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5. Bibliografia

1. INTRODUCCIO

L'espectrometria de masses va tenit el seu otigen en
els experiments desenvolupats pel fisic angles Joseph
John Thomson el 1897. Thomson va descobrir que
en aplicar descarregues electriques sobre un gas es
produien ions i que aquests podien adoptar distintes
trajectories paraboliques d’acord amb la seva massa
quan es feien passar a través dun camp
electromagnetic. Thomson va realitzar la construccié
del primer espectrometre de masses, anomenat
pardbola espectrografica, per a la mesura de la relacié
massa/carrega  dions. Anys més tard, un dels
estudiants de Thomson, en Francis William Aston el
1919, va ser qui va dissenyar diversos espectrometres
de masses en els quals els ions eren dispersats per les
seves masses 1 enfocats d'acord a la seva velocitat. A
la década dels anys 20, Arthur J. Dempster, va
desenvolupar un analitzador de masses magneétic que
enfocava els ions generats per impacte electronic
sobre un col-lector electric. Aquest disseny va ser
adaptat per Josef Mattauch, Richard Herzog,
Kenneth Bainbridge, Alfred Nier i altres, permetent
importants descobriments en fisica atomica i nuclear
en els anys 30. Durant els anys 30 i 40, Alfred Nier
va incorporar les tecnologies de buit i d’electronica
per millorar 'acompliment dels primers dissenys

d'espectrometres de masses. Aquests instruments
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van ser originalment desenvolupats amb el proposit
de mesurar de forma precisa els pesos atomics dels
elements i els seus isotops. Tot i aix0, no va ser fins a
finals dels anys 40 quan es varen construir els
primers espectrometres de masses disponibles
comercialment (1). Amb el temps, es varen anant
desenvolupant diferents analitzadors de masses com
ara lanalitzador de temps de vol a lany 1948,
I'analitzador de quadrupol el 1953, I’analitzador de
trampa ionica el 1956 i ’analitzador de transformada
de Fourier-ressonancia ionica ciclotronica el 1974.
Als anys 80, es varen desenvolupar els sistemes
d’ionitzaci6 capacos d’ionitzar molecules biologiques
com la ionitzacié mitjangant el bombardeig amb
atoms rapids, la ionitzacié mitjancant electroesprai i
la ionitzacié-desorcié amb laser assistida per una

matriu amb atoms rapids (1).

Els sistemes de mesura que empren I’espectrometria
de masses com a principi de mesura sén els més
versatils, robusts, especifics 1 selectius que han
aparegut als darrers 30 anys en el camp de les
ciéncies de laboratori clinic. Tot i que presenten com
a principals inconvenients certa complexitat de
maneig 1 interpretacié de resultats, la seva clevada
capacitat per poder separar, aillar, identificar i
quantificar diversos components d’una mostra aixi

com el desenvolupament de sistemes d’entrada de
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mostres a pressid atmosferica, entre els metodes
cromatografics i 'espectrometria de masses, n’han

facilitat la seva incorporacié en els laboratoris clinics.
2)-

Aquesta revisié pretén donar a coneixer els
fonaments basics de espectrometria de masses, aixi
com enumerar les seves aplicacions dins de 'ambit

de les ciéncies de laboratori clinic.

2. VOCABULARI

En aquest document sén aplicables, entre altres, els
termes relacionats amb ’espectrometria de masses o

quimics de la Federacié Internacional de Quimica

Pura i Aplicada (d'ara endavant, IUPAC) (3, 4):

anode: electrode on té lloc un procés d’oxidacié
catode: clectrode on té lloc el procés de reduccié

col'lector: substancia solida que s’afegeix o es forma
en una solucié6 per recollir un micro o
macrocomponent

derivatitzacio: procediment emprat en quimica que
transforma un compost quimic en un altre

d’estructura quimica similar

desorcié: disminucié de la quantitat de substancia

adsorbida

dinode: anode que es troba en un multiplicador
d’electrons o fotomultiplicador

dissociacio: separacié d'una entitat molecular en
dues o més entitats moleculars (o qualsevol separacié
similar dins d'una entitat molecular poliatomica), per
exemple, la separacié dels components d'un parell
d'ions en ions lliures.

dissociaci6 induida per collisié: dissociacié d’un
i6 després de la seva excitacié per col'lisid

efluent : fase mobil que surt de la columna

cromatografica

espectre de masses: representaci6 de les
abundancies relatives d’un feix d’ions enfront de la

seva relacié massa/catrega
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espectrometre de masses: instrument que permet
mesurar les abundancies i relacions massa/carrega

dels ions en fase gasosa

espectrometria de masses: estudi de la materia a
través de la formacié d’ions en fase gasosa que sé6n
caracteritzats, mitjancant un espectrometre de
masses, segons la seva massa, carrega, estructura o

propietats fisicoquimiques

espectrometria de masses de diluci6é isotopica:
metode quantitatiu d’espectrometria de masses en
que un compost isotopicament enriquit s’utilitza com
a estandard intern

espectrometria de masses de relaci6é isotopica:
mesurament i estudi de les abundancies relatives dels
diferents isotops d'un element en un material
utilitzacié  d’un

determinat  mitjancant  la

espectrometre de masses

estandard intern: compost que s’afegeix en una
mostra a una quantitat coneguda i que permet
mesurar la concentracié dun component de la
mostra. L’estandard intern és  un  compost
quimicament similar al component d’interes de la
mostra pel que les possibles perdues que es puguin
produir en el procediment de mesura sén les
mateixes per ambdds 1 per tant, la mesura de la
concentracié del component pot ser calculada en
relacié a la de estandard intern.

espin: propietat fisica de les particules subatomiques
que correspon al moment angular degut a la seva

rotacio sobre el seu propi eix

fase mobil: fluid que penetra a través o al llarg del
llit cromatografic en una direcci6é determinada

fosforescéncia: luminescencia de llarga durada

imatge de corrent: corrent que resulta de la carrega
d'un i6 com a conseqiiencia del seu moviment

coherent en passar a prop d'un conductor

interficie de <cinta mobil: interficie d'un
espectrometre de masses per a mostres liquides que
utilitza dues o més politges 1 un bucle continu. Les
mostres sén polvoritzades 1 dipositades sobre una
cinta on sén transportades al sistema de buit per a la
seva vaporitzacio, desorcid i ionitzacié

interficie de feix de particules: interficie emprada
per acoblar un cromatograf liquid amb un
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espectrometre de masses en qué es fa passar l'efluent
a través d'un capil'lar escalfat per formar un feix
d'expansié de vapor 1 particules d'aerosol.
Posteriorment, el feix de particules format es fa
incidir sobre una superficie escalfada per formar ions

mitjangant una ionitzacié quimica

interficie de termoesprai o termonebulitzacio:
interficie emprada per acoblar un cromatograf liquid
amb un espectrometre de masses en que l'efluent es
fa fluir a través d'un capil-lar escalfat per produir una
polvoritzacié de gotetes 1 la vaporitzacié del
dissolvent. Els ions es formen a causa del
desequilibri de les carregues de les gotetes o
mitjangant un filament calent

introduccié directa de liquid: introduccié directa
d’una mostra liquida en una font d’ions d’ionitzacié
quimica d’un espectrometre de masses emprant una
lenta taxa de flux de dissolvent

i6 precursor: i6 que reacciona per formar ions
producte o que pateix perdues neutres de massa
especifiques

NOTA: La reaccié originada pot ser deguda a
una dissociacié unimolecular, una reaccié io-
molecula o un canvi en l’estat de la carrega com
a conseqiiencia d’una isometritzacié

i6 producte: i6 format com el producte d’una

reaccié que implica un i6 precursor en particular

NOTA: La reaccié originada pot ser deguda a
una dissociacié unimolecular, una reaccié i6-
molécula o un canvi en l’estat de la carrega com
a conseqiiencia d’una isometritzacié

ionitzacié dura: formacié d’ions en fase gasosa

acompanyada d’una elevada fragmentacié

ionitzacié per desorcié: formacié d'ions en fase
gasosa a partir d'una superficie solida o liquida d’una
mostra després de la seva activacié per calor, per un
fort camp eléctric, per particules o per un
bombardeig amb protons

ionitzacié quimica: formacié d'un nou i6 en la fase

gasosa per la reaccié d'un compost neutre amb un i6

NOTA: El procés pot implicar la transferencia
d'un electré, dun protd, o daltres espécies

carregades entre els reactants.
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ionitzacié suau: formacié d’ions en fase gasosa
sense que es presenti una fragmentacié elevada

isomer: una de diverses espécies (o entitats
moleculars) que tenen la mateixa composicié atomica
(férmula molecular), perod diferent férmula empirica
o férmula estereoquimica i per tant, presenten
distintes propietats fisiques o quimiques

