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Analisi directa per espectrometria de masses: desorcio
per electroesprai (DESI-HRMS)
Direct analysis by mass spectrometry: desorption electrospray

ionization (DESI-HRMS)
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Resum: El notable augment de la utilitzacio de I'analisi directa per espectrometria de masses que s'ha experimentat en aquests
Ultims anys esta directament relacionat amb el desenvolupament de les técniques d'analisi de superficies per espectrometria de
masses a pressio atmosférica (ambient mass spectrometry). En concret, la ionitzacio per desorcio per electroesprai (DESI), una
de les técniques més emprades i que permet realitzar I'analisi directament sobre la superficie de la mostra o després d'haver-la
sotmeés a una minima manipulacio, ha fet possible el desenvolupament de métodes d'analisi molt rapids i aplicables a matrius
complexes, especialment si s'utilitza I'espectrometria de masses d'alta resolucio (HRMS). En aquest treball, es mostren alguns
exemples que pretenen demostrar |'aplicabilitat de DESI-HRMS com a eina de cribratge per a I'analisi de compostos organics
en mostres complexes.

Paraules clau: Analisi de superficies per espectrometria de masses a pressio atmosferica, ionitzacio per desorcio per electroes-
prai (DESI), analisi directa, métodes de cribratge.

Abstract: The recent introduction of ambient ionization mass spectrometry techniques has generated an important progress in
the direct analysis of organic compounds. Specifically, desorption electrospray ionization (DESI), one of the most frequently
used ambient techniques, allows the analysis on the sample surface directly or with minimal sample manipulation. Thus, the
analysis is performed in few seconds and is applicable to complex samples, especially when using high resolution mass spec-
trometry (HRMS). This paper presents some examples showing the applicability of DESI-HRMS for the screening analysis of

organic compounds in complex samples.
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Introduccio

vui dia, els laboratoris de control necessi-
ten metodes de cribratge que permetin
identificar d'una manera rapida les mostres
positives que posteriorment s'hauran de
quantificar. En aquest context, I'analisi di-
recta per espectrometria de masses ofereix

avantatges significatius, com ara I'elimina-
cio de tractaments de mostra tediosos que, a més d'augmentar
considerablement el temps d'analisi, poden resultar discrimi-
nants, si hom pretén identificar compostos desconeguts.

En els ultims anys, el camp de I'analisi directa ha sofert una
notable ampliacié amb I'aparicid de les tecniques d'analisi de
superficies per espectrometria de masses a pressio atmosfeéri-
ca, definida com a ambient mass spectrometry (AMS), que
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permeten la identificacid inequivoca de compostos, tant ma-
joritaris com minoritaris, en mescles i/o matrius complexes,
sobretot si s'utilitza I'espectrometria de masses d'alta resolu-
cié (HRMS) [1]. Aquestes técniques operen en un sistema
obert a pressié atmosferica i permeten |'analisi directa de la
superficie de la mostra sense cap o tan sols amb una minima
manipulacio. Aixo permet I'analisi rapida de mostres solides,
perd també es poden analitzar liquids, solucions congelades i,
fins i tot, gasos adsorbits. La figura 1 mostra les diferents
fonts AMS que s'han desenvolupat classificades segons el
principi d'ionitzacio (esprai, laser, plasma, etc.). Tot i que ac-
tualment s6n moltes les fonts AMS que existeixen, la major
part son prototips desenvolupats amb finalitats investigado-
res. Les fonts AMS més utilitzades que es troben disponibles
comercialment son la font d'ionitzacio per electroesprai
(DESI) [2] i I'analisi directa en temps real (DART) [3].

En DESI, s'utilitza un dissolvent que genera un esprai de gotes
carregades (electroesprai) en aplicar-hi un voltatge elevat
(5kV) i que permet la ionitzacio i la desorcio dels analits de la
superficie de la mostra amb I'ajuda d'un gas de nebulitzacio.
La figura 2 mostra la imatge d'una font DESI comercial. Pel



Ficura 1. Classificacio de les fonts AMS més rellevants segons el mecanisme
d'ionitzacio.

