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Técnicas

La aplicacién de la espectrometria de masas
al analisis y caracterizacién de biomoléculas

GABRIEL PADRON

La espectrometria de masas (E.M.) es uno de los métodos de anilisis mas importantes y
generales de la Quimica. A finales de la década de 1950, se inici6 la aplicacién masiva en el
campo de la Quimica orgdnica, pues hasta entonces su utilizacién se habia limitado al andlisis de
mezclas de hidrocarburos.

El esquema general de un espectrometro de masas es el siguiente:
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La muestra, solida o liquida, debe ser vaporizada antes de llegar a la fuente de ionizacion.
Puede ser introducida mediante un cromatogralo gas-liquido (C.G.L.), por lo que podemos
separar y analizar los componentes de una mezcla en un tiempo muy breve. Esta combinacién
CGL-EM es una de las herramientas analrticas mds poderosas con que se cuenta en la actualidad.

En la fuente de ionizacion, las moléculas gaseosas (la presion del sistema es aproximadamente
de 10°® atm) se ionizan y se (ragmentan. Las distintas fuentes de ionizacion se diferencian por
el tipo de energia que emplea para producir los iones.
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Este esquema de reacciones nos permite resumir lo que ocurre en la fuente de ionizacion de
un espectrometro de masas. La molécula gaseosa es primeramente ionizada y posteriormente
se fragmenta a través de un nimero relativamente grande de reacciones de fragmentacion, en
cada una de las cuales se produce un ion y un fragmento neutro. La cantidad que se produce de
cada ion depende de la probabilidad con que pueda ocurrir cada una de estas reacciones, y esto,
a su vez depende de la estabilidad de ambas especies obtenidas en cada reaccion, es decir, del
ion y del fragmento neutro. Puede establecerse, por tanto, una correlacion entre la estructura
de la molécula analizada y los iones producidos, lo que constituye, junto a la determinacion del
peso molecular, la base de la utilizacién de la espectrometria de masas en el andlisis y la caracte-
rizacion de los compuestos organicos.

En la mayoria de los estudios realizados con los compuestos orgdnicos se ha empleado la
fuente de ionizacién por impacto electronico: un filamento de tungsteno o renio emite electro-
nes que son acelerados, adquiriendo una elevada energia cinética (aproximadamente 70 eV).
Estos electrones son dirigidos hacia el paso de las moléculas gaseosas de la muestra, produciendo
la ionizacion de la molécula.

Esta fuente de ionizacién tiene serias limitantes para muchos tipos de compuestos que no
pueden ser evaporados, o que son térmicamente inestables, como es el caso de las biomoléculas.
So6lo han podido ser estudiados por esta via los carbohidratos y aminodcidos previamente
transformados en derivados mds volatiles.

El analizador de un espectrémetro de masas también puede ser de diferentes tipos, pero
el mds generalizado es el que emplea un campo eléctrico radial y a continuaciéon un sector de
campo magnético. El primero funciona como un filtro de energia, de manera de asegurar que
el haz de iones (previamente acelerados hasta alcanzar una elevada energia cinética) que llegue
al campo magnético sea esencialmente monoenergético. El campo magnético es capaz de
separar iones monoenergéticos de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z). La deteccioén y
registro de cada ion producido permite obtener un espectro de masas donde tenemos relacio-
nados el valor de m/z con su intensidad.

En los iltimos afios se han logrado dos avances importantes que han permitido el aumento
progresivo de la aplicacién de la espectrometria de masas a las biomoléculas, y en particular a
las proteinas y dcidos nucleicos. En primer lugar, el disefio de fuentes de ionizacién basados en
procedimientos de desorcién de iones, que no requieren la volatilizacién de la muestra, y en
segundo lugar, el incremento del alcance de masas de los espectrémetros de masas.

De las técnicas de desorcién de iones conocidas, la que parece mds prometedora es la de
ionizacion por bombardeo con dtomos rdpidos, originalmente desarrollada por Barber en 1981.

Las caracteristicas relevantes de esta fuente son las siguientes:

Un gas noble, generalmente argén o xendn es ionizado (por impacto electrénico) y los iones
Art son acelerados hasta alcanzar una energia cinética relativamente elevada. Los iones Art
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son descargados haciéndolos pasar por gas argon, intercambiando la carga, y se convierten en
un haz de dtomos que se mueven a una alta velocidad. Con este haz se bombardea la muestra
provocando su ionizacién.

La muestra se encuentra disuelta (o dispersa) en una matriz de glicerina. Generalmente la
glicerina ha sido la matriz empleada por sus buenas propiedades como solvente y su baja tension
de vapor, aunque se han usado otras matrices, por ejemplo, la tioglicerina,

De esta forma se logra una ionizacién suave que permite obtener iones seudomoleculares
M + H)+ y (M - H)™ (por captura o pérdida de un protén) y los iones resultantes de las-poste-
riores fragmentaciones. Es posible obtener espectros de iones positivos o negativos, y ambos
han sido utilizados indistintamente en los trabajos de aplicacion reportados.

Esta técnica de bombardeo por dtomos rapidos tiene ventajas evidentes, como es la facilidad
de preparacion de la muestra (a diferencia de otras técnicas de desorcion de iones) y la posibi-
lidad de analizar compuestos polares de peso molecular elevado (varios miles de unidades de
masa), como es el caso de polipéptidos y oligonucleétidos.

El otro aspecto que ha tenido un rdpido desarrollo. en los iltimos afios es la ampliacién del
alcance de masas de los equipos comerciales. Hasta hace 3 6 4 afios, el alcance de masas de
la mayoria de los equipos era de alrededor de 1 000 unidades de masas, sin embargo, ya existen
equipos comerciales que superan en unas diez veces ese valor.

El nimero de articulos donde se reporta la aplicacién de la espectrometria de masas utili-
zando la ionizacién por bombardeo de d4tomos rdpidos al estudio de las biomoléculas, ha ido en
ascenso ininterrumpido. Hasta el momento existen varios reportes de aplicacion en carbohidratos,
oligonucledtidos y péptidos, incluyendo estudios de secuenciacién. Algunos compuestos
estudiados son los siguientes:

Angiotensina II (PM 1046), somatostatina (PM 1638), endorfina (PM 1745), bradikinina
(PM 1059), insulina bovina (PM 5729), proinsulina humana (PM 9390), deoxioctanucleétido
ACTCGATC (PM 2408) y deoxidecanucledtido GAAGATCTTC (PM 3025).

Las perspectivas de aplicacion son amplias y aumentarin a medida en que se desarrollen
otros métodos. Por ejemplo, los métodos de ionizaciéon por desorcién de iones presentan
problemas de baja relacion sefial-ruido, lo cual puede ser resuelto usando una combinacién de
dos espectrémetros de masas en sucesién (EM-EM), donde el primero acttia como un separador
y el segundo como un analizador.

Otro sistema de gran perspectiva es la utilizacion de una combinacion de un cromatdgrafo
liquido y un espectrometro de masas (CL-EM), donde una parte del solvente de elucién es
empleado como agente de ionizaicén (ionizacion quimica). Este es un método que permite
la separacién y el andlisis de mezclas, de forma similar a 1a CGL-EM, pero con la ventaja de que
puede trabajarse a temperatura ambiente y por tanto ser aplicado a las biomoléculas.

Los siguientes trabajos contienen informacién més detallada sobre estas técnicas.
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