isomeritzacié: reaccié quimica on el producte
principal de la reaccié és isomer amb el reactiu

principal

isotop: nuclid que presenta el mateix nombre atomic
pero diferent nombre massic

luminiscéncia: emissié espontania de radiacié d'una
especie electronicament o vibratoriament excitada
degut a que no es troba en equilibri térmic amb el

seu entorn

nombre atomic: nombre de protons que presenta el

nucli d’un atom

nombre massic: nombre total de particules pesades

(neutrons 1 protons) que presenta el nucli d’un atom

nebulitzacié: dispersié d’un liquid sobre un gas a
partit de la formacié de particules liquides molt

petites que romanen barrejades en suspensié amb el
gas

nuclid: espécie d'atom, que es caractetitza pel seu
nombre massic, nombre atomic i estat d’energia
nuclear, amb la caracteristica que la seva vida mitjana
en aquest estat energetic és prou llarg com per a ser
observable

polaritat (quimica) : propietat d’un enlla¢ quimic,
un atom o una molecula per la qual existeix una
separacié estable entre les carregues positives i

negatives

reflectré: component d'un espectrometre de masses
de temps de vol que utilitza un camp eléctric estatic
per invertir la direccié de desplacament dels ions i
millora la resolucié de massa, assegurant que els ions
amb una mateixa relacié massa/carrega perd amb
diferent energia de translacié arriben al detector en el

mateix temps
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3. ESPECTROMETRIA DE MASSES

3.1 Fonaments

L’espectrometria de masses o MS (acronim de
Pangles mass spectrometry) és un principi de mesura que
permet, a partir del mesurament de magnituds
basiques com la carrega i la massa, separar, aillar,
identificar i quantificar de manera inequivoca els
diferents components d’una mostra en funcié de les
interaccions quimiques existents entre les substancies

que la composen (5).

Fonamentalment, l'espectrometria de masses es basa
en l'obtencié d’ions a pattit de molecules en fase
gasosa que son posteriorment separats segons la seva
massa 1 la seva carrega, i finalment detectats
mitjancant un dispositiu adequat. Un espectre de
masses serda, en conseqiencia, una informaci6
bidimensional on es representa l'abundancia dels
diferents tipus d'ions en funci6 de la relacié

massa/carrega de cada un d'ells (1, 5).

L’espectrometria de masses t¢ molt poc en comu
amb altres principis de mesura espectrometrics, ja
que, en sentit estricte, no ho és. Des d’un punt de
vista fisic, un espectre aporta una informacié
bidimensional que representa i relaciona un fenomen
com l'emissié o absorcié d'una radiacié amb l'energia
d'aquesta radiacié. En l'espectrometria de masses, no
slutilitza cap tipus de radiacid, de manera que
basicament, no pot ser considerada com un principi
espectrometric. Una altra diferencia essencial que
presenta l'espectrometria  de masses amb les
espectrometries classiques (per exemple, d’absorcid o
d’emissié molecular) és que en aquestes ultimes, els
fenomens sén purament fisics, no destructius, de
manera que la mostra utilitzada per a 'obtencié de
I'espectre no es modifica quimicament i, per tant, es

pOt tornar a recuperat. Per contra, cn
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l'espectrometria de masses, durant l'obtencié de
l'espectre tenen lloc fenodmens quimics, fent que la
mostra utilitzada es destrueixi i no pugui recuperar-se

1, 5).

Com ja s'ha esmentat, els fenomens que tenen lloc en
Pespectrometria de masses sé6n de naturalesa quimica
i, en conseqliencia, la preséncia i abundancia en
l'espectre de determinats tipus d’ions, identificables a
partir de la seva massa, sera funcié de l'estructura
quimica de cada compost. Aixi, la informacié oferta
per un espectre de masses és comparable a
l'obii - .
obtinguda mitjancant una gran quantitat de
reaccions utilitzades per a la identificacié
d'estructures per via quimica, de manera que
| . feri
l'espectrometria de masses pot oferir una enorme

quantitat d'informaci6 sobte un compost determinat.

3.2 Instrumentacid

Un espectrometre de masses esta format per diversos
components que inclouen un sistema d'entrada de la
mostra, una font d’ionitzacié per ionitzar els
components de la mostra, un sistema de buit per
mantenir pressions molt baixes (entre 10 i 100 Pa),
un o diversos analitzadors de masses per separat els
ions produits, un detector o comptador d’ions i
finalment, un sistema de processament de dades que

reprodueix l'espectre de masses (Figura 1) (1, 5).

Existeixen diversos sistemes tant d’ionitzacié com
d'analitzadors dels ions que resulten en diferents
tipus d’espectrometres de masses en funcié de les

seves diferents combinacions.
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Figura 1. Components d’un espectrometre de masses.
3.2.1 Sistemes d’entrada de la mostra

La finalitat d’'un sistema d'entrada és permetre la
introduccié d'una mostra representativa en el sistema
d’ionitzaci6 amb una minima perdua de buit.
L'eleccié del sistema d'entrada de la mostra en
l'espectrometre de masses dependra de les propietats
fisicoquimiques dels components que es vulguin
separar, identificar, aillar 1 quantificar. Els
espectrometres de masses més moderns estan
equipats amb dos tipus d'entrades capacos
d'acomodar diversos tipus de mostres, i inclouen els
sistemes d'entrada de sonda directa i els sistemes

d’entrada cromatografics (1, 5).
3.2.1.1 Sistemes d’entrada per sonda directa

Els liquids i solids no volatils es poden introduir al
sistema d’ionitzacié mitjan¢ant un suport de mostra
o sonda, el qual s'insereix a través d'una camera
intermédia de buit. IL.a camera intermédia esta
dissenyada per limitar el volum d'aire que pot entrar
al sistema d’ionitzacié durant la insercié de la sonda.
La mostra es posa generalment en la superficie d'un
vidre o en un tub capil-lar d'alumini, un filferro fi o
una copa petita i la sonda es colloca a uns pocs
mil-limetres de la font d'ionitzacié i d’una l'escletxa

que condueix a l'espectrometre (1).
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3.2.1.2 Sistemes d’entrada cromatografics

La combinacié de métodes cromatografiques, com la
cromatografia de gasos o la cromatografia liquida
d’alta eficacia, i l'espectrometria de masses ha estat
sempre un objectiu desitjat al camp de la quimica
analitica degut a P’elevada especificitat intrinseca i la
capacitat d'analisi de mescles complexes que presenta
Iespectrometria de masses en comparacié amb altres
sistemes de deteccié cromatografics com els visible-
ultraviolats, els fluorimetrics o els voltamperometrics
(electroquimics). El seu principal avantatge sobre
aquests sistemes de deteccié és, d'una banda, la seva
capacitat per subministrar informacié util des dun
punt de vista identificatiu, de manera que l'espectre
de masses es presenta aixi com una prova gairebé
inequivoca de la identitat del component la
concentracié del qual es mesura i, d'altra banda, es
tracta d'un sistema de deteccié universal basat en la
separacié de substancies carregades d'acord amb la

seva relacié massa/carrega (5).

Avui dia l'acoblament de l'espectrometria de masses
a la cromatografia de gasos, utilitzada de forma
rutinaria en molts laboratoris d'analisi, es considera
robusta 1 amb una utilitat inqliestionable. Aquest fet
és degut a la utilitzacié de l'impacte electronic com a
sistema d’ionitzacié el qual déna lloc a una
fragmentacié reproduible dels components d’una
mostra independentment de la instrumentacié
utilitzada, possibilitant la creacié de llibreries amb
espectres de masses caracteristics per a multitud de
substancies. No obstant, el principal inconvenient
que presenta la cromatografia de gasos és la dificultat
en l'analisi de determinats compostos, com
substancies poc volatils, polars o termolabils, fent
necessaria la utilitzacié de laboriosos procediments

