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Resumen

Estudio de factores que afectan la ionizacion de los hidratos de carbono en
espectrometria de masa UV-MALDI

En este trabajo de tesis se estudié el efecto de la presencia del Ca®* (y/o Mg™) en el
andlisis por UV-MALDI MS de hidratos de carbono, utilizando el EDTA como un reactivo
auxiliar. Este andlisis mostré un claro efecto de la presencia de Ca®* en los espectros
obtenidos cuando se utilizé nor-harmano (nHo) como matriz. Dicho efecto se basaria en la
interaccién del ion Ca®* con los grupos HO- presentes en los hidratos de carbono. Con
matrices acidas el efecto observado fue menor y se deberia a que los grupos HO- y -COOH
de las mismas pueden unirse al catién Ca** y ademds por su cardcter prético inhibir la
interaccion de éste con el azicar. El estudio comparativo por espectrometria de masa ESI
mostrd que el comportamiento de los hidratos de carbono en presencia del Ca®* (y/o Mg2+)
no es uniforme, dependiendo éste del tamafio molecular y de la estructura del compuesto.
En ambos casos, la presencia del EDTA compitié con la formacién de los complejos metal-
hidrato de carbono y mostré ser una herramienta ttil para la restitucion de las sefiales
sodiadas de los analitos y la obtencidn de espectros de masa de mejor calidad. También se
analiz6 la formacion de la especie [A+Cl]” en el proceso de desorcidén/ionizacion de
hidratos de carbono neutros, utilizando diferentes técnicas de incorporacion del ion CI” a las
muestras. Para ello se utilizé la mezcla de la matriz nHo y la sal NH4Cl, una matriz clorada
sintetizada en nuestro laboratorio (6-cloro-nor-harmano) y el clorhidrato de nor-harmano.
Las especies [A+CI] se formaron eficientemente, especialmente utilizando esta udltima
matriz. La formacién de estas especies cloradas es una alternativa a tener en cuenta al
momento de estudiar hidratos de carbono neutros cuyo proceso de ionizacién no es
eficiente. Finalmente, se analizé la capacidad de nanoparticulas (NPs) de actuar como
matrices en el analisis por UV-MALDI MS de azucares neutros. Dichas NPs mostraron ser
eficientes matrices para la deteccion de azicares tanto comerciales como los presentes en
extractos de tejidos y en tejidos intactos (andlisis in sifu), a diferencia de las matrices

organicas cldsicas que no resultaron utiles como tales para este tltimo tipo de andlisis.

Palabras claves: UV-MALDI MS, ESI MS, CaCl,, hidratos de carbono, nanoparticulas,
matrices UV-MALDI, EDTA






Abstract

Study of the factors that affect the UV-MALDI mass spectrometry ionization of
carbohydrates

In the present Project the effect of Ca®* (and/or Mg**) on the UV-MALDI MS analysis of
carbohydrates and that of EDTA as auxiliary reagent have been studied. These cations
showed a very clear effect when nor-harmane (nHo) was used as matrix. This fact can be
explained taking into account the interaction between the Ca®* (and/or Mg*") with the
hydroxyl groups present in the carbohydrate structure. When matrix with hydroxy and
carboxy functional groups were used the observed effect was quite mild probably because
these groups interact preferentially with the discharged cations and because their hydrogen
donor capability inhibits the carbohydrate-Ca”" interaction.

Comparative studies conducted by ESI MS showed that the carbohydrate- Ca®* (and/or
Mg2+) interaction is not the same for all the sugars studied depending strongly on the
molecular size and structure. EDTA addition to the sample competes with the sugar
because its Ca’* and Mg”* quelating properties showing to be a useful tool to enhance the
intensity of the carbohydrate signals yielding higher quality mass spectra.

The detection of neutral carbohydrates as the anion [A+Cl] species was also studied by
means of different Cl" addition methods to the sample. With this purpose the mixture of the
matrix nHo and the NH4Cl salt, a chloroderivative of nor-harmane prepared in our
laboratory (6-chloro-nor-harmane) and nor-harmane hydrochloride were used. The [A+Cl]
were efficiently formed specially when nor-harmane hydrochloride was used. Formation of
the chlorinated anions is a possibility to take into account when neutral carbohydrates with
low UV-MALDI desorption/ionization are analyzed.

Finally, the capability of nanoparticles (NPs) to behave as UV-MALDI matrices for neutral
carbohydrate analysis was studied. Those studied showed to be efficient for the analysis of
neutral sugars commercially available and those present in extracts from tissues as well as
present in intact tissues (analysis in situ), on the contrary than the classical organic matrices

that were not useful at all for in situ analysis.

Key words: UV-MALDI MS, ESI MS, CaCl,, carbohydrates, nanoparticles, UV-MALDI
matrices, EDTA.






ABREVIATURAS
A: analito
Ac. galacturénico: dcido galacturénico
Ac. galactdrico: 4cido galactdrico
Ag: plata
APCIL: ionizacién quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical
ionization)
BaSrTiO: 6xido mixto de bario, estroncio y titanio
Bc: banda de energia de conduccién
Bced: B-ciclodextrina
Bv: banda de energia de valencia
CaCl,: cloruro de calcio
Cel: celobiosa
(CHj3),Bcd: B-ciclodextrina sustituida con n metilos
CHCA: 4cido trans-a-cyano-4-hydroxicindmico
CHCls: cloroformo
CI: ionizacién quimica
CID: fragmentacion inducida por colision (collision-induced decomposition)
Cf: cafeina
6-ClnHo: 6-cloro-nor-harmano
CNT: nanotubos de carbono
Cp: celopentaosa
Ct: celotetraosa
D: diamante
Da: dalton
DI: desorcidn/ionizacién
DMBcd: heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina
Dx: dextrano estdndar 5000 de la bacteria Leoconostoc mesenteroides
EC: energia cinética
ECAR: electroforesis capilar de alta resolucién

EDTA (EDTA.Na): sal disédica del dcido etilendiaminotetraacético



EI: ionizacion electrénica

ESI: volatilizacién/ionizacién por nebulizaciéon en un campo eléctrico (electrospray
ionization)

EtOH: etanol

FAB: bombardeo por atomos acelerados (fast atom bombardment)

FD: desorcién por campo (field desorption)

FI: ionizacién por campo (field ionization)

Fr: fructano

Fru: fructosa

Fr(2): sacarosa

Fr(3): 1-kestosa

Fr(4): nistosa

Fr(5): 1"-fructofuranosilnistosa

FT-ICR: ion ciclotron resonance con transformada de Fourier

GA: 4cido 2,5-dihidroxibenzoico (dcido gentisico)

GC/MS: cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa

Glc: glucosa

HClnHo: clorhidrato de nor-harmano

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion (high performance liquid chromatography)
HRMS: espectrometria de masa de alta resolucion (high resolution mass spectrometry)
I,: inulina

ISD: descomposicion en la fuente (in-source decay)

IT: Trampa i6nica

KCI: cloruro de potasio

kV: kilovoltios

Lac: lactosa

LC/MS: Cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masa

LDI: desorcién/ioniacion por laser (laser desorption/ionization)

1/min: litros/minuto

LOD: limite de deteccion (limit of detection)

M: matriz



M(2): maltosa

M(3): maltotriosa

M(4): maltotetraosa

M(5): maltopentaosa

M(6): maltohexaosa

M(7): maltoheptaosa

MBcd: metil-B-ciclodextrina

MeCN: acetonitrilo

MeOH: metanol

MgCly: cloruro de magnesio

uM: micromolar

uM/ml: micromolar/mililitro

pl: microlitro

ml: mililitro

pl/min: microlitros/minuto

pmol: micromol

MNBA: alcohol m-nitrobencilico

MPa: megapascales

MS: espectrometria de masa

MS/MS o MS": espectrometria de masa en tandem

MWNT: nanotubos de multples paredes (mutli-walled nanotubes)

m/z: relaciéon de masa/carga

NaCl: cloruro de sodio

neocarraoctaosa-SO;Na+H: neocarraoctaosa tetrasulfato de sodio con una desulfatacion
neocarraoctaosa-(SOsNa),+2H: neocarraoctaosa tetrasulfato de sodio con dos
desulfataciones

neocarraoctaosa-(SOsNa);+3H: neocarraoctaosa tetrasulfato de sodio con tres
desulfataciones

neocarraoctaosa-(SOs;Na)4+4H: neocarraoctaosa tetrasulfato de sodio con cuatro

desulfataciones



neocarratetraosa disulfato-SOs;Na+H: neocarratetraosa disulfato de sodio con una
desulfatacion

neocarratetraosa disulfato-(SOs;Na),+2H: neocarratetraosa disulfato de sodio con dos
desulfataciones

neocarratetraosa sulfato-SOs;Na+H: neocarratetraosa sulfato de sodio con una desulfatacion
NH4CI: cloruro de amonio

nHo: 9H-pirido[3,4-b]indol (nor-harmano)

nm: nanometros

NPs: nanoparticulas

OA: orbital atbmico

OHPBcd: 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

OM: orbital molecular

PD: desorcién/ionizacién por accion de un plasma (plasma desorption)

PDE: extraccion retardada por pulsos (pulse delayed extraction)

PESI: electrospray por medio de sonda muestreadora (probe electrospray ionization mass
spectrometry)

PM: peso molecular

pmol/ul: picomol/microlitro

PSD: fragmentacion en el analizador (post source decay)

Q: cuadrupolo

RI: intensidad relativa

SA: 4cido sinapinico

SDS-PAGE: electroforesis seguida de transferencia a la membrana conductora por la
técnica electron-block

SEC: cromatografia de exclusion por tamafio (size exclusion chromatography)

SIMS: espectrometria de masa de iones secundarios (secondary ion mass spectrometry)
S/R: relacion sefial/ruido

Tb: teobromina

TES: ionizacién por termo spray (thermo spray ionization)

Tf: teofilina

TFA: acido trifloroacético



TiO,: diéxido de titanio

TiSi0: 6xido mixto de silicio y titanio

TMBcd: heptakis-(2,3,6-tri-O-metil)-f-ciclodextrina

THAP: 27,476 -trihidroxiacetofenona

TOF: analizador de tiempo de vuelo (time-of-flight)

TLC: cromatografia sobre capa delgada (thin-layer chromatography)

V: campo eléctrico

vol/vol: volumen/volumen

UV-MALDI: desorcién/ionizacion inducida por un ldser ultravioleta y asistida por una

matriz (ultraviolet matrix-assisted laser desorption/ionization)
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CAPITULO I

Introduccion






Capitulo 1

1.1 ESPECTROMETRIA DE MASA

La espectrometria de masa (MS) retne a un conjunto de técnicas que tienen por
objetivo determinar la masa molar de compuestos quimicos (analito, A). Se basa en la
produccién de iones gaseosos que se someten, dentro de un analizador, a la accién de un
campo eléctrico y/o magnético para su deteccion y caracterizacion, de acuerdo al valor de
su relacién m/z (donde m es la masa del i6n molecular en unidades atémicas dalton (Da)
y z es el nimero de carga del mismo). La medicién exacta de este valor para las
moléculas ionizadas del analito (ion molecular) dard informacién sobre su peso
molecular. Es posible ademads, obtener informacién sobre el tipo de grupo funcionales o
bloques estructurales presentes, asi como la secuencia que los mismos tienen en la
molécula a través de estudios de fragmentacién [1, 2]. La fragmentacién del i6n
molecular, llamado i6n precursor o padre, dard fragmentos i6nicos producto, que serdn
detectados con su propio valor de m/z. El conjunto de fragmentos producto formados es
caracteristico de cada analito y depende de su estructura quimica.

Existen elementos comunes a todo espectrometro de masa: una fuente o cdmara
generadora de iones gaseosos, un analizador (0 mas de uno), un detector y un sistema de
vacio (figura 1.1). En la actualidad, se ofrecen en el mercado una gran variedad de
espectrometros de masa que resultan de las combinaciones 16gicas de las distintas fuentes
productoras de iones, con los diferentes tipos de analizadores.

La gran variedad de equipamiento disponible en espectrometria de masa difiere
fundamentalmente en los métodos empleados para generar los iones, los cuales se basan
en fendmenos fisicos y fisico-quimicos de volatilizacion y ionizacion diferentes. A lo

largo de los dltimos 60 afios se han ido perfeccionando y desarrollando distintos métodos



Introduccion

de ionizacion. En la figura 1.2 se presenta en forma resumida la evolucion en el tiempo
de la espectrometria de masa teniendo en cuenta la introduccion de los diferentes métodos
de ionizacion, la ifenacion con técnicas cromatograficas, el rango dindmico y la

sensibilidad asi como los campos de aplicacion.

Muestra Fuente de iones Analizador Detector

_..:|r:] —

Salida al

exterior Bomba turbomolecular

o criogénica

\ 10°-10" Torr

Bomba mecanica
10 Torr

Figura 1.1. Diagrama general de un espectrémetro de masa [3].
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Introduccion

El primer método de ionizacién utilizado fue la denominada ionizacién
electronica (EI). Los iones se producen por bombardeo con un haz de electrones
acelerados a los analitos gaseosos neutros [2]. En el caso de ser el analito sélido o liquido
a temperatura ambiente se usa calor para la obtencién del gas correspondiente. La
aplicacion de este método esta limitada al andlisis de compuestos de bajo peso molecular,
termoestables y facilmente volatilizables. Poco después surgié el método de ionizacién
por campo (FI), donde el analito gaseoso neutro se expone a la accién de un fuerte campo
eléctrico que produce su ionizacion por efecto tinel [2].

Mis tarde surgi6é el método denominado ionizacién quimica (CI) [2]. Los iones
gaseosos se originaban en dos etapas: en la primera, el analito era volatilizado mediante
el uso de calor, y en la segunda etapa de ionizacidn, el analito gaseoso neutro se
bombardeaba con un haz de moléculas gaseosas ionizantes.

Estos métodos convencionales de ionizacidn resultaron ser muy utiles en el campo
de la quimica orgénica para el andlisis de compuestos de bajo peso molecular, pero
excluy6 del estudio a los compuestos de masas moleculares mayores a 500 Da y a
aquéllos termoldabiles.

En los afios 70 y a principios de los 80, se describieron los primeros experimentos
en los que las moléculas térmicamente inestables pudieron ser transformadas en iones
gaseosos sin descomposicion alguna y en un unico paso. Estas técnicas de
volatilizacién/ionizacioén se denominaron técnicas de desorcion e incluyen:

- La ionizacién por bombardeo con un haz de dtomos acelerados o FAB (fast atom
bombardment). En esta técnica el analito no volatil se deposita sobre un portamuestras

metélico (electrodo portamuestras), éste se introduce en la cdmara de ionizacién en alto



Capitulo 1

vacio, y es bombardeado con un haz de dtomos neutros acelerados, como He o Xe [2, 5].
Cuando se utilizan haces de iones acelerados como He" o Xe' para bombardear la
muestra, se habla de emisiéon de iones secundarios o SIMS (secondary ion mass
spectrometry) [2, 6].

- Otro método desarrollado fue la ionizacién por desorciéon de campo o FD (field
desorption). El analito depositado sobre la punta del electrodo aguja es expuesto a la
accion de un fuerte campo eléctrico que induce su volatilizacidén/ionizacién por efecto
tinel [2].

- También se desarrollé la desorcién/ionizacién por accién de un plasma o PD
(plasma desorption) [7].

- Finalmente, se puede mencionar la ionizacién por acciéon de un ldser o LDI
(laser desorption/ionization) [2, 8].

En conjunto, todos estos métodos de ionizacién ampliaron por un lado el rango de
peso molecular de los compuestos analizables para el andlisis por espectrometria de masa
y por el otro el uso de la técnica para el andlisis de moléculas termosensibles y
macromoléculas, tanto sintéticas como biomacromoléculas.

A fines de la década del 80 se introdujeron las técnicas de ionizacidn suaves mas
modernas: la desorcidn/ionizacion asistida por una matriz e inducida por un ldser
ultravioleta  (matrix-assisted laser desorption/ionization, UV-MALDI) y la
volatilizacién/ionizacion por nebulizacién en un campo eléctrico (electrospray ionization,
ESI) [2, 4, 9-11].

En la espectrometria de masa UV-MALDI (UV-MALDI MS) el analito se

deposita junto con una matriz s6lida fotosensible sobre un portamuestras (electrodo
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portamuestras) y la mezcla seca introducida en la camara de ionizacion en alto vacio se
irradia con un lédser ultravioleta (UV). La matriz, que es el componente mayoritario,
absorbe la energia recibida y provoca tanto su propia desorcidén y ionizacién como la
desorcién/ionizacion del analito incluido en la muestra sélida [2, 4, 9, 10].

En la espectrometria de masa ESI la solucién polar que contiene al analito se
convierte en una nube de gotas cargadas que se somete a la accién de un campo eléctrico
fuerte (4 kV aproximadamente), el solvente se evapora y los iones moleculares gaseosos
generados son enfocados hacia el analizador [11].

Estos dos desarrollos ampliaron los horizontes de aplicacion de la espectrometria
de masa y durante la década del 90 revolucionaron el campo de investigacién de las
ciencias bioldgicas. Permitieron el andlisis de biomacromoléculas o biopolimeros de alto
peso molecular como proteinas (de hasta 300 kDa), hidratos de carbono, lipidos, dcidos
nucleicos y metabolitos, asi como de polimeros sintéticos (figura 1.2). Méas recientemente
dieron origen a nuevas dreas de investigacion denominadas: “Proteémica”, “Glicémica”,
“Lipidomica” y “Metabolémica” (figura 1.2) [12, 13].

Los autores de estos desarrollos recibieron, en reconocimiento de lo que los
mismos significaron, el Premio Nobel en Quimica, en el afio 2002: Koichi Tanaka
(Japon) por su contribucion al desarrollo de la espectrometria de masa UV-MALDI y
John B. Fenn (USA) por el desarrollo de la espectrometria de masa ESI [4, 14].

Paralelamente, los analizadores también debieron perfeccionarse con el fin de
satisfacer los requerimientos crecientes respecto al rango de masa de los compuestos
analizables (rango dindmico de andlisis), sensibilidad y exactitud necesarios,

principalmente para el andlisis de muestras en forma confiable. En la tabla 1.1 se
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comparan las ventajas y desventajas de los analizadores mds comunes que forman parte

de instrumentos comerciales, asi como el rango de masa de andlisis y poder de resolucion

[3].
Analizador (a) Cota Ventajas Desventajas
maxima
de m/z
Cuadrupolo (Q) 4000 — | - Buena resolucién - Rango de masas limitado
6000 - Pequeio tamaiio - Pobre adaptabilidad a UV-
- Bajo costo MALDI MS
- Tolera altas presiones
- Optimo para el acople a
espectrometria de masa
tandem (MS")
Tiempo de wvuelo ) - Rango tedrico de masas | - Costo de los equipos de alta
(TOF) ilimitado resolucion
- Buena resolucién - Tamano
- F4cil cambio de modo de
analisis, iones (+) o (-)
- Velocidad de andlisis
muy alta
- Diseflo simple
- Facil adaptacion a UV-
MALDI MS
Sector magnético 20000 | - Gran capacidad de - No tolera altas presiones
resolucién - Elevado costo
- Baja velocidad de andlisis
Trampa iénica (IT) 2000 - Buena resolucién - Rango de masas limitado en
- Pequeiio tamafio los instrumentos
- Disefio simple comercializados actualmente
- Apropiado para MS"
Ion ciclotron | 10000 | - Resolucién y sensibilidad | - Costo muy elevado
resonance con altas - Gran tamafio
transformada  de - Apropiado para MS"
Fourier (FT-ICR)

Tabla 1.1. Comparacién general de los analizadores de masas comunes [15, 16]. (a) No
se incluye el analizador llamado OrbiTrap por encontrarse el mismo en etapa de
desarrollo acoplado en los equipos comerciales s6lo a la camara ESI [16].

La resolucién (o poder de resolucién) de un instrumento se define como la

capacidad de un espectrometro de masa para distinguir iones con valores de m/z muy
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proximos. Cuanto mayor es el poder de resolucidon, mayor es su habilidad para diferenciar
especies quimicas y mayor es la exactitud de la medicion.

Actualmente existe una gran variedad de espectrometros disponibles en el
mercado, cuyas capacidades varian dependiendo de su disefio y del objetivo con que
fueron creados. Entre los equipos més utilizados para el andlisis de biomacromoléculas se
pueden mencionar: los espectrometros de masa UV-MALDI con un analizador de tiempo
de vuelo (UV-MALDI-TOF) y los espectrometros de masa ESI con un analizador de tipo
cuadrupolo (ESI-Q), o un analizador de tiempo de vuelo (ESI-TOF), o una trampa i6nica
(ESI-IT) [16, 17].

En la espectrometria de masa en tandem o MS" se alinean dos o més analizadores
de manera que a partir del i6n molecular los iones producto y/o nietos que se generan por
fragmentacion pueden ser analizados. Las variantes instrumentales en espectrometria de
masa tandem incluyen por ejemplo: el arreglo de dos analizadores de tiempo de vuelo
(TOF-TOF), o un analizador de tipo cuadrupolo y un tiempo de vuelo (Q-TOF) acoplados
al método de ionizacion MALDI (MALDI-TOF-TOF, MALDI-Q-TOF) [18, 19]. Un
arreglo similar puede encontrarse en equipos con ionizacién por nebulizacién (ESI-Q-
TOF). Otras variantes incluyen la combinacién de un analizador cuadrupolo y una trampa
i6nica (ESI-Q-IT) o incluso dos analizadores de tipo cuadrupolo en serie (ESI-Q-q-Q)
[20, 21].

Luego de atravesar el/los analizadores, los iones alcanzan el detector, encargado
de generar una sefial. Los iones son detectados al convertir su energia cinética en una
corriente eléctrica, mediada por electrones, o al generar una corriente por cargas en

movimiento. Entre los detectores mas comunmente utilizados cabe mencionar al
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“multiplicador de electrones secundarios” y al “fotomultiplicador” [2, 16, 17]. El primero
consiste en un arreglo de 10 dinodoss, compuestos de un material emisor de electrones,
como BeO, o CsCd, que se mantienen a potenciales crecientes. Una vez que un ion
alcanza a la primera placa multicanal se emiten electrones secundarios, que son atraidos
al préximo dinodo donde se generan mds electrones secundarios, produciéndose asi una
cascada de electrones o corriente que finalmente se detecta por un osciloscopio digital
que envia los datos a la computadora. Este detector logra una amplificacion de la sefial de
10° veces. El fotomultiplicador funciona basicamente como multiplicador de electrones,
pero la corriente de electrones secundarios finalmente incide sobre una pantalla
fotoemisora que libera fotones, los cuales son entonces detectados por una pantalla
fotosensible. Este tipo de detector tiene una vida media mayor que la del detector
anterior, por lo que su uso es cada vez més frecuente [2, 16, 17].

Otro elemento comin a todos los espectrometros de masa, es un conjunto de
bombas que mantienen el sistema en vacio. El vacio es necesario para evitar la colision
de los iones entre si o con otras moléculas que puedan inducir su fragmentacion o incluso
impedir su llegada al detector, causando pérdida de resolucién y sensibilidad del
instrumento [2, 16, 17]. La muestra se encuentra normalmente a presion atmosférica (760
Torr) en los equipos ESI MS y en camaras con vacio regulado en los equipos UV-
MALDI MS, mientras que en el analizador la presion puede alcanzar valores de 10°a 10
? Torr. Existen varias configuraciones mecdnicas que mantienen el vacio en el equipo
mientras se introduce la muestra en la camara de ionizacién, combinidndose bombas

mecdnicas, con bombas criogénicas, turbomoleculares y de difusion (figura 1.1).
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1.2 METODOS DE IONIZACION
1.2.1 Ionizacion electrénica (Electron ionization, EI)

Esta técnica, desarrollada por Bleakney [22] y Nier [23] resulta util para ionizar
moléculas en fase gaseosa pero induce una gran fragmentacién, de modo que los iones
moleculares en algunos casos no son observados. Se hacen colisionar a las moléculas
gaseosas con electrones acelerados. Los gases de las especies con alta presion de vapor
son inyectados dentro de la fuente. Los analitos liquidos y sélidos son calentados para
incrementar la presion de vapor y pasarlos al estado gaseoso. No se trata de un método de
volatilizacién/ionizacidn, sino de ionizacidén directa, de modo que la muestra debe
encontrarse en estado gaseoso, para lo cual se la debe calentar. Esto hace que la EI en su
forma cldsica no pueda aplicarse al andlisis de moléculas termoldbiles, tales como

proteinas, aminodcidos e hidratos de carbono [2, 16].

1.2.2 Ionizacion quimica (Chemical ionization, CI)

Esta técnica de ionizacion suave produce iones con un pequefio exceso energético
[24]. Presenta la ventaja de generar espectros mds limpios, debido a una menor cantidad
de fragmentaciones, en el cual las especies moleculares son facilmente reconocibles.
Consecuentemente, la ionizacién quimica es complementaria a la ionizacién electrénica.
La ionizacién quimica consiste en producir iones a través de una colisiéon de las
moléculas gaseosas del analito con iones primarios gaseosos acelerados presentes en la
fuente. La colision entre moléculas es inducida en un lugar determinado de la fuente, y

para producirla es necesario tener una presion tal que la permita. Los iones producidos
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por una molécula de analito a partir de la pérdida de un protén, o la adicién de un protén
u otro ion cargado, son especies iOnicas gaseosas denominadas pseudomoleculares.
Dentro de la CI merece destacarse la transferencia de protones (proton transfer).
Cuando las moléculas de analito (A) son introducidas en el plasma de ionizacién, el gas
con el cual reaccionan (GH™) puede transferir un protén a cada molécula A y producir la
forma protonada AH". Este proceso de ionizacién quimica puede ser descripto como una
reacciéon 4cido-base, donde el gas ionizado es el dcido y el analito, la base. La
transferencia de protones depende de la afinidad del analito y del gas por los protones, si
la afinidad del gas es mayor que la del analito, la transferencia no se llevarad a cabo. Los
compuestos mds utilizados para la transferencia son metano e isobutano protonados

(CHs" y C4Ho") y amonio (NH,") [16].