que fa al mecanisme d'ionitzacio, un esprai de gotes carrega-
des impacta sobre la superficie de la mostra, on es realitza in
situ una extraccio solid-liquid. En una segona etapa, les gotes
secundaries carregades que es formen a la superficie i que
contenen els analits extrets i desorbits son impulsades per un
gas de nebulitzacié cap a I'entrada de I'espectrometre de
masses. Es tracta d'una técnica molt rapida (I'analisi es realit-
za en menys de 10 segons) i, per tant, és idonia per al desen-
volupament de metodes de cribratge per als laboratoris de
control. També és utilitzada en I'analisi forense i de restaura-
Cio artistica, aixi com per a I'analisi de compostos descone-
guts, ja que requereix poca mostra i permet I'analisi in situ
sense la necessitat de tractaments que poden resultar discri-
minants [4]. Ara bé, amb aquesta técnica, per evitar proble-
mes de reproductibilitat, sobretot si s'analitza la superficie
d'una mostra no homogenia, cal optimitzar una serie de para-
metres geomeétrics (figura 2) que son critics i que estan direc-
tament relacionats amb I'eficacia d'extraccio i d'ionitzacié
dels analits [5].

D'altra banda, els espectres de masses que s'obtenen sén molt
complexos, la qual cosa implica que calgui recorrer a |'espec-
trometria de masses d'alta resolucio (DESI-HRMS) per evitar
al maxim les interferéncies que puguin afectar la deteccio
dels compostos d'interes. En els métodes desenvolupats per
DESI-HRMS que es comenten en aquest treball, s'ha utilitzat
un espectrometre de masses d'alta resolucié amb un analitza-
dor quadrupol-orbitrap treballant a una resolucio de 70.000
per a una massa de m/z 200. Un cop adquirits els espectres en

Ficura 2. Font d'ionitzacio per desorcio per electroesprai (DESI).

alta resolucio, la identificacio dels compostos en les mostres
positives s'ha dut a terme utilitzant bases de dades al mateix
laboratori (que contenen els compostos que, segons la biblio-
grafia consultada, son caracteristics de la mostra o s'hi poden
trobar) i aplicant els criteris segiients: un error de massa infe-
rior a 5 ppm, una relacid senyal-soroll minimade 3a 1iun
ajust entre el cluster isotopic experimental i el teoric superior
al 80 %.

En aquest treball es presenten dos exemples que pretenen de-
mostrar la capacitat de DESI-HRMS per a la determinacio

de compostos organics en matrius complexes. Es comenten
els avantatges més significatius de la técnica, aixi com les dife-
rents estratégies de manipulacio de la mostra que s'han em-
prat en aquelles matrius la complexitat de les quals no ha
permes I'analisi directa de la mostra.

|dentificacio de polifenols
en fulles de romani

En el primer exemple, s'utilitza DESI-HRMS per estudiar dife-
réncies en la composicio polifenolica de plantes de romani
tractades amb fongs. El romani (Rosmarinus officinalis), una
herba silvestre tipica de la conca mediterrania, €s molt utilit-
zat com a especie culinaria i com a remei casola, ja que pre-
senta propietats antioxidants i antimicrobianes. Recentment,
diversos experiments realitzats a llarg termini han posat de
manifest que la colonitzacio de les plantes de romani amb
fongs micoriza n'afavoreix el creixement i, a més, contribueix
al desenvolupament de la comunitat vegetal general i a I'es-
tabilitzacio dels sols. Per tant, aquestes plantes, que tenen un
baix cost econdomic, podrien tenir un paper important per re-
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meiar i recuperar els sols [6]. Es creu que la simbiosi entre |a
planta i el fong micoriza pot alterar el metaboloma de la plan-
ta i, més concretament, els compostos bioactius que conté,
com ara els polifenols.

En aquest estudi s'ha avaluat si existeixen difereéncies signifi-
catives en la composicio polifenolica de les plantes de romani
inoculades i no inoculades analitzant directament les fulles
per DESI-HRMS.

Un dels problemes de I'analisi directa de mostres solides per
DESI és la baixa reproductibilitat que esta directament rela-
cionada amb la poca homogeneitat de la superficie de la ma-
triu solida. Tal com es pot observar a la figura 3, les fulles de
romani no son planes, i aixd comporta diferéncies en les dis-
tancies entre la superficie, I'agulla de I'electroesprai i I'entra-
da a l'espectrometre de masses, que son els parametres geo-
metrics que condicionen la resposta. Per tal de controlar i
corregir aquesta variabilitat en la resposta, es proposa afegir
un patro, l'arbutina, un polifenol que no és caracteristic de les
plantes de romani, en el solvent de I'electroesprai.