de derivatitzacié per dur-les a terme (1, 5, 0).
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Aquesta limitacié de la cromatografia de gasos va
donar lloc a la investigacié sobre les possibilitats que
podria oferir I'acoblament de la cromatografia liquida
d’alta eficacia a l'espectrometria de masses. La seva
combinacié6 permetria aprofitar els avantatges
d'aquest versatil métode de separacié amb la gran
especificitat 1 capacitat  identificadora  de
Pespectrometria de masses (1, 2, 5, 6). El problema
fonamental que va sorgir en l'acoblament de la
cromatografia liquida d’alta eficacia i 'espectrometria
de masses va ser l'enorme contrast que hi havia entre
els volums relativament grans de dissolvent de la
ptimera i els requetiments de buit de 1'dlima. Per
resoldre aquest problema es van desenvolupar
diverses interficies o sistemes d’entrada de la mostra.
La primera solucié per contrarestar aquest problema
va ser publicada per Arpino e al. el 1974 (7). Des de
llavors, s'han descrit en la bibliografia més de 25
interficies diferents (8), de les quals només unes
poques han tingut aplicacié practica i han arribat a
ser comercialitzades (1, 5). De les interficies que es
van utilitzar durant un temps i avui dia estan en
desus, es poden destacar la interficie d’introduccié
directa de liquid o DLI (acronim de l'anglés direct
liguid introduction) 1 la cinta mobil o MB (acronim de
l'anglés  moving beli). Les interficies que s'usen
rutinariament en l'actualitat per a la introduccié i
analisi de mostres liquides per espectrometria de
masses poden classificar-se en dos grups: les que
només introdueixen la mostra liquida a la font
d’ionitzacié de l'instrument com ara les de feix de
particules o PB (acronim de l'angles particle beam) i les
que, a més, aconsegueixen la ionitzacié de la mateixa
com les interficies de  termoesprai o
termonebulitzacié o TSP (acronim de [Pangles

thermospray), de bombardeig amb atoms rapids o FAB

(acronim de langleés fast  atom  bombardment) 1
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d’ionitzaci6 a pressié atmosferica o API (acronim de
Pangleés atmospheric-pressure ionization). No obstant aixo,
han sigut les interficies d'ionitzacié a pressio
atmosferica com lelectroesprai o ESI (acronim de
Pangles electrospray) 1 la ionitzacié quimica a pressié
atmosferica o APCI (acronim de 'angles atmospheric-
pressure chemical ionization) les que han donat lloc, en
les ultimes decades, a l'enorme expansié
experimentada per la cromatografia liquida acoblada
a Pespectrometria de masses en multituds de camps
cientifics, entre els que es troben les ciencies de
laboratori clinic. Cal destacar altres sistemes
d’entrada de la mostra que permeten també la seva
ionitzacié com soén la ionitzacié-desorcié amb laser
assistida per una matriu o MALDI (acronim de
Pangleés  matrix-assited laser  desorption-ionitation) 1 la
ionitzacio-desorcié amb laser sobre superficies
reforcades o SELDI (acronim de D'anglés surface-

enhanced  laser  desorption-ionitation) que actualment

presenten una aplicacié en el camp de la proteomica
1,5).
3.2.2 Sistemes d’ionitzaci6 de la mostra

Principalment, els sistemes d’ionitzacié es poden
classificar en sistemes d'ionitzacid o fonts dions dures o
suans. Les fonts dures, com ara les fonts d’impacte
electronic, comuniquen energies clevades als ions
formats de manera que es troben en estats
vibracionals i rotacionals excitats. la relaxacio
d'aquests ions produeix una gran quantitat de
fragmentacié dels components de la mostra,
resultant espectres de masses complexos. Per contra,
les fonts suaus, com ara les fonts d'ionitzacié
quimica i les de desorci6, com la ionitzacié a pressio
atmosferica, produeixen relativament poca excitacid
dels ions, de manera que, té lloc poca fragmentacio, i

els espectres de masses sén més senzills. Els
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espectres senzills produits com a consequéncia de les
fonts suaus permeten la mesura exacta de la massa
molar dels components d’una mostra, mentre que els
models espectrals més complexos de les fonts dures
sovint permeten una identificacié inequivoca

d'aquest (1).

Per altra banda, quan el sistema d'entrada de la
mostra és un cromatograf de gasos, la mostra es
troba en un estat vaporitzat o gasos i l'inica funcié
de la font d'ionitzacié és ionitzar les molecules
neutres (és a dir, conferir carrega) mitjancant
'aplicacié d’energia. En aquest tipus d'acoblaments,
la ionitzacié es produeix a pressions molt baixes, o
sigui, en un estat de buit. En contraposicid, quan el
sistema d’entrada és un cromatograf liquid d’alta
eficacia, les fonts d'ionitzacidé sén interficies més
sofisticades que han trigat gairebé més de 30 anys a
ser desenvolupades. Com ja s’ha comentat amb
anterioritat, aquest lent desenvolupament s'ha degut
a l'enorme contrast que existeix entre els volums
relativament grans de dissolvent de la cromatografia
liquida i els requetiments de buit de l'espectrometria
de masses. Per aix0, les interficies o fonts
d'ionitzacié desenvolupades han tingut la doble
funci6é d'eliminar el dissolvent (normalment present
en ordres de 0,5-10 mL./min) i vaporitzar i ionitzar la
mostra. En aquest tipus d’acoblament, la ionitzacié

es produeix a pressié atmosferica (5).

A la Figura 2, s’indica linterval d'aplicacié dels
diferents sistemes d’ionitzacié d'acord a la midaia la

polaritat dels components d’una mostra.

Dels diferents sistemes d’ionitzacié existents, a
continuacié, es descriuen tan sols aquells que
permeten I’acoblament de la cromatografia liquida
d’alta eficacia a ’espectrometria de masses, donat que
son els que major utilitat presenten en les ciéncies de

laboratori clinic.
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Figura 2. Interval d’aplicaci6 dels diferents sistemes d’ionitzacié en
funcid de la massa molar i la polaritat dels components d’una mostra.

GC/MS : Acronim de I’anglés gas chromatography/mass
spectrometry ~ (cromatografia ~de gasos acoblada a
I’espectrometria de masses)

El : Acronim de I’anglés electron impact (impacte electronic)

Cl : Acronim de I’anglés chemical ionization (ionitzaci6
quimica)

LC/MS : Acronim de I’anglés liquid chromatography/mass
spectrometry (cromatografia liquida d’alta eficacia acoblada a
I’espectrometria de masses)

ESI : Acronim de I’anglés elesctrospray ionization (ionitzaci6
mitjancant electroesprai)

APCI : Acronim de I’anglés atmospheric-pressure chemical
ionization (ionitzacié quimica a pressi6 atmosfeérica)

3.2.2.1 Sistemes d’ionitzacié de bombardeig amb
atoms rapids

Els sistemes d’ionitzacié de bombardeig amb atoms
rapids o FAB (acronim de langles fast atom
bombardmen?) han adquirit un paper important en la
produccié d'ions per a l'estudi per espectrometria de
masses de components d’elevada massa molar. En
aquests sistemes d’ionitzacié, els components d’una
mostra, en un estat condensat i sovint en una mattiu
amb una dissolucié de glicerol, s'ionitzen mitjangant
el bombardeig amb atoms d'elevada energia de xené
o argb. Tant els ions positius com els negatius dels
components de la mostra sén expulsats de la
superficie per un procés de desorcié (Figura 3).
Aquest tractament permet un escalfament molt rapid
de la mostra, el que redueix la seva fragmentacié. La

matriu liquida ajuda a reduir I'energia reticular, la qual
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ha de ser vencuda perqué es desorbeixi un i6 de la
fase condensada i propotcioni una manera d'eliminar

l'efecte produit pel bombatdeig (1, 5).

El bombardeig de compostos organics o bioquimics
amb atoms rapids normalment produeix quantitats
significants d’ions moleculars fins i tot per a
components d'elevada massa molar i térmicament

inestables.

Fein d0toms
rapids
Mostra/matriu bquida .0

o .
Components de a
" P
") maatra onitzet
4

" lons de
L matri iomitzats

oe masses

Procés de desorcio

Rolxes
d'extraccio

Figura 3. Esquema del mecanisme de funcionament d’un sistema
d’ionitzaci6 de bombardeig per atoms rapids.

3.2.2.2 Sistemes d’ionitzacio-desorcié amb laser
assistida per una matriu

Els sistemes d’ionitzacié-desorcié amb laser assistida
per una matriu o MALDI (acronim de langles
matyix-assited laser desorption-ionitation) sén una evolucid
dels sistemes d’ionitzacié de bombardeig amb atoms
rapids. Les diferencies fonamentals radiquen en que
la matriu és solida (cristal'lina) enlloc de liquida i que
el bombardeig es duu a terme a partir de fotons
enlloc d’atoms rapids. El resultat final és un enorme
increment, comparat amb el FAB, tant en la
sensibilitat metrologica i capacitat de deteccié com
en linterval de masses dels components analitzables

1, 5).

En aquests sistemes d’ionitzaci6, la mostra es dissol

en la matriu solida i es deixa cristal-litzar en una
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targeta d'acer inoxidable. Les matrius més apropiades
inclouen acid 2,5-dihidroxibenzoic i acid sinapinic.
Desptés, la targeta s'introdueix en l'espectrometre de
masses 1 la superficie és bombardejada per un feix
polsant de llum laser (laser de nitrogen a una
longitud d’ona de 337 nm). Els components es
desorbeixen de la superficie de la matriu i s'ionitzen,
normalment, per protonacié o desprotonaci6 (Figura

4) (1, 5).

lons de la matriu

Molécules de
la matriu

Matriu solida

Figura 4. Esquema del mecanisme de funcionament d’un sistema

d’ionitzacio-desorcié amb laser assistida per una matriu.