1.2.3 Ionizacién por campo (Field ionization, FI)

Es un método que utiliza campos eléctricos fuertes para producir iones a partir de
moléculas en fase gaseosa. Este es un método de ionizacion suave [25]. Al igual que la CI
y la EI, la FI se utiliza para ionizacion del analito en fase gaseosa. La muestra es

introducida en la fuente utilizando las mismas técnicas que en CI y EI. En la FI se pueden
obtener iones del tipo A™ y/o AH", dependiendo de la naturaleza del analito y del modo

de operacion seleccionado. La formacion de especies moleculares protonadas puede
ocurrir a partir de reacciones ion - molécula que se producen entre el ion radical inicial y
las moléculas neutras de la muestra que se encuentran cerca de la region de generacion de
iones. Debido a que la energia transferida en este proceso es muy baja, se generan iones

con muy poco exceso de energia vibracional, evitdndose asi la formacién de fragmentos.
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Gracias a esta baja energia, la FI es considerada una de las técnicas mds suaves para la
generacion de iones moleculares. Generalmente, la FI se utilizaba como complemento de
la CI y EI y se utilizaba cuando ambas técnicas no permitian obtener el ion molecular.
Sin embargo, su aplicacion sigue limitdndose al campo de las moléculas térmicamente

estables [16].

1.2.4 Bombardeo por atomos acelerados (Fast atom bombardment, FAB) y
espectrometria de masa de iones secundarios (Secondary ion mass spectrometry,
SIMS)

La técnica denominada SIMS [26] analiza los iones secundarios producidos
cuando una superficie sélida (o semisélida) es irradiada con un haz de iones atémicos
gaseosos acelerados. Esta técnica es utilizada para el andlisis de soélidos, y es
especialmente util para estudiar superficies de materiales. De este modo, se obtienen
mapas quimicos de alta resolucidn a lo largo de la superficie de la muestra.

FAB es una técnica suave que consiste en enfocar sobre la muestra sélida un haz
de alta energia cinética de d&tomos neutros acelerados. En esta técnica, la muestra debe ser
disuelta o suspendida en matrices liquidas no volétiles. En la practica, el glicerol es el
mas cominmente usado, mientras que el alcohol m-nitrobencilico (mNBA) es una buena
matriz para compuestos no voldtiles (menos polares), y la di y trietanolamina son ttiles,
debido a su basicidad, para producir iones negativos. También se utilizan alternativas del
glicerol, como el tioglicerol (mezcla eutéctica del ditiotreitol (C4H;00,S;) y el
ditioeritritol (C4H;00,S;)). En esta técnica la naturaleza liquida de la matriz genera en

forma continua capas nuevas superficiales que permiten la formacioén reproducible de

iones. Las particulas energéticas calientan, por transferencia de energia cinética, la
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solucion de la muestra, produciendo la desorcién de iones y moléculas. Los primeros son
enfocados y acelerados por diferencia de potencial hacia el analizador. Estas técnicas
producen poca ionizaciéon. Este método es util para el andlisis de analitos de peso
molecular medio (de alrededor de 1000 Da), como péptidos y nucledtidos. Los iones
producidos presentan un largo tiempo de vida, lo cual es ventajoso para realizar distintos
andlisis, utilizando por ejemplo analizadores multiples (MS/MS). Sin embargo, estas
técnicas presentan como desventaja un alto nimero de sefales o clusters producidas por

la matriz, lo que hace al espectro mds complejo [2, 16, 22].

1.2.5 Desorcion por campo (Field desorption, FD)

Esta fue la primera técnica usada en MS que producia la desorcién y la ionizacién
de un analito sin usar calor para la volatilizacién [27]. Dado que no es necesaria la
evaporacion previa de la muestra antes de la ionizacion, la FD es una técnica indicada
para analizar moléculas termolédbiles. La muestra es depositada, a través de la
evaporacion de una solucién que también contiene al analito y una sal, sobre un filamento
de tungsteno o renio cubierto con microagujas de carbon. Se produce una diferencia de
potencial entre los filamentos y el contra - electrodo para generar un campo eléctrico muy
alto. Los iones generados migran hasta la punta de las agujas, donde se produce la
desorcidn de los mismos. La ionizacion se produce en la fase condensada o cerca de la
superficie del filamento por interaccién con un campo eléctrico, en forma similar a lo que
ocurre en FI. Se trata de un método de ionizacion suave, y practicamente, no se observa

fragmentacion del ion o pseudo ion molecular [2, 16].
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1.2.6 Desorcion por plasma (Plasma desorption, PD)

En esta técnica, la muestra es depositada en un pequefio papel de nylon
aluminizado expuesto a una fuente de iones de descripcién de **Cf de alto contenido
energético. El bombardeo de estos fragmentos produce la desorcién y la ionizacion de los
iones componentes de las moléculas neutras de tipo salino. Esta técnica permite el

andlisis de compuestos inorgdnicos de peso molecular del orden de los 10000 Da [2, 16].

1.2.7 Desorcion por laser (Laser desorption, LD o LDI)

Se basa en el bombardeo de la superficie de la muestra que generalmente se
encuentra en estado sélido o semisélido con pulsos de un ldser UV-visible. Estos pulsos
producen una ablacion en el material de la superficie, y crea un microplasma de iones y
moléculas neutras que pueden reaccionar consigo mismas en esa densa fase de vapor
cerca de la superficie de la muestra. El pulso del laser produce tanto la vaporizacion
(desorcion) como la ionizacion de la muestra. Es una técnica que se utiliza para el estudio
de superficies y para el andlisis de la composicion local de la muestra, como inclusiones
en minerales u organelas celulares. Incluso, se puede obtener una ionizacién selectiva
ajustando la longitud de onda del laser o usando multiples l4seres. Se trata de una técnica
de ionizacion fuerte que induce fragmentaciones muy abundantes a partir de los iones
moleculares. Debido a que la fuente del ldser es pulsada y los pulsos producidos son muy
cortos, se necesitan analizadores que detecten en forma rapida y simultdnea los pulsos de
iones generados, como los analizadores de tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF). La
obtencion de un buen espectro de masa depende principalmente de las propiedades fisicas

y estabilidad fotoquimica de los analitos. Incluso, en el mayor nimero de casos, los iones
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generados son fragmentos producidos por los iones moleculares. Esta técnica requiere
que la especie a analizar tenga una absorbancia no nula a la longitud de onda del laser

[16].

1.3 DESORCION/IONIZACION INDUCIDA POR UN LASER UV y ASISTIDA
POR UNA MATRIZ (UV-Matrix-assisted laser desorption/ionization, UV-MALDI) y
VOLATILIZACION/IONIZACION POR NEBULIZACION EN UN CAMPO
ELECTRICO (Electrospray ionization, ESI)

Las técnicas de espectrometria de masa UV-MALDI y ESI comparten algunas
caracteristicas: son métodos de ionizacién suave, con escasa o ninguna fragmentacion,
que brindan informacién generalmente sobre el i6n molecular; presentan una elevada
sensibilidad en el orden de femtomol o dtomomol, se aplican al andlisis de péptidos y
proteinas (intactas o degradadas enzimdticamente) y sus modificaciones post-
traduccionales, al andlisis de nucledtidos y nucledsidos, hidratos de carbono, lipidos,
glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos), polimeros sintéticos y pequeiias

moléculas polares. En la tabla 1.2 se detallan las diferencias mads significativas que

permitirdn seleccionar la técnica méas adecuada para el andlisis de una muestra particular.

17



Introduccion

UV-MALDI MS

ESI MS

-Se producen iones monocargados (m/z con
z=1), que se traduce en una ‘“‘simplicidad
espectral” Optima para el andlisis tanto de
muestras puras como de mezclas complejas
(ejemplo: oligémeros, digeridos tripticos, etc.)

- No presenta limitacién en relacién al peso
molecular capaz de analizar

- Tolerancia a la presencia de sales del orden
de mM

- Se producen generalmente iones policargados
(m/z con z=1, 2, 3,..., n). El nimero de cargas
del ion depende del nimero de grupos
ionizables en la molécula. Para un compuesto
puro, se observan en el espectro numerosos
iones con distintos valores de m/z que difieren
en su carga, pero corresponden al mismo ion
molecular. Esta particularidad hace dificultosa
la aplicacion de la técnica al andlisis de
mezclas de compuestos.

- Su rango dindmico de andlisis no supera el
valor de m/z 6000 (limitado por el rango
dindmico del cuadrupolo interno)

- Interferencia frente a la presencia de sales

- Féacil adaptaciéon a técnicas
HPLC, ECAR, etc.

separativas:

- Ionizacién mds suave, permite el andlisis
(estructural y cinético) de complejos
estabilizados por uniones no covalentes, como
por ejemplo, interacciones proteina — proteina.,
farmaco — ADN, etc.

Tabla 1.2. Comparacioén entre las técnicas UV-MALDI MS [4] y ESI MS [28].

1.3.1 UV-MALDI MS

La espectrometria de masa UV-MALDI requiere la preparaciéon de una muestra
solida por diluciéon o mezcla del analito con una matriz. Esta es una especie
fotosensibilizadora, con propiedades tales como capacidad de absorber la energia emitida
por el laser, inducir su desorcién y la del analito, promoviendo la desorcidén/ionizacién
del mismo. En la sigla espectrometria de masa UV-MALDI las letras UV denotan el tipo
de laser utilizado. Los ldseres que emiten fotones en el rango de la regién ultravioleta

(UV), de 260 a 360 nm, son los utilizados casi exclusivamente en UV-MALDI MS. Los
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equipos comerciales estdn provistos generalmente con un ldser de nitrégeno con una
longitud de onda de emision K ) de 337 nm o un ldser sélido (Nd:YAG) de Aem = 355
nm. En el equipo, el haz de fotones del laser se enfoca hacia el electrodo portamuestras a
través de un sistema Optico de lentes, y su variacion en didmetro, entre 50 y 500 pm,
permite regular la potencia del laser. Este se utiliza en forma pulsada, y cada pulso tiene
una duracion del orden de 2-3 nanosegundos. La cantidad de material removido de la
muestra solida por un pulso del ldser se calcula de una superficie entre 10 y 100 pm y
unos pocos nanometros de profundidad, de aqui su extrema sensibilidad.

Se sabe que la ionizacién de las moléculas tiene lugar durante la volatilizacioén por
intercambio de electrones y/o de protones (protonacidon/desprotonacién), o por
interaccién con unidades que poseen carga neta, como iones metdlicos (Na", K,
cationizacién) [2, 16]. El mecanismo exacto por el cual esto sucede atin no se ha
comprendido totalmente [29, 30]. Sin embargo, dos modelos de ionizacién han sido
propuestos para explicar la protonacion del analito:

Modelo de la ionizacion fotoquimica: Este modelo propone la formacién de cationes
radicales libres de la matriz (M) como consecuencia de la energia UV absorbida. Estos
intermediarios altamente reactivos sufren reacciones quimicas con especies neutras
(analito y matriz) produciendo su protonacién en forma directa, y a su vez, las especies
ionizadas de la matriz pueden reaccionar con otras moléculas neutras del analito (A) para

ionizarlo [31-33].
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M™ + A
M™ +M

M + hv [A+M]" — — [A+H]"
[M+H]" + [M-H]

[M+H]" + A

B ———

[A+H]" + M

Modelo de matriz no ionizada: En este caso, la matriz electronicamente excitada, como
consecuencia de la absorcién de la energia del l4ser, actia como un 4cido transfiriendo un
protén al analito o a una molécula de la matriz no excitada. La transferencia
intermolecular del protén dependera de las afinidades relativas de las moléculas de matriz

y del analito [34, 35].

M + hv M +A

. [A+H]* + [M-H]
M +M

[M+H]" + [M-H]

Finalmente, debemos considerar que la formacién de iones dependerd de la naturaleza
quimica de la matriz, como también de la del analito [33].

Las matrices que se utilizan en general, a las que llamamos matrices organicas
cldsicas, son compuestos organicos aromaticos que contienen un grupo carboxilo en su
estructura. En la Tabla 1.3 se muestran los compuestos mds frecuentemente utilizados en
UV-MALDI MS. Sin embargo, existe una gran variedad de matrices y combinaciones de
las mismas que se emplean de acuerdo a la naturaleza del analito y a sus propiedades

fisicoquimicas (solubilidad, polaridad, etc.).
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Matriz Uso Referencia
Acido sinapinico (SA) Proteinas, glicoproteinas y [36]
GOOH polimeros sintéticos
7
H,CO OCH;
OH
Acido 2, 5 - Proteinas y glicoproteinas, [37]
dihidroxibenzoico (GA) hidratos de carbono,
polimeros sintéticos, mapeo
fooH de péptidos
OH
HO
Acido trans-a-cyano-4- Proteinas y glicoproteinas, [38]

hydroxicinamico (CHCA)

COOH

OH

mapeo de péptidos y
polimeros sintéticos

Tabla 1.3. Matrices orgénicas clasicas para UV-MALDI MS

1.3.1.1 Métodos de preparacion de la muestra en UV-MALDI MS

La realizacion de experimentos utilizando la técnica de ionizacion UV-MALDI se

puede dividir en dos etapas fundamentales:

Primera etapa: En esta primera etapa, llamada “preparacion de muestra”, el compuesto a

analizar (A) se disuelve en una solucién que contiene la especie quimica que actuara

como la matriz o fotosensibilizador (M). Estas moléculas orgdnicas deben tener una alta

absorcion a la longitud de onda del Idser UV que se va a utilizar. Esta mezcla de A y M se

deposita sobre el electrodo portamuestras y se deja secar en atmdsfera normal antes del

andlisis. El resultado es un depdsito de una “solucion sélida” heterogénea compuesta por
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cristales de matriz y analito. El analito se encuentra embebido dentro de la matriz, como
“las pasas en el budin”, de manera que las moléculas del compuesto se encuentran
aisladas unas de otras. Incluso, la gran cantidad de moléculas de matriz, que supera
ampliamente la del analito, hace que las moléculas de éste se encuentren aisladas,

evitando asi la formacion de clusters de analito que inhiben la apariciéon de iones

moleculares (figura 1.3).

S RI
\/ A \\ A Y —
G Desorcién Andlisis

L /Tonizacién

Analito Ion gaseoso

L

/_@

Laser UV

Electrodo

Electrodo (+)

Figura 1.3. Proceso UV-MALDI (ultraviolet ~ matrix-assisted  laser
desorption/ionization): A, analito; m, matriz; A", catién del analito en el estado gaseoso,
A", anién del analito en el estado gaseoso; e, electron. Andlisis en modo positivo [4].

La matriz también minimiza los dafios indirectos que el laser puede ocasionar a la
muestra, al absorber la mayor parte de la energia térmica generada, y asi incrementa la
eficiencia del uso de la energia del laser. La utilizacién de una matriz es la base del uso

exitoso de la técnica, ya que es la matriz la que absorbe la radiaciéon UV. Por el contrario,

el analito debe ser completamente transparente a la radiacion del laser usado. Esto hace a
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la técnica UV-MALDI una técnica suave y mas universal que la técnica LDI, que por el
contrario es un método de ionizacién muy fuerte.

La matriz UV-MALDI es una especie quimica cuyo comportamiento fotoquimico,
descripto en el diagrama de Jablonsky (esquema 1.1), corresponde al de una especie cuya
desactivacion desde el estado electronico excitado ocurre preferencialmente por la via no

radiativa con una rapida emision de calor al medio.

A
4 S Ry _
E S, v Ps
§ CI
>
') CIS
/MWW,
Sy $ RY —_— P;
T,
AB = FL § IS FO
>
[ [d
S[) v R L 2 v

Esquema 1.1. Diagrama de energia y procesos originados a partir de la absorcion de luz
(AB): Sp, estado basal de energia; S;, estado excitado singulete; S,, estado excitado
singulete de mayor energia; T, estado excitado triplete; RV, relajacion vibracional; CI,
conversion interna; FL, fluorescencia; CIS, cruce intersistemas; FO, fosforescencia; Ps,
producto de reaccién a partir de estado singulete; Pr, producto de reaccion a partir de
estado triplete (Diagrama de Jablonsky, [39]).

Como es sabido [39], el resultado de la interaccion de moléculas con la luz UV —
visible es la generacidon de estados electronicamente excitados (S;, S;). Luego de la

absorcion de la luz, las moléculas pueden liberar al medio la energia absorbida a través de
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vias radiativas (fluorescencia (FL) o fosforescencia (FO)), no radiativas (CI, CIS) o a
través de transformaciones quimicas permanentes denominadas procesos fotoquimicos
(Ps, Pr), de manera de cumplir con la condicién de conservacion de la energia. La
desactivacion readiativa se manifiesta como luminiscencia (FL, FO), y la desactivacion
no radiativa (en ausencia de reacciones fotoquimicas) libera la energia como calor al
medio (CI, CIS). La primera puede darse por medio de procesos unimoleculares o
bimoleculares. En los procesos bimoleculares la especie electrénicamente excitada
interactia con un segundo cuerpo, denominado “quencher” (Q). Los procesos
bimoleculares de desactivacion, dependiendo de la naturaleza del quencher, pueden ser
simples procesos fotofisicos que no alteran al analito (desactivacién radiativa o no
radiativa) o ser transformaciones quimicas permanentes.

Asociado a la técnica UV-MALDI MS, existen diferentes modos de preparacion
de la muestra. El método mas utilizado es el de mezcla o mixture, en el cual, se mezcla
una alicuota por ejemplo de 0,5 pl de solucién de matriz con una alicuota de 0,5 pl de
solucion de analito, ambas preparadas en solventes miscibles en los cuales el analito y la
matriz son solubles. Se deposita 0,5-1 ul de la solucién final sobre el portamuestras y se
lo lleva a sequedad por evaporacion del solvente en atmoésfera normal a temperatura
ambiente. El segundo método mds usado es el de capas sucesivas, dry droplet o
sandwich, en el cual se colocan por ejemplo 0,5 ul de soluciéon de matriz sobre el
electrodo portamuestras, llevdndolo a sequedad como se indicé a temperatura ambiente.
Luego, se colocan sobre la primer capa 0,5 ul de solucion de analito, se seca y luego
nuevamente alicuotas de 0,5 pl de soluciéon de la matriz, llevando a sequedad a

temperatura ambiente en cada caso. De esta manera, las capas pueden ser M:A:M,, con
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n= 0, 1 o 2. La relaciéon molar A:M varia entre 1:1000 hasta 1:10000 (figura 1.4).
Algunos autores completan el secado de la muestra colocando el electrodo portamuestras

dentro de un desecador o recipiente cerrado donde se puede hacer vacio.

(a) Método mezcla (mixture)

Mezcla ,
Gota Secado en atmésfera Irradiacién
normal a temperatura
ambiente
Laser °
-
oo
n D
Muestra Rendl

Solucién final

Matriz

(b) Capas sucesivas (sdndwich)

Gota de analito Gota de matriz

Secado en
atmésfera normal a

Secado en
atmésfera normal a

Secado en
atmosfera normal a

temperatura temperatura temperatura

ambiente < % ambiente oo ambiente
<>°° A

D ] M e
o sl

Figura 1.4. Métodos de preparacion de la muestra para andlisis por UV-MALDI MS. (a)
Método mezcla o mixture, (b) método de capas sucesivas dry doplet o sandwich [4].

Entre los métodos alternativos descriptos para preparar las muestras para el
andlisis UV-MALDI MS, se puede mencionar el que utiliza directamente placas de
cromatografia en capa delgada con soporte de aluminio (Al), las cuales son cortadas y
colocadas directamente sobre el portamuestras mediante el uso de un adhesivo (figura
1.5) para su andlisis por UV-MALDI MS (thin-layer chromatography, TLC- MALDI

MS) [40]. En este caso, las placas de silica suelen presentar un indicador fluorescente
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para la deteccion y localizacién de los analitos presentes en la placa a analizar. La matriz
puede ser un liquido i6nico (en este caso, una mezcla de la matriz cldsica CHCA y la base
trietilamina [40]) o cualquiera de las matrices UV-MALDI conocidas, la cual se deposita
sobre la region ocupada por el analito. Este método resulta muy util para la deteccion de

compuestos presentes en mezclas complejas.

A
B
=
H H
we wil
B ﬁ [\ Ma
HO
Arborascidine A Arborescidine B Arborascidine C

Figura 1.5. Anidlisis por UV-MALDI MS de un extracto que contiene tres alcaloides
utilizando el método de preparacién de muestra TLC-MALDI [40].

Cabe también mencionar el método de preparacion de muestra en el cual se utiliza
una membrana o tejido que se coloca directamente sobre el electrodo portamuestras. En
algunos casos se usan adhesivos conductores de electricidad para la fijacion de la muestra
sobre el electrodo. Este método se utiliza en los andlisis de muestras de tejido (in vivo),

en los cuales el tejido es la muestra que se coloca sobre el electrodo portamuestras y
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sobre la cual se transfiere la solucién que contiene a la matriz, dejandola secar como ya se

dijo, en atmoésfera normal a temperatura ambiente (figura 1.6, ver capitulo V) [41].

i ae - s M

et G 0O Y

L TR

83 86
(I

§out

Ja

NG
e

Figura 1.6. Método de preparaciéon de muestra de tejidos sobre el portamuestras. Se
observa en los spots 23, 35, 37, 43, 55, 57, 63, 75 y 77 muestras de tejido que presentan
matriz depositada sobre las mismas [41]. Matriz: nanotubos de carbono (CNT).

En forma similar, también se ha descripto la preparacién de muestra para el
andlisis in situ de polipéptidos contenidos en la membrana luego de su caracterizacién y
separaciéon por la técnica SDS-PAGE (electroforesis seguida de transferencia a la
membrana conductora por la técnica electron-block) [42].

Segunda etapa: La segunda etapa de la técnica UV-MALDI MS ocurre en condiciones de

vacio dentro de la cdmara de ionizacién. Este paso involucra la ablaciéon de la muestra

sOlida por medio de un laser UV de corta duracién que impacta (dispara o “shotea’) sobre
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su superficie. La irradiacion del l4ser induce un rapido calentamiento de la muestra
(cristales y/o material amorfo) por acumulacioén de grandes cantidades de energia térmica
en la fase condensada a través de la excitacion electronica de las moléculas de matriz. El
rapido calentamiento produce sublimacion local de moléculas de matriz, ablacion de la
porcién de material superficial y la expansiéon de la matriz a una fase gaseosa,
incorporando consigo por arrastre mecédnico y/o electrostatico las moléculas de analito
intacto. El mecanismo de formacién de iones involucra transferencia de cationes (H", Na*
y/o K"), pérdida de protones en la fase solida antes de la ablacién/desorcién y/o
intercambio de las mismas particulas en la fase gaseosa (plasma). Los iones en fase
gaseosa son luego enfocados por un campo eléctrico hacia el analizador.

Al igual que LD y SIMS, UV-MALDI MS ha sido utilizada para el mapeo de la
distribucion superficial de distintos compuestos en tejidos y materiales no volétiles.
Permite, por ejemplo, el andlisis de péptidos, proteinas y otras biomoléculas directamente
en la porcion del tejido [16, 41, capitulo V].

Las desventajas de esta técnica que deben destacarse incluyen la baja
reproducibilidad de las sefiales obtenidas entre los disparos sucesivos del laser sobre la
misma muestra. Se observa también una alta dependencia de los resultados con el método
de preparacion de muestra utilizado. Cada disparo produce la ablacién de una pequena
porcidn de la superficie de la muestra, produciendo a veces variaciones de la composicion
de la region. Ademads, el cambio de la posicion del impacto en la superficie de la muestra
puede producir variacion en el espectro debido a la heterogeneidad de la muestra. Para
mejorar la reproducibilidad de los resultados, es necesario incrementar la homogeneidad

de la muestra. Esto es muy importante cuando se requieren resultados cuantitativos
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precisos. En un esfuerzo para aumentar la homogeneidad de las muestras y la
reproducibilidad de las sefiales se ha propuesto el uso de liquidos i6nicos (material de alta
viscosidad a temperatura ambiente) como matrices [43-45], asi como el agregado de
liquidos viscosos transparentes de alto punto de ebullicién (vaselina, glicerol) en la
muestra [16, 44, 45]. Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de sales, buffers y
otras sustancias afectan la cristalizacion de la mezcla analito-matriz, y en base a los
resultados obtenidos en la literatura se recomienda en muchos casos la remocion de las

mismas [16, 44, 45].

1.3.2 Analizador de tiempo de vuelo (time-of- flight, TOF)

El analizador de tiempo de vuelo TOF mide el tiempo que tardan los iones
acelerados por un voltaje fijo V en llegar al detector. Consiste en un tubo simple de
longitud variable, entre 70 y 180 cm, dentro del cual los iones describen una trayectoria
lineal hacia el detector (Figura 1.7).

Los iones gaseosos que se generaron en la cdmara de ionizacion, luego del pulso
del laser, son sometidos a un campo eléctrico formado entre el electrodo portamuestras y
una grilla de electrodos ubicados justo antes de la entrada al analizador, de manera que
ingresan al mismo con una cierta energia cinética. El tiempo de vuelo de un i6n depende
tanto de su masa (m) y carga (ze) como de su energia cinética (EC). La EC en el campo
eléctrico V serd igual al producto de su carga, ze, y la fuerza del campo eléctrico o voltaje
aplicado V:

EC=zeV
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Dado que todos los iones son sometidos al mismo campo eléctrico se asume, en
condiciones ideales, que todos los iones ingresan al analizador con la misma EC,
independientemente de sus masas (m),

EC=%mv: (2

donde v es la velocidad de los iones, e igual a

v=0x/0t=D/t (3)

donde ox es la distancia D recorrida por los iones dentro del analizador, y 6t el tiempo t
que los mismos tardan en llegar al detector. Reemplazando en (2), se tiene que:

zeV=Yam (D/t)* (4)

reordenando, el tiempo t de arribo al detector es igual a:

t=D/((2ze V)im)'"* (5)

Asi, conociendo el tiempo de vuelo de un i6n, se determina su relacién m/z:
m/ze =2V (/D)
que por simplificacién se obtiene

m/z=2eV (/D)

La exactitud en las mediciones de masas obtenidas depende de la calibracion del
equipo. Normalmente se utilizan compuestos de masa molecular conocida para regiones

de bajo y de alto peso molecular. Para la regién de bajo peso molecular se utiliza Na* (23
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Da), pequeiios péptidos, o incluso una matriz organica cldsica. Para las masas mayores se
utilizan polimeros o polipétidos, como insulina (5734 Da), citocromo c¢ (12361Da),
mioglobina (16951 Da) y polietilenglicoles (pesos moleculares promedios 1000, 3000,
5000, etc.) entre otros [2, 16, 44, 45].

