ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TIPO ELECTROSPRAY (ES/MS)

La ionizacion mediante electrospray se basa en una elegante idea propuesta por Dole en
los afios 60 que fue puesta a punto por Fenn et al en 1988, hecho por el que le dieron el
premio nobel en quimica en el afio 2002. El desarrollo de este método de ionizacion
coincidio en el tiempo con la aparicion del método de ionizacion MALDI. Ambos
métodos, conocidos como “soft-ionization”, marcaron un antes y un después en las
técnicas de manipulacion de péptidos y proteinas al permitir su andlisis mediante
espectrometria de masas.

IONIZACION POR ELECTROSPRAY

La muestra en soluciéon se hace pasar a través de un capilar al que se aplica un alto
potencial eléctrico, a la salida del capilar la solucion se dispersa en forma de spray
formado por pequefias gotas cargadas, las cuales se evaporan rapidamente bien por un
proceso de desorcion del campo eléctrico 6 de evaporacion del solvente, liberando
moléculas (péptidos 6 proteinas) protonadas a la fase gaseosa. Los iones generados
pueden estar protonados de forma multiple dando lugar a diferentes especies para una
misma molécula. En el caso de péptidos y proteinas, el extremo N-terminal y los residuos
de histidina, arginina y lisina son los candidatos a protonarse.
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Todo el proceso de ionizacion se realiza a presion atmosférica. Al igual que la ionizacion
MALDI, es un método de ionizacidon suave ya que no se detecta fragmentacion de las
moléculas.



ANALIZADOR DE TRAMPA IONICA (IT)

La ionizacioén por electrospray se puede acoplar a multiples analizadores entre los que se
encuentra la trampa ionica. El cuadrupolo de trampa idnica cldsico (trampa idnica
tridimensional) estd formado por tres electrodos: el electrodo anular, el electrodo de
entrada y el electrodo de salida, que forman una cavidad en la cual es posible almacenar y
analizar iones.

Los iones formados en la fuente entran en el analizador donde se aplican diferentes
voltajes generando un campo eléctrico tridimensional en la cavidad de la trampa. Este
campo atrapa y concentra los iones dada su trayectoria de oscilacion estable. La
naturaleza de la trayectoria depende del potencial y de la relacion masa-carga (m/z) de los
iones. Durante la deteccion, los potenciales de los electrodos se alteran para provocar
inestabilidad en las trayectorias de los iones y expulsarlos en la direccidon axial en funcion
de su relacidon m/z dando lugar a un espectro de masas (MS).
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Las limitaciones fundamentales de las trampas idnicas tradicionales han llevado a los
investigadores a estudiar nuevas geometrias de confinamiento. Esto ha conducido al
desarrollo de una trampa ionica lineal. Aqui lineal se refiere al hecho, de que el
confinamiento en el campo de RF existe solo en dos dimensiones (x e y, radial). La
trampa i6nica lineal consiste en cuatro barras paralelas cortadas en tres secciones con una
ranura longitudinal en dos barras de la seccion central, para la extraccion de iones. El
funcionamiento interno es esencialmente el mismo que en la trampa tradicional, con la
particular diferencia, de que los iones son extraidos radialmente a través de las ranuras
practicadas en las barras de los electrodos.
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La eficacia de confinamiento y la capacidad de almacenamiento son muy superiores a la
de la trampa clésica lo que se traduce directamente en una mayor sensibilidad, mayores
limites de deteccion, mayor rango dindmico y mejor rendimiento ern experimentos MS".
Una de las caracteristicas del cuadrupolo de trampa idnica es su capacidad para aislar un
ion y fragmentarlo mediante CID (Disociacion Inducida por Colisidon), obteniéndose asi
lo que se denomina “espectro de fragmentacién” 6 espectro MS/MS. Los espectros de
fragmentacion contienen la informacion acerca de la secuencia aminoacidica del péptido
aislado.

111010 Baoo2 LCamasco Gi# 1072810898 R 45544688 AV 3 N 32664
a

10 y” i 1el
o5 D + = yy??
© —_———— | [M+H]"=y”,
o | 1575.7
|
80
| 2+ |= 42 n2
5 [M+ 2H]** =y 1497 18
s " 788.33 .
65 | Y ns
2 &0, : D ”» oE ¥'ns 2 bn
S be” Y n7 17 Y4 I, 1557|7
£ . I Be—l—f-—+ W T 1 1213 7w
E - y's | 75775 ) D 7] :
= 45 [0) | b 1
& EE] = | T n-2 !
2 . . by e N Tl | v 1344.78 ,
x5 ¥z A Y'a E > Y¥g 0\ [T [T \ _ 'R
—1 35546 SET TEREy | T ! | 1
] 2223 T : E=ad] e |TRE E E I_lF G '
= ' E b L brg | UL . ' A ' :b i
= 1 s g2m bt
=@ 4 I )‘”3{7'3_7EISE bg b, bns 'Brg H— G Y
ey T oma S gk v . o gles el bheyi L
o 2 3] 373124378 2278
s bzz;.13 B30 ‘ e | Mai S Rl PR . wuwﬁa} \ J t;-l_"TOI 1401:78 ag:zzz
0 uuz‘?wglal‘wn?{‘{‘ Eﬁmw'h““ ‘\‘MI\ \”Lh M 1‘.|I|IH L Hlluwiu HW\HHM\HMHI}‘}\ frr ﬂmmlu\:z\;é?\gl\\ﬁ\'\‘\ol b ! ‘umza‘ﬁr_%
0 ul = 40 0 =0 600 630 0 = o0 850 900 %0

T T T T T T
1000 1080 100 M50 1200 1280 300 130 400 W 1800 1%0
niz

De este modo podemos identificar proteinas, ya no solo a partir de datos de masa sino
también de datos de secuencia con un alto nivel de confidencia.

ACOPLAMIENTO LC-ESI-IT

El hecho de que la ionizacidén mediante ESI sea a partir de la muestra en solucion,
permite su acoplamiento a técnicas de cromatografia liquida como HPLC (“cromatografia
liquida de alta resolucion”).




De esta forma se pueden analizar de forma automatica mezclas complejas de péptidos
con una muy alta sensibilidad programando el analizador para que fragmente “todas” las
especies (“Exclusion Dindamica”) contenidas en la mezcla 6 un nimero determinado de
péptidos (“Monitorizacion de iones aislados-SMIM™) si disponemos de informacion
adicional (previa) sobre su masa. Este ultimo método se emplea principalmente para la
caracterizacion de modificaciones postraduccionales.
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