3.2.2.3 Sistemes
atmosférica

d’ionitzaci6 a  pressio
La ionitzacié a pressié atmosferica o API (acronim
de Pangles atmospheric-pressure jonization) és un sistema
d’ionitzaci6 suau que, en actuar a pressié
atmosférica, i no en alt buit com és I'habitual en
altres sistemes, aconsegueix un altissim rendiment.
En general, aquests sistemes ionitzen la mostra a
pressié atmosferica, eliminen el dissolvent, s'ionitzen
els components i es traslladen els ions a

Pespectrometre de masses.

Els dos sistemes d’ionitzacidé a pressié atmosferica
més comunament utilitzats sén Pelectroesprai o ESI
(acronim de 'angles electrospray) 1la ionitzacié quimica
a pressié atmosferica o APCI (acronim de I'angles

atmospheric bressure chemical ionization).
(¢
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En la ionitzacié mitjancant electroesprai, la mostra
liquida s'introdueix a través d'un capil-lar al qual
s'aplica un voltatge elevat (generalment, 2-5 kV). Sota
la influencia del camp eléctric generat, els ions de la
mateixa polaritat migren cap a l'extrem del capil-lar
on el liquid comenca a formar un con (con de
Taylor) a partir del qual es generen petites gotes
altament carregades. Per permetre la formacié d'un
esprai estable a fluxos de 50-200 pL/min, aquest
procés és assistit amb un flux coaxial de nitrogen (gas
de nebulitzacié). A mesura que avancen al llarg de la
font d’ionitzacid, les gotes es van fent cada vegada
més petites a causa de l'evaporacié del dissolvent,
augmentant el nombre de carregues per unitat de
superficie. Quan les forces coulombiques degudes a
l'excés de carregues supeten les forces de cohesié a
causa de la tensi6 superficial (imit de Rayleigh), es
produeix la fissi6 de les gotes. Aquest procés
d'inestabilitat es repeteix successivament, portant a la
formacié de gotes molt més petites (3-10 nm)
altament carregades. Posteriorment, té lloc el procés
d’ionitzacié dels components de la mostra en fase
gasosa, mitjancant la desorcié dels components
carregats des de la superficie de la gota (Figura 5) (1,
5).

Con de mostra

Raiil Rigo Bonnin
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constitueixen dues etapes diferents. En la primera,
l'eluent que procedeix de la columna cromatografica
sintrodueix a la regié d’ionitzacié a través d'un
capil-lar sotmes a una temperatura entre 400-500 °C.
Les altes temperatures aplicades i l'accié d'un flux
coaxial de nitrogen provoquen la nebulitzaci6 i la
rapida evaporacié del dissolvent. En una segona
etapa, a la sortida del capil-lar, un electrode produeix
una descarrega en corona (2-5 kV) que origina la
ionitzacié de les molecules de dissolvent, nitrogen i
oxigen en fase gasosa afavorint la ionitzacié dels
components de la mostra formant adductes (per
exemple, per captacié o cessi6 dun protd) i la
ionitzacié dels components per transferencia de

carregues (Figura 6) (1, 5).

Gas r
nebulitzador . o - ~/

Cortina de gas
A

1. lonitzaci6 de les
molécules de dissolvent

-

w g () R * (-
> \

= : . 1
— aat’
2.Reacci6ambels
/ components de la
mostra. Formacio
d’adductes

\AAAJ
.
‘

Molécules de dissolvent .
Descarrega en

Components de lamostra corona

Espectrometre

de masses
_——
| —
pom——c
) ——

3. Destruccié
Cortinadegas dels adductes

Figura 6. Esquema del mecanisme de funcionament d’un sistema
d’ionitzacié quimica a pressio atmosferica.

3.2.3 Sistemes de buit

|electrode oposat| \

Perqué un i6 format a la font d'ionitzacié recotti una

Punts del copil -l Con de Taylor Patines gotn
- .‘“f ® / ) . 60 trajectoria determinada fins arribar al detector, a
» X traparacio ‘,"0. Erpizaie *: + b oi, 1 . ' 1
o %082 -4 ... l'interior de I'espectrometre per on ha de moure’s I'i6
» /’ dasolvent coulombeta *
«—® *
& . * 4 . .
L e o/ Uimit da Raylesgh /.l + '\\ ha d'estar evacuat a un buit suficient per assegurar
Componenty
P a0k PO aapn I Lo ) 'absencia de col‘lisions en el seu cami.

senitraty

Els principals sistemes de buit que s'utilitzen per
p p q p

Sworernitrevar

aconseguir l'alt buit en Pespectrometria de masses

séon  les bombes difusores i les bombes

Figura 5. Esquema del mecanisme de funcionament d’un sistema d’ionitzacid
mitjancant electroesprai. sent, les més

turbomoleculars, segones les

N . , ,
En la ionitzacié quimica a pressié atmosférica, a ampliament utilitzades en Iactualitat (1, 5).

diferéncia del que passa en la ionitzacié mitjangant
electroesprai, el procés d'evaporacié i d’ionitzacié
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3.2.4 Analitzadors de masses

Un cop formats els ions, aquests soén transferits a
l'analitzador de masses on es porta a terme la seva

separacié en funci6 de la seva relacié massa/carrega
(n/2)-

Existeixen diferents tpus d'analitzadors: de
quadrupols, de trampa d'ions, de temps de vol, de
sector magnetic 1 de transformada de Fourier-
ressonancia ionica ciclotronica. Una caracterfstica
comuna de tots ells és la necessitat de treballar en
condicions de molt baixa pressié6 (~10 Pa) i de la
separaci6é dels ions en fase gasosa en funcié de la
seva relacié massa/carrega (7/3). No obstant aixo,
difereixen en els mitjans emprats per dur a terme la
separaci6 i la informacié subministrada per cada un
d’ells quant a les seves propietats metrologiques
(selectivitat, sensibilitat metrologica, capacitat de
deteccid, exactitud, precisié i veracitat), a la seva
capacitat de resoluci6 de masses, a linterval de

masses aplicable 1 a la velocitat d’escaneig emprat (1,

5).
3.2.4.1 Analitzadors de masses de quadrupol

Es tracta de I'analitzador de masses més versatil i el
més ampliament utilitzat degut al seu facil maneig i al
seu preu relativament economic si es compara amb
altres analitzadors, juntament amb el fet que ofereix
unes més que acceptables propietats metrologiques,
resolucié de masses, interval de masses i velocitat

d’escaneig.

Consisteix en quatre corrons circulars (o hiperbolics)
disposats en paral-lel dos a dos entorn a un eix
central. A cada un dels corrons se’ls hi aplica un
corrent continu, de manera que els rodets oposats
presenten una mateixa polaritat: un parell amb

voltatge positiu, i l'altre, amb voltatge negatiu.
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Mitjancant l'aplicacié de dos camps electrics, un
corrent continu 1 un potencial de radiofreqiiéncia, els
ions que entren en el quadrupol comencen a oscil-lar
en un pla perpendicular a la longitud dels rodets de
manera que, per a una combinacié de corrent
continu i radiofreqiiencia donada, només aquells que
tenen una determinada relacié /% presenten una
trajectoria estable 1 travessen el quadrupol sense

xocar contra les parets fins arribar al detector (Figura

7) (1, 5).

CAPAL
DETECTOR
4

Corrd circular

Esquerda de surtida
{8l detector)

16 amb unn

\ \ trajectoria estable

\ (detectat)

Esquerda de la fant 163mb uns
dionitzacid trajectoria RO estable
(NO detectat)

Figura 7. Esquema del mecanisme de funcionament d’un analitzador
de masses de quadrupol.

En els espectrometres que presenten analitzadors de
masses de quadrupol, quan s’aplica un corrent
continu i un potencial de radiofreqiiencia que només
permet el pas d’un unic i6 a través del quadrupol es
diu que s’esta treballant en la modalitat monitoritzacid
selectiva d’ions o SIM (acronim de 'angles selected ion
monitoring). Pel contrari, quan es crea una rampa de
combinacions d'aquests voltatges 1 a més es
mantenen constants, s'aconsegueix que un interval
determinat de masses (72/3) artibi fins al detector.
Aquesta modalitat de treball es coneix com la

modalitat d’escaneig (scan en angles) (1, 5).