La naturaleza pulsada del proceso de desorcidn/ionizacién genera iones que no
presentan la misma energia cinética inicial de distribucion, como se asumi6 tedricamente,
y este hecho se traduce en una baja resolucién del instrumento, evidenciada por la
presencia de picos anchos en el espectro obtenido. Para resolver este problema se
desarrollaron accesorios técnicos que permitieron aumentar la resolucion de los equipos

(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema de un analizador de tiempo de vuelo (TOF) equipado con
extraccion retardada por pulsos (PDE) y reflector de iones [46].
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El primero de estos desarrollos consiste en un re-enfoque de los iones dentro del
analizador. Los equipos modernos presentan un reflector de iones, dentro del analizador,
que consiste en un arreglo de electrodos cuyo potencial provoca un retardo eléctrico o
desaceleracion de los iones y un re-direccionamiento de los mismos hacia un segundo
detector. Este re-enfoque compensa las diferencias de tiempo de vuelo de los iones con el
mismo valor de m/z y energias cinéticas levemente distintas. Cuanto mayor es la energia
del i6n, mayor tiempo estard dentro del reflector, y mayor serd la distancia que viaje
dentro del mismo. De esta manera, se logré6 aumentar el poder de resolucién de estos
equipos en uno o dos 6rdenes de magnitud; sin embargo, esto ocurre a expensas de la
sensibilidad. Dependiendo del equipo, el modo de andlisis lineal o reflectrén puede ser
seleccionado en cada experimento, asi como el modo positivo (+) o negativo (-) que
permite el estudio de los cationes o aniones respectivamente, que pudieron originarse a
partir de la ionizacion del analito en estudio [16, 44, 45].

El segundo desarrollo conocido como extraccién retardada por pulsos (pulse
delayed extraction, PDE), consiste en un sistema de electrodos colocados al final de la
cadmara de ionizacidn cuyo potencial retarda los iones generados en forma pulsada. Este
enfoque de iones corrige su velocidad inicial y el ingreso de los mismos al analizador
ocurre en el mismo momento, de manera tal que iones con un mismo valor de m/z
alcanzardn el detector en el mismo momento (igual tiempo de vuelo). Consecuentemente,
se logra el aumento en el poder resolutivo del equipo, tanto en modo lineal como
relfectréon [47].

El elevado poder de resolucion se sumé a las ventajas del analizador TOF frente a

otros analizadores, en cuanto a sensibilidad, simplicidad y velocidad de andlisis, rango de
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deteccion de masas ilimitado, y deteccion casi simultdnea de todas las especies. Estas
caracteristicas en conjunto se aplican tanto en el uso clasico de UV-MALDI-TOF MS
para determinar pesos moleculares, patrones de fragmentacién y caracterizacion de
mezclas, asi como para la obtencién de imdgenes de tejidos u 6rganos normales, o
patologicos [48, 49]. En los equipos de dltima generaciéon denominados UV-MALDI-
TOF-TOF, dos analizadores TOF han sido colocados en tandem de manera de poder
realizar experimentos de tipo MS/MS, efectuando la seleccién de los iones precursores
con el primero y luego de su excitacidon vibracional el andlisis de los fragmentos
formados en el segundo analizador TOF. Se trata de equipos de alta sensibilidad y alta

resolucién (high resolution MS, HRMS).

1.3.3 ESIMS

La combinacién de la espectrometria de masa con la electroforesis bidimensional
(2-D GE) y las técnicas analiticas separativas liquidas (LC, HPLC, HPEC, SEC, IEC)
permite caracterizar e identificar proteinas y compuestos polares termoldbiles. La
miniaturizacion de la escala de trabajo al nano-litro y al nano-flujo han optimizado las
caracteristicas de esta técnica en lo que se refiere a tiempo y sensibilidad [17, 28, 44].

Toda esta revolucién se debe a la introduccién no sélo del método de ionizacién
UV-MALDI, ya descripto previamente, sino también al desarrollo del método de
ionizaciéon por electrospray (ESI). Este ultimo, a diferencia del primero, requiere
disponer del analito en solucion, en un medio polar, el que es introducido en forma de
flujo continuo a la regién donde se aplica un elevado campo eléctrico. Ambos son

suficientemente suaves, de manera que generan iones moleculares gaseosos intactos.
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Ademais, el método ESI genera para un dado analito de peso molecular m, una familia de
iones moleculares gaseosos policargados (familia de sefiales con valores de m/z tales que
z pertenece a un conjunto de nimeros enteros sucesivos; z = n+1, n+2, n+3,...,n+q; m/z =
m/n+1, m/n+2, ....... , m/n+q) [17, 28, 44].

Como es sabido [50], uno de los desafios en la década de los 80 era encontrar la
forma de analizar compuestos de alto peso molecular y termoldbiles por espectrometria
de masa y ademds convertir a esta técnica en el detector de las técnicas analiticas
separativas en fase liquida (técnicas cromatograficas para analitos en solucién liquida;
LC, HPLC, ECAR, SEC) [50]. La introduccién de la técnica de ionizacion basada en la
generacion, a partir de la solucién del analito, de una nube (“spray”) formada por
diminutas gotas cargadas eléctricamente y sometida a la accién de una fuerte campo
eléctrico, permitid concretar este tipo de andlisis [50]. A este método de ionizacién se lo
llamé “electrospray” (ES) y las diferentes mejoras tecnoldgicas han conducido al método
de ionizacién que hoy conocemos como “electrospray ionization” (ESI) y que llevé a
John B. Fenn [51] a compartir con el ingeniero Koichi Tanaka el Premio Nobel de
Quimica 2002 [16, 44, 45]. Se trata del método de volatilizacion/ionizaciéon de analitos
mas suave que se conoce, a tal punto, que se ha demostrado que material viral sometido a
este método de ionizacién mantiene intacta su actividad luego de ser sometido a tal
proceso [52].

Luego de la descripcion de los experimentos iniciales efectuados por el fisico
John Zeleny en 1917, la primera explicacion légica del fendmeno de la generacion de una
nube con microgotas cargadas la formulé en 1968 Malcolm Dole [53]. Esta descripcion

del principio por el que se produce el "electrospray" (ES) y su comportamiento bajo la
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accion de un fuerte campo eléctrico, incluye el modelo que contempla la formacién de
cargas residuales (CRM) el que ha sobrevivido como la mejor descripcion fisica del
proceso de ionizacion por "electrospray" (ESI). De acuerdo a este modelo, las microgotas
cargadas electrostaticamente sometidas a un fuerte campo eléctrico, sufren primero una
contraccion de volumen. Cuando el numero de cargas electrostaticas del mismo signo,
que se encuentran en la superficie, es mayor que las que puede estabilizar una gota del
mismo tamafio teniendo en cuenta las repulsiones de Coulomb, se produce la “explosién
de Raleigh” que no es més que la eyeccion de moléculas de la superficie de la gota que
pasan al estado gaseoso llevdndose una o varias cargas, con el objeto de disminuir el
nimero de cargas y las fuerzas repulsivas en la superficie. Esta “explosion” produce una
microgota cargada de tamafio menor, la cual sigue teniendo en su superficie un nimero
alto de cargas electrostaticas del mismo signo. Esta, bajo la accién del fuerte campo
eléctrico, vuelve a contraerse. Si en esta gota menor no se cumple la relacién nimero de
cargas repulsivas a superficie total de la gota adecuada, nuevamente vuelve a producirse
una ‘“explosiéon de Raleigh”, con pasaje al estado gaseoso de mds moléculas que
componen la gota mono o policargada. Esta sucesion de contracciones-explosiones
(evaporaciones superficiales) — disminucién del tamafo de la gota — contracciones -
explosiones (evaporaciones superficiales) — etc., va generando moléculas gaseosas
ionizadas de los componentes de la gota original y por lo tanto, de la solucién de partida

(figura 1.8).
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PRESION ATMOSFERICA
Region de alto campo eléctrico Volatilizacion/
Ionizacion
&
a
Tip contracci(')n-repulsi(m-explosi(m*
(alto voltaje) (Coulomb; Raleigh)

IFamilia de iones obtenidos: AH* [A+nH]?*, donde A es el analito intacto

Figura 1.8. Proceso ESI. Modelo de Dole para explicar las cargas residuales presentes en
las moléculas de analito desolvatadas [28].

Las fuerzas repulsivas que provocan estas explosiones no inducen en general la
ruptura de uniones quimicas covalentes. Por lo tanto, es posible generar, a partir de
soluciones diluidas, iones moleculares gaseosos intactos de cualquier analito presente en
la solucidn. La particularidad de este método de volatilizacién/ionizacién no es solamente
su “suavidad” (produccion del i6n molecular intacto, en el estado vibracional frio o més
estable) sino ademads la generacion de una familia de iones debido a que el 16n molecular
intacto puede alojar un nimero variable de cargas [17, 28, 44].

La mayor o menor capacidad que tendrd el analito para generar moléculas
gaseosas cargadas y el nimero de cargas (z), depende directamente del peso molecular

(m) y del caricter polar del mismo, es decir, de su estructura quimica (tipo y ndmero de
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grupos funcionales polares presentes). A mayor peso molecular y mayor nimero de
grupos polares, mayor posibilidad de generar iones policargados (z > 1) y menor
posibilidad de generar iones monocargados (z = 1). Ademas, la mayor o menor capacidad
que tendrd el analito para generar iones gaseosos cargados positivamente (cationes) o
negativamente (aniones) depende, en primer lugar, del tipo de grupos polares presentes
en su estructura, y en segundo lugar, de las caracteristicas del medio (pH, presencia de
sales) y del solvente de la solucién original (cardcter prético del solvente, polaridad,
constante dieléctrica, volatilidad, etc.). Esta triple dependencia (estructura molecular -
medio - solvente) del proceso de ionizacion llamado ESI y su suavidad, indica el campo
de aplicacion del mismo, el cual no sélo se limita al &mbito de las moléculas polares en
medios polares, sino también al de las moléculas polarizables mediante modificaciones
adecuadas del medio donde se las disuelve (cambio de pH, agregado de sales cuyos
cationes forman complejos gaseoso estables cargados con la molécula del analito neutro,
etc.) [17, 28, 44].

Cabe sefialar que, dependiendo de los factores antes mencionados, para un analito
A su ionizacién en modo positivo puede deberse a la fijacién de 1) n protones: [A(H),]™,
2) m 6 p cationes (Na*, K*, Li*, Cs", etc.): [A(Na)n]™" , [A(K),]™, etc., 3) la combinacién
de n protones y m y p cationes: [A(H),™, [A(H)n(Na)py]™™", [A(H)H(Na)m(K)p](n+m+p)+,
[A(H)H(K)p](“+p)+, [A(Na)m(K)p](m+p)+, etc., donde todas las combinaciones y valores de n,
m y p son posibles [28]. En el modo negativo normalmente se produce la pérdida de
protones [A-(H),]" y/o la pérdida de cationes en compuestos salinos. Esto puede producir
complicaciones en el estudio por ESI MS, debido principalmente a la presencia adicional

de iones policargados multiples formados por cationes del medio y dependientes no sélo
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de la estructura del analito sino ademds de los componentes de la solucién (pH, sales).
Este fendmeno es una fuerte desventaja del método de ionizacién ESI frente al método de
ionizacién suave UV-MALDI. Por lo tanto, en el primero, la pureza del analito y de la
solucidn es critica [17, 28, 44].

En los experimentos que describio Dole en 1968 [53] se usé un gas inerte
adicional para facilitar la desolvatacion irreversible (separacion irreversible de moléculas
del analito y del solvente en el estado gaseoso) durante la “explosién de Raleigh”. En
otros experimentos se mejoraba la eficiencia de la generacién de moléculas de analito
gaseosas y cargadas que estuvieran “desorbidas” o libres de moléculas de solvente,
calentando el conducto o aguja metalica, o tip, por el que circula la solucién que va a ser
volatilizada/ionizada por ES y al que se le aplica un alto voltaje. Esta es la denominada
thermo spray ionization (TES) [52, 53] que es la base de la técnica de
volatilizacién/ionizacién denominada atmospheric pressure chemical ionization (APCI)
[50].

Lo que hoy se conoce como método de volatilizacién/ionizaciéon ESI de real
utilidad para moléculas termoldbiles, es una modificacién del método de Dole formulada
por Fenn en 1988 [54]. En dicha comunicacién se describié la identificaciéon de
polipéptidos y proteinas de peso molecular de hasta 40 kDa. Fenn demostré que era
posible determinar, a partir de la familia de iones generada debido a la policarga de un
mismo ion molecular, su peso molecular con una exactitud del 0,01%. Para ello, teniendo
en cuenta la abundancia isotOpica natural de cada elemento constituyente, se simulaba
matemdticamente cudl era la mejor combinacion de dtomos en el i6n molecular (el mejor

m; determinacién de la férmula molecular) que generaria la familia de iones
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multicargados obtenida en cada caso experimentalmente. Este resultado fue la
culminacién de desarrollos tecnolégicos y de un modelado matemadtico que se estaban
realizando en el laboratorio de Fenn desde 1984 [55]. En ese afio se efectud exitosamente
la utilizaciéon del electrospray como método de volatilizaciéon/ionizacién en un
espectrometro de masa. Fenn usé su conocimiento sobre el proceso denominado free-jet
expansion en la interfase liquido - gas ionizado. Entre otras cosas, se agregd un gas inerte
adicional para optimizar el proceso de desolvatacion (drying gas), eliminando el proceso
inverso o re-solvatacion del i6n gaseoso macromolecular formado, sin necesidad de
calentar el tip metdlico (needle), la cdmara de ionizacion y/o la solucion de analito que se

introduce dentro del flujo a través del tip (figura 1.9).

(A)

Gas de nebulizacion

Solucion de la muestra ——» :

Vibracion longitudinal

Figura 1.9. Esquema de dos tipos diferentes de electrodos aguja (needle) de equipos ES
MS (A) sin el arreglo de Fenn, y (B) con el arreglo patentado por Fenn como ESI [55].
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Ademads, Fenn eliminé el calentamiento del electrodo aguja que inducia la
descomposicion de analitos termoldabiles. Por otro lado, modificé la forma de colectar y
analizar a los iones producidos. En reemplazo de la caja de Faraday conectada al
galvanémetro de Dole [50, 51, 53], luego de colectar y obligar a pasar el haz de iones por
un “primer agujero colector” (nozzle), y en segundo lugar “a través de una espumadera o
separador de particulas solidas” (skimmer) que terminaba de separar las moléculas
gaseosas de aquéllas que pasan al estado sélido, introdujo a la corriente de moléculas
gaseosas policargadas en un “cuadrupolo” (q). Como se muestra en la figura 1.10, la
camara de ionizacion ESI consta siempre de dos partes: 1) la cimara de nebulizacién y 2)
la zona de enfoque de iones. La primera se encuentra a presion atmosférica y la segunda
con vacio intermedio (10'2— 10 Torr). En la primera, al tip se le aplica alto voltaje (2 - 4
kV); en la segunda, siempre estdn presentes el nozzle, los skimmers y el “cuadrupolo”.
Segtn sea el signo del voltaje aplicado en el tip y en el nozzle, se analizan cationes (modo
positivo) o se analizan aniones (modo negativo).

El proceso ESI estd gobernado por una serie de pardmetros quimicos y fisicos
cuya optimizacién en forma conjunta determina la eficiencia del proceso. Este proceso
puede representarse como un circuito eléctrico que genera y controla la nube (spray) de
gotitas liquidas cargadas. Se inicia con el analito generalmente cargado (protonado) y
disuelto en un medio con alto contenido acuoso (solvente polar). Al final del proceso el
mismo analito, como una molécula gaseosa multicargada y desnuda (desolvatada, sin
interacciéon con el solvente), es atraido y colectado por el orificio de entrada del

analizador de masas (nozzle). En el alto vacio del analizador, el analito gaseoso
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policargado serd selectivamente caracterizado por su relaciéon m/z, quedando totalmente

en el olvido el hecho de que se trate de un analito de alto peso molecular y termolébil.

ElectroSpray Ionization TOF MS (ESI-TOF MS)

Tubo
de
vuelo

Nozzle
(bajo voltaje)

Reflectrén

—_— e —

_I \ —

\_

\E

Lente de extraccién
Lentes

Elnzel
Cuadrupolo
Deﬂector

Nozzle
I

shutter

Detector gjectrodo de\ Spray tip
RN _\_':\_ 1
— = |
Electrodo de empuje
Analizador (TOF) Interfase Sk,mme, Céamara de

Camara de enfoque de iones

nebulizacion

Spray tip
(alto voltaje)

Figura 1.10. Esquema de un equipo ESI MS, donde se muestra la cdmara de nebulizacién
y la cdmara de enfoque de iones (Mariner ESI-TOF Applied Biosystems) [28].

Segtn sea la naturaleza quimica y el peso molecular del analito, el nimero z

puede variar entre 2 y 40 o ser ain mayor. Si el analito es una especie quimica tUnica, el

espectro resultante mostrard una serie regular de sefales que reflejan los diferentes

valores de m/z. El hecho de que se generen familias de sefhales agrega complejidad a la

interpretacion de los espectros de masa obtenidos. Sin embargo, se debe a Fenn no

solamente el desarrollo tecnoldgico que optimizo el proceso “free-jet expansion” (y como

consecuencia la eficiencia de la volatilizacidn/ionizacion sin necesidad de calentar el
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sistema), sino también los primeros programas de cdlculo. Estos programas mostraron
que la complejidad debida a las multiples sefiales obtenidas por cada i6n molecular,
agregaba informacion para un cdlculo mas exacto del peso molecular del i6n molecular
monocargado no detectado (valor de m). Este “secreto” fue revelado por Fenn como la
“teoria de la carga mdltiple” en una publicacion del afio 1987 [51]. Esta teoria demostrd
que los diferentes estados cargados del mismo ion molecular podian interpretarse como
medidas independientes del peso molecular del mismo analito y que, por lo tanto, un
método de promediacion basado en la solucién simultdnea de una familia de ecuaciones
podria proveer una estimacion mucho mds precisa del peso molecular de
macromoléculas.

Dentro de las ventajas que presenta el método ESI MS, se puede destacar que es
el método de ionizacién menos invasivo y modificante de las propiedades del analito,
salvo en lo que refiere a su volatilizacién y ionizacion. Por dicha razén es posible estudiar
complejos moleculares debidos a débiles interacciones no-covalentes dativas, como por
ejemplo: complejos proteina-proteina, enzima-substrato o proteina-ligando, estudios de la
cinética del plegado y/o desplegado de proteinas, entre otros. Ademads, con la técnica ESI
no solamente queda resuelto el problema de la termolabilidad sino que ademds queda
tecnologicamente resuelto el problema de volatilizar/ionizar analitos manipulando

directamente la solucion liquida que los contiene [16, 17, 28, 44, 56].

1.4 ESPECTROMETRIA DE MASA UV-MALDI APLICADA AL ESTUDIO DE
HIDRATOS DE CARBONO

Los hidratos de carbono son los compuestos mds abundantes y estructuralmente

diversos que se encuentran en la naturaleza. Entre ellos, se incluyen azicares libres
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(monosacaridos, oligosacdridos y polisacdridos), azicares conjugados a otras moléculas
(glicoconjugados) como proteinas, para dar glicoproteinas, proteoglicanos y
glicosaminglicanos, o unidos a lipidos para dar glicolipidos (como esfingolipidos,
sulfolipidos, o anclas tipo glicosil-inositol-fosfato).

Los hidratos de carbono presentan una complejidad estructural mayor que las
proteinas y dcidos nucleicos debido a la presencia de ramificaciones en sus cadenas, y a
que la unién entre distintas unidades constitutivas puede ocurrir en diversos sitios,
aumentando ain mds su complejidad. Se estima tedricamente que para un hexasacarido
pueden existir 1x10"  isémeros posibles. Esta diversidad estructural impuso
histéricamente una gran limitacién en el andlisis de estos compuestos [57-63].

El campo de la espectrometria de masa ofrece un gran numero de técnicas y
métodos de andlisis estructurales divergentes, junto a una elevada sensibilidad, necesarias
para el andlisis de hidratos de carbono [64].

Los primeros estudios de espectrometria de masa aplicados al estudio de hidratos
de carbono se realizaron por espectrometria de masa EI y CI, posibilitando el anélisis de
multiples monosacaridos y disacédridos. La restriccion de peso molecular y estabilidad
térmica que imponian las técnicas retrasé el andlisis de hidratos de carbono de mayor
peso molecular hasta el desarrollo de la espectrometria de masa FAB [65]. El rango de
andlisis de masas se extendié de 500 hasta 7000 Da (cota superior experimental real 1000
Da), y la sensibilidad alcanz6 el rango de nanomol-picomol. Al igual que las técnicas
anteriores también requiere la derivatizacion para la estabilizacion térmica de la muestra
(permetilacién) para ampliar su campo de aplicacién. Esta técnica permite obtener

informacién sobre el i6n molecular, pero la mayoria de los iones que se generan resultan
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de la fragmentacion del i6n molecular, debido a la gran cantidad de energia cinética-
térmica recibida durante el proceso de ionizacion y a la termolabilidad de los azucares
[12]. Consecuentemente, los espectros obtenidos resultaban de dificil interpretacion.

Cuando se introdujeron las técnicas de ionizacién mds suaves en el campo de la
espectrometria de masa surgié una revolucion en el andlisis estructural de los hidratos de
carbono. La espectrometria de masa UV-MALDI gradualmente desplazé a la técnica
FAB y se convirti6 en la herramienta de preferencia para el estudio de azucares y de los
compuestos glicoconjugados [57, 60-63]. La identificacién del patrén de expresion de
hidratos de carbono en una célula o tejido dado, por UV-MALDI MS dio lugar a una
nueva disciplina que se conoce como “Glicomica” [57, 60-64].

La técnica UV-MALDI MS fue originalmente concebida para el andlisis de
proteinas, sin embargo, el primer compuesto analizado fue un tetrasacarido: la estaquiosa
[66]. Esta técnica permitié la ionizacién de moléculas de alto peso molecular como
glicoproteinas, oligosacaridos, y glucanos ciclicos, con una sensibilidad entre 10 y 100
veces mayor que la espectrometria de masa FAB [57, 60-63, 66-68].

La aplicacion de la técnica UV-MALDI MS en el andlisis de hidratos de carbono
resulta especialmente valiosa debido a que permite el anélisis de compuestos mezcla
nativos, sin necesidad de separacion ni de derivatizacién previa. Sin embargo, con el
objeto de mejorar o ampliar los limites de deteccion de los compuestos, o simplificar sus
espectros de fragmentacion, la derivatizacion continda siendo empleada [69].

La mayoria de las matrices utilizadas en UV-MALDI MS producen la ionizacién
de los hidratos de carbono principalmente por cationizacién, originando aductos de sodio

y/o potasio ([A+Na]* y/o [A+K]"), a diferencia de las proteinas que normalmente se
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ionizan como especies protonadas [A+H]", o desprotonadas [A-H] [69]. Sin embargo,
también pueden producirse especies i6nicas desprotonadas, especialmente a partir de los
azucares acidos.

Los oligosacdridos y polisacdridos son capaces de unirse a otros cationes
metalicos como Li"y Cs*, y se ha observado que presentan afinidades relativas diferentes
con distintos metales alcalinos. El orden informado es: Cs™> K'> Na™> Li"™> H" [70].
Aunque el Cs™ es el metal mas eficiente para ciertos azicares, no es capaz de generar por
ionizacién aductos estables con azicares de bajo peso molecular [71]. El Na® se
encuentra en forma ubicua, incluso como traza en el agua calidad HPLC, de alli que
forma los aductos mds frecuentemente observados. Cabe destacar que en estudios usando
la técnica ESI MS otros autores han analizado la unién de los azicares a cationes
divalentes y trivalentes, informando que en esta técnica las afinidades relativas
observadas fueron: Ca**> Mg**> Mn**> Co**> Cu®* [72]. La formacién de ciertos aductos
puede manipularse experimentalmente por el agregado de sustancias que las contengan
durante la preparacion de la muestra. Estos compuestos se denominan dopantes. Se
utilizan con el objeto de aumentar la intensidad de la sefial, mejorando la relacidén
senal/ruido (S/R) o mejorar la homogeneidad de la muestra sélida a analizar [57]. Més
recientemente se ha descripto su utilizacion para diferenciar patrones de fragmentacion de
oligosacdridos, especialmente para oligosacdridos ramificados [64].

Los dopantes mds comunmente usados son: sales de los metales antes
mencionados, como acetato de sodio o amonio, citrato de amonio, etc.; compuestos
nitrogenados como por ejemplo, espermina; otros azicares como monosaciridos, por

ejemplo, fucosa; otras matrices UV-MALDI (co-matriz).
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Matrices utilizadas para oligosacaridos neutros
- Familia del acido benzoico sustituido
COOH
COOH COOH

OH
OH OH COOH
N A
\N
NH, HO CH,0

OH

o . Acido 2.5 - Acido 2 - hidroxi - 5 - Acidop - hidrox.ifenil
Acido 3 -amino-4 LT - . — azo — benzoico
hidroxibenzoico dihidroxibenzoico metoxibenzoico + GA HABA
(GA) Stiper GA (sGA) ( )

- Quinolinas - Mercaptobenzotiazoles - Osazonas
X AN NH, S Q
A0 O o

N a N L

OH Nv

1 - hidroxi - 3 - aminoquinolina 5 - cloro - ng—on
isoquinolina (3- AQ) mercaptobenzotiazol Gi—om
(1_ HIQ) (CMBT) CH,OH

arabinosazona

Matrices utilizadas para oligosacaridos acidos

- Familia de hidroxiacetofenonas

O S

7 - amino -4 - 2.5- 246—

6 - aza - tiotimina
metilcumarina

dihidroxiacetofenona trihidroxiacetofenona

- Familia de B- carbolinas (DHAP) (THAP)

a “ a “ ]
N N " o N N H;CO N N
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harmano Harmol Harmina

Harmano

Tabla 1.4. Matrices UV-MALDI recomendadas para el andlisis de hidratos de carbono
[44, 45, 57, 60-63, 68].
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Los hidratos de carbono presentan mayor dificultad para ser ionizados que los
péptidos o las proteinas. Este hecho hace que en el andlisis de azicares sea necesario
utilizar el laser a potencia mdés alta, y segin cudl sea la matriz y el grado de
homogeneidad de la muestra, recorrer la superficie de ésta con el laser para mantener la
intensidad de la sefial con valores similares (reproducibilidad) [57].