La figura 4 mostra els espectres en alta resolucio obtinguts
d'una mostra inoculada i d'una no inoculada, respectivament.

Ficura 3. Instantania de I'analisi per DESI d'una fulla de romani.

Tant en les mostres inoculades com en les no inoculades s'ha
detectat la preséncia d'acid carnosic, perd en una concentra-
ci6 més gran en les plantes de romani micorizades. A més, en
les mostres inoculades, s'observa la presencia d'altres polife-
nols, com I'acid betulinic, I'anemosapogenin, I'acid ursolic i
I'acid asiatic (figura 4a). Aquests resultats posen de manifest
que es produeix un augment de la produccio de polifenols per
part de la planta quan esta en contacte amb el fong micoriza,
probablement a causa d'un efecte de resposta defensiva da-
vant la colonitzacié fungica amb I'objectiu de combatre la in-
vasio del fong micoriza [7].

Ficura 4. Espectres de masses obtinguts en I'analisi per DESI-HRSM d'una fulla de romani inoculada () i no inoculada (b).



Analisi de contaminacions
creuades de drogues veterinaries
en pinsos

El segon exemple incideix en el problema de contaminacions
creuades en la fabricacio de pinsos. Els pinsos medicats amb
farmacs veterinaris estan estrictament legislats per la Unio
Europea, sota el Reglament (CE) 183/2005 [8]. Ara bé, en ge-
neral, la fabricacio de pinsos medicats i no medicats es realit-
za en la mateixa linia de produccio, la qual cosa provoca el
que es coneix com a contaminacio creuada, atés que traces de
medicaments romanen inevitablement en el circuit de pro-
duccid [9]. Tot i que es troben a baixes concentracions,
aquests residus de farmacs poden representar un risc per a la
salut humana si arriben al consumidor. En aquest context,
I'objectiu de I'estudi ha estat desenvolupar un metode rapid
de cribratge mitjancant DESI-HRMS per a la detecci6 de con-
taminacions creuades de farmacs veterinaris en pinsos.

El desenvolupament del métode [10] ha posat de manifest un
dels problemes que presenta la DESI, que és I'estratégia de
manipulacio de la mostra que cal utilitzar en cada cas con-
cret. El pinso té una textura polsosa dificil d'analitzar direc-
tament i, en conseqiiéncia, si es vol analitzar d'aquesta ma-
nera, cal aplicar algun sistema per fixar la mostra al suport.
La preparacid de pastilles utilitzant una premsa hidraulica no
va permetre dur a terme I'analisi directa, ja que les pastilles
es desmuntaven i contaminaven la font d'ionitzacio, la qual
cosa impossibilitava I'analisi. En aquest cas, 'estratégia que
es proposa passa per realitzar una extraccio solid-liquid uti-
litzant acetonitril com a agent extractant i dipositant 2 uL de
I'extracte sobre una superficie de tefld que, assecada a tem-
peratura ambient, s'analitza per DESI-HRMS. Tot i la manipu-
lacio de la mostra, el temps total d'analisi no supera els 10 mi-
nuts.

La figura 5 mostra, a tall d'exemple, I'espectre de masses ob-
tingut en analitzar una mostra de pinso no medicat. Es pot
observar clarament la preséncia de salinomicina a la mostra.
La validacio del métode duta a terme per UHPLC-MS/MS [11]
ha posat de manifest I'aplicabilitat de la técnica com a eina
de cribratge. En aquest cas concret, la concentracio de salino-
micina a la mostra de pinso no medicat (20 ug - g~') es troba
molt per sobre de la concentracié maxima permesa per la le-
gislacio vigent (0,7 ug - g7').

Ficura 5. DESI-HRMS full-scan d'una mostra no medicada contaminada amb
salinomicina.

Conclusions

Els dos exemples presentats posen de manifest la potencialitat
de la DESI per al desenvolupament de métodes rapids i de cri-
bratge per a I'analisi de mostres solides i liquides. Ara bé, en
I'analisi de matrius complexes, cal I'us de DESI-HRMS per
aconseguir la necessaria selectivitat del métode. Tal com s'ha
demostrat, la técnica permet I'analisi de mostres en el seu es-
tat natiu, per exemple, directament les fulles de romani, enca-
ra que en certes ocasions és necessari manipular la mostra
aplicant l'estrategia Optima en cada cas, que depeén de la natu-
ralesa i la complexitat de la matriu que hom pretén analitzar.
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