A més d'utilitzar-se en I'analisi de masses, en molts
espectrometres de masses, s'utilitzen quadrupols
(hexapols, octapols) als quals només se’ls hi aplica el
potencial de radiofreqiiéncia amb la finalitat de

focalitzar els ions en la seva transferéncia des de les
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regions de pressié decreixent (sistemes d’ionitzacio)

fins a I'analitzador de masses (1).

In vitro veritas 2013;14:161-183

idealment la mateixa energia cinética, les seves

velocitats en el tub varien de manera inversa a les

. S seves masses, 1 per tant els ions dels components
3.2.4.2 Analitzadors de masses de trampa ionica 1P p

amb menor massa arriben abans al detector que els

Els analitzadors de masses de trampa ionica o IT . .. - .
de major massa. Aixi doncs, la separacié dels ions es

(acronim de langlés jon trap) consisteixen en un . , .
basa en el temps necessari per recorrer la longitud

electrode circular sotmés a un potencial de . .,
P del tub el qual dependra de la seva relaci6

radiofreqiiéncia, per sobre 1 sota del qual se situen . . .
d P 1 massa/carrega (7/3). Els ptimers analitzadors de

dos electrodes hemisferics perforats, pels que els ions . ) )
temps de vol lineals no permetien obtenir una bona

entren i surten de la trampa. Els ions s6n transmesos ., . , . . .,
resoluci6 degut principalment a I'energia de dispersi6

des de la font d’ionitzacio per polsos i atrapats en la . . .,
perp P dels ions quan abandonen la font d’ionitzacié. En

trampa  on er accié6 del otencial  de . L
P - P P P’actualitat, aquest efecte s’ha corregit mitjancant la
radiofreqiiencia,

adquireixen  una  freqiiéncia

utilitzacié d’una disposicié ortogonal del tub i la

d'oscil-lacié que dependra de la seva relacié 7/z. A . . . . .
4 p & introduccié, en el punt intermedi, d'una sétie de lents

linterior de la trampa, la presencia d'un gas . .
pa, P & sotmeses a diferents potencials (reflectrons), que donen

(generalment heli) fa que els ions se situin al centre, lloc 2 una compensacié de la dispersio inicial

la qual cosa evita la perdua d'ions pet col-lisié amb ) s
Aquests tipus d’analitzadors presenten una excel'lent

els electrodes, i millora la resolucid, ja que limita la . L.
resoluci6 i, tedricament, no tenen cap limit en quant

distribucié espacial dels ions. Per fer un escombrat - .
a linterval de masses que permeten mesurar (Figura

d'un interval de masses, es modifica l'amplitud del

9) (1, 5).
potencial de radiofreqiiencia (Figura 8) (1, 5).
Eléctrode Rellectrons
Electrod anells {aplicacio de potencial) ——
cirodes L1
clreutars espaacors |
/'. ( 1POnen Ia '
Enfocament mostra lonitzat "
cening Laat e Entrada . - L. M
\ enl de > . \
\ sortids dlons . 3 > R
ad ! i % "
Entrada S—— \ lons l rtic \
o — "'\ Arapate | dons < Camp de zona lliure de . g
————— | \ ‘ (Al detectorn) E derive (buit) ‘
8 2 -
| Electrode hemisteri Detector Distancia del tub {1 m)
Eectzode hemusteric e sorteda
d'entrada

Figura 9. Esquema del mecanisme de funcionament d’un analitzador de

masses de temps de vol.
Figura 8. Esquema del mecanisme de funcionament d’un analitzador de
masses de trampa ionica. .
P 3.2.4.4 Analitzadors de masses de transformada

3.2.4.3 Analitzadors de masses de temps de vol de Fourier-resonancia idonica ciclotronica

En els analitzadors de masses de temps de vol o Els analitzadors de masses de transformada de

TOF (acronim de Panglés zime of fh) s ions son Fourier-ressonancia ionica ciclotronica o FT-ICR

<. s . .
accelerats mitjangant 'aplicacié d’un potencial cap a (acronim de Fanglés Fourier transform-ion  cyclotron

an “tub analitzador” o "tub de vol" d’un metre de resonance) son analitzadors tipus #rampa idnica, que

longitud sobte el qual no actua cap potencial. Degut consisteixen en una cel'la cibica formada per dos

a que tots els ions que entren dins del tub presenten plats paral'lels (un d'entrada i un de sortida), dos
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plats d'excitacié i dos plats detectors. La cel'la és
sotmesa a un elevat camp magnetic que provoca un
moviment circular dels ions perpendicular a la
direccié d'aquest camp magnetic sent el radi del
moviment dels ions inversament proporcional a la
seva relacié massa/catrega (7/3). Els ions que es
troben a l'interior de la cel-la sén excitats mitjancant
un potencial de radiofreqiiencia que origina un
augment del radi circular descrit. Quan els ions
excitats passen prop dels plats receptors generen un
corrent electric (anomenada smwatge de corrent) la qual
és detectada. A diferencia de la resta d’analitzadors
de masses, la deteccié dels ions no es destrueix, pel
que poden ser mesurats repetidament, amb el
conseqiient augment de sensibilitat metrologica

(Figura 10) (1, 5).

Plats A Corrent

g dexctaco retrh
Y eléctrica Convarié da

fresdéncis
» manx

Fipactinon

| generada Yransfoemada
defouner

Fr
¢ —b

-

Tigairmde
faqiances

Fipactrede
bequanca masiet

J  contomajst dexcontomemt

Figura 10. Esquema del mecanisme de funcionament d’un analitzador de
masses de transformada de Fourier-resonancia ionica ciclotronica.

3.2.4.5 Analitzadors de
magnetic

masses de sector
En els analitzadors de masses de sector magnetic els
ions sén accelerats amb un voltatge cap a un camp
magnetic, sota la influéncia del qual adquireixen un
moviment circular. El radi de curvatura descrita per
I'i6 ve determinat pel camp magnetic, el potencial o
voltatge aplicat i la seva relacié massa/carrega (7/3).
Per a un valor fix de camp magnetic (i potencial), els

ions d'una determinada massa/catrega s6n detectats
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per un detector el qual es troba ubicat en una posicié

fixa.

Els processos d'ionitzacié donen lloc a una dispersié
en l'energia cinetica dels ions en la seva sortida de la
font. Per aixo, per millorar la resolucié d'aquests
analitzadors de masses, sol incorporar-se entre el
sector magnétic i el detector un analitzador d’energia
electrostatica que focalitza els ions corregint la seva
dispersio. A més, per reduir I'energia de dispersio
dels ions i provocar la seva acceleracié cap a
l'analitzadot, s'han d'emprar voltatges molt elevats en
la font (generalment 5-8 kV), el que permet dur a
terme la fragmentacié dels ions en les regions lliures
de camp magnetic. No obstant aixo, aquest voltatge
és massa elevat per a treballar a pressi6 atmosferica i,
per aixo, aquests analitzadors de masses no han
tingut un paper important en el desenvolupament de
lacoblament de la cromatografia liquida amb

Iespectrometria de masses (Figura 11) (1, 5).

SECTOR

MAGNETIC ikl

ELECTROSTATIC

Trage

Sanfocement

w

Punt de dobe
enforament

Al detector

lons

Figura 11. Esquema del mecanisme de funcionament d’un analitzador de

masses de sector magnétic.

3.2.5 Sistemes de detecci6

Comercialment sén assequibles diversos tipus de
detectors per espectrometres de masses. En els
primers anys predominaven els multiplicadors
d'electrons de deteccié puntual. Més tard van anant
apareixent nous desenvolupaments dels mateixos,

com els detectors tipus Channeltron de baix cost 1 Gs
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general, i els sistemes de conversié fotonica més
sofisticats, sensibles i duradors. També han aparegut
sistemes de deteccié simultania, com ara les bateries
de micromultiplicadors ~ multicanal, combinats

normalment amb centelleig o conversi6 fotonica.
3.2.5.1 Detectors de copa de Faraday

Un detector de copa de Faraday consisteix en un
simple electrode, normalment en forma de copa o
caixa, que rep limpacte dels ions. Els ions es
neutralitzen per transferencia d'electrons, i el senyal
es mesura com un corrent analogic igual o superior al
corrent ionic original, depenent de la forma de
l'electrode (Figura 12). Es un detector de baixa
sensibilitat metrologica i capacitat de deteccid. Pot
treballar a pressions relativament altes i posseeix una
gran linealitat de resposta. La minima corrent

detectable és de l'ordre de 1014 A (1).

Electrode Coph.de
Faraday
[ ‘(~ -+
g . e
Feix Z Corrent
dions =P - induida

\ Famplificador
\
lv

Figura 12. Esquema del mecanisme de funcionament d’un detector de
copa de Faraday.