En relaciéon a las matrices que se utilizan para su andlisis, existe una gran
diversidad de compuestos organicos cristalinos disponibles, algunos de los cuales resultan
muy efectivos en la desorcidn/ionizacion de cierto tipo de azicares, y totalmente
inefectivas con otros. Por lo tanto, podemos decir que no existe para los hidratos de
carbono una matriz universal. La Tabla 1.4 muestra la estructura quimica de las matrices

organicas clédsicas recomendadas para este tipo de anélisis.

1.4.1 Matrices organicas clasicas utilizadas en el analisis de oligosacaridos

La primera matriz descripta como apta para el andlisis de hidratos de carbono por
UV-MALDI MS fue el dcido 3-amino-4-hidroxibenzoico [69]. Esta matriz permiti6 el
andlisis de hidrolizados de dextranos, y cadenas N-glicosidicas liberadas de
glicoproteinas.

Répidamente fue superada por el acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) conocido
como dcido gentisico (GA). Aunque originalmente fue introducida para el andlisis de
proteinas [37], es actualmente la mas utilizada y popular de las matrices disponibles para
el andlisis de hidratos de carbono. Produce principalmente especies de tipo [A+Na]’ y
[A+K]*, que pueden ser acompafiadas por sefiales como [A+Li]" si se agregan a las

muestras las sales inorganicas correspondientes. El GA es soluble en mezclas acuosas de
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acetonitrilo o metanol, cristaliza como finas agujas desde la periferia del depdsito sobre el
electrodo portamuestras hacia el centro, y se produce una distribucion heterogénea de la
muestra con la matriz cuando se analizan mezclas de oligosacaridos y glicoproteinas (ver
figura 1.11) [73]. La region central amorfa normalmente concentra los azucares, sales y
contaminantes de donde se obtiene el espectro de los oligosacaridos; mientras que de la
periferia del cristal se obtienen los espectros de la glicoproteina.

Varios isémeros de posicion del GA se probaron como posibles matrices para el
andlisis de hidratos de carbono, pero s6lo algunos resultaron eficientes. Se propuso que
para que un compuesto sea una matriz eficiente, el mismo debe ser capaz de sufrir una
transferencia intramolecular de un protén, por ejemplo entre el grupo fendlico y el grupo
carboxilo. Este tipo de transferencia s6lo se produce en aquellos compuestos del tipo
acido benzoico que presentan un grupo OH en posicién orto respecto del grupo carboxilo

(equilibrio ceto — endlico en el estado electrénico excitado) [74, 75].

Figura 1.11. Imagen de los cristales de GA depositados sobre el electrodo portamuestras.
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Ciertos autores propusieron el uso combinado de GA con otro derivado del 4cido
benzoico, el dcido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico, mezcla que se denominé “stiper DHB” o
“super GA” (sGA) [76]. Esta mezcla logré mejor sensibilidad y resolucion en el anélisis
de compuestos mezcla como dextrano 1000, glicopéptidos derivados de digestiones
tripticas, y oligosacdridos liberados de glicoproteinas.

Alternativamente se utiliz6 una combinacién de GA y 1-hidroxi-isoquinolina (1-
HIQ). En este caso la mezcla resulté més tolerante a la presencia de sales y aditivos,
incluyendo dodecilsulfato de sodio (SDS), y se observaron sefiales més intensas y
cristales més delgados. Para la obtencion de los cristales se utiliz6 el secado en vacio, en
lugar del método de secado comun con corriente de aire a presion atmosférica [70].

Otros autores encontraron mayor reproducibilidad y resolucidon, cuando se agregd
a-L-fucosa al GA. Los resultados fueron atn mejores cuando mezclaron fucosa y sGA
[77].

Otro derivado del 4cido benzoico utilizado es el 4cido 2-p-
hidroxifenilazobenzoico o HABA. Suele producir mayor fragmentacién y abundantes
iones de matriz en la zona de m/z < 1000, resultando poco util para oligosacédridos
pequeios [70].

Otra familia de compuestos ensayados como matrices UV-MALDI son las
quinolinas, entre ellas, la més utilizada es la 3-aminoquinolina (3-AQ), de poca utilidad
para oligosacaridos neutros de glicoproteinas, pero especialmente util en el andlisis de
inulinas de plantas de hasta 6000 Da de peso molecular [57]. La mezcla con &cido trans-
a-cyano-4-hydroxicindmico (CHCA) resulté igualmente de aplicabilidad limitada para

oligosacaridos, pero confirmé su utilidad para inulinas [78]. La apariencia viscosa de esta
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mezcla de matrices dio origen al término “matrices liquidas”. Se describi6 el uso de
glicerol y hexacianoferrato como matrices liquidas, que resultaron muy efectivas en el
andlisis de glicolipidos, pero muy pobres para oligosacéridos sin derivatizar. Afios més
tarde se logré mejorar la intensidad de las sefiales obtenidas a partir de oligosacéridos
derivatizados, tanto por permetilacién como benzoilacién [79].

Varios componentes de la familia de los compuestos mercaptobenzotiazoles
fueron probados como matrices UV-MALDI. Entre ellos sélo el 5-cloro-2-
mercaptobenzotiazol (CMBT) resultd efectivo para el andlisis de hidratos de carbono, y
resulté atin mds sensible que el GA en el andlisis de oligosacdridos de tipo alta manosa
[80].

Las pB-carbolinas, una familia de alcaloides naturales presentes en plantas,
demostraron ser matrices muy dutiles en el andlisis de azicares no ciclicos y ciclicos,
como las ciclodextrinas con valores de m/z préximos a 1000 [81]. Son compuestos
heterociclicos nitrogenados que difieren en sus sustituyentes. Los mds conocidos son:
harmano, nor-harmano, harmina, harmol, harmalina y harmalol. En modo positivo
producen sefiales de especies del tipo [A+Na]" de intensidad comparable a las obtenidas
con GA. En modo negativo normalmente no se observan iones con otras matrices, sin
embargo, utilizando estos compuestos es posible la obtencion de iones de tipo [A-HJ,
tanto de oligosacdridos de cadenas pequeiias (bajo peso molecular) como de mezclas de
dextranos de hasta 7500 Da [82].

Otra familia de sustancias ensayadas como matriz fueron las osazonas, de las
cuales la arabinosazona (ARA), que resulta de la condensacién de L-arabinosa y

fenilhidrazina, resulté la mas exitosa. Utilizando esta matriz se necesita una menor
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potencia en el laser para lograr los mismos resultados que con GA, de lo contrario se
observan fragmentaciones tipicas de los iones precursores [A+H]" [83].

Varias acetofenonas sustituidas resultaron apropiadas para el anélisis de hidratos
de carbono. Al igual que los derivados del dcido benzoico sélo aquellos que poseen un
grupo hidroxilo como sustituyente en posicion orfo son efectivos en el proceso de
ionizacién. Las mds efectivas en la ionizacidén de oligosacaridos neutros, tanto en modo
positivo como negativo, son la 2,5-dihidroxiacetofenona (DHAP) y la 2.4,6-
trihidroxiacetofenona (THAP) [57, 60-63].

Las moléculas de oligosacaridos 4cidos generalmente contienen residuos de 4cido
sidlico, o 4cidos urdnicos como monosacaridos componentes, o sustituyentes de
monosacdridos como grupos sulfato o fosfato. Uno de los problemas més frecuentes en el
andlisis de oligosacaridos 4cidos es su tendencia a la fragmentacion por descarboxilacion
y pérdida de sustituyentes sulfato y/o fosfato ademads de la pérdida de residuos del azicar
[57]. Los compuestos que poseen dcidos urdnicos son estables en las condiciones de
andlisis tipicas [84]. Los oligosacéridos sialilados en general presentan espectros poco
sensibles y con multiples sefiales cuando se utiliza GA como matriz. Se encuentran iones
moleculares del tipo [A+Na]", sumados a los que forman con distintos metales alcalinos,
e iones que resultan de la descarboxilacién [A-44]", lactonizacién [A-18]" y pérdida del
residuo [A-291]". Se ha planteado también como alternativa el uso de laser IR [85], pero
no se trata de un método de aplicaciéon general, limitdndose sélo a experimentos con set-
ups preparados en los laboratorios ya que no existen equipos comerciales.

Muchos de los inconvenientes antes mencionados pueden ser superados utilizando

matrices alternativas. Es posible, por ejemplo, obtener iones intactos de oligosacdridos
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sialilados cuando se utiliza 3-amino-quinolina (3-AQ) [73]. La 6-azo-2-tiotimina
originalmente descripta en el andlisis de gangli6sidos, mostré ser mds sensible que otras
matrices para el estudio de oligosacaridos sialilados liberados de glicoproteinas. Sin
embargo, se observd fragmentacion y pérdida de ciertos residuos, que aumentd cuando se
utiliz6 el modo reflectrén [86]. Alternativamente, se utilizaron 2,4,6-
trihidroxiacetofenona (THAP) y citrato de amonio como dopante, para el andlisis de
azucares en modo lineal negativo. Se obtuvieron iones de tipo [A-H] sin evidencia de
fragmentacion, y una sensibilidad ain mayor que la obtenida con la matriz anterior. Para
la obtencién de médxima sensibilidad las condiciones de preparacion de la muestra fueron
cruciales. Para asegurar el secado de la muestra y prevenir la formacién de cristales
grandes se utilizd el secado al vacio. La presencia de agua en la muestra afecta la
formacion de cristales y la intensidad de las sefiales obtenidas [87]. Otra mezcla utilizada
exitosamente como matriz en el andlisis de oligosacaridos sialilados en modo negativo
fue la del compuesto nitrogenado espermina y GA, sin sefales aparentes de
fragmentacion [42]. Se utiliz6 también arabinosazona para el andlisis de pequefias
cadenas sialiladas en modo negativo y se obtuvieron iones intactos de tipo [A-H] [57].

El andlisis de azdcares sulfatados por espectrometria de masa UV-MALDI resulta
dificultoso, parcialmente debido a la labilidad del enlace del grupo sulfato. El compuesto
7-amino-4-metil-cumarina fue descripto como una muy buena matriz para el andlisis de
disacaridos monosulfatados. En combinacion con 6-azo-2-tiotimina permitieron el
andlisis de trisacdridos y tetrasacdridos sulfatados como asi también oligosacaridos

sialilados [88].
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Las B-carbolinas, harmano y nor-harmano, fueron capaces de producir aniones en
modo negativo a partir de y-carragenanos, polisacdridos de algas altamente sulfatados
[89]. Se demostr6 que el &cido antranilico, varias hidroxi-acetofenonas, hidroxi-
benzofenonas, harmalol, carbazoles sustituidos y el &cido indolacrilico, resultaron
matrices inefectivas para el andlisis de azucares sulfatados. Recientemente se han
utilizado como matrices UV-MALDI fotosensibilizadores tan variados como diversos
tipos de materiales con estructura de nanoparticulas (NPs, ver detalles en el Capitulo V),
nanotubos de carbono (CNTs, ver detalles en la proxima seccién en este mismo capitulo y
en el Capitulo II), sales cloradas agregadas como dopantes especificos (NH4Cl, ver
detalles en el Capitulo IV) y liquidos i6nicos como clorhidratos de -carbolinas (ejemplo,
HClnHo, ver detalles en el Capitulo IV) para el andlisis de aziicares neutros en la forma
[A+CI] en el modo negativo. Un ejemplo muy interesante de matrices liquidas idnicas
(ILMs) especialmente preparadas para el andlisis de azicares son las sintetizadas a partir
del 4cido-p-cumirico y el GA con 1,1,3,3-tetrametilguanidina (TMG). Las mismas se
usaron para el andlisis de oligosacdridos carragenanos, obteniéndose mejores resultados y
espectros de mejor calidad respecto de los obtenidos utilizando matrices cldsicas [90].
Merece especial consideracion la posibilidad de desarrollar matrices unidas por uniones
covalentes a los glicocompuestos analizados, las que a su vez cumplan funciones como
marcadores cromoféricos para el uso de técnicas analiticas adicionales tales como

absorcion UV-visible y fluorescencia [91].
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1.4.2. Los nanotubos de carbono (CNT) como matrices de aziicares

La espectrometria de masa UV-MALDI no sélo permite obtener informacion
sobre el peso molecular de especies termolabiles y especies de alto peso molecular, como
proteinas, dcidos DNA y RNA, hidratos de carbono, glicoconjugados y polimeros
sintéticos entre otros, sino que también proporciona la informacién necesaria para la
identificacion estructural de las mismas. Sin embargo, esta técnica, que ha sido utilizada
para la identificacién y caracterizacion de biomacromoléculas, presenta un problema que
pone en duda su eficiencia en especial para el andlisis de especies de bajo peso molecular.
A bajos valores de m/z (m/z < 500), las matrices UV-MALDI clésicas producen sefiales
de variada intensidad (clusters), las cuales dificultan la deteccién de analitos cuyo peso
molecular se encuentra dentro de ese rango de valores de m/z. Por esta razon, se han
propuesto diferentes alternativas para solucionar este problema. Por ejemplo, se propuso
el uso de nuevos compuestos agregados a la muestra, como comatrices o dopantes, para
que supriman las sefiales propias de las matrices [77, 92] Otra alternativa ha sido el uso
de matrices alternativas a las orgdnicas cldsicas que formen una menor cantidad de
clusters en el rango de valores de m/z de interés. Como ejemplo podemos mencionar
silicona porosa [93], fulereno [94, 95], porfirinas [96, 97], grafito [98, 99] y material
inorganico [100, 101].

Los nanotubos de carbono (carbon nanotubes, CNT) han sido de sumo interés
para los cientificos desde que fueron descriptos por lijima et al [102, 103], debido a sus
propiedades tnicas mecdnicas, eléctricas, electromecdnicas y su estructura sumamente

hidrofébica. Son una de las formas alotrépicas del carbono, asi como lo es el diamante, el

54



Capitulo 1

grafito y el grafeno, y estructuralmente estdn formadas por laminas gruesas de grafito

llamadas grafeno [104] (figura 1.12).

-

Enrollamiento de una ldmina gruesa de grafito
para formar un nanotubo. La pared de los CNT
Estructura general del grafito estd compuesta por anillos bencénicos, resaltados
en la imagen obtenida por miscroscopia (STM).

Figura 1.12. Estructura del grafito y formacién de un nanotubo de carbono [105].

La estructura quimica de los CNT esta formada en su totalidad por atomos de C
unidos entre si por uniones (orbitales) resultantes de la combinacién de orbitales atdmicos
hibridos sp trigonales planos, al igual de lo que ocurre en el grafito. En cambio, el
diamante presenta enlaces debidos a la combinacién de orbitales atémicos tetraédricos sp’
(figura 1.13). Los electrones aportados por los orbitales atomicos p se encuentran
deslocalizados alrededor de los anillos bencénicos que forman los 4tomos de carbono que
componen las ldminas de grafito, formando asi orbitales moleculares 7 deslocalizados.
Estos electrones no estdn asociados a un dtomo ni a un tipo particular de unién debido a

que se encuentran ‘“compartidos”. Esta caracteristica es propia de los materiales
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conductores de electricidad, como los CNT, a diferencia del diamante que se comporta

como un excelente aislante eléctrico [104] (figura 1.13).

Orbital p ()

Orbital sp’

» N

(e)
Nubes de
electrones m
N =
~ Nubes de \
electrones T

Figura 1.13. Orbitales atémicos y moleculares de las diferentes formas alotrépicas del
carbono. (a) orbitales sp’ trigonales planos del grafito y los CNT, (b) orbitales
tetraédricos sp3 del diamante, (c) orbitales sp2 y p presentes en los CNT, (d) disposicién
de los orbitales p de los atomos de carbono que forman el anillo bencénico de un ldmina
de grafito (y de CNT), (e) orbitales moleculares 7 deslocalizados en el anillo bencénico.
Una ldmina (o “pared”) de CNT equivale a una ldmina de grafito enrollada en

forma cilindrica con un didmetro externo del orden de pocos nanometros. A su vez, es

posible formar CNT con estructuras mds complejas incorporando varias “paredes” en
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forma concéntrica. Este tipo de material se denomina mutli-walled nanotubes (MWNT)

[104, 105] (figura 1.14).

Figura 1.14. Imagen obtenida por miscroscopia de transmision de alta resolucién de dos
CNT de pared maltiple o mutli-walled nanotubes (MWNT) [104].

Los CNT también se agrupan entre si formando conjuntos de “cuerdas”, unidas
fuertemente por fuerzas de Van der Waals (figura 1.15). Estas mismas fuerzas permiten
que las multildminas que forman los CNT de pared muiltiple puedan permanecer unidas.
Todas estas caracteristicas estructurales le otorgan a los CNT propiedades que los hacen

dnicos [104].

(b)

Figura 1.15. (a) Agrupaciones de CNT generadas por fuerzas de Van der Waals. (b) Una
“cuerda” aislada de CNT [105].
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Recientemente, los CNT han sido utilizados como matrices UV-MALDI para el
andlisis de especies de bajo peso molecular. Esto es posible dadas sus propiedades Opticas
y fotofisicas (alta eficiencia en la absorcion de la energia emitida por el ldser UV, su
capacidad de transformar eficientemente dicha energia en energia térmica para inducir la
desorcidn/ionizacion (DI) de los analitos; ver esquema 1.1, Diagrama de Jablonsky) y a la
minima interferencia que generan en la zona de bajos valores de m/z (m/z < 300),
permitiendo un mejor andlisis de los compuestos cuyo ion molecular se encuentra en
dicha regiéon [106]. Su efectividad ha sido demostrada para el andlisis de varios
compuestos de bajo peso molecular utilizados como analitos modelo, como por ejemplo,
pequenos péptidos [106, 107], oligosacdridos neutros y glucosa [107-108].
Recientemente, también se han empleado para el anélisis in situ de tejidos vegetales,
obteniéndose buenos resultados en la deteccién de azicares neutros de bajo peso
molecular presentes en los mismos [41]. En este caso se observé que, a diferencia de las
matrices organicas cldsicas que interactian quimicamente con los tejidos e invalidan el
valor de los resultados obtenidos, los CNT resultaron totalmente inertes al ser puestos en
contacto con los tejidos vegetales. También es importante destacar que en los
experimentos UV-MALDI los CNT necesitan una potencia de laser mucho menor que las
matrices convencionales para inducir la DI de un dado analito, obteniéndose mayor
sensibilidad en la deteccion ademds de una mayor resolucién debida a la eliminacién de
las sefales de interferencia propias de la matriz y la fragmentacion. Esto fue descripto por
Xu et al [106] en los primeros andlisis que se realizaron con CNT como matriz UV-
MALDI con analitos de bajo y mediano peso molecular (B-ciclodextrina, di-, tri- y tetra-

péptidos). También se ha descripto el uso de CNT para realizar en primer lugar la
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extraccion de analitos en fase sélida, y una vez fijados éstos sobre los CNT usarlos
directamente como matriz UV-MALDI para el andlisis de los mismos analitos [109].

Sin embargo, el uso de los CNT como matriz en UV-MALDI MS presenta
algunas desventajas, siendo la mds seria el desprendimiento de los mismos una vez
depositados sobre el electrodo portamuestras al ser introducido éste en la cdmara de
1onizacion y durante el experimento, produciéndose una importante contaminacion dentro
del equipo (camara de ionizacién). La consecuencia mds seria es la modificacion de la
conductividad del material contaminado. En un primer momento, para solucionar este
problema, se utiliz6 un tipo de poliuretano adhesivo conductor para inmovilizar los CNT
sobre el electrodo portamuestras, lo que permitié una aplicacion menos riesgosa de los
mismos [110]. En estos andlisis, pequefios hidratos de carbono neutros que eran dificiles
de analizar utilizando matrices orgédnicas cldsicas, fueron detectados exitosamente como
especies [A+Na]" y [A+K]". Por ejemplo, los azicares glucosa y fructosa (PM 180),
ribosa (PM 150), celobiosa (PM 342) y maltopentosa (PM 828), fueron observados sin la
interferencia de sefiales de matriz que pudieran producir supresion o enmascaramiento de
las sefales del analito. También el andlisis de la a-ciclodextrina en modo lineal y su
fragmentacion en el modo PSD fueron realizados de manera eficiente, al igual que el
andlisis de péptidos de peso molecular del orden de los 1000 Da [105].

Como ya se menciond, los CNT existen en forma de “cuerdas” o paquetes debido
a que las fuertes interacciones de van der Waals generan agregaciones importantes de
nanotubos individuales. Esto disminuye la superficie activa que interactda con el medio,
limitando también su capacidad de absorcion de energia (por ejemplo, luz UV-visible).

Hasta ahora, se han realizado varios intentos para el mejoramiento de la preparacion de
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los CNT evitando la agregacion de los mismos [108]. Como ejemplo se puede mencionar
la oxidacién de los mismos por tratamiento con soluciones dcidas [107]. En este caso,
luego del lavado con 4cido nitrico y su resuspension en agua, los CNT de mayor tamafio
eran separados mediante filtros de poro de 100 nm. Estos resultados demostraron que el
tratamiento de CNT con 4cido nitrico y la filtraciéon de los mismos producen CNT
oxidados de menor tamafio y con mayor solubilidad en agua, eficientes como matrices
UV-MALDI para el anélisis de biomoléculas.

Los CNT también han sido modificados para utilizarlos para la obtencién de
perfiles proteicos por el método de desorcidn/ionizacion denominado material enhanced
laser desorption/ionization (MELDI) MS y por UV-MALDI MS [110]. La derivatizacién
de los CNT es un procedimiento que consta de tres pasos. Primero, los grupos
carboxilicos, obtenidos luego del proceso de oxidacién y purificacidon con agentes acidos
oxidantes, son clorados con acido clorhidrico (HCI, 70° C durante 24 hs). El exceso de
reactivo se remueve por evaporacion en vacio. En segundo lugar, se realiza la aminacion
del producto clorado en presencia de una base (en este caso, trietil-amina). En el tercer y
ultimo paso, los CNT son colocados en una solucién acuosa de CuSO4 100 mM para
permitir la interaccidon entre éstos y el ion Cu (II). Estas modificaciones permitieron
obtener resultados satisfactorios en el andlisis por MELDI MS de proteinas de alto peso
molecular [110].

Estos resultados descriptos en la literatura, sumados a estudios fisicoquimicos
realizados con los CNT y otros compuestos de carbono [111, 112] han permitido avanzar
en el conocimiento de las propiedades y aplicaciones de estos nanomateriales y su

utilidad como matrices en el andlisis de analitos orgdnicos por UV-MALDI MS.
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Como conclusién, se puede decir que estos nanomateriales son una alternativa
importante como matrices para el estudio de ciertos compuestos de bajo peso molecular
por UV-MALDI MS, aunque hasta el presente pareceria que no pueden considerarse
matrices UV-MALDI generales. Al igual que lo observado al usarse las matrices
orgdnicas clasicas, la eficiencia de los CNT como matrices en UV-MALDI MS depende
no s6lo de sus propiedades fisicoquimicas, sino también del tipo de analito que se esta
estudiando, ademds del método de preparacion de la muestra empleado (mezcla o
sandwich, ver detalle en la seccion 1.3.1.1.), etapa crucial de dicha técnica. Todos estos
factores deben ser tomados en cuenta al momento de realizar un anélisis por UV-MALDI
MS, de modo de obtener los mejores resultados y optimizar el empleo de esta técnica.

En resumen, pese al desarrollo alcanzado y el extenso uso de espectrometria de
masa UV-MALDI-TOF en el campo de los hidratos de carbono, es evidente que hasta el
momento, no existe una matriz universal capaz de ionizar efectivamente todos los
componentes de esta familia, ni una técnica de preparacion de muestra particular que sea
igualmente util para todos los azicares. Por lo tanto, el andlisis de cada muestra (analito)
debe ser considerado individualmente. La biisqueda de nuevas matrices y la comprension
acabada de los procesos involucrados en la desorcién/ionizacién del analito en la
espectrometria de masa UV-MALDI han sido y son objeto de numerosos proyectos de

investigacion [57, 60-63, 89].

1.5. EFECTO DE SALES EN EL ANALISIS DE HIDRATROS DE CARBONO
NEUTROS

Es importante sefialar que los hidratos de carbono son més sensibles a la presencia

de impurezas que las proteinas y glicopéptidos [113]. Estas sustancias afectan la
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cristalizacion y formacion de iones, por lo que se han desarrollado varios métodos para la
remocion de sales o impurezas antes del andlisis por UV-MALDI MS. Como ejemplos
pueden mencionarse: lavado de la muestra seca con agua o TFA diluido; uso de una
membrana de corte 500 Da para dializar los oligosacéridos [114]; utilizacién de una
membrana Nafion-117, que permite la remocién de sales, y la adsorcion de proteinas y
péptidos a la misma [115]; cubrir el electrodo portamuestras con membranas sintéticas
activadas, como polietilenos o polipropilenos, sobre las que se deposita la muestra, se
enjuaga con agua y se remueve de la misma muestra impurezas como sales, glicerol y
detergentes [116]. Se desarrollaron también puntas de pipetas (tips; 1 - 2 ul) conteniendo
resinas hidrofébicas, fase reversa, resinas de intercambio anidnico, catidnico, fase
normal, entre otros [117]; El uso de grafito, empaquetado en cartuchos, se implement6
utilizando soluciones acuosas para la purificacion de oligosacaridos en solucién, la que
contiene sales, monosacdridos, detergentes (SDS o Triton X-100), proteinas (incluyendo
enzimas), entre otros. [118]. M4s recientemente, se ha descripto el uso de una pequefia
cantidad de una resina hidrofébica (SP20SS, Supelco) que se mezcla con la muestra de
oligosacdridos en solucién. La resina se centrifuga o deja decantar y los oligosacéridos se
recuperan en el sobrenadante libres de detergentes, proteinas y todo posible remanente
hidrofébico que se adsorbe a la resina [119].

