CH;COOCH3]*t por fragmentacion
sencilla en o respecto del carbonilo (frag-
mentacién inducida por el electrén desa-
pareado del ion radical) conduce a la for-
macién del catién acetilo [CH3CO]t y a
la eliminacién de radical metoxilo

OCH;°®. La reionizacién de fragmentos
neutros ha demostrado que junto al
radical metoxilo se forma una cantidad
importante de radical hidroximetilo
HOCH,® lo que sugiere un nuevo
mecanismo de fragmentacién no tan
sencillo como el postulado hasta ahora.
Aplicando esta técnica a la descomposi-
cién de iones positivos provenientes de
péptidos, se ha demostrado que la rup-
tura del enlace peptidico forma como
fragmentos neutros aminodcidos o
pequefios péptidos a partir del extremo
C-terminal mientras que el extremo N-
terminal genera la formacién de aziridi-
nonas y dicetopiperazinas. También se
ha empleado esta técnica en la quimica
del fullereno Cg( para determinar su
mecanismo de fragmentacién.

Cgo’ ——= Cagp° + Cgg” + eliminacién de fragmentos Cp,

N,
Can N C". Ci5". Crg”

Estos clusters de nimero impar de dto-
mos de carbono son similares a los
detectados en la ablacién del grafito
mediante l4ser. Se ha determinado que
la mezcla C,,, eliminada como frag-
mento neutro en la fragmentacién del
ion Cgg* estd compuesta por pequefias
agrupaciones en las cuales 2n <30 y que
a su vez fragmentan por pérdidas con-
secutivas de unidades C; y C3.4!

Quimica forense

Hoy en dia el andlisis de substancias
prohibidas por EM es uno de los cam-
pos de la quimica forense. Para la
detecci6n de dichas substancias se han
de poner a punto diferente métodos de
recoleccién de muestra, preparacién de
ésta, aislamiento y finalmente andlisis.
Como ejemplos mds recientes citare-
mos el andlisis por GC/MS de la ecdys-
terona en la orina humana. Se trata de
un esteroide presente en farmacos pre-
parados a partir de L. Carthamoides y
empleados en el tratamiento de neuro-
sis, neurastenias e hipotensién debido a
sus efectos ténicos y anabdlicos. Estu-
dios llevados a cabo han demostrado
que también posee accién sobre el cre-
cimiento muscular sin presentar los
inconvenientes de los otros esteroides
anabolizantes. La deteccién de ecdyste-
rona se ha puesto a punto por el Labora-
torio del Centro Olfmpico de Atenas
con objeto de incluir esta substancias
entre las prohibidas en la préxima
Olimpiada a celebrarse en Atenas en
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2004. Asimismo se ha puesto también a
punto la deteccién de dos de los meta-
bolitos del esteroide, la 2-desoxiecdys-
terona y la desoxiecdysona 42 respecti-
vamente.

Por otro lado, el UCLA Olympic Analy-
tical Laboratory ha desarrollado un sis-
tema de andlisis para la deteccién via
GC/MS de un nuevo farmaco que modi-
fica la afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno. El RSI3, dcido (2-[4-[[(3.5-
dimetilanilino)carbonilJmetil]fenoxi]2-
metilpropidnico incrementa de forma
notable la capacidad mixima de inhala-
cién de oxigeno (VO mpay) lo que lo
hace atractivo para el doping de deportis-
tas pues aumenta espectacularmente la
capacidad aer6bica. EI RS13 se detecta
mediante la monitorizacién de dos iones
[m/z485 (M*H) ym/z7470 (M—CH3)+].
El limite de deteccién (LOD) es inferior a
2ng /mL en orina. En estos momentos las
autoridades deportivas consideran la
posibilidad de incluir al RS13 en la lista
de substancias dopantes.*3

Este mismo afio, el UCLA Olympic
Analytical Laboratory ha detectado en la
orina de ciertos atletas un esteroide ana-
bolizante llamado norboletona, sinteti-
zado en 1966 y administrado a humanos
para el tratamiento del enanismo y raqui-
tismo. Nunca fue anteriormente hallado
por ningln laboratorio antidoping. Lo
mds interesante del caso es que no existe
en este momento en el mercado ningdn
farmaco que contenga dicha substancia,
lo que ha llevado a las autoridades depor-
tivas a sugerir que existe una fuente clan-
destina y no detectada de norboletona 44

Quimica supramolecular y reconoci-
miento quiral

Las interacciones no covalentes entre
una molécula grande (anfitrién) y otra
molécula pequeiia (huésped) se pueden
estudiar mediante espectrometria de
masas gracias al desarrollo de métodos
de ionizacién suaves que consiguen que
la supermolécula acepte una o varias
cargas y pase de la disolucién a la fase
gaseosa. Como ejemplo del estudio de
las asociaciones supramoleculares y su
aplicacién al reconocimiento quiral
citaremos los complejos de inclusién de
las ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas (CD) son oligémeros
ciclicos de glucosa con forma de toroide
y que se distinguen por el nimero de uni-
dades de glucosa. Asi, la o-CD contiene
6 unidades de glucosa con unién o-1,4, la