3.2.5.2 Multiplicador d’electrons secundaris

El multiplicador d’electrons secundaris és un dels
detectors que més s’utilitzen en P'espectrometria de
masses. Esta format per un catode i successius
dinodes que presenten una superficie de coure i berili
de les que s'emeten rafegues d'electrons en ser
assolides per ions o electrons d'elevada energia. L'i6
a detectar xoca amb el primer dinode, provocant
l'emissié d'un elevat nombre d'electrons, que
incidiran sobre el segon dinode. El procés de
multiplicacié es repeteix successivament en els altres

dinodes obtenint, al final del sistema, una
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amplificaci6 de senyal de 'ordre de 106 a 108 (Figura
132). Fis un detector molt més sensible que el de

copa de Faraday, amb un senyal minim detectable de

l'ordre de 10-18 A (1).

Relxa del detector
.

-

. Elections Al amplificador

Supesficie
ressistiva i
cenductora

d'electrons

Alapiesa de
terra via
I"amplificador

Figura 13. Esquema del mecanisme de funcionament de: (a) un
multiplicador d’electrons secundari; (b) detector Channeltron.

3.2.5.3 Detectors tipus Channeltron

Aquest detector és un dels més utilitzats avui en dia
en Pespectrometria de masses per a us general. Es
similar al multiplicador d'electrons classic, amb la
principal diferéncia que no té multiples dinodes
discrets, siné que esta format per un tub de vidre en
forma de corneta, de vegades acabat en forma
d'espiral o caragol (Figura 13b), I'interior del qual esta
recobert per un oxid de plom semiconductor de

composicié i caracteristiques especials.

Si es desitja detectar ions positius, s'aplica un
potencial negatiu a I'entrada del detector perque els
ions procedents de l'espectrometre de masses,
desviats de la seva trajectoria per una placa repulsora
amb potencial positiu, siguin atrets al seu interior i
xoquin amb la cara interna produint l'emissié d'un

cert nombre d'electrons. El final del tub del detector
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presenta un potencial proper a la presa de terra, de
manera que hi haura un gradient continu de
potencial des de I'entrada fins al fons del detector. A
causa d'aixo, els electrons arrencats en l'impacte
inicial de Ii6 es desplacaran en la direccié dels
potencials menys negatius cap a un potencial zero,
produint-se una gran quantitat d'impactes en el cami,
en cada un dels quals es multiplicara el nombre
d'electrons (de l'ordre de 108). Al final del recorregut
del tub multiplicador es troba un con col‘lector amb
l'electronica de preamplificacié i amplificacié
associada. Per altra banda, els detectors tipus
Channeltron poden exposar-se a pressidé atmosferica
sense cap problema, sempre que l'alt potencial hagi
estat desconnectat, permetent trencar buit en el
sistema sense complicacions (1).

3.2.5.4 Detector de conversi6 fotonica o de
centelleig

Aquest detector és un dels més eficients, sensibles i
de més llarga vida disponibles. Els ions procedents
del tub de vol de l'espectrometre de masses son
desviats de la seva trajectoria mitjangant un potencial
electric. El voltatge aplicat és de signe contrari a la
carrega dels ions que es vulguin detectar, per
provocar la seva atraccié i xoc sobre el dinode inicial.
Aquest xoc produeix multiples electrons que sén
atrets, a la vegada, per un voltatge més positiu que el
del dinode, i aplicat sobre una pantalla fosforescent o
de centelleig. En rebre l'impacte dels electrons, la
pantalla de centelleig emet un gran nombre de
fotons, els quals es dirigeixen a un fotomultiplicador
convencional segellat al buit, produint-se la

conseqiient cascada d'electrons que multiplica el

senyal (Figura 14) (1).
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Dinode de
Entrada ®. Detector de
d'ions A feix d’ions
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ctron Dinode de
cundaris o770 CONVErsic
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o de centelleig
Tub

fotomultiplicador

Figura 14. Esquema del mecanisme de funcionament d’un detector de
conversio fotonica o de centelleig.

3.2.5.5 Detectors multicanal

Es basen en la utilitzacié d'una o dues capes de
bateries de micromultplicadors seguides d'un
sistema de deteccié més o menys sofisticat i eficient,
encarregat de detectar simultaniament tots els
senyals. Aquest tipus de detectors reuneixen
l'avantatge dels antics sistemes de fotoplaques de ser
capacos de detectar simultaniament una amplia zona
espectral, el que augmenta enormement el temps
d'obsetrvacié de cada i6, amb la major sensibilitat,
estabilitat, i capacitat d'amplificacié dels moderns
sistemes multiplicadors. Aquestes caracteristiques
condueixen a una sensibilitat augmentada en molts

ordres de magnitud (1).
3.2.6 Espectrometria de masses en tandem

En un espectrometre de masses convencional, la
separacié dels ions es realitza emprant un sol
analitzador de masses. Una alternativa a aquests tipus
d’espectrometres, que permet una millora substancial
de Pespecificitat o selectivitat dels mateixos i una
major informacié estructural dels components d’una
mostra, consisteix en la combinacié de dos
analitzadors de masses en un mateix espectrometre.
Aquesta combinacié rep el nom d’espectrometria de

masses en tandem. La combinacié d’analitzadors de
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masses més ampliament utilitzada en les ciéncies de
laboratori clinic és I'anomenada espectrometria de
masses en tandem de triple quadrupol o QqQ. En
ella, s’utilitzen dos analitzadors de masses de
quadrupol separats entre si per una cel'la de col'lisié
en la qual s’indueix la dissociacié dels ions que
arriben del primer quadrupol. Es I’anomenada
dissociacié induida per col-lisi6 o CID (acronim de
Vangles  collision  induced  dissociation).  Aquesta
combinacié d’analitzadors de tipus quadrupol es
tradueix en una disminucié del soroll de fons
respecte al que es produeix en un espectrometre de
masses convencional i, per tant, en un augment de la
sensibilitat metrologica, de la capacitat de deteccid i
de la selectivitat o especificitat. En funcié de com
operin i es combinin els dos quadrupols (modalitat
de monitoritzacié selectiva d’ions o SIM o modalitat
d’escaneig o Sean) ens permet treballar de diferents

maneres (1, 5):

e  Monitoritzacié multiple de reaccié o MRM
(acronim de Pangles multiple reaction monitoring) o

monitoritzacié selectiva de reaccid6 o SRM
(acronim de Panglés selected reaction monitoring)

Els dos quadrupols (el primer i el tercer)
treballen en la modalitat SIM. Al primer
quadrupol se selecciona un tunic i6 amb
determinada relacié m/z (16 precursor), es
provoca la seva fragmentacié en la cel'la de
col-lisi6, i un unic i6 amb una determinada
relacié m/% (16 producte) se selecciona al tercer
quadrupol. A cada combinacié d’i6 precursor-ié
producte concret se'l denomina transicié. En la
modalitat MRM es poden monitoritzar diverses
transicions (Figura 15a). Aquesta manera de
treballar  s'empra  per  realitzar  analisis
quantitatives, aportant la maxima sensibilitat
metrologica, capacitat de deteccid, selectivitat i

especificitat en la mesura de la concentracié de
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components coneguts d’una mostra en diferents

fluids biologics.

Escaneig d’ions productes o Product ion scan o
Daughter ion scan

El primer quadrupol treballa en la modalitat SIM
mentre que el tercer ho fa en la modalitat Scan.
Al primer quadrupol se selecciona un unic i6
amb determinada relacié /3 (16 precutsor), es
provoca la seva fragmentacié en la cel'la de
collisi6, i es monitoritzen totes les relacions 7/
generades (16 productes) al tercer quadrupol
(Figura 15b). Aquesta manera de treballar
s'empra per I’elucidacié estructural de compostos
(per exemple, una seqiiéncia de peptids), per
coneixer els ions productes que s’empraran per
generar les transicions MRM i per optimitzar el
potencial de la cella de col'lisi6 per tal d’obtenir
un major senyal per un determinat i6 producte

en la modalitat de treball MRM.

Escaneig d’ions precursors o Parent ion scan o

Precursor ion scan

El primer quadrupol treballa en la modalitat Secan
mentre que el tercer ho fa en la modalitat SIM.
Al primer quadrupol es monitoritzen totes les
relacions /% (ions precursors), es provoca la
fragmentaci6 de tots ells en la cel-la de col'lisi6 1
se selecciona un dnic i6 amb determinada relacié
m/% (i6 producte) al tercer quadrupol (Figura
15c). Aquesta manera de treballar s'empra per
Pelucidacié  estructural de compostos (per
exemple, una seqiiencia de peéptids) com a
informacié complementaria o confirmatoria d’un

escaneig d’ions productes.
g

Escaneig de pérdua neutral o Neutral loss scan

Els dos quadrupols treballen en la modalitat Sean

d'una forma sincronitzada, de tal manera que
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quan el primer quadrupol deixa passar tots els
ions precursors, el tercer quadrupol monitoritza
si s’ha perdut un fragment o grup funcional
neutre concret dels mateixos, o sigui, es duu a
terme un escaneig dels compostos que tenen un
mateix patré de fragmentacié (Figura 15d).