Como se describe en los Capitulos II y III del presente trabajo, al estudiar el
efecto del Ca™ y/o Mg™ en el proceso de desorcién/ionizacién MALDI de aziicares
surgid6 como consecuencia el estudio del uso de la sal disédica del dacido
etilendiaminotetracético (EDTA), un conocido complejante de ambos cationes, para

enmascarar dicho efecto. En particular en el Capitulo III se describen los beneficios de su
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uso para el andlisis por ESI MS de muestras de hidratos de carbono contaminadas con

dicho cationes.

1.6 FRAGMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO

El patrén de fragmentacién de los hidratos de carbono obtenidos por UV-MALDI
MS, es equivalente al que se obtiene por otras técnicas de ionizacion [120]. Sin embargo,
presentan ciertas diferencias que provienen:

- del tipo de i6n padre que se forma en el proceso de desorcidn/ionizacién
([A+H]", [A+Na]", etc.), y que varia parcialmente de acuerdo a la matriz empleada;

- de la energia recibida en el proceso de ionizacion, determinada por la potencia
del laser utilizada y la matriz;

- del tiempo en el que ocurre la fragmentacion.

Se definen dos tipos principales de rupturas:

- las rupturas del enlace glicosidico entre monosacéridos brinda informacién
especialmente acerca de la secuencia de azucares y ramificacion de las cadenas, pero muy
poco sobre los enlaces entre los mismos. Se interpreta que el mecanismo por el cual se
generan es el de induccidn por carga.

- las rupturas dentro del anillo del monosacarido que involucra ruptura de dos
enlaces dentro del anillo. Este tipo de iones son muy utiles para determinar el tipo de
enlaces entre monosacdridos. Al parecer se generan por un mecanismo de carga-remota
[71]. La fragmentacién dentro de los anillos ocurre con una frecuencia menor a la
fragmentacion del enlace glicosidico, posiblemente debido a que requieren mayor energia

para la ruptura de estos enlaces.
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Domon y Costello introdujeron la nomenclatura para describir los fragmentos que
se generan a partir de la ruptura de oligosacdridos por espectrometria de masa FAB, y
dada la equivalencia de las fragmentaciones por UV-MALDI MS y ESI MS, se mantuvo
la misma nomenclatura (esquema 1.2) [121]:

- los iones que mantienen la carga sobre el extremo reductor se denominan X, si
corresponden a rupturas de anillo; Y, si la ruptura ocurre entre el carbono 1 y el oxigeno
del enlace glicosidico (C; — O glicosidico); o Z, si la ruptura del enlace glicosidico
ocurre entre el oxigeno del enlace y el carbono de otro residuo (O — Cy glicosidico),

- si la carga queda del extremo no reductor los iones se denominan A, B y C
respectivamente,

- se utilizan subindices para indicar la unién o anillo del azicar que se fragmento,
comenzando a numerar desde el extremo reductor para los fragmentos X, Y, y Z, y desde
el extremo no reductor para los fragmentos A, B, y C,

- los fragmentos que provienen de la ruptura del anillo, X o A, llevan un

superindice que indica la posicién de los enlaces rotos en el anillo.

1,5
Yy aZ, X1 A, aZ, AYoxZy
CH,OH CH,PH CH,OH
(@) o —O o Extremo
Extremo no ~OT d
~o reductor
reductor OH ~ OH O\ OH
OH OH OH
0,2
Ay ¥ K I’ » r'g
B,Y ¢ S BS cf 25¥ B;/ Cf

Esquema 1.2. Nomenclatura de Domon y Costello para los iones que se generan por
fragmentacion de hidratos de carbono [121].
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En los espectros de fragmentacion en general los iones que predominan son
normalmente del tipo B e Y, y la abundancia relativa de los mismos depende del tipo de
i6n parental. Los iones [A+H]" tipicamente originan fragmentos Y, mientras que los iones
[A+Na]*, originan fragmentos B e Y. Los iones X o A dan sefiales muy débiles, con
excepcion del fragmento 024, que se produce a partir del residuo terminal del extremo
reductor de la mayoria de los oligosacdridos [122].

Las especies protonadas, [A+H]*, tienden a sufrir menos rupturas dentro del
anillo, pero se descomponen més rapidamente que aquellas especies que forman aductos
con cationes metdlicos [71]. Estas udltimas muestran un orden de descomposicién
decreciente: Li* > Na* > K" > Rb"> Cs" [123]. Se observé ademds que los oligosacéridos
lineales se fragmentan més facilmente que los que presentan ramificaciones [57, 60-63,
71].

Por otra parte, en UV-MALDI-TOF MS se distinguen distintos tipos de
fragmentacion de acuerdo a la velocidad con la que ocurre el proceso y consecuentemente
el sitio donde tienen lugar dentro del instrumento. El primer tipo de fragmentacion que
pueden sufrir los iones ocurre muy rdpidamente, y tiene lugar dentro de la cdmara de
ionizacién. Se conoce como “descomposicion en la fuente”, in-source decay (ISD) o
promp fragmentation. Las fragmentaciones que ocurren mds rdpidamente corresponden a
rupturas dentro del anillo. Los fragmentos i6nicos que se generan en la cidmara de
ionizacién pueden ser observados en espectros en modo lineal y especialmente,
empleando analizadores de tiempo de vuelo que poseen extraccion retardada de iones
(PDE), utilizando tiempos de retardo mds largos que los comunes [64]. Los iones tipo Y

formados en la cdmara de ionizacion son indistinguibles de los iones moleculares, y su
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presencia puede distorsionar el perfil del espectro cuando se trata de analizar muestras
mezcla. Sin embargo, la formacion de estos iones es normalmente baja y no representa un
problema importante [57].

El segundo tipo de fragmentacion de iones es el que ocurre dentro del analizador,
se conoce como ‘“fragmentacion en el analizador” o post source decay (PSD).
Corresponde tipicamente a fragmentaciones de enlaces glicosidicos, cuya ocurrencia
normalmente requiere mas tiempo, posiblemente por el proceso de transferencia de
protones entre distintos grupos funcionales. Este tipo de fragmentacién produce iones
desenfocados, con masas moleculares mayores que sus contrapartes enfocadas y pueden
provocar picos anchos que afectan la exactitud de las mediciones en modo lineal. Estos
tipos de iones producto se discriminan en analizadores de tiempo de vuelo reflectrén (ver
figura 1.7), ya que los mismos son reenfocados dentro del reflector, y alcanzan el detector
a velocidades proporcionales a sus masas. Sin embargo también pueden ser observados
con instrumentos equipados con extraccion retardada de iones (PDE), si se utilizan
tiempos de retardo suficientemente largos. Asi, la abundancia relativa de los fragmentos
i6nicos en espectros PSD, depende parcialmente del tiempo de retardo utilizado para la
extraccion de los iones.

Un tercer tipo de fragmentacion es la “fragmentacién inducida por colisiéon” con
un gas inerte o collision-induced decomposition (CID). Esta técnica se utiliza en
espectrometria de masa tandem (MS"). Los iones se filtran o eligen en un primer
analizador, luego se induce la fragmentacion de estos iones precursores dentro de una
camara llamada celda de colisidén, intercalada entre los analizadores. Los iones son

bombardeados con un gas inerte, argén normalmente, y los iones producto que se generan
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son discriminados en un segundo analizador. Los espectros de fragmentacién de
oligosacdridos obtenidos por CID, muestran tipicamente iones de tipo B e Y, y un
aumento importante de los iones X, provenientes de la fragmentacion del anillo [57]. Este

tipo de experimentos se realiza en los equipos UV-MALDI TOF-TOF.
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Efecto de la presencia de CaCl, en el andlisis por ESI MS de
hidratos de carbono. Uso del EDTA como reactivo auxiliar
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3.1 INTRODUCCION

En el campo de la espectrometria de masa se ha desarrollado recientemente el
andlisis directo de hidratos de carbono naturales presentes en células vegetales, sin la
necesidad del aislamiento de los mismos mediante el uso de solventes (extraccidn).
Ejemplos de estas técnicas son: espectrometria de masa por ionizacion del tipo electrospray
por medio de sonda muestreadora (Probe Electrospray lonization Mass Spectrometry, PESI
MS) [1, 2], micromuestreador capilar por succién a presion controlada combinado con
espectrometria de masa UV-MALDI (Pressure Probe - UV-MALDI MS) [3] y UV-
MALDI MS aplicada directamente sobre tejidos vegetales intactos [4-7]. Sin embargo, la
mayoria de los andlisis por espectrometria de masa involucran como analitos (A) hidratos
de carbono aislados de material vegetal seco [8-11]. Los hidratos de carbono solubles en el
citoplasma de las células vegetales se encuentran en soluciones acuosas conteniendo
cationes como K*, Na*, Mg** y Ca®" en rangos de concentraciones de 2,3-4,3 mg/ml para el
K*, 0,109-0,122 mg/ml para el Na* y menores a 0,001 mg/ml para Mg** y Ca®* [12]. Esto
hace que los aziicares sean detectados por MS como especies [A+K]" en modo positivo [2-
9] y [A-H] en modo negativo [3] utilizando directamente el citoplasma intacto o el tejido
celular como material de estudio [1, 4-7].

La situacion es diferente cuando se trata de muestras de azicares nativos obtenidos
por extraccion, debido a que las paredes celulares estdn incluidas en el material vegetal
tratado y su contenido de Ca™ es muy alto [12]. Como consecuencia, el contenido
promedio de cationes en material vegetal seco resulta ser de 1% de K*, 0,5% de Ca™* y
0,2% de Mg**. El contenido de Na* y la relacién Na*/K* que acompaifia a los aziicares
extraidos puede cambiar drasticamente debido a que se trata de un catién que se encuentra

tanto en el material vegetal como en el agua, en las soluciones y en los solventes y reactivos
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salinos utilizados en el aislamiento, fraccionamiento y purificacion de los hidratos de
carbono. En estos casos, los analitos son detectados en general como especies [A+Na]" [8-
11].

En un estudio previo donde se efectud el andlisis por UV-MALDI MS de xilanos
extraidos del alga Nothogenia fastigiata [13], se observé la notoria influencia del Ca**
presente en cantidades elevadas (cuantificado por espectroscopia de absorcion atémica) en
la calidad (relacion S/R, sensibilidad, resolucién) de los espectros obtenidos. El mismo
efecto se observé en el estudio donde se agregd Ca’* en forma de CaCl, a las soluciones de
las muestras estudiadas. No solamente se observé un efecto inhibitorio, sino que también
las sefiales de los oligémeros fueron completamente suprimidas con el sucesivo agregado
de la sal hasta alcanzar la relacién molar analito:sal 1:100.

Con el objetivo de entender estos resultados y mejorar el analisis por espectrometria
de masa de los hidratos de carbono nativos que pudiesen contener importantes cantidades
de Ca®* (ylo Mg2+), se llevaron a cabo en forma comparativa experimentos paralelos
estudiando el efecto del Ca®™ (y Mg®) y de la sal disédica del 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA), un conocido quelante del Ca* (y Mg2+) [14], en el
proceso de volatilizacién/ionizacién de hidratos de carbono utilizando los métodos UV-

MALDI MS, cuyos resultados se describieron en el Capitulo 1I, y ESI MS cuyos resultados

y conclusiones finales conjuntas se describen en el presente capitulo.

3.2 EXPERIMENTAL
3.2.1 Materiales y métodos
Para el andlisis de hidratos de carbono por ESI MS se utilizaron los siguientes

compuestos comerciales: glucosa (Glc, PM 180), maltosa (M(2), PM 342), maltotriosa
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M(3), pureza > 95%, PM 504), maltotetraosa (M(4), pureza > 96%, PM 666),
maltopentaosa (M(5), pureza > 95%, PM 828), maltohexaosa (M(6), pureza > 90%, PM
990) y maltoheptaosa (M(7), pureza > 98%, PM 1152), todos provenientes de Sigma —
Aldrich Chem Corp.; fructanos (Fr): 1-kestosa (Fr(3), pureza > 99 %, PM 504), nistosa
(Fr(4), pureza > 99 %, PM 666) y 1"-fructofuranosilnistosa (Fr(5), pureza > 99 %, PM
828), provenientes de Wako Chemicals; maltosas ciclicas comerciales: B-ciclodextrina
(Bcd, pureza > 98 %, PM 1134), metil-B-ciclodextrina (MBcd, PM 1232), heptakis-(2,6-di-
O-metil)-B-ciclodextrina (DMBcd, pureza > 90 %, PM 1330), heptakis-(2,3,6-tri-O-metil)-
B-ciclodextrina (TMBcd, PM 1428), y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (OHPBcd, PM
2352), provenientes de Sigma — Aldrich Chem Corp. Como calibrantes se utilizaron
compuestos orgdnicos de distinta naturaleza: cafeina (Cf, PM 194), bromuro de
tetrabutilamonio (PM 322), a-ciclodextrina (PM 972), y-ciclodextrina (PM 1296) y
angiotensina I (PM 1297), provenientes de Sigma — Aldrich Chem Corp.

Con el objetivo de analizar el efecto en el proceso de ionizacién del agregado de
metales en las soluciones de los diferentes analitos, se utilizaron las sales NaCl, KClI,
MgCl, y CaCl,, todas provenientes de MERK. Se us6é la sal disédica del &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, PM 572), proveniente de Wako Chemicals, para evaluar
el efecto del agregado de este quelante en las soluciones que contuvieran Ca®* y Mg**. Se
utilizaron como solventes acetonitrilo (MeCN) y metanol (MeOH) grado HPLC
(provenientes de Sigma — Aldrich Chem Corp.) y agua de baja conductividad (grado Milli
Q; 56 - 59 nS/cm, PURIC-S, ORUGANO Co., Ltd., Tokio, Japén).

La calibracion se realizé utilizando soluciones de concentraciéon 1 uM de los

calibrantes seleccionados en MeOH-H,O 9:1 vol/vol. Los hidratos de carbono (1 mg) se
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disolvieron en Iml de agua (pH 6,20 — 6,80). Se prepararon soluciones stock de sales de
concentracion 100, 10 y 1 pmol/ml en agua. De cada solucion de hidrato de carbono, se
tomaron 100 pl y se mezclaron con un volumen de solucién de sal de manera tal de obtener
relaciones molares A:CaCl, dentro del rango 100:1 a 1:10 mol/mol (pH 6,30 — 6,50)

utilizando soluciones de CaCl, (y/o MgCl,) cuya concentracion era de 0,1 umol/ml.

3.2.2 Equipamiento

Los experimentos se realizaron con un equipo ESI MS Mariner Applied Biosystems
ESI-TOF. Los espectros se obtuvieron inyectando directamente en la cdmara de ionizacién
volimenes comprendidos entre 0,5 y 50 pl de las soluciones a temperatura ambiente. Se
usé una mezcla de MeOH - H,O 9:1 vol/vol como solvente de corrida (stream solvent). El
rango dindmico de valores de m/z seleccionado fue 100-4000. Se utiliz6 una jeringa
automdtica Harvard PHD 2000 (Holliston, M, USA) para la infusién y se trabajé con un
flujo de 5 pl/min para la introduccién de las soluciones a analizar. El potencial aplicado en
el tip (punta del electrodo aguja) fue de +3691 V, el potencial del skimmer, +15 V y el del
nozzle, +100 V. Este tltimo se mantuvo a una temperatura de 137 °C. El flujo de N, fue de
0,4 1/min, la temperatura del analizador se mantuvo a 29.0 °C y la presién del gas auxiliar

de nebulizacién en 0,55 MPa.

3.2.3 Preparacion de muestras
Con el fin de estudiar el efecto en el proceso ESI de la presencia de Ca** (y/o Mg™")

y del posterior agregado de la sal disddica del 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA), se

prepararon soluciones de hidratos de carbono de concentraciéon 10 a 100 pmol/ul, a las
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cuales se les agregd una cantidad de sal (CaCl, y/o MgCl,) de manera de obtener relaciones
molares analito:sal (A:sal) 1:1, 1:5 y 1:10. Las relaciones molares A:EDTA utilizadas
fueron 100:1, 50:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:5 y 1:10. A partir de estos experimentos, las
condiciones 6ptimas seleccionadas para el estudio del efecto del EDTA consistieron en la
adicion del mismo en la solucién mezcla A:CaCl, 1:1 mol/mol, de manera de obtener una
relacion molar CaCl,:EDTA 1:1 y 1:10. También se analizé de manera complementaria el
efecto del agregado de EDTA a las soluciones nativas de los distintos hidratos de carbono
utilizando relaciones molares A:EDTA 1:1y 1:10.

El conjunto de muestras que se prepararon para cada analito, para realizar los
experimentos, fueron: 1) A nativo; 2) [A:CaCly] (1:1 mol/mol); 3) [(A:CaCly) (1:1
mol/mol)][+EDTA (1:1 mol/mol)]; 4) [(A:CaCl,) (1:1 mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol); 5)
[A:EDTA] (1:1 mol/mol); 6) [A:EDTA] (1:10 mol/mol). Los experimentos con MgCl, se
realizaron de manera similar.

Se analiz6 el pH de las soluciones con el fin de evaluar el nivel de complejacién
entre el quelante y los metales i6nicos en las soluciones analizadas, de acuerdo a los valores
encontrados en la literatura. Para la medicion del pH, se utilizaron las soluciones de los
hidratos de carbono ciclicos (Bed, MBcd, DMBcd, TMBcd, OHPBcd) y lineales (M(2)-
M(7)) y las siguientes soluciones mezcla: A:CaCl, (1:1 y 1:10 mol/mol), A:CaCl,:EDTA
(1:1:1y 1:10:10 mol/mol) y A:EDTA (1:1 y 1:10 mol/mol). También se midieron los pH de
las soluciones acuosas de EDTA y de CaCl, nativos asi como el de las mezclas conteniendo
una concentracion tal de manera de obtener las relaciones molares CaCl,:EDTA 1:1y 1:10
mol/mol. En todos los casos, se midi6 el pH directamente en las soluciones utilizando un
electrodo Cole-Pamer Chemcadet 5986-50. El electrodo fue previamente calibrado

empleando dos soluciones de buffers a pH 4 y 7 y lavado con agua luego de cada medicion.
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3.3 RESULTADOS

Con el objetivo de analizar el efecto del agregado de Ca**, Mg** y EDTA en el
proceso de ionizacién ESI de los hidratos de carbono, se evaluaron las intensidades
relativas (RI) de las especies [A+Na]*, [A+2Na]**, [A+K]" y [A+Ca]** utilizando como
analitos las maltosas M(3)-M(7), la Bcd y sus derivados metilados (MBcd, DMBcd y
TMBcd) y 2-hidroxipropilado (OHPBcd), y los fructanos Fr(3)-Fr(5). Se utilizé como
solvente agua de baja conductividad para las soluciones de los analitos y las sales
inorgdnicas, y la mezcla MeOH:H,O 9:1 vol/vol como solvente de corrida (stream solvent).
En estas condiciones, no se observd la formaciéon de las especies [A+CaCl]",
[A+(solvente)n+Ca]2+ y [(A)n+Ca]2+, las cuales fueron detectadas con importante intensidad
en estudios realizados por ESI MS de mezclas de trisacdridos, Ca® y Mg** utilizando
MeCN y mezclas MeCN:H,O como solvente [15, 16]. En otros estudios con M(7) y
azicares relacionados, la sefial principal observada fue [M+Ca]**, utilizando CaCl, en
relaciones molares mayores a 1:100, y utilizando como solvente una mezcla de MeOH:H,O
1:1 vol/vol [17].

Las relaciones molares A:CaCl, (MgCl,) elegidas para el estudio del efecto de la
presencia de sales en el andlisis por ESI MS de los hidratos de carbono, se determiné a
partir de las soluciones de los analitos con concentraciones comprendidas entre 10 y 100
pmol/ul. Las soluciones estudiadas se prepararon con relacion molar A:CaCl, (A:MgCl,)
100:1, 50:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:5 y 1:10 mol/mol. Como se muestra en la figura
3.1(a), la sefial mds importante obtenida en el andlisis por ESI MS de M(5) fue la de la
especie [M(5)+Na]*, la cual disminuy6 su intensidad con el agregado creciente de Ca** a la
solucién. Esto, a su vez, produjo la apariciéon y posterior incremento de intensidad de la

sefal correspondiente a la especie [M(5)+Ca]2+. Resultados similares fueron obtenidos para
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los analitos M(3) y M(4). En los andlisis realizados con M(7), se observaron inicialmente
las sefiales de las especies [M(7)+Na]" y [M(7)+2Na]2+ con una relacién de intensidades de
1:2, mientras que en el andlisis de Bed, las especies [Bed+Na]™ y [Bed+2Na]* presentaron
la misma intensidad (figura 3.1(b)). Las maltosas M(5), M(7) y la Bcd mostraron mayor
afinidad por el Ca®* y mayor estabilidad de la especie [A+Ca]**. Esta dltima fue detectada a
partir de la relacion molar A:CaCl, 10:1 para M(5) y 100:1 para Bed. En el caso de la M(7)
y la Bed, la senal de la especie [A+Ca]2+ fue detectada antes de la incorporacién de CaCl, a
las soluciones de M(7) y Bced nativas, lo que indica la presencia de sales de calcio en los
hidratos de carbono comerciales (figura 3.1(b)). Tanto las sefiales de las especies
dicargadas [M(7)+2Na]2+ como [Bcd+2Na]2+ observadas para las soluciones nativas de la
M(7) y la Bed presentaron una disminucién en sus intensidades por el agregado de Ca** a
las soluciones. Estos cambios fueron similares a los detectados para las especies
monocargadas [M(7)+Na]" y [Bcd+Na]® (figura 3.1(b)). Para M(3) y M(4), las especies
[M(3)+Ca]2Jr y [M(4)+Ca]2+ fueron detectadas a partir de las relaciones molares A:CaCl,
1:5y 1:10 respectivamente (resultados no mostrados).

A diferencia de las maltosas lineales y ciclicas, los fructanos presentaron una
sensibilidad menor a la presencia de Ca®* en las soluciones, dado que las especies
[Fr(3)+Ca]2+, [Fr(4)+Cal]2+ y [Fr(5)+Ca]2+ fueron detectadas a partir de una relacién molar
Fr:CaCl, menor a 2:1 (figura 3.1(a)). La intensidad de la especie [Fr(5)+Na]" no se vio
significativamente afectada ante el incremento del Ca®™ en las soluciones en los rangos de
relaciones molares Fr(5):CaCl, de 50:1 a 5:1, y la relacion de las intensidades
[Fr(5)+Na]"/[M(5)+Na]" se mantuvo alrededor de 2 (figura 3.1(a)). Es importante aclarar
que las especies [A+2Na]** con A: Fr(3) - Fr(5) y M(3) - M(6) no fueron detectadas en los

andlisis por ESI MS, lo que permitié que las especies [A+Ca]** fueran mds ficilmente
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detectadas por ser mds limpias las regiones del espectro correspondientes a sus valores de

m/z.
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Figura 3.1. Espectro de masa ESI. Efecto de la concentracién del CaCl; en el andlisis de:
(a) M(5) y Fr(5), (b) M(7) y Bed. Relacién molar analito:CaCl,: 1:0; 100:1; 50:1; 20:1;
10:1; 5:1; 2:1; 1:1; 1:5 y 1:10. Solvente: agua.
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3.3.1 Agregado de EDTA

Se utilizé el EDTA con el objeto de “limpiar” muestras nativas de hidratos de
carbono contaminadas con Ca** y/o Mngr gracias a sus propiedades quelantes. Con el fin
de evaluar la eficiencia del EDTA, se realizaron experimentos con los analitos antes
mencionados. A las soluciones acuosas que contenian CaCl, en relacién molar A:CaCl, 1:1,
se les agreg6 una cantidad de EDTA de manera de obtener una relacion molar CaCl,:EDTA
de 1:1 y 1:10. También se les agregd la misma cantidad de EDTA a soluciones nativas de
los diferentes hidratos de carbono (1:1 y 1:10 mol/mol) para evaluar el posible efecto
inhibitorio del EDTA en la ionizacién ESI de los azicares estudiados. Los resultados
mostraron buenas intensidades relativas de las sefiales mono y disddicas de las diferentes
maltosas al igual que para la Bcd. Dichas intensidades relativas fueron similares a las

observadas en los experimentos realizados con los hidratos de carbono nativos.