B-CD contiene 7 unidades mientras la y-
CD contiene 8 unidades de glucosa. Los
didmetros internos de las cavidades per-
miten la entrada de huéspedes adecuados
formando complejos de inclusién esta-
bles. 4546

Estudios recientes han demostrado que la
ionizacién de dichos complejos de inclu-
sién (CI) mediante técnicas ESI o FAB
permite la deteccién de éstos por EM
poniendo de manifiesto que el complejo
detectado es un auténtico complejo de
inclusién y no el resultado de una agrega-
ci6n electrostdtica.47 Empleando amino-
4cidos quirales como huéspedes se ha
demostrado que el CI formado reacciona
de forma enantioespecifica en una reac-
cién de intercambio de huésped. El
mismo método e idénticos resultados se
han obtenido empleando éteres corona
como huéspedes.*8

Otro ejemplo de aplicacién es el estudio
realizado sobre los antibiéticos glicopep-
tidicos del grupo de la vancomicina.
Estas substancias actian uniéndose a la
pared celular bacteriana en péptidos que
contengan la subestructura [D-Ala-D-
Ala]. Dicha interacci6n inhibe el creci-
miento celular bacteriano. Para estudiar
las constantes de asociacion de diferentes
antibidticos se emplea la espectrometria
de masas.4? Asf, se estudian los espectros
obtenidos a partir de mezclas equimole-
culares de vancomicina (M = 1447 Da)
con diferentes péptidos que contengan las
subunidades requeridas para la asocia-
cién. En los espectros se observa la sefial
de la vancomicina a m/z = 725 corres-
pondiente al ion [M+2H]2* junto con
sefiales correspondientes a los diferentes
complejos formados entre la vancomi-
cina y los péptidos ensayados. A partir de
las intensidades de los picos y empleando
ecuaciones sencillas para los equilibrios
implicados se calculan las constantes de
asociacién y se puede determinar la esta-
bilidad del complejo y por tanto determi-
nar el mecanismo de asociacién. Los
valores asi calculados son coherentes con
los valores calculados por otras técnicas
como la RMN vy la microcalorimetria.

Quimica medioambiental

En 1974 se detectd mediante la EM la
presencia en el agua potable de cloro-
formo procedente del empleo de cloro
en la potabilizacién del agua como pro-
ducto de desinfeccién (DBP). El cloro-
formo se forma a partir de la reaccién
de los productos de cloracién del agua

cuando ésta contiene substancias himi-
cas. Antes de 1970 solamente se hab{an
detectado unos 100 compuestos orgdni-
cos en el agua. En 1976 y gracias al
empleo de la EM se habian identificado
1500 substancias diferentes en el agua
potable. Desde entonces la EM se ha
utilizado profusamente para el andlisis
de todo aquello relacionado con Ia qui-
mica del medio ambiente. El estudio de
aerosoles y la presencia de compuestos
organicos voldtiles (VOCs), el andlisis
de agua potable, aguas de superficie y
suelos se llevan a cabo mediante la EM.
La presencia de pesticidas (que son los
contaminantes mas estudiados) se
determina por LC/MS o bien por
GC/MS asi como el estudio de sus pro-
cesos de degradacién. Los hidrocarbu-
ros poliaromdticos (PAHS) y los bifeni-
los policlorados (PCBs), dos de las
familias de contaminantes mas peligro-
sos, también se analizan por EM. La
presencia de dioxinas y furanos forma-
dos en procesos de combustidn se esta-
blece a partir de datos de EM, al igual
que la presencia de otros contaminantes
peligrosos como los colorantes para
textiles y los surfactantes. Ya hemos
hablado de los DBP y debemos mencio-
nar su actividad como substancias can-
cerigenas y su influencia en el aumento
observado en el nimero de abortos. La
EM ha permitido la deteccién entre
otros compuestos del conocido como
“MX” que es la [3-cloro-4-(diclorome-
til)-5-hidroxi-2(5H)]furanona, uno de
los agentes de mayor poder mutagé-
nico. La EM permite también la detec-
cién de substancias de cardcter inorgd-
nico como anién perclorato, arsénico,
selenio y diferentes metales tanto en ali-
mentos como en aguas.’? Por dltimo
sefialar que 1a EM se ha empleado con
éxito en la identificacién de microorga-
nismos en el agua como virus y bacterias
demostrando que los métodos de ioniza-
cién suaves como el ESI son capaces de
conservar la estructura biomolecular
durante el proceso de jonizacién.5!
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