Aquesta manera de treballar s'empra per dur a

terme estudis metabolics.

©
Gas

Figura 15. Modalitats de treball de I’espectrometria de masses en
tandem de triple quadrupol: a) monitoritzacié multiple de reaccié o
MRM; b) escaneig d’ions producte o Product ion scan; b) escaneig
d’ions presursors o Precursor ion scan i d) escaneig de pérdua neutral
o neutral loss scan.

Tradicionalment, els dos analitzadors de masses
emprats en lespectrometria de masses en tandem
han estat els quadrupols. No obstant aixo, també
poden combinar-se altres analitzadors, o utilitzar
combinacions hibrides (quadrupol-temps de vol,
quadrupol-trampa i0Onica, trampa ionica-
transformada  de  Foutier-ressonancia  ionica

ciclotronica, entre altres).
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4. APLICACIONS DE I’ESPECTRO-
METRIA DE MASSES EN LES
CIENCIES DE LABORATORI CLINIC

De tots els principis de mesura existents,
l'espectrometria de masses n’és un dels que major
aplicabilitat presenta en el camp de les ciencies de
laboratori degut a que és capa¢ de proporcionar
informacié sobre la composicié elemental de les
mostres, lestructura quimica de les molecules
inorganiques, organiques i biologiques, la composicié
qualitativa 1 quantitativa de barreges complexes d’una
mostra, Pestructura i la composicié de superficies
solides 1 les relacions isotopiques dels elements

presents en les mostres (1, 5).

4.1 Aplicacions de JIespectrometria de
masses mitjangant la utilitzacié6 d’isotops
estables com a tragadors metabolics o
estandards interns

Els diferents atoms d’un mateix element quimic, tot i
presentar el mateix nombre de protons (nombre
atomic), es poden diferenciar entre si pel nombre de
neutrons que contenen (isotops). En la naturalesa,
per un mateix element quimic, existeixen diferents
isotops estables amb distintes abundancies relatives
motiu pel qual, la seva massa atomica és la mitjana de

totes les masses isotopiques de 'element (Taula 1).

El marcatge de biomolecules amb diferents isotops
estables com el 2H (deuteti), el 13C, el 15N, el 180, el
368, la posterior utilitzacié d’aquestes biomolécules
com a tracadors metabolics o estandards interns i la
seva posterior deteccié o quantificacié mitjangant
espectrometria de masses ha donat lloc a nombroses
aplicacions dins de l'ambit de les ciencies de

laboratori clinic (1, 5, 9).
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Taula 1. Principals elements quimics, que formen part de molécules
biologiques, i les seves masses atdomiques i abundancies relatives.

4.1.1 Espectrometria de masses de relacio
isotopica

L'espectrometria de masses de relacié isotopica o
IRMS (acronim de langlés dsotope ratio  mass
Spectrometry) permet detectar petits increments en la
relacié isotopica d’una biomolécula que presenta
lisotop més abundant i la mateixa biomolécula

marcada amb un isotop estable (tragador).

L'estructura quimica del tracador és plancjada a
l'efecte per ser el substrat més adequat al procés
biologic que es vulgui estudiar. Per exemple, un
substrat marcat amb '3C, administrat per via oral o
per infusié endovenosa en wunes determinades
condicions, és metabolitzat per l'organisme fins a la
produccié final de 13CO; el qual sera exhalat amb el
total del produit per l'organisme (12COz). A uns
temps concrets establerts, arran de l'estudi dels
processos fisiologics o metabolics implicats, es
recullen mostres d'aire expirat que posteriorment
seran processades en un espectrometre de masses.
L'elevacié de 13CO; respecte a 12CO; sera la
conseqiiencia del transit i del metabolisme del procés

metabolic que s’esta investigant.
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Massa atomica | Massa atomica | Abundancia En sén un exemple d’aquestes aplicacions, la
Element . P .
L mitjana isotopica relativa . . .
quimic (2/mol) (g/mol) (%) utilitzacié isotops en biomolecules com (1, 9):
. 1,0078 99,985
Hidrogen 1,0079 20140 0.015 e H»'8O en lestudi de ’aigua corporal total,
12,0000 98,900 2H,18 ’ i &t
Carboni 12,0110 , , e  2H,180 en lestudi de la despesa energetica,
13,0134 1,100 L . o
e 13C-glucosa en Iestudi del metabolisme oxidatiu
. 14,0031 99,640
Nitrogen 14,0066 15,0001 0360 del glicids,
15,9949 99,760 e Acid 3C-palmitic i acid 13C-octanoic en Iestudi
Oxi 15,9993 16,9991 0,040 . N ..
Xgen ’ ’ ’ del metabolisme oxidatiu dels acids grassos,
17,9992 0,200
31,9721 95,000 e 1BCleucina 1 13C-valina en Ulestudi del
32,9715 0,760 i idati inoAci
Sofre 32,0646 e p metabolisme oxidatiu dels aminoacids,
’ ’ e acid BC-cetoisocaproic en lestudi  del
35,0671 0,020

metabolisme oxidatiu mitocondrial,

e  13C-eritromicina i ¥C-aminopirina en Pestudi de
Pactivitat del citocrom P450,

e 13C-lactosa en I’estudi del déficit de lactasa,

e 13C-glucosa en ’estudi de malabsorcid,

e 13C-midé en 'estudi del deficit d’amilasa,

e 13C-trioctanoina i 13C-triglicerid mixt en estudi
del deficit de lipasa intestinal,

e 13C-octanoat, 13C-acetat i 13C-glicina en lestudi
del buidament gastric,

e 13C-aminopoirina i 13C-galactosa en 'estudi de la
massa funcional hepatica,

e 13C-urea en 'estudi d’infeccions per Helicobacter
pylor,

e acid BC-glicolic en Pestudi de sobrecreixement
bacteria.

4.1.2 Espectrometria de masses de dilucio

isotopica

L'espectrometria de masses de dilucié isotopica

permet el mesurament de la concentracié de multitud

de compostos basant-se en la utilitzaci6 dun

compost isotOpicament enriquit com a estandard

intern.
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Tal 1 com succeeix en els metodes cromatografics
(10), les aplicacions quantitatives de I’espectrometria
de masses de dilucié isotopica es basen
principalment en la comparaci6 dels senyals produits
pels ions d’'un component d’una mostra amb els
corresponents a uns compostos  préviament
seleccionats. En aquest procediment, als materials de
calibratge i a la mostra s'afegeix una quantitat exacta
d'un compost put, absent a la mostra, anomenat
estandard intern. Aquest compost pur és el mateix
component de la mostra a estudiar perd amb una
composici6 elemental formada per un o varis isotops

estables.

Seguidament, s’obtenen els espectres per als diferents
calibradors 1 els de 'estandard intern i es representen
els quocients entre els seus senyals (calibradors/patrd
intern) enfront de la concentracié. Postetiorment,
per a una mostra determinada, s’obté el seu senyal
que cotrespon al component en qiestio i del seu
estandard intern, es duu a terme la relacié entre
aquests senyals i es calcula la seva concentracié
mitjancant la interpolacié de la seva relacié de

senyals en ’esmentada representaci6 (10).

4.2 Exemples d’aplicacions de I’espectrome-
tria de masses en les ciéncies de laboratori
clinic

Les diferents aplicacions existents per a la
cromatografia liquida d’alta eficacia (10) poden ser
adaptades a Pespectrometria de masses simple o en
tandem, a la cromatografia de gasos acoblada a
Iespectrometria de masses simple o en tandem i a la
cromatografia liquida d’alta eficacia acoblada a

Pespectrometria de masses simple o en tandem.