3.3.2 Analisis por ESI MS de las p-ciclodextrinas

En los espectros de la Bed nativa (figuras 3.2(a)-(b) y 3.3(a;)-(b;)) se observaron
cuatro sefiales, dos correspondientes a las especies dicargadas [Bed+2Na]™ (m/z 590) y
[Bed+Cal® (m/z 587), y las otras a m/z 1157 y 1173, correspondientes a las especies
[Bed+Na]* y [Bed+K]* respectivamente (ésta dltima sélo se volvid a ver en el andlisis de la
solucién mezcla de Bcd:EDTA). La deteccién de la especie [Bed+Cal* en el espectro de la
soluciéon de Bced nativa indic6 la presencia de la sal en el analito comercial. Esta especie
practicamente desaparecié luego del agregado de EDTA a la solucion de Bed en relacion
molar 1:1 mol/mol (figuras 3.3(ay)-(b2)). Luego del agregado de Ca”" a las soluciones de
Bced, se observé el incremento de la intensidad de la sefial a m/z 587, junto con la

disminucién de la sefial monosédica y la desaparicién de las sefiales [Bcd+2Nal]** y

253



Efecto de la presencia de CaCl, en el andlisis por ESI MS de hidratos de carbono

[Bed+K]" (figuras 3.3(a3)-(b3)). La seflal de la especie [Bcd+Ca]2+ no se Vvio
significativamente afectada luego del agregado de EDTA a la solucién que contiene la
mezcla de Bed y CaCl, en relacion CaCl,:EDTA 1:1 mol/mol, si bien la especie
[Bed+2Na]** volvié a observarse. Sin embargo, con el agregado de EDTA a la solucién en
relacién CaCl:EDTA 1:10 mol/mol, se observé la desaparicién de la especie [Bed+Cal**y
un incremento en la intensidad de las sefiales correspondientes a las especies mono y
disdédica, obteniéndose un espectro similar al obtenido con la soluciéon de Bcd nativa

(figuras 3.3(a4)-(ba)).
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Figura 3.2. Espectro de masa ESI de la Bcd. Detalle las sefiales observadas: (a)
[Bed+2Nal* y [Bed+Cal™, rango de m/z: 550-610 y (b) [Bed+Na]* y [Bed+K]', rango de
m/z: 1100-1190. Modo positivo.
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Figura 3.3. Espectros de masa ESI de la Bced. (a;): Bed; (ap): [Bed:EDTA] (1:1mol/mol);
(a3): [Bed:CaCl,] (1:1mol/mol); (as): [(Bcd:CaCl,) (1:1 mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol),
rango de m/z 500-900; (b;): Bced; (by): [Bed:EDTA] (1:1mol/mol); (bs): [Bed:CaCl,]
(1:1mol/mol); (bs): [(Bcd:CaCly) (1:1 mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z:
1100-1190. Detalle de las sefiales: [Bcd+2Nal** (©), [Bed+Cal** (@), [Bed+Nal™ (@) y
[Bcd+K]" (@ ). Modo positivo.
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Los espectros de las Bced sustituidas (MBcd, DMBcd, TMBcd y OHPBcd)
mostraron en general mds de una sefial en la region de valores de m/z correspondientes a
los iones moleculares. Esto es debido, como ya se detall6 en el Capitulo II, a la presencia de
mezclas de especies con diferente grado de sustitucién en los compuestos comerciales. La
DMBcd, por ejemplo, mostré en su espectro de masa ESI tres sefiales correspondientes a
las especies [(CH3);4Bcd+Na]*, [(CH3);sBed+Na]* y [(CHs)iBed+Na]* cuyos valores de
m/z son 1353, 1367 y 1381 respectivamente (figuras 3.4(a)-(b) y 3.5(a;) y (b1)). De estas
tres especies, [(CH3)14Bcd+Na]" correspondié al ion molecular “méas sodio” esperado
tedricamente, debido a que presenta dos grupos metilo como sustituyentes en cada unidad
de glucosa de su estructura, mientras que las otras dos especies detectadas presentan una
tercera metilacion en el caso de la (CHs);sBcd y dos metilaciones adicionales en el caso de
la especie (CH3)16Bcd. A su vez, también se observaron las correspondientes sefiales de las
especies dicargadas, [(CH3)4Bcd+2Nal**, [(CH3)1sBcd+2Nal** y [(CH3)6Bcd+2Nal™,
cuyos valores de m/z son 685, 692 y 699 respectivamente (figuras 3.4(a)-(b) y 3.5(a;)-(by)).
Sin embargo, en la zona de valores de m/z de las sefiales dicargadas se detectaron también
sefales satélites cuya intensidad disminuyé marcadamente luego del agregado de EDTA a
la soluciéon madre de DMBcd (DMBcd:EDTA 1:1 mol/mol, figuras 3.4(a)-(b) y 3.5(ay)).
Dichas sefiales satélites presentaron un valor de m/z 677, 684, 685, 692 y 699. Para
demostrar que dichas sefiales satélites correspondian a las especies [DMBcd+Cal** y
[DMBcd+Mg]2+, se agrego a la soluciéon madre de DMBcd una cantidad de CaCl, (MgCl,)
correspondiente a la relaciéon molar A:CaCl, 1:1. El agregado de CaCl, a la solucién de
DMBcd produjo un incremento relativo de la intensidad de las sefiales a m/z 685, 692 y
699, correspondientes a las especies [(CHa) 14Bcd+Ca]2+, [(CH3) 15Bcd+Ca]2+ y

[(CH3)16Bcd+Ca]2+ respectivamente (figuras 3.5(az)-(bs)). De la misma manera, el agregado
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de MgCl, produjo un incremento de las sefiales a m/z 677, 684 y 691, correspondientes a
las especies [(CH3)14Bcd+Mg]**, [(CH3)isBed+Mgl™ y [(CHa)ieBed+Mg]™*  (figuras
3.6(a3)-(b3)). Estas sefales disminuyeron sus intensidades relativas con el agregado de
EDTA a la solucién en relaciéon molar CaCl,:EDTA (MgCl,:EDTA) 1:1, mientras que al
incrementar la cantidad de EDTA llevando la relacién molar a 1:10 mol/mol, las sefales
dicargadas de Ca®* y Mg** disminuyeron marcadamente su intensidad, observandose

predominantemente las sefiales de las especies [(CH3)14_16Bcd+2Na]2+ (figuras 3.5(a4)-(bs)

y 3.6(as)-(ba)).
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Figura 3.4. Espectro de masa ESI de la DMBcd. Detalle las sefiales observadas: (a)
[(CH3)14.16Bcd+2Na]**, [(CH3)14.16Bcd+Cal** y [(CH3)14.15Bed+Mg]**, rango de m/z: 600-
800 y (b) [(CH3)14.16Bcd+Na]”, rango de m/z: 1000-1500. Modo positivo.

En el andlisis de la DMBcd con el agregado de la mezcla de CaCl, y MgCl,, se
observaron las sefiales correspondientes a las especies [(CH3)14_16Bcd+Mg]2+ y [(CH3)j4-
16Bcd+Cal** con alta intensidad, siendo las especies con Ca®* las mds importantes (figuras
3.7(a3)). El posterior agregado de EDTA a la solucién restituy6 las sefiales disddicas,
mientras que las sefiales con Ca®* y Mg”* practicamente desaparecieron. Esto indica que el
efecto quelante del EDTA es mas importante sobre el Ca™ que sobre el Mg2+, ya que las
especies [(CH3)14_16Bcd+Ca]2+ eran inicialmente las mds abundantes (figuras 3.7(az)-(bs) y

(a4)-(ba)).
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Figura 3.5. Espectros de masa ESI de la DMBcd. (a;): DMBcd; (ay): [DMBcd:EDTA]
(I:1mol/mol); (a3z): [DMBcd:CaCl,] (1:1mol/mol); (a4): [(DMBcd:CaCl,) (1:1
mol/mol)[+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 600-760; (b;): DMBcd; (by):
[DMBcd:EDTA] (1:1mol/mol); (bs): [DMBcd:CaCl;] (1:1mol/mol); (bs): [(DMBcd:CaCl,)
(1:1 mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 1120-1520. Detalle de las sefales:

[(CH3)14.16Bcd+2Nal* (D), [(CH3)is16Bcd+Cal* (@), [(CH3)is15Bed+Mel™ (Q),
[(CH3)14-16Bcd+Na]* (@ ). Modo positivo.
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Figura 3.6. Espectros de masa ESI de la DMBcd. (a;)): DMBecd; (ay):
[DMBcd:EDTA] (1:1mol/mol); (az): [DMBcd:MgCl,] (1:1mol/mol); (as):
[(DMBcd:MgCl,) (1:1 mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 580-760;
(by): DMBcd; (by): [DMBcd:EDTA] (1:1mol/mol); (bs3): [DMBcd:MgCl,]
(1:1mol/mol); (bs): [(DMBcd:MgCl,) (1:1 mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango
de m/z: 1300-1500. Detalle de las senales: [(CH3)14_16Bcd+2Na]2+ (C) ), [(CH3)14.

16Bcd+Cal”* (@), [(CH3)1415Bcd+Mgl* ( Q). [(CH3)1416Bcd+Nal* (@ ). Modo
positivo.
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Figura 3.7. Espectros de masa ESI de la DMBcd. (a;): DMBcd; (az): [DMBcd:EDTA]
(1:1mol/mol); (a3): [DMBcd:(CaCl,+MgCly)] (1:1mol/mol); (ag):

[(DMBcd:(CaCl,+MgCl,)) (1:1 mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 600-
800; (by): DMBcd; (by): [DMBcd:EDTA] (1:1mol/mol); (b3):
[DMBcd:(CaCl,+MgCL)]  (1:1mol/mol); (bs): [(DMBcd:(CaCl,+MgCl)) (1:1
mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 1100-1430. Detalle de las sefales:
[(CH3)14-16Bcd+2Na]* (©), [(CHz)14.16Bed+Cal™ ( @), [(CH3)14.15Bed+Mgl™* (O),
[(CH3)14-16Bcd+Na]* ( ‘ ). Modo positivo.
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Al efectuar el andlisis por ESI MS de la MBcd se observé un patrén mas complejo
de sefiales en la region de valores de m/z correspondientes a las especies de [MBcd+Na]* y
[MBcd+2Na]** (figuras 3.8(a)-(b) y 3.9(a;)-(by)). Esta ciclodextrina present6 una familia de
ocho oligémeros, desde [(CH3)9Bcd] a [(CHs3);6Bcd], los cuales produjeron las sefiales de
las especies [(CH3)9_16Bcd+2Na]2+ (m/z 653, 660, 667, 674, 681, 688, 695 y 702
respectivamente) y las especies [(CH3)o.1sBcd+Na]™ (m/z 1283, 1297, 1311, 1325, 1339,
1353, 1367 y 1381 respectivamente, figuras 3.8(a)-(b) y 3.9(a1)-(by)).

Tanto en la zona de las sefiales dicargadas como en la de las monocargadas, el
agregado de EDTA a la soluciéon de la MBcd nativa produjo una clara disminucién en el
nimero de sefiales a lo largo de todo el espectro de masa, lo que indicaria que
posiblemente, dichas sefiales corresponden a las especies [MBcd+Cal** y [MBcd+Mg]™,
como se habia observado en el andlisis de la DMBcd (figuras 3.9(a;)). Con el agregado de
CaCl, a la soluciéon de MBcd nativa, se observo un incremento de la intensidad de las
sefiales a m/z 650, 657, 664, 671, 678, 685, 692 y 699, las cuales correspondieron a las
especies [(CH3)9.16Bcd+Ca]2+ (figuras 3.9(a3)-(bs)). Por otro lado, y coincidiendo con los
resultados obtenidos con DMBcd, la presencia de EDTA en la solucién mezcla de MBcd y
CaCl, produjo una disminuciéon en la intensidad de las sefiales de las especies
[(CH3),,BCd+Ca]2+ y un aumento en la intensidad de las especies de [(CH3),,BCd+2Na]2+
(figuras 3.9(as)-(bs)). La diferencia principal que se observo en este caso en el andlisis por
ESI MS respecto del anélisis de la Bcd, DMBcd y TMBcd es el alto nimero de sefiales que
presenta en su espectro de masa, las que van desde [(CHjz)oBcd+Na]™ (m/z 1260) a
[(CH3)16Bcd+Na]* (m/z 1358). Este “peine” es propio de la MBcd, y le confiere una

caracteristica Unica en su espectro ESI MS.
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Figura 3.8. Espectro de masa ESI de la MBcd. Detalle las sefiales observadas: (a) [(CH3)o.

16Bcd+2Nal* y [(CH3)10.15Bed+Cal™, rango de m/z: 630-730 y (b) [(CH3)10.16Bcd+Nal*,
rango de m/z: 1200-1460. Modo positivo.
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Figura 3.9. Espectros de masa ESI de la MBcd. (a;): MBcd; (a): [MBcd:EDTA]
(I:Imol/mol); (a3): [MBcd:CaCl;] (1:1mol/mol); (as): [(MBcd:CaCl,) (1:1
mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 630-720; (b;): MBcd; (by):
[MBcd:EDTA] (1:1mol/mol); (b3): [MBcd:CaCl,] (1:1mol/mol); (bs): [(MBcd:CaCl,) (1:1
mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 1200-1450. Detalle de las sefiales:

[(CH3)o.16Bcd+2Nal* (), [(CHa)g.16Bcd+Cal** (@), [(CH3)o.1sBcd+Nal* (@). Modo
positivo.
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Como ya se habia observado en los experimentos realizados por espectrometria de
masa UV-MALDI (Capitulo II), el andlisis por ESI MS de la TMBcd mostré un espectro
més simple, similar al obtenido en el andlisis de la Bcd, en el cual se observaron tres
seflales principales correspondientes a las especies [TMBcd+Na]™ (m/z 1451),
[TMBcd+K]" (m/z 1467) y [TMBcd+2Na]** (m/z 737, figuras 3.10(a)-(b) y 3.11(a;)-(b})),
correspondiendo todos ellos al ion molecular debido a que la TMBcd comercial
corresponde a la Bed que presenta todas sus unidades de glucosa trimetiladas. Como se
muestra en la figura 3.10, también se observé la especie [TMBcd+Ca]** en el espectro de la
solucién madre de TMBcd, la cual disminuy6 drasticamente su intensidad por el agregado

de EDTA a dicha solucién (figuras 3.11(ay)-(by)).
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Figura 3.10. Espectro de masa ESI de la TMBcd. Detalle las sefales observadas: (a)
[TMBcd+2Nal** y [TMBcd+Cal*, rango de m/z: 680-780; (b) [TMBcd+Nal® vy
[TMBcd+K]", rango de m/z: 1400-1500. Modo positivo.
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Tal como se esperaba, la intensidad de la especie [TMBcd+Ca]2+ fue maxima en el
espectro de la solucion mezcla TMBcd:CaCl, 1:1 mol/mol (figuras 3.11(a3)-(bs)). La
presencia de EDTA en la solucién en cantidades crecientes restablecié las condiciones
iniciales al enmascarar el Ca** en la solucién mezcla, reduciendo la intensidad de las
sefales de la especie [TMBcd+Ca]2+ y mostrando nuevamente a la especie [TMBcd+2Na]2+
como la responsable de la sefial principal en ese rango de valores de m/z (figuras 3.11(a4)-
(b4)).

Finalmente, en el analisis de la OHPBcd comercial se observd nuevamente un
patrén complejo de sefiales correspondiente a los diferentes grados de sustitucion de la Bed
por los grupos 2-hidroxipropilos. Este derivado de la Bcd mostré en los experimentos
realizados resultados similares a los descriptos para la Bed y sus derivados luego del

agregado de CaCl, y/o EDTA (resultados no mostrados).
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Figura 3.11. Espectros de masa ESI de la TMBcd. (a;): TMBcd; (a2): [TMBcd:EDTA]
(I:1mol/mol); (az): [TMBcd:CaCl,] (1:1mol/mol); (as): [(TMBcd:CaCly) (1:1
mol/mol)]+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 650-780; (b;): TMBcd; (by):
[TMBcd:EDTA]  (1:1mol/mol); (b3): [TMBcd:CaCl,] (1:1mol/mol); (bs):
[(TMBcd:CaCl,) (1:1 mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 1400-1600.
Detalle de las sefiales: [TMBcd+2Nal** ( © ), [TMBcd+Cal** ( @ ), [TMBcd+Na]*
( @ ). [TMBcd+K]* ( @). Modo positivo.
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3.3.3 Analisis por ESI MS de las maltosas lineales y fructanos
La M(7), un andlogo lineal de la Bcd, presentd en su espectro de masa ESI tres
sefiales correspondientes a las especies [M(7)+Na]" (m/z 1175), [M(7)+Ca]2+ (m/z 596) y

[M(7)+2Na]** (m/z 599, figuras 3.12(a)-(b) y 3.13(a;)-(by)).
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Figura 3.12. Espectro de masa ESI de la M(7). Detalle las sefiales observadas: (a)
[M(7)+2Nal** y [M(7)+Cal*, rango de m/z: 560-640 y (b) [M(7)+Na]’, rango de m/z:

1140-1200. Modo positivo.
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Al igual que en el caso de las ciclodextrinas, la sefial correspondiente a la especie
[M(7)+2Na]** desaparecié con el agregado de CaCl,, detectindose la sefial de la especie
[M(7)+Ca]2+ (m/z 596) como la sefial principal (figuras 3.12(a3)-(bs)). Esta observacion
estd de acuerdo con la alta afinidad ya observada de la M(7) con el Ca®™. El agregado de
EDTA en cantidades crecientes a la solucién mezcla de M(7):CaCl, permiti6 restablecer la
sefial de la especie [M(7)+Na]* (figura 3.12(bs)), disminuyendo la sefial de la especie
[M(7)+Cal** (m/z 596) que, a diferencia de resultados anteriores, no desaparecio totalmente
(figura 3.12(a4)),. El agregado de EDTA en la solucién de M(7) nativa disminuy¢ la sefial
de [M(7)+Ca]**, al igual que lo observado en el anlisis de los hidratos de carbono ciclicos
(Bcd y sus derivados).

Cabe sefialar que en todos los estudios hasta aqui descriptos (B-ciclodextrinas y
M(7)), la sefial correspondiente a la especie dicargada [A+2Na]**, siendo A cualquiera de
los hidratos de carbono analizados, fue la de mayor intensidad relativa en el espectro de
masa ESI de las soluciones acuosas de los aziicares comerciales. Esto no se aplica a todas
las maltosas, ya que, por ejemplo, en los resultados obtenidos con M(5) las sefiales
correspondientes a la especie dicargada [M(5)+2Na]** present6 una intensidad relativa
menor a la de la sefial monosddica, mientras que en los espectros de M(3), M(4) y M(6) no

se observo la sefial de la especie disddica.
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Figura 3.13. Espectros de masa ESI de la M(7). (a;): M(7); (az): [M(7):EDTA]
(I:Imol/mol); (az): [M(7):CaCl,] (1:1mol/mol); (ay): [(M(7):CaCl,) (1:1
mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 550-630; (b;): M(7); (by): [M(7):EDTA]
(1:Imol/mol);  (b3): [M(7):CaCl;] (1:1mol/mol); (by): [(M(7):CaCl,) (1:1
mol/mol)][+EDTA (1:10 mol/mol), rango de m/z: 1140-1200. Detalle de las sefiales:
[M(7)+2Nal** (©), IM(7)+Cal** (@), IM(7)+Na]* (@). Modo positivo.
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La diferencia mds importante que presentan los espectros de masa ESI de los
fructanos (Fr) estudiados respecto de los correspondientes a sus andlogos de la familia de
las maltosas, es la presencia de nuevas especies i0nicas gaseosas formadas por moléculas
de fructanos que se complejan (adhieren) entre si formando clusters (figura 3.14). Dichas
especies fueron observadas en los andlisis de los tres fructanos, y solamente desaparecieron
con el agregado de CaCl, y posterior adicion de EDTA en relacién molar CaCl,:EDTA
1:10 a la solucidn. Estas observaciones evidencian una alta estabilidad de estos complejos o
clusters formados durante la ionizacion de los fructanos, en contraste con las maltosas
andlogas que no presentaron dicho tipo de sefiales. Por otro lado, ni las maltosas M(3),
M@4) y M(6) ni los fructanos presentaron las sefales correspondientes a la especie
[A+2Na]** en sus espectros ESI, a diferencia de lo observado para M(5) y M(7) y la familia
de las ciclodextrinas estudiadas.

Finalmente, es interesante destacar que, si bien las sefiales correspondientes a las
especies [A—H+Ca]" y [A-H+Mg]|" ubicadas en la regién de m/z de las especies [A+Na]" y
[A+K]" no fueron en general detectadas en los espectros de masa ESI de maltosas lineales,
fructanos y la Bcd, si se observaron como sefales satélites en el andlisis de las Bcd
sustituidas DMBcd, MBcd, TMBcd y OHPBcd. Como ejemplo, en la region de valores de
m/z entre 1250 y 1500 en el espectro de la MBcd se observé un conjunto complejo de
sefiales que fue eliminado con el agregado de EDTA e intensificada su intensidad con el

agregado de CaCl; (figura 3.9(b;)-(bas)).
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Figura 3.14. Espectro de masa ESI de Fr(5). Rango de m/z: 300-1900. Modo positivo.

3.3.4 EDTA como agente quelante

El EDTA es un agente quelante muy utilizado para los procesos de complejacién y
titulacion de metales alcalinos y alcalino térreos como el Ca™ y Mg2+. Es un &cido
tetraprotico que contiene cuatro H intercambiables, por lo que presenta cuatro valores de
pKa diferentes: pKa, = 2,18, pKa, = 2,73, pKaz = 6,20 y pKas = 10. La sal disédica del
EDTA (esquema 3.1) presenta un pH en agua de 5,06, similar al valor del pKas debido a
que sélo contiene dos H' intercambiables [14]. Su forma bésica presenta la forma Na,H4Y,
y la forma aniénica con la cual se produce el complejo con los metales es Y*. Esta tltima,
al unirse con los metales Ca** y Mg*" presentes en el medio, produce la liberacién de los
protones cuando ocurre la formacién del complejo. La extensiéon de la formacién del
complejo puede estar regulada ajustando el pH. La reaccion entre el quelante Na,H,Y y el

metal M™ se representa como el siguiente equilibrio:
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H, Y7+ M™+ 2H,0 —— MY™* + 2H;0"

Para la mayoria de los metales, los complejos metal: EDTA 1:1 se forman en un amplio

rango de condiciones [14].

(0]
O Na*
9) O™ Na*t
N
HO 0
(0]
OH

Esquema 3.1. Estructura de la sal disédica del acido etilendiaminotetracético (EDTA).

Si la solucién de un ion metdlico M™" es titulada con un quelante estdndar del tipo
Na,H,Y, la concentraciéon del ion decrece a medida que procede la titulacién, y se
incrementa el valor de pM (en este caso, pCa y pMg), definido como el —log[M]. Si la
estabilidad del complejo MY™ es lo suficientemente alta, y la acidez es lo suficientemente
baja para permitir la formacion cuantitativa del complejo al punto de equivalencia, entonces
el pM aumentard bruscamente en el punto de equivalencia. Un gréfico de pM vs la relacion
molar de Na,H,Y:metal tiene una forma curvada tipo S. Como se muestra en la figura 3.15,

los metales alcalinos térreos tales como el Ca** y el Mg** deben titularse a un pH alcalino,
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mientras que, por ejemplo, el Fe (III) forma complejos los suficientemente fuertes como
para poder ser titulado en medios de alta acidez. Los puntos de titulacién del Ca** y Mg**
se encuentran cerca del pH 6 y 8 respectivamente [14].

En los experimentos descriptos en el presente capitulo, los resultados obtenidos en
la mediciéon de pH mostraron que las soluciones acuosas de los hidratos de carbono
estudiados presentaron un pH entre 6,2 y 6,8, mientras que el de las soluciones mezcla con
CaCl, se encontraba entre 6,3 y 6,5 y el de las soluciones mezcla con MgCl, entre 4,5 y 5,5
independientemente de las relaciones molares azicar:CaCl, (azticar:MgCl,) analizadas. Los
valores de pH de las soluciones con Ca** se encontraron dentro del rango de valores aptos
para la complejacién o titulacién del mismo (figura 3.15) [14], lo que explica la eficiencia
del EDTA para complejar al Ca* en las soluciones mezcla. En el caso del Mg?*, debido a
que el pH de las soluciones se encontraba por debajo de su punto o valor de titulacion
optimo (figura 3.15), presentd6 mayor dificultad que el Ca®™ para la formacion de los
complejos, requiriéndose mayor concentracién de EDTA para que resultara eficaz. Sin
embargo, cabe sefialar que en ambos casos no fue necesario el agregado de bases tales
como el amoniaco o la etanolamina al medio para modificar el pH de la solucién, lo cual
minimizé la cantidad de material quimico presente en las muestras, pudiendo esto afectar

los resultados del andlisis de hidratos de carbono neutros por ESI MS.
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Figura 3.15. Curvas de titulacién del Ca®* y Mg®* con EDTA. pM esté definido como —
log[M], siendo M = Ca** 0 Mg**.

3.4 CONCLUSIONES

En el andlisis de hidratos de carbono por espectrometria de masa ESI las especies
[A+2Na]** fueron detectadas con igual o mayor intensidad que las especies [A+Na]" en el
caso de la Bed y la M(7) (figuras 3.2-3.3 y 3.12-3.13), y se obtuvieron resultados similares
con las B-ciclodextrinas sustituidas. Por otra parte, en los espectros de estas udltimas, las
sefiales satélites producidas por la presencia de Ca** y Mg** como contaminantes de los
analitos comerciales agrega sefales adicionales en la regién de valores de m/z de las
especies [A+2Na]**. Esto produce un patrén mds complejo de sefiales, de manera que la
deteccion de las sefiales disddicas resulta mds dificil, especialmente en el andlisis de
mezclas de especies quimicas que presentardn més de una sefial del tipo [A+2Na]** como
en el caso de la DMBcd, MBcd y OHPBcd. A esto también se le suma la presencia de

sefiales satélites del tipo [A—-H+Ca]" y [A-H+Mg]" en la regién de m/z correspondientes a
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las especies [A+Na]" y [A+K]". Por ejemplo, los estudios realizados con las Bcd sustituidas
mostraron una mayor sensibilidad ante la presencia del Ca®* respecto de las maltosas
lineales (M(3)-M(6)). Ademads, a relacién molar Bed:CaCl, 100:1 se observé a la especie
[A+Ca]** como ion estable, junto con las especies [A+Na]" y [A+2Na]** (figura 3.1(b)).
Comparando los fructanos y las maltosas del mismo peso molecular (M(5) con Fr(5), M(4)
con Fr(4) y M(3) con Fr(3)), se observd que estas ultimas produjeron iones de la especie
[A+Ca]** més estables. En el caso de los fructanos, si bien la presencia del Ca** produjo
una disminucién en la intensidad de la sefial de [A+Na]’, la deteccién de la especie
[A+Ca]2+ sblo se observoé con relaciones molares Fr:CaCl, menores a 1:1.

Este estudio permite concluir nuevamente que el comportamiento de los hidratos de
carbono en presencia del Ca®* (Mg?) no es uniforme y depende del peso molecular, de la
longitud de la cadena y la estructura del compuesto. El hecho de que la interaccion de cada
analito con el Ca’ sea particular y no comtn a todos los hidratos de carbono, puede
generar errores para la caracterizacion y cuantificaciéon en el andlisis del compuesto en
cuestion.

La adicién de EDTA a la solucién de los hidratos de carbono inhibe el efecto
complejante del Ca* (Mg”*) en el proceso de ionizacién ESI de los hidratos de carbono
debido a sus propiedades quelantes, al mismo tiempo que no afecta las senales propias de
los analitos ([A+Na]"y [A+2Na]*"), las cuales son restituidas una vez que éste es agregado
a la solucién que contiene la mezcla de A:CaCl, (A:MgCly).

Es importante sefialar que mediante este estudio nosotros hemos desarrollado un
método sencillo en el cual se usa simplemente soluciones acuosas de los hidratos de
carbono y de la sal disédica del EDTA, sin modificacion de su pH por el agregado de bases

tales como amoniaco, trietanolamina o etanolamina a las mismas. Con esto se minimiza el
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uso de reactivos quimicos y se simplifica el protocolo ya que no se requieren durante el uso
del EDTA cuidados especiales para evitar la descomposicion de los analitos. Si bien como
se muestra en la figura 3.15 en el rango de pH 6-12, la complejacién del Ca™ y el Mngr se
ven favorecidas [14], los resultados que hemos obtenidos simplemente en agua muestran
que no es necesario una modificacion del pH.

La presencia de Ca** y Mg** debe ser tenida en cuenta en los estudios cualitativos y
cuantitativos por espectrometria de masa ESI de hidratos de carbono tanto comerciales
como los que provienen de tejidos biologicos vegetales y/o animales. En todos estos casos,
el EDTA es una herramienta importante a ser tomada en cuenta al momento de realizar
andlisis por espectrometria de masa ESI de hidratos de carbono neutros.

En conexién con los resultados discutidos en el capitulo anterior (Capitulo II), los
experimentos detallados en el presente capitulo muestran que las especias gaseosas
[A+Ca]* y [A+Mg]2Jr (siendo A cualquiera de los hidratos de carbono estudiados) pueden
formarse como entidades estables con tiempos de vida mayores que los tiempos requeridos
para su manipuleo (enfoque, aceleracién, almacenamiento temporal, etc.) dentro de la
cdmara de ionizacion ESI y el analizador TOF utilizado. Por lo tanto puede asegurarse que
en el caso de los experimentos realizados por espectrometria de masa UV-MALDI con los
mismos analitos, la ausencia de estas especies en la region de andlisis y deteccion se debe

simplemente a que las mismas no son generadas en la cimara de ionizacion.
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CAPITULO V

Efecto del uso de NPs como matrices en el andlisis por UV-
MALDI MS de hidratos de carbono neutros. Andlisis in situ de

tejidos vegetales
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5.1 INTRODUCCION

La caracterizacion in situ de biomoléculas mediante el uso de la espectrometria de
masa UV-MALDI MS es potencialmente importante, ya que permite el andlisis de las
mismas utilizando matrices adecuadas capaces de producir su desorcidén/ionizacion (DI)
directa desde la superficie del material biolégico (tejido, célula). En el estudio de los
hidratos de carbono neutros que constituyen la mayoria de los metabolitos vegetales, la baja
DI tanto en modo positivo como negativo es un problema comun en su andlisis por UV-
MALDI MS (Capitulos II y IV). Como se ha descripto previamente [1-4], las matrices
organicas cristalinas (matrices cldsicas) como el GA [5-7], el CHCA, el nor-harmano (nHo)
[5-8] y la THAP [4-7], que son eficientes en el estudio in vitro de diversos analitos,
presentan serias dificultades para ionizar los hidratos de carbono cuando son depositadas
directamente sobre el tejido vegetal [3,4]. El problema puede deberse a que, al ser
depositadas sobre el tejido y previo al disparo del ldser, éstas se incorporan al mismo
generando interacciones y uniones quimicas con los metabolitos y componentes
estructurales que lo conforman. Este hecho disminuye y/o suprime las sefiales tanto de las
matrices como de los componentes del tejido [4]. La presencia de grupos funcionales tales
como grupos carboxilicos y/o fendlicos en el GA, el CHCA y la THAP produce fuertes
interacciones quimicas entre el tejido y la matriz, lo cual no debe ocurrir con las matrices
UV-MALDI en el estado electrénico basal (previo al disparo del laser), al ser depositadas
sobre el tejido.

Las nanoparticulas (NPs) son materiales que pueden presentar en su estructura
componentes metalicos (ejemplo, Au, Ti, Sr, Ba, Fe), 6xidos inorgénicos (ejemplo, TiO,) y
no metalicos (ejemplo grafito, carbon, diamante, Cep, grafeno) con propiedades mecanicas,

eléctricas y electromecénicas unicas. Son materiales microscopicos 0 nanoscopicos con por
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lo menos una de sus dimensiones menor que 100 nm. Estas unidades estructurales, més
grandes que los dtomos y las moléculas, no obedecen estrictamente a la quimica cudntica,
ni a las leyes de la fisica cldsica, poseyendo caracteristicas propias. Los materiales a escala
nanométrica frecuentemente presentan un comportamiento intermedio entre el de los
solidos macroscépicos y los sistemas atémico-moleculares [9].

En un dtomo, los electrones orbitan alrededor de un solo nicleo, y el nimero de
electrones depende del elemento del que se trate. A medida que se suman mads electrones, la
prediccion de los niveles de energia se vuelve méds compleja debido a la interaccion entre el
ndcleo y los electrones, y entre les electrones en si mismos. Cada electrén puede ser
ubicado en una orbita individual definida como orbital atémico (OA), con un nivel (valor)
de energia discreto asociado. Dependiendo del momento angular de la 6rbita, los OAs
pueden tener forma esférica (orbital s), doble campana u “ocho” (orbital p) o adoptar
formas més complejas (orbitales d 'y f) [9].

En el caso de una molécula, los electrones orbitan alrededor de mds de un nicleo, y
los electrones responsables de las uniones covalentes entre los dtomos no pueden ser
considerados en forma individual debido a que se encuentran ‘“compartidos”. Estos
electrones conforman los orbitales moleculares (OMs), y estos orbitales, al igual que los
OAs, presentan niveles de energia discretos asociados [9].

Cuando el tamafio de un sistema con mds de un d&tomo se hace mayor, el célculo de
su estructura electrénica en términos de combinaciéon de OAs es mas complicado. Sin
embargo, es posible simplificar el calculo cuando el sistema es un cristal. En estos casos, la
estructura electronica puede ser descripta en términos de combinaciones periddicas de OAs.
Los electrones son descriptos como una superposicion o un conjunto de planos de ondas

extendidos a lo largo del sdlido. A diferencia de los atomos y las moléculas, un sélido
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macroscopico o microscopico no presenta niveles discretos de energia, sino regiones o
bandas anchas de energia (figura 5.1, banda de valencia (Bv) y banda de conduccién (Bc))
[9]. Dichas bandas o regiones s6lo pueden ser llenadas con una cantidad de electrones de
energia limitada dentro de ciertos rangos. En el caso de un nanocristal, el cual por sus
propiedades fisicas no puede ser descripto con los mismos términos que un sélido
macroscépico, su estructura electrénica puede ser explicada como un intermedio entre los
niveles discretos de los OMs y las bandas de un sélido (Bv y Bc). Como se muestra en la
figura 5.1, los niveles energéticos de los nanocristales son discretos con contenido
energético o densidad mayor y amplitud menor que los correspondientes atémicos y
moleculares. A estos tltimos niveles discretos de energia, es posible aplicarles en este caso
el concepto de bandas de energia (Bv y Bc) y electrén-hueco (hueco u orbital sin electrén).
Los electrones de los niveles atémicos mas altos interactiian entre ellos y forman la Bv del
nanocristal, mientras que el hueco de energia (diferencia de energia) entre la Bv y la Bc

forma el hueco de banda del nanocristal [9].
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Figura 5.1. Niveles electronicos de energia de dtomos, moléculas, nanocristales y material
s6lido macroscépico conductor. Al agregar mas dtomos, los niveles discretos de energia de
los OAs se asocian en bandas de energia (Bv y Bc). Los nanocristales semiconductores
pueden ser considerados como hibridos estructurales entre pequeiias moléculas y materiales
solidos [9].
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De esta manera se puede utilizar el concepto de dualidad onda - particula para
explicar el comportamiento fotofisico de nanocristales (nanomateriales) semiconductores
frente a la radiacién UV-visible. En un semiconductor inorganico en el estado electrénico
excitado, el electron en la Bc puede moverse libremente a lo largo del cristal, y su
movimiento puede ser descripto satisfactoriamente por una combinacion lineal de funciones
de onda cuya longitud se encuentran generalmente en el orden de los nanometros, o sea en
la regién UV-visible del espectro electromagnético [9]. Una descripcion orbital andloga se
utiliza para describir el arreglo electrénico de las nanoparticulas cristalinas de carbono en
sus formas alotropicas diamante, grafito, grafeno y nanotubos.

Estas propiedades 6pticas, debidas a la interaccién con la luz UV- visible, son
dependendientes del tamafio de la NP [10,11]. Esta capacidad de interactuar con fuentes de
radiacion UV-visible le otorga a las NPs propiedades de fotocatalizadores o
fotosensibilizadores, como las que presentan los materiales semiconductores (ejemplo
TiO,) [9-11].

El proceso de fotocatdlisis de los semiconductores se basa en los siguientes
principios [11]:

1- formacién de un portador de carga por un fotén

2- recombinacion de los portadores de carga para liberar calor

3- inicio de un proceso de oxidacién por formacién de un hueco en la Bv

4- inicio de un proceso de reduccién producido por un electrén de la Be

5- reacciones térmicas (hidrélisis o reaccién con especies oxidativas activas) y
fotocataliticas posteriores que forman productos de mineralizacién

6- captura de un electrén proveniente de la Bc que formard una unién superficial para

obtener la forma reducida (por ejemplo, Ti (III) en el caso del TiO,)
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7- captura de un electrén proveniente de la Bv por un grupo HO-

En la figura 5.2 se muestran los procesos quimicos que ocurren en una particula de
semiconductor, cuando ésta es electronicamente excitada con radiaciéon de energia
adecuada. En estas condiciones, se crean pares de electron - hueco cuya vida media estd en
el rango de los nanosegundos; en ese lapso, los electrones y huecos generados deben migrar
a la superficie y reaccionar con especies adsorbidas (procesos c) y d)). Los pares electrén-
hueco que no alcanzan a separarse y a reaccionar con especies en la superficie se
recombinan, y la energia se disipa (liberacion de calor). Esta recombinacién puede tener
lugar tanto en la superficie como en el seno de la particula (procesos a) y b)
respectivamente). El proceso neto es la catdlisis de la reaccién entre el oxidante B y el

reductor A [11].

Figura 5.2. Procesos que ocurren en la interfaz semiconductor - electrolito bajo
iluminacién [11].
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Este tipo de interacciéon con fuentes de energia como la radiacion UV-visible
(particularmente con la region de longitud de onda de entre 337 y 355 nm) [10], convierte a
las NPs (que pueden funcionar o no como semiconductores eléctricos) en potenciales
matrices para UV-MALDI MS y en nuevas alternativas para el estudio directo de tejidos
bioldgicos.

El uso de NPs como matrices para la DI en UV-MALDI MS fue considerado en los
comienzos del desarrollo de nuevas técnicas suaves de ionizacién para espectrometria de
masa. Tanaka et al [12] utilizaron un “polvo fino” (particulas de 20 nm) de cobalto
metalico para el andlisis de proteinas y polimeros. Desde entonces, y especialmente en estas
ultimas décadas, las NPs relacionadas con el carbono fueron probadas como posibles
matrices para el andlisis por UV-MALDI MS y surface-assisted laser desortion/ionization
mass spectrometry (SALDI MS) de analitos organicos y biomoléculas. Ejemplo de estas
NPs son el grafito [13] y los nanotubos de carbono (CNT) [14, 15]. También se han usado
NPs metdlicas como 6xido de titanio [16, 17], plata [18-21], silicio [22], oro [19,23-24] y
o6xido de zinc [25]. Ademds, se han utilizado NPs de diamante para incrementar la
uniformidad de los cristales de matrices orgénicas cldsicas, como en el caso del CHCA
[26]. También se ha estudiado la aplicacion de los CNT en el andlisis directo de hidratos de
carbono en tejido vegetal [3,4], el uso de grafito coloidal para el andlisis in situ de
metabolitos pequefios provenientes de tejido de frutas [27] y el uso de NPs de 6xido de
titanio para el andlisis directo de triacilgliceroles, flavonoides y antocianinas en tejidos
vegetales [17].

Con el objetivo de profundizar el estudio de las diferentes NPs y sus aplicaciones en
el andlisis in situ de tejidos vegetales, se examind la capacidad de ionizacion de las NPs de

diamante (D), plata (Ag), 6xido de titanio (TiO,), 6xido mixto de titanio, estroncio y bario
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[(BaTiO3)(SrTi0O3); BaSrTiO] y el 6xido mixto de titanio y silicio [(Si0,)(TiO,); TiSiO] en
el andlisis por UV-MALDI MS de azicares presentes en tejidos de bulbos de plantas
(tulipan, ajo y cebolla). Estos tejidos contienen naturalmente hidratos de carbono neutros
solubles en las soluciones celulares, principalmente sacarosa (Fr(2)) y otros fructanos (Fr).
El anélisis fue realizado tanto en modo lineal positivo como negativo. Junto con el estudio
realizado efectuando la transferencia de las NPs al tejido asistida por solvente, se evalud si
la ausencia de solvente en la deposicion de las NPs sobre el tejido podria mejorar los
resultados del andlisis por UV-MALDI MS. En todos los casos, los resultados obtenidos
fueron comparados con los provenientes de las soluciones de hidratos de carbono solubles
extraidos de tejidos de los distintos bulbos, utilizando las mismas NPs, CNT y matrices
organicas clésicas (GA y nHo).

También se analizaron algunas propiedades de las NPs como matrices UV-MALDI
relacionadas con el proceso de DI de los fructanos comerciales in vitro. Se compararon los
resultados obtenidos en el estudio del limite de detecciéon (LOD) y la reproducibilidad de
las sefiales utilizando como analitos la sacarosa (Fr(2)) y la 1-kestosa (Fr(3)) y como
matrices las NPs, GA, nHo y CNT. Por ultimo, se analiz6 la relacién entre la intensidad
absoluta y la intensidad relativa (RI) de las sefales de los hidratos de carbono y la

concentracion de la solucidon de los mismos utilizando las NPs como matrices.

5.2 EXPERIMENTAL
5.2.1 Materiales y métodos

Se utiliz6 para las distintas soluciones metanol (MeOH), etanol (EtOH), cloroformo
(CHCl,) y acetona de grado HPLC provenientes de Sigma-Aldrich Chem. Corp., sin ningtn

tipo de purificacién adicional, Las NPs seleccionadas fueron diamante (D, pureza 97%,
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didmetro < 10 nm, superficie de drea= 278-6335 m?/g), 6xido mixto de titanio y silicio
(TiSi0, (Si0y)(Ti0O,), pureza = 99,8% didmetro < 50 nm), 6xido mixto de bario, estroncio y
titanio (BaSrTiO, (BaTiO3)(SrTiO3), pureza = 99,7%, didmetro < 100 nm), obtenidas de
Sigma — Aldrich Chem. Corp., diéxido de titanio (TiO,, DP-25 nm de didmetro,
aproximadamente 80% de anatasa y 20% de rutilo), obtenido de Evonik Degusta Corp.,
NPs de plata (Ag, didmetro < 20 nm, suspensién acuosa), obtenidas de British Biocell
International, y nanotubos de carbono (CNT, didmetro externo ED 10-30 nm) provenientes
de Wako Chemicals (figura 5.3). Los analitos utilizados fueron: glucosa (Glc, PM 180),
fructosa (Fru, PM 180), sacarosa (Fr(2), PM 342), 1-kestosa (Fr(3), pureza > 99 %, PM
504), nistosa (Fr(4), pureza > 99%, PM 666), 1F-fructofuranosilnistosa (Fr(5), pureza >
80%, PM 828), provenientes de Wako Chemicals; B-ciclodextrina (Bced, pureza > 98%, PM
1134), provenientes de Sigma-Aldrich Chem. Corp. Se utilizaron también las sales KCI y
NaCl, ambas provenientes de Wako Chemicals. Las matrices organicas clésicas utilizadas
fueron nor-harmano (9H-pirido[3,4-blindol, nHo, PM 168) y el 4cido 2,5-
dihidroxibenzoico (4cido gentisico, GA, PM 154), provenientes de Sigma-Aldrich Chem.
Corp. Para las soluciones acuosas se utilizé agua de baja conductividad (grado Milli Q; 56 -

59 nS/cm with PURIC-S, ORUGANO Co., Ltd., Tokio, Japdn).
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(@ (b) (c) (d) (e)

Figura 5.3. NPs utilizadas en el andlisis por UV-MALDI MS. (a) suspension acuosa de Ag,
(b) TiSiO, (c), CNT, suspensiéon en MeOH:H,O 9:1 vol/vol, (d) BaSrTiO y (e) D.

5.2.2 Equipamiento

Los espectros de masa UV-MALDI se obtuvieron en un equipo Voyager-DE STR
(Applied Biosystems, Foster City, CA), equipado con un analizador de tiempo de vuelo
(UV-MALDI-TOF MS) y con un ldser de nitrégeno con una longitud de onda de emisién
(Aem) de 337 nm (ancho de pulso de 3 ns), utilizando un voltaje de aceleracion de 20 kV.
Para obtener sefiales con buena resolucion y relacién S/R dptima, se ajustd la potencia del
laser por encima de la potencia umbral necesaria y se obtuvo cada espectro de masa con
una suma de 100 espectros (disparos). Los fructanos estdndares comerciales y la B-
ciclodextrina fueron utilizados como calibrantes externos. Las sefiales obtenidas de las
muestras de tejidos y de extractos fueron comparadas con las detectadas con los fructanos y

maltosas comerciales (estandares).
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5.2.3 Preparacion de nanoparticulas de TiO;

El TiO, comercial se encuentra generalmente como polvo con didmetro de particula
de 25 nm y un drea de superficie especifica de 22 m?%/g, lo que genera largos agregados
durante el proceso de secado. Los mejores resultados se obtuvieron con el siguiente método
de purificacién [28]: el TiO, fue lavado por didlisis hasta que la conductividad de la
solucién del sobrenadante fuera la misma que la del agua. Luego de ser filtrado, fue secado
al vacio y colocado en un deseador en atmdsfera seca y en la oscuridad. Los agregados del
TiO, formados fueron triturados utilizando un mortero de dgata (figura 5.4), hasta obtener
un polvo fino (escala nanométrica). Se analizé la composicién del polvo de TiO, por
difraccion de rayos X (XRD), cuyo patrén indicé que su componente mayoritario era
anatasa. Este procedimiento de purificacion fue desarrollado y llevado a cabo en la CNEA

(en el laboratorio del Dr. M. A. Blesa, Argentina).

Figura 5.4. Mortero de dgata utilizado para la trituracién del TiO, a tamafio nanoscopico.

Se ensayaron diferentes formas de preparaciéon de las suspensiones de las NPs de
TiO,. Primero se utilizé agua para la suspension de las NPs, pero esto no produjo buenos

resultados y la intensidad de las sefales obtenidas fue extremadamente baja. Luego, se
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probaron diferentes relaciones de volimenes de MeOH:H,0O, obteniéndose con la relacién
1:1 vol/vol los mejores resultados. Esta fue la relacién de volumen elegida para el solvente
mezcla usado en los experimentos, y en 1 ml de este solvente se suspendieron 50 mg de
NPs. Debido a que las NPs sedimentan rapidamente, fue necesaria su resuspension por
agitacion por medio de un vortex antes de aplicar la alicuota de matriz sobre la muestra o

directamente sobre el tejido.

5.2.4 Preparacion de matrices organicas clasicas y CNT

Las soluciones de GA y nHo fueron preparadas disolviendo 2 mg de matriz en 1ml
de MeOH:H,O 1:1 vol/vol. Los CNT fueron purificados por sucesivos procesos de lavado y
centrifugacion con acetona y diferentes mezclas de MeOH:H,O desde 1:1 a 1:9 vol/vol,
siguiendo luego con una resuspension final en MeOH:H,0 1:9 vol/vol [3,4].

El método elegido para depositar la matriz y los analitos solubles sobre el electrodo
portamuestras fue el de gotas sucesivas (dried-droplet o tapa, M:A), en el cual se coloca
una alicuota de 1 pl de solucdn (o suspension) de matriz y se lo lleva a sequedad en
atmosfera normal a temperatura ambiente. Luego se coloca una alicuota [dedt la
solucién del analito sobre capas de matriz ya depositada y se lo lleva nuevamente a

sequedad en las mismas condiciones a temperatura ambiente.

5.2.5 Analisis in vitro

Las soluciones de Fr(2) y fructanos (Fr(3-5)) se prepararon en una mezcla
MeOH:H,0 1:1 vol/vol y en otra de composicion MeOH:H,O 1:1 KCI (50 mM). Las
soluciones estdndar de azicares fueron preparados mezclando volimenes pre-determinados

de cada solucién de hidratos de carbono estdndar y la solucidn total se mezcl6 en un vortex.

327



Efecto del uso de NPs como matrices en el andlisis por UV-MALDI MS de hidratos de carbono

Se eligi6 a la Fr(3) (presente en los tejidos analizados) para la determinacién y comparaciéon
del limite de deteccién (LOD) alcanzado con GA, nHo, CNT y las NPs estudiadas. Se
realizaron una serie de diluciones con MeOH:H,O 1:1 vol/vol a partir de la solucién madre
de Fr(3) 25 mM (MeOH:H,O 1:1 vol/vol) y se analizaron estas soluciones por UV-MALDI
MS. La concentracién més baja analizada fue 1,2 uM. De cada soluctn de Fr(3) se colocé
una alicuota de 1 ul sobre el depdsito ya seco obtenido con 1ul de solucion de matriz (GA
o nHo), 1 ul de suspensiéon de CNT en MeOH:H,O 1:9 vol/vol o 1 pl de suspension de NPs
en MeOH:H,O 1:1 vol/vol. De esta forma, se prepararon las muestras con las siguientes
combinaciones: 1) 1 ul de soluédn de Fr(3) nuM - 1 ul de solucdon de GA; 2) lul de
solucién de Fr(3) nuM - 1 ul de solucion de nHo; 3) 1l de solucién de Fr(3) nuM - 1 ul
de solucién de CNT MeOH:H,0 1:9 vol/vol; 4) 1 ul de soluéin de Fr(3) nuM - 1 ul de
solucion de NPs MeOH:H,O 1:1 vol/vol.

El LOD fue definido como el nimero de picomoles (pmol) de Fr(3) transferido al
portamuestras que produce una relacién senal/ruido (S/R) mayor o igual a 6,5 para el modo
positivo, y mayor o igual a 13,5 para el modo negativo (ver tablas 1 y 2 en Resultados).
Cada matriz fue estudiada en ambos modos (positivo y negativo). También se realizaron
experimentos para determinar el LOD con mezclas de la solucién de Fr(3) 25 mM en
MeOH:H,O 1:1 vol/vol diluida con una solucién madre de KCI (1 mM) MeOH:H,O 1:1
vol/vol. Por otro lado, se realizaron también otros analisis del LOD utilizando como

solucion diluyente una solucién de NaCl 1 mM en MeOH:H,O 1:1 vol/vol .

5.2.6 Obtencion del extracto de hidratos de carbono solubles a partir de tejidos
Para obtener el extracto de azucares solubles provenientes de los bulbos de tulipan y

ajo, se prepard una muestra de tejido de cada uno, a partir de ejemplares mantenidos a 5°C
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por 9 semanas y ésta se tratd6 con una mezcla de EtOH:H,O 7:3 vol/vol. Luego de la
centrifugacion (a 3000 g durante 10 minutos), se logrd separar la solucién sobrenadante.
La fase liquida, conteniendo los hidratos de carbono solubles, fue lavada con cloroformo
(CHCIs) con el fin de eliminar contaminantes polares de bajo peso molecular. Finalmente,
se la transfirié a cartuchos de Waters Accell™ Plus QMA and Accell™ Plus CM para su

purificacién por filtracion.

5.2.7 Preparacion de muestras de tejido

A partir de bulbos mantenidos a temperaturas controladas de 5, 17 y 25°C durante 9
semanas se obtuvieron por corte con hoja de afeitar delgadas muestras de tejido de 3 x 4
mm aproximadamente, con un espesor menor al de 0,5 mm. Estas pequefas muestras
fueron colocadas inmediatamente sobre el electrodo portamuestras, sin previa preparacion o
adhesivo para fijar, y secadas en atmdsfera normal a temperatura ambiente (ver figura 1.6
en el Capitulo I). Los tejidos fueron cubiertos con 1 ul de la suépeda NPs en
EtOH:H,O 1:1 vol/vol y también llevados a sequedad en las mismas condiciones a
temperatura ambiente. Para el experimento de transferencia de NPs sin asistencia de
solvente, se distribuyeron las NPs de manera homogénea sobre una lamina de polietileno y
se cubrieron con muestras de tejido frescas y secadas parcialmente por el método habitual
durante unos segundos. Luego, los tejidos fueron girados y colocados por su cara libre de
NPs sobre el portamuestras, quedando sobre la superficie de los mismos las NPs secas
distribuidas de manera uniforme. En cada experimento, se examinaron tres muestras y se
registré un total de 100 espectros por cada muestra, obteniéndose espectros totales como
suma de 300 disparos. Para cada tipo de NP, se utilizaron como calibrantes externos

soluciones conteniendo los cinco fructanos estdndares depositados también sobre la capa
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seca de NPs. Las senales de los diferentes hidratos de carbono observados para los
diferentes tejidos y extractos se compararon con las sefiales de los calibrantes obtenidas con

las respectivas NPs tanto en modo lineal como reflectrén, positivo y negativo.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Analisis de fructanos in vitro utilizando NPs. Determinacion del limite de
deteccion (LOD)

Como ya se mencioné en el Capitulo III, el citoplasma de la célula vegetal donde se
encuentran los azicares solubles contiene cationes como K (50-100 mM), Na* (5,0-5,5
mM), Mg" y Ca" (menor a 2,5 mM), siendo por lo tanto la especie detectada
predominantemente en sus espectros de masa en modo positivo [A+K]* (A, analito), y en
modo negativo, [A-H]', analizando tanto al citoplasma celular como el tejido o la célula en
forma directa por UV-MALDI MS [3-7, 29]. La situacién es diferente para el caso de los
hidratos de carbono obtenidos luego de su extracciéon por manipuleo quimico desde los
tejidos. El contenido de Na® presente en los solventes utilizados para la separacion,
fraccionamiento y purificacién de los analitos es normalmente mayor que el de K, por lo
que la especie principal detectada pasa a ser [A+Na]".