Entre les principals aplicacions especifiques de

Pespectrometria de masses es poden destacar (10-13):
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e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades amb  errors  congénits  del
metabolisme d’acids organics:

o Uri—2-Hidroxiglutarat; c.subst.

o Uri—2-Oxoglutarat; c.subst.

o Uri—2-Hidroxiadipat; c.subst.

o Uri—3-Hidroxiglutarat; c.subst.

o Uri—3-Hidroxiadipat, c.subst.

o Uri—3-Hidroxiisovalerat; c.subst.
o Uri—3-Hidroxisebacat; c.subst.

o Uri—3-Hidroxipropionat; c.subst.
o Uri—3-Hidroxiisobutirat; c.subst.
o Uri—3-Hidroxi-2-metilbutirat; c.subst.
o Uri—4-Hidroxibutirat; c.subst.

o Uri—3-Metilbutirilglicina; c.subst.
o Uri—3-Metilcrotonilglicina; c.subst.
o Uri—Metilglutaconat; c.subst.

o Uri—3-Metilglutarat; c.subst.

o Uri—Acids organics; taxon.

o Uri—Acid homogentisic; c.subst.

o Uri—Adipat; c.subst.

o Utri—a-Cetoadipat; c.subst.

o Uri—f-Hidroxipituvat; c.subst.
o Uri—DButirilglicina; c.subst.

o Uri—Cis-aconitat; c.subst.

o Uri—Citrat; c.subst.

o Uri—Etilhidracrilat; c.subst.
o Uri—Etilmalonat; c.subst.

o Uri—Fumarat; c.subst.

o Uri—Glicolat; c.subst.

o Uri—Glioxilat; c.subst.

o Uri—Glutarat; c.subst.

o Uri—Hexanoilglicina; c.subst.
o Uri—Isobutirilglicina; c.subst.
o Uri—Isovalerilglicina; c.subst.
o Uri—Lactat; c.subst.

o Uri—Malat; c.subst.
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relacionades
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Uri—Mavalonat; c.subst.
Uri—Metilcitrat; c.subst.
Uri—Metilmalonat; c.subst.
Uri—Metilsuccinat; c.subst.
Uri—N-acetilaspartat; c.subst.
Uri—Oxalat; c.subst.
Uri—Parahidroxifenilacetat, c.subst.
Uri—Parahidroxifenilpiruvat, c.subst.
Uri—Piroglutamat; c.subst.
Uri—Piruvat; c.subst.
Uri—Propionilglicina; c.subst.
Uri—Sebacat; c.subst.

Uri—Suberat insaturat; c.subst.
Uri—Suberat; c.subst.
Uri—Suberglicina; c.subst.
Uri—Succinat; c.subst.
Uri—Succinilacetona; c.subst.
Uri—Tiglicilglicina; c.subst.
Uri—Uracil; c.subst

congeénits  del

amb  errors

metabolisme d’acids grassos:

O

O

© Associaci6 Catalana de Ciéncies de Laboratori Clinic

Pla—Acids grassos; taxon.
Pla—Cis-4-decenoic; c.subst.
Pla—Cis-5-tetradecenoic; c.subst.
Pla—Decanoat; c.subst.
Pla—Dodecanoat; c.subst.
Pla—Estearat; c.subst.
Pla—TLinoleat; c.subst.
Pla—Miristat; c.subst.
Pla—Miiristoleat; c.subst.
Pla—Octanoat; c.subst.
Pla—Oleiat; c.subst.
Pla—TPalmitat; c.subst.

Pla—TPalmitoleat; c.subst.

In vitro veritas 2013;14:161-183

e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades

amb  errors  congénits  del

metabolisme d’acilcarnitines:

O

O

Pla—Acilcarnitines; taxon.
Pla—C0-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C2-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C3-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C3DC/C4-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C4-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C4DC/C5-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C5-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C5:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C5DC-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C6-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C6DC-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C8-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C8:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C10-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C10:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C10:2-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C12-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C12:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C14-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C14-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C14:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C14:2-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C16-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C16-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C16:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C16:1-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C18-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C18-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C18:1-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C18:1-OH-Acilcarnitina; c.subst.
Pla—C18:2-Acilcarnitina; c.subst.

Pla—Carnitina; c.subst.
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e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades amb malalties lisosomals:

O

Pla—o-fucosidasa; cont.cat.
Pla—oat-Iduronidasa; cont.cat.

Pla—o-manosidasa; cont.cat.
Pla—Amilo-1-6-glucosidasa; cont.cat.
Pla—Arilsulfatasa B; cont.cat.
Pla—Arilsulfatasa C; cont.cat.

Pla—Aspartilglucosaminidasa; cont.cat.
Pla—f-galactosidasa; cont.cat.
Pla—f-glucuronidasa; cont.cat.
Pla—-hexosaminidasa; cont.cat.

Pla—p-manosidasa; cont.cat.
Pla—Heparan-N-sulfatasa; cont.cat.
Pla—Iduronosulfatasa; cont.cat.
Pla—N-acetil-o-galactosaminidasa; cont.cat.
Pla—N-acetilglucosamina-6-sulfat  sulfatasa;
cont.cat.

Pla—N-acetil-neuraminidasa; cont.cat.
Pla—N-acetil-glucosaminidasa; cont.cat.
Pla—Galactosamina-6-sulfat sulfatasa;
cont.cat.

Pla—Hidrolases lisosomiques; cont.cat.

Pla—N-Acetilglucosamina-3-sulfatasa;

cont.cat.

e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades

amb  errors  congénits  del

metabolisme dels aminoacids:

@)

Pla—Alanina; c.subst.
Pla—a-Alanina; c.subst.
Pla—a-Aminobutirat; c.subst.
Pla—Aminoacids; taxon.
Pla—Arginina; c.subst.
Pla—Asparagina; c.subst.
Pla—Aspartat; c.subst.

Pla—-Alanina; c.subst.
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Pla—{-Aminoisobutirat; c.subst.
Pla—Carnosina; c.subst.
Pla—Cistationina; c.subst.
Pla—Cistina; c.subst.
Pla—Citrulina; c.subst.
Pla—0-Hidroxilisina; c.subst.
Pla—Etanolamina; c.subst.
Pla—Fenilalanina; c.subst.
Pla—Glicina;c.subst.; c.subst.
Pla—Glutamat; c.subst.
Pla—Glutamina; c.subst.
Pla—Hidroxiprolina; c.subst.
Pla—Histidina; c.subst.
Pla—Homocistina; c.subst.
Pla—Isoleucina; c.subst.
Pla—I eucina; c.subst.
Pla—TLisina; c.subst.
Pla—Metilhistidina; c.subst.
Pla—Metionina; c.subst.
Pla—Ornitina; c.subst.
Pla—Prolina; c.subst.
Pla—Serina; c.subst.
Pla—Taurina; c.subst.
Pla—Tirosina; c.subst.
Pla—T'reonina; c.subst.
Pla—Triptofan; c.subst.

Pla—Valina; c.subst.

Pla—y-Aminobutirat; c.subst.

Pla—Hidroxilisina-1; c.subst.

e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades

amb desordres metabolics de

glucosaminoglicans:

O

Uri—Condroitin-sulfat A; c.atb.
Uri—Condroitin-sulfat C; c.arb.
Uri—Dermatan-sulfat; c.atb.
Uri—Glucosaminoglicans; taxon.

Uri—Heparan-sulfat; c.arb.
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o Uri—Keratan-sulfat; c.arb.

e Mesurament o examen de propietats biologiques

relacionades amb desordres metabolics de la
creatina:

o Pla—Creatina; c.subst.
o Uri—Creatina; c.subst.
o Pla—Guadininacetat; c.subst.

o Uri—Guadininacetat; c.subst.

Cal destacar que, en lactualitat, espectrometria de
masses s’esta aplicant en Iestudi del projecte profeoma
el qual identificar i

pretén quantificar nous

biomarcadors (metabolits, peptids o proteines
modificades) que permetin el diagnostic, diagnostic
precog, malalties

pronostic 1 seguiment de

cardiovasculars, infeccioses, nefrologiques,
oncologiques, reumatologiques, entre altres. Els
metodes que s’empren en aquest tipus d’estudis soén,
principalment, les
MALDI-TOF/TOF (acronim de langlés matrix-
assited laser desorption-ionitation—Time of fly/ Time of fly),

MALDI-Q/TOF (actonim de Vangles matrix-assited

espectrometries de masses

laser desorption-ionitation—Simple quadrupol/ Time of fly),
SELDI-TOF/TOF (actonim de langles surface-
enbanced laser desorption-ionitation—Time of fly/ Time of
/), SELDI-Q/TOF (acronim de l'anglés surface-
enhanced laser

quadrupol/ Time of fly), ESI-TOF/TOF (acronim de

desorption-ionitation—Simple

Panglés electrosprai ionization—"Time of fly/ Time of fly) i

ESI-Q/TOF  (acronim de langles  electrosprai

ionization—Simple quadrupol/ Time of fly).

Una de les aplicacions d’aquests estudis de perfils
proteics, ja incorporat en els laboratoris clinics,

consisteix en la identificacié diferents
microrganismes (bacteris, fongs i llevats) mitjancant
Pespectrometria de masses MALDI-TOF o ESI-

TOF (14).
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