Teniendo en cuenta esto, se iniciaron los experimentos con NPs (D, TiO,, TiSiO,
BaSrTiO y Ag) evaluando primero su eficiencia como matrices UV-MALDI analizando
fructanos comerciales (Fru-Fr(5)), para luego analizar los analitos provenientes del tejido y
el tejido in situ. Los primeros experimentos in vitro se realizaron con soluciones de Fr en
MeOH:H,O 1:1 vol/vol y con soluciones similares conteniendo KCI y NaCl. Como
ejemplo, en la figura 5.5, se muestra el espectro de masa obtenido, en modo positivo, de la

solucién que contiene la mezcla de fructanos comerciales (SQM) conteniendo adends
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KClI en relacién molar Fru—Fr(5):KCI 1:1 mol/mol, depositada sobre una delgada capa de
NPs (D, TiO,, TiSiO, BaSrTiO y Ag). Se observé para cada fructano que la eficiencia de la
formacién de la especie [A+K]" dependi6 del tipo de NP utilizada, debido ésto tanto a sus
propiedades como fotosensibilizadores como a la cantidad de clusters propios producidos
por cada una. Por ejemplo, como se muestra en la figura 5.6, el espectro de masa obtenido
para las matrices por desorcion por laser (LDI). El diamante (D) mostré una gran cantidad
de clusters en la zona de masa/carga (m/z) O - 200. En cambio, para la Ag, los clusters muy
abundantes se extendieron hasta la region de m/z 530, mientras que en el caso del TiO, y
los CNT los clusters propios se observaron en el rango de m/z 0 - 420. El GA present6
clusters con sefales de baja intensidad hasta la region de m/z 700, mientras que el nHo

presentd pocas sefiales propias solo a valores de m/z menores que 350 (figura 5.6).
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Los resultados obtenidos trabajando en el modo negativo y utilizando las distintas

NPs, mostraron senales claras de las especies deprotonadas de cada fructano (figura 5.7). El
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menor nimero de clusters propios de la matriz se observaron al usar D (a) y BaSrTiO (c)
como matrices, mostrando ésta tltima los mejores resultados.

Adicionalmente, se determiné comparativamente el LOD de Fr(3) utilizando como
matrices las NPs, los CNT y las matrices orgdnicas clésicas, en los modos positivo y
negativo. Se analiz6 la solucién nativa de Fr(3) y las soluciones mezcla conteniendo Fr(3) y
NaCl (1 mM) y Fr(3) y KCI (1 mM). Para las dos primeras, la especie monitoreada fue
[A+Na]" (m/z 527) en modo positivo y [A-H]" (m/z 503) en modo negativo, y para la
tercera, la especie fue [A+K]" (m/z 543) en modo positivo y [A-H]" (m/z 503) en modo
negativo. De esta manera se pudo evaluar el rango dindmico en el cual se detectaron sefiales
de fructanos con una relaciéon S/R éptima (mayor o igual a 6,5 para modo positivo y mayor
o igual a 13,5 en modo negativo) y con alta resolucién (tablas 5.1 y 5.2). Todas las NPs,
exceptuando la Ag, mostraron LOD y rango dindmico satisfactorios. En el modo negativo,
las NPs resultaron ser superiores como matrices respecto del GA, nHo y los CNT (tabla
5.2). El agregado tanto de NaCl como KCl a la solucién de Fr(3) no mejoré el LOD de ésta
en el modo positivo (tabla 5.1), y para todas las NPs, exceptuando BaSrTiO, la presencia de
sal redujo el LOD en el modo negativo (tabla 5.2).

Las NPs, exceptuando la Ag, mostraron un rango dindmico y relaciones diferentes
entre la concentracion de cada fructano (Fru-Fr(5)) y la intensidad de la sefial de la especie
[Fr+Na]* (m/z 203, 365, 527, 689 y 851 respectivamente), trabajando en modo positivo

(tabla 5.3).
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NPs Ausencia de sal Presencia de KCl Presencia de NaCl
Rango Lop | Rango Lop | Rango LOD
dinamico dinamico dinamico

D 50-25000 50 5-25000 5 5-25000 5

TiSiO 5-25000 5 2,5-25000 2,5 2,5-25000 2,5

BaSrTiO 1,2-25000 1,2 2,5-25000 2,5 2.5-25000 2,5

TiO, 2,5-25000 2,5 2.5-25000 2,5 2.5-25000 2,5

Ag Sin sefial Sin sefial Sin sefial

CNT 50-25000 50 250-25000 250 500-25000 500

GA 1,2-25000 1,2 5-25000 5 50-25000 50

nHo 250-25000 250 50-25000 50 50-25000 50

Tabla 5.1. Rango dindmico y LOD expresados como los pmoles de Fr(3) depositados sobre
el portamuestras, utilizando diferentes NPs, GA y nHo como matrices. Relacion S/R 6,5.
Modo lineal positivo.

NPs Ausencia de sal Presencia de KCI Presencia de NaCl
Rango Lop | Rango Lop | Rango LOD
dinamico dindmico dinamico

D 250-25000 250 500-25000 500 500-25000 500

TiSiO 50-25000 50 5000-25000 5000 | 50-25000 50

BaSrTiO | 50-25000 50 50-25000 50 500-25000 500

TiO, 50-25000 50 500-25000 500 500-25000 500

Ag 50-25000 50 500-25000 5000 | 5000-25000 5000

CNT 250-25000 250 5000-25000 5000 | 5000-25000 5000

GA Sin sefial Sin sefial Sin sefial

nHo 250-25000 250 5000-25000 5000 | 5000-25000 5000

Tabla 5.2. Rango dindmico y LOD expresados como los pmoles de Fr(3) depositados sobre
el portamuestras, utilizando diferentes NPs, GA y nHo como matrices. Relacién S/R> 13,5.
Modo lineal negativo.

Fructanos Fr(2) Fr(3) Fr(4) Fr(5)

D - 80-320 80-320 -

TiSiO 20-1280 2.5-1280 (a) 10-320 2.5-320
BaSrTiO 5-160 5-1280 20-320 20-320
TiO, 20-1280 2.5-1280 (a) 40-1280  20-1280

Tabla 5.3. Rango dindmico expresado como los pmoles de Fr depositados sobre el
portamuestras. Linealidad: 0,99> R > 0,95, (a) R*> 0,99.
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Los estudios realizados en modo positivo mostraron una alta sensibilidad,
especialmente el TiSiO y TiO,, a la relacion entre la intensidad de las sefiales y la
concentracion de la solucién de los analitos depositados sobre las NPs (tabla 5.3). Esta
propiedad también fue evaluada como la relacién entre la intensidad relativa (IR) de la
sefal debida a la Fr(3) y la IR de la sefial correspondiente a la Fr(2) (sacarosa), utilizada
esta ultima como estdndar interno y la concentracion de Fr(3) en las soluciones evaluadas.
Para este experimento, se utilizaron soluciones mezcla conteniendo diferentes
concentraciones de Fr(3) (10 a 1280 uM) y una concerimdija de Fr(2) (300M,
referencia interna). Los resultados mostraron una buena linealidad usando TiSiO, BarSrTiO
y TiO, como matrices UV-MALDI en modo positivo y TiSiO y BarSrTiO en modo
negativo (figuras 5.8 y 5.9). También se obtuvo una buena linealidad en el estudio de la
intensidad de la sefial de Fr(2) y su concentracion utilizando Fr(3) como referencia interna
(Fr(2)/Fr(3), figura 5.10).

Es importante destacar que con el aumento de la concentraciéon de hidratos de
carbono depositados sobre las NPs, la eficiencia en la DI de los mismos disminuye. De
hecho, dicha eficiencia parece ser también dependiente del tamafio de las NPs debido a que
la agregacién de las mismas disminuye la intensidad de las sefiales. Como ya se sefiald, las
NPs mostraron también una capacidad de DI diferente cuando se utilizé6 como solvente de
transferencia H,O y/o MeOH en diferentes relaciones vol/vol, sugiriendo esto una posible
interaccion entre las moléculas de los solventes y las NPs. La mayor eficiencia de las NPs
como matrices en modo negativo respecto de las matrices cldsicas GA y nHo se debid,
probablemente, a una mayor capacidad para deprotonar los hidratos de carbono, dadas sus
propiedades fisico-quimicas caracteristicas (foto oxidantes-foto reductores) ya mencionadas

(ver figura 5.2).
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Figura 5.8. Intensidad relativa de la Fr(3) definida como intensidad u. a. Fr(3)/
intensidad u. a Fr(2) vs la concentracién de Fr(3). Matriz: (a) TiSiO, (b) BaSrTiO y (c)
Ti0O;. Concentracién de Fr(3): 10 — 1280 uM y de Fr(2): 300 uM. Modo lineal positivo.
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Figura 5.10. Intensidad relativa de la Fr(2) definida como intensidad u. a. de
Fr(2)/ intensidad u. a. de Fr(3) vs la concentracién de Fr(2). Matriz: (a) TiSiO y (b)

TiO,. Concentracién de Fr(2): 10 — 1280 uM y de Fr(3): 300 uM. Modo lineal
positivo.

El TiO, (conocido también como titania) es el compuesto semiconductor mads
ampliamente usado en fotocatdlisis [30] (figura 5.11). La actividad fotoquimica del TiO,
puede verse modificada estimulando o suprimiendo la recombinaciéon del par electrén-

hueco formado por la excitacion con luz UV-visible (ver figuras 5.1 y 5.2). Uno de los
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métodos para modificar esta propiedad del TiO, es mediante el agregado de diferentes
o6xidos metdlicos en su estructura (6xidos mixtos). Por ejemplo, la fotoactividad del
complejo (Si0,)(TiO,) es tres veces mayor que la detectada para el TiO; [31]. Sin embargo,
el motivo por el cual la fotoactividad del complejo (SiO,)(TiO,) es mayor que el del TiO,
no es claramente comprendido. Se ha sugerido que este fendmeno puede deberse a una
modificaciéon del medio que rodea en la superficie a la unidad TiO,, mediante la unién de

atomos de Si [32].

“‘i Ti
o 9
-
S
o |
~

Figura 5.11. Estructura cristalina del TiO, (rutilo).

El TiO, como agente fotocatalitico induce la oxidacién y dimerizacion de alcoholes
[33, 34] y moléculas orgdnicas, que presentan grupos funcionales HO-, los que son muy
abundantes en las estructuras de los hidratos de carbono. El proceso fotoinducido es
iniciado por la pérdida de un H' proveniente del alcohol, seguido por la captura de un
electrén liberado por el TiO,. El primer paso genera especies del tipo [A-H]". Las moléculas
de agua se unen selectivamente a la superficie del TiO, debido a la interaccion entre el Ti y
los oxigenos del agua (H,O----TiO;) [35, 36]. Por esto, el agua presente en la suspension de

las NPs, en el tejido y en la muestra preparada (A+NPs) para el andlisis por UV-MALDI
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MS, puede modificar la capacidad de interaccion entre la superficie de las NPs y los
hidratos de carbono. Debido a esto, la suspensién de NPs en la mezcla MeOH:H,O 1:1
vol/vol mostrd los mejores resultados tanto en modo positivo como negativo.

Las NPs de Ba,Sr;TiO3 (perovskite), con cristales mezcla de 6xido y metal en
escala nanométrica, han sido de gran interés cientifico y tecnoldgico debido a sus
propiedades ferroeléctricas y su alta relacion superficie-volumen. Particularmente, debido a
que la actividad fotocatalitica de estas NPs estd relacionada con las propiedades de su
superficie, se elige el material en polvo antes que los cristales o films para estos estudios
[37]. Tanto el BaSrTiO, el TiSiO como mezclas de Oxidos metalicos, mantienen las
propiedades fotocataliticas del TiO,. De este modo, junto con una ionizacién parcial bajo la
irradiaciéon del laser UV-visible, se produce una importante desactivacion sin radiacion,
resultando en un importante crecimiento de la temperatura local. El calor es luego
transferido a las moléculas de analito adsorbidas en la superficie de las NPs, produciendo
una DI 6ptima de los analitos. En el modo positivo, la ionizacién es debida a la formacién
de aductos con K*, Na* y/o H". En el modo negativo, debido a que las NPs inducen
deprotonacidn, se detecta la especie [A-H] .

Las NPs de D (figura 5.12), con un tamafio promedio de 10 nm, han sido descriptas
como nanomaterial fluorescente [38]. De esta manera, es esperable que la eficiencia de su
desactivacion térmica sea menor que la de las NPs que contienen TiO; u otras NPs no

fluorescentes.
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(b)

Figura 5.12. Estructura del (a) diamante y (b) grafito.

La reproducibilidad de las sefiales obtenidas en sucesivos disparos (shots) del laser
en una misma posiciéon de la muestra, utilizando como matrices NPs, resulté ser
marcadamente menor en comparacién con los experimentos realizados con GA (figura
5.13). En el caso de los 6xidos metdlicos (TiSiO, BaSrTiO, TiO,) y los CNT, a la baja
reproducibilidad en la sefial se sumé una marcada disminucién en la intensidad y la
desaparicion temprana de la sefial de Fr(3) luego de los sucesivos disparos, si bien al

principio de los experimentos se observd una buena DI, particularmente en el andlisis con
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TiSiO y TiO; (figura 5.13). En el caso del D, no se observé un descenso marcado de la
intensidad de las sefales debido a que la sefial de la Fr(3) se la detecté con baja intensidad
relativa desde los primeros disparos. La desactivacion fluorescente del D explicaria esta
menor eficiencia en la DI de los analitos. En el caso de usarse BaSrTiO y del TiSiO se
observo una menor reproducibilidad de las sefiales entre disparos sucesivos en comparacion
con el comportamiento observado al usarse TiO,. Las propiedades cataliticas oxidativas y
fotoquimicas del TiO,, TiSiO y del BaSrTiO podrian estar involucradas en la
descomposicion de los fructanos (desaparicion - desvanecimiento de la sefial).

Es interesante mencionar que la reproducibilidad de las sefiales utilizando las NPs
como matrices no se vio afectada luego del agregado de KCI y NaCl, tal como se muestra
en la figura 5.13.

Como conclusion, las propiedades fotoquimicas y fisicoquimicas de las NPs tienen
un efecto importante en los procesos de DI de los analitos, incluyendo el proceso de
ablacién térmica. Finalmente, es importante destacar que, si bien la mayor reproducibilidad
de las sefiales en el andlisis de los fructanos in vitro se obtuvo con GA (figura 5.13), con
esta matriz no se observo la DI de los fructanos presentes en el tejido vegetal (andlisis in

situ).
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5.3.2 Andlisis directo sobre el tejido (analisis in sifu). Deposicion de NPs asistida por
solvente

En el modo positivo, al depositar las NPs sobre la superficie del tejido de bulbo de
tulipdn, se obtuvieron las sefiales correspondientes a la Fr(2) y a los fructanos como las
especies [A+K]" (figuras 5.14 y 5.15). No se obtuvieron resultados reproducibles al utilizar
NPs de Ag. Los rangos de m/z en los que se detectaron sefiales para los fructanos fueron
diferentes dependiendo de la NP utilizada. Los resultados obtenidos en el anélisis del tejido
de bulbo de ajo fueron similares a los del bulbo de tulipan (figura 5.16). En comparacién
con los resultados obtenidos con los fructanos extraidos de los tejidos de bulbos (andlisis in
vitro), se observaron sefales a mayores valores de m/z en el andlisis directo sobre el mismo
tipo de tejido, particularmente en el andlisis de tejido de bulbo de ajo almacenado a 25°C
(figuras 5.14, 5.16 y 5.17). En los experimentos in vitro (figura 5.17), también se observo
una mayor pérdida de moléculas de agua desde el ion molecular respecto de los estudios
realizados in vivo (ver figuras 5.14 a 5.16), lo cual se deberia probablemente a una
interaccion directa entre los fructanos y la superficie de las NPs en los estudios in vitro, la
que lleva a una deshidratacién de los mismos. Por otro lado, dado que la pérdida de agua de
los hidratos de carbono varia con la naturaleza de las NPs y con el experimento (figuras
5.14, 5.15 y 5.16, andlisis in vivo; figuras 5.17, andlisis in vitro), este hecho puede estar
vinculado con la modificacién en las propiedades fisicas y fotoquimicas de las NPs debido
a su interaccioén con las moléculas del solvente y del entorno donde se las deposita. Por
tltimo, se observé en el andlisis in vitro una mayor intensidad de las sefiales [Fr+Na]",
debido a que el Na" se encuentra en los solventes utilizados para la extraccién de los

mismos (figura 5.17).
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Figura 5.14. Espectro de masa UV-MALDI de tejido de bulbo de tulipan almacenado a
5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSi0O, (c) BaSrTiO y (d) TiO,. Rango de m/z: 150-2000. Detalle
del rango de m/z: 1000-2000. Las NPs fueron depositadas con asistencia de solvente
sobre el tejido. Modo lineal positivo.
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Figura 5.15. Espectro de masa UV-MALDI de tejido de bulbo de tulipdn almacenados a
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Figura 5.16. Espectro de masa UV-MALDI de tejido de bulbo de ajo almacenado a
25°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO y (d) TiO,. Rango de m/z: 150-2000.
Detalle del rango de m/z: 1500-3000. Las NPs fueron depositadas con asistencia del
solvente sobre el tejido. Modo lineal positivo.
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Figura 5.17. Espectro de masa UV-MALDI de fructanos extraidos a partir del bulbo
de tulipdn almacenado a 5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO y (d) TiO,.
Rango de m/z: 150-2000. Detalle del rango de m/z: 1000-2000. Modo lineal positivo.
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En el caso del andlisis directo de tejido, debido a que una parte del calor producido
por la irradiaciéon UV de las NPs es usada para romper los enlaces puente de hidrégeno
entre los azicares y metabolitos presentes en la estructura del tejido, el dafio
(fragmentacion) en las moléculas de los analitos resulté ser menor, lo que produjo una
mejor calidad de los espectros obtenidos.

En el modo negativo, utilizando las NPs (exceptuando Ag), se obtuvieron sefiales
debidas a la desprotonacion de la Fr(2) y los fructanos provenientes del tejido, siendo
BaSrTiO la matriz con la que se obtuvieron la mayor cantidad de sefales (figuras 5.18 y
5.19). Al igual que lo observado en los resultados obtenidos en modo positivo, en el modo
negativo la comparacién entre el andlisis por UV-MALDI MS del extracto de fructanos
obtenido de tejido y el de tejido intacto mostrd que la aplicacién de las NPs como matrices
en el tejido produjo muy buenos resultados en la deteccidon de fructanos de alto valor de
m/z. Nuevamente, con el BaSrTiO, se obtuvieron los mejores resultados (figura 5.20).

Finalmente, como es sabido, el almacenaje de los bulbos de tulipin a bajas
temperaturas produce un incremento en el contenido de fructanos en los tejidos,
especialmente de aquéllos de bajo peso molecular [39-41]. El estudio directo por UV-
MALDI MS de tejidos de bulbos de tulipan mantenidos a 5 y 17°C durante 9 semanas,
usando TiO, y la mezcla (TiSiO+BaSrTiO) como matrices, permitié caracterizar a los
diferentes tejidos por su contenido de fructanos (figura 5.15). Estos resultados demuestran
que el método es sensible al cambio de concentracion de los denominados ‘“hidratos de
carbono solubles” en tejidos cuando se lo usa para andlisis cualitativo y cuantitativo

aproximado del tejido in situ.
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Figura 5.18. Espectro de masa UV-MALDI del tejido del bulbo de tulipdn almacenado a
5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO y (d) TiO,. Rango de m/z: 150-2000. Detalle del
rango de m/z: 1000-2000. Las NPs fueron depositadas con asistencia del solvente sobre el
tejido. Modo lineal negativo.
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Figura 5.19. Espectro de masa UV-MALDI del tejido del bulbo de ajo almacenado a
25°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO y (d) TiO,. Rango de m/z: 150-2000.
Detalle del rango de m/z: 1500-3000. Las NPs fueron depositadas con asistencia del
solvente sobre el tejido. Modo lineal negativo.
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Figura 5.20. Espectro de masa UV-MALDI de fructanos extraidos a partir del tejido de
bulbo de tulipan almacenado a 5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO y (d) TiO..
Rango de m/z: 150-2000. Detalle del rango de m/z: 1000-2000. Modo lineal negativo.
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5.3.3 Analisis directo de tejido intacto (analisis in sifu). Deposicion de NPs sin auxilio
de solvente

Los andlisis realizados en el modo positivo utilizando NPs como matrices,
transferidas éstas a la superficie del tejido con y sin asistencia de solvente, mostraron
resultados diferentes. Mientras que en el segundo caso el TiSiO no actué como matriz, el
BaSrTiO produjo una alta cantidad de sefiales de clusters y la intensidad relativa de las
correspondientes a los fructanos fue baja. Sin embargo, tanto el D como la mezcla de
distintas NPs permitieron incrementar el nimero, la intensidad de las sefiales y su
resolucion al trabajar en ausencia del solvente (figura 5.21, D + TiSiO y BaSrTiO + TiSiO).
Este resultado favorable con D puede deberse a su baja actividad quimica y fotoquimica.
En el modo negativo se observo que la transferencia de NPs sin solvente mejoré la calidad
del espectro de la mezcla de Fr naturales, obteniéndose sefiales con una relacién S/R similar

a la obtenida cuando se efectud la transferencia de las NPs con solvente (figura 5.22).
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Figura 5.21. Espectro de masa UV-MALDI del tejido de bulbo de tulipan
almacenado a 5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO, (d) D+TiSiO y (e)
TiSiO+BaSrTiO. Rango de m/z: 150-2000. Las NPs fueron depositadas sin
auxilio de solvente. Modo lineal positivo.
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Figura 5.22. Espectro de masa UV-MALDI del tejido de bulbo de tulipan
almacenado a 5°C. Matriz: (a) D, (b) TiSiO, (c) BaSrTiO, (d) D+TiSiO y (e)
TiS10+BaSrTiO. Rango de m/z: 150-2000. Las NPs fueron depositadas sin auxilio

de solvente. Modo lineal negativo.
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Por dltimo, se registraron imagenes digitales del tejido de bulbo de tulipan para
observar la morfologia de su superficie, mediante un microscopio digital Keyence VHX-
900 (figura 5.23). Se observé que, en general, se lograba una alta uniformidad en la
distribucién de las NPs sobre la superficie del tejido con asistencia de solvente, utilizando
una suspension de NPs previamente mezcladas en un voértex (figura 5.23 (B)). Sin embargo,
hay que tener en cuenta que los movimientos convectivos dentro de la alicuota liquida
depositada sobre el tejido y los del solvente mismo pueden producir irregularidades en la
distribucién de las NPs. Se debe tener en cuenta que altas cantidades de agregados de NPs
encontrados en los envases comerciales disminuye la uniformidad de distribucién de las
mismas sobre el tejido (figura 5.23 (C)). Esto podria afectar significativamente el analisis,
por lo que dichos agregados deben ser removidos antes de iniciar el estudio (uso de mortero
de 4agata y vortex). Ademds, cuando se colocaban NPs obtenidas a partir de suspensiones
viejas o mal mezcladas sobre el tejido, utilizando la transferencia asistida por solvente, se
producia una agregaciéon de las NPs que resultaba en un aspecto de cubierta continua o de
cascara, la cual suprimia tanto las sefales de los analitos como de las NPs mismas (figura

5.23 (D)).

358



Capitulo V

100 um ! o kst el 100 um

Figura 5.23. Inspeccién morfoldgica del tejido de bulbo de tulipdn. (A) tejido
nativo. (B) tejido cubierto con NPs de BaSrTiO proveniente de una suspension
(asistencia de solvente), (C) tejido cubierto con NPs de BaSrTiO depositado por
el método en ausencia solvente y mezcladas previamente en un vortex, (D) tejido
cubierto con NPs de BaSrTiO, no mezcladas en un voértex. La P indica la
presencia de parénquima celular (donde se almacenan los hidratos de carbono).

5.4 CONCLUSIONES

Las NPs de D, Ag, TiO,, TiSiO, BaSrTiO y sus mezclas pueden ser usadas como
matrices para el andlisis directo, in situ, por espectrometria de masa UV-MALDI de los
hidratos de carbono neutros denominados solubles, presentes en tejidos vegetales. Sin
embargo, si bien la naturaleza de la interaccién con la luz UV-visible y la poca reactividad

quimica de las NPs en el estado basal (estado electronico fundamental) las hace potenciales
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matrices para el anélisis in situ por UV-MALDI MS de hidratos de carbono de tejidos, en la
practica estas NPs muestran diferentes capacidades como matrices relacionadas con las
diferencias en tamaio (superficie activa), estructura, composicion y propiedades quimicas y
fotoquimicas de cada una. Incluso, la capacidad para la DI pareceria depender de las
interacciones entre su superficie y el solvente de transferencia y su superficie y los
componentes del tejido. Adicionalmente, la interaccién entre NPs y los analitos también
parece influenciar la capacidad de DI de las mismas. En los anélisis llevados a cabo en
ausencia de solvente de transferencia, los tejidos en diferentes estados de deshidratacion
(sequedad) generaron espectros de diferente calidad, lo que sugiere que la abundancia
relativa de moléculas de agua en el tejido afecta en forma directa las propiedades de DI de
las NPs al modificar la interaccion directa de las mismas con el tejido y sus metabolitos.

Por otro lado, se observaron con mayor intensidad sefiales de Fr de alto peso
molecular en los estudios directos del tejido (andlisis in situ), respecto de los andlisis de los
extractos obtenidos de los mismos y depositados sobre las NPs. La deteccién de analitos de
mayor peso molecular puede estar relacionada con la presencia de altas cantidades de agua
y cationes (especialmente K*) en los tejidos, resultando en una ionizacién mds suave, y
consecuentemente, menos fragmentacién y mayor estabilidad para las moléculas de alto
peso molecular durante su andlisis por UV-MALDI MS. Adicionalmente, no debe
descartarse una baja eficiencia de su extraccion a partir de tejido vegetal mediante el uso de
solventes, problema que se soluciona al efectuar el andlisis directo del tejido intacto (UV-
MALDI MS in situ).

Finalmente, dado que la concentracion de azicares solubles en los tejidos es del
orden de 0,1 a 1 M, el uso de NPs como matrices UV-MALDI (excepto la Ag) permite

garantizar la deteccion de los mismos en los tejidos vegetales, debido a que se pudieron
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detectar niveles muy bajos de fructanos en los andlisis realizados en este proyecto (LOD
expresado como pmoles de Fr(3) depositados sobre el electrodo portamuestras). Este
aspecto es muy importante para el andlisis de ciertos hidratos de carbono que se encuentran
naturalmente en baja concentracién, como los de alto peso molecular, que podrian no ser
detectados al efectuar su andlisis ya que este es fuertemente dependiente de la matriz y la

metodologia de preparacion de la muestra que se utilice.
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