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RESUMEN

La masa del electrén ha sido estudiada por diversos cientificos. En este trabajo
de fin de grado se ha empleado la espectrometria de masas de alta resolucion
como método experimental para medir la masa del electron. En concreto, nos
basamos en la formacion de los llamados iones gemelos. Estos iones, que se
forman en algunos farmacos como el ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno o
ketoprofeno, poseen la peculiaridad de presentar la misma composicion
elemental y masa nominal al ionizarse tanto en modo positivo como negativo, lo
qgue los lleva a diferenciarse en sus masas experimentales en dos electrones.
Para ello emplearemos dos analizadores Orbitrap y tiempo de vuelo, permitiendo
la medida de esta diferencia y por tanto, la medida experimental de la masa del
electron. Los resultados se discuten en base a la resolucién de los equipos
usados y la importancia de llevar a cabo una calibracion de masas de los

Mmismaos.

ABSTRACT

The mass of the electron has been studied by various scientists. In this end-of-
degree project, high-resolution mass spectrometry has been used as an
experimental method to measure the mass of the electron. In particular, we rely
on the formation of the so-called twin ions. These ions, which are formed in some
drugs such as ibuprofen, diclofenac, naproxen or ketoprofen, have the peculiarity
of presenting the same elemental composition and nominal mass when ionised
in both positive and negative modes, which leads them to differentiate in their
experimental masses in two electrons. For this we will use two Orbitrap analyzers
and flight time, allowing the measurement of this difference and, therefore, the
experimental measurement of the electron mass. The results are discussed
based on the resolution of the equipment used and the importance of carrying

out a mass calibration of the same.



1. INTRODUCCION

1.1 El electrén

Las particulas que constituyen el universo pueden dividirse en dos grupos:
fermiones y bosones. Los primeros (llamados asi en honor a Enrico Fermi) se
caracterizan por tener espin semi-entero y por seguir el principio de exclusion de
Pauli. Dicho principio recoge que dos fermiones no pueden ocupar el mismo
estado cuantico.

Los bloques fundamentales del Universo observable: electrones (con espin
+ 1/2), protones y neutrones; son fermiones. A diferencia de los dos ultimos, los
electrones son particulas fundamentales, es decir, no estan formados por otras
subparticulas. Los fermiones se agrupan a su vez, segun se vean afectados o
no por la interaccion nuclear fuerte, en dos categorias: quarks y leptones,
respectivamente. Los electrones se encuadran en la segunda categoria [Lieser,
Heinrich, 1996]. Ademas, electron, neutrén y proton son las particulas a partir de
las cuales se construye el universo observable, que supone un 4,95% del total;
siendo el resto un 26.8% de materia oscura y un 68.3% de energia oscura.

Los electrones son fundamentales en el enlace quimico y en la reactividad de
las moléculas, pudiendo afirmarse que la estructura atdbmica de la materia y su
dinamica estan profundamente determinadas por propiedades intrinsecas del
electrbn como son su carga 0 su masa. La carga eléctrica que presenta un
electron es de 1.602-101° C y se fija como negativa, en contraposicion a la carga
positiva del proton. En cuanto a su masa, los electrones son cuatro 6rdenes de
magnitud mas ligeros que los protones y neutrones. El valor de la masa del
electron (me) esta estrechamente relacionado con ciertas constantes fisicas,

como la constante de Rydberg [Cohen, 1952].

mee*
8€g2h3c

=1,0973710’m™t (1)

0 —

e: Unidad de carga elemental.

€,. Permitividad del vacio.



h: Constante de Planck.
c: La velocidad de propagacion de las ondas electromagnéticas en el
vacio.
La masa del electron es también una cantidad esencial para la electrodinamica
cuantica (QED), que es la teoria cuantica del campo electromagnético. Esta
disciplina, que la Enciclopedia Britanica define como una teoria relativista, se
encarga del estudio de las interacciones de las particulas cargadas con el campo

electromagnético.

1.2 Historia del descubrimiento y caracterizacion de las propiedades del

electron.

La importancia del electron ha motivado que la caracterizacion de sus
propiedades y, especificamente, la busqueda de un valor preciso Yy
universalmente aceptado para su masa haya sido objeto de un continuo esfuerzo
desde principios del siglo XX. No en vano, el descubrimiento y posterior estudio
y caracterizacion de las propiedades fisicas del electrén, incluida su masa,
valieron la concesion de dos premios Nobel de Fisica. El primero fue para J. J.
Thomson en 1906, “como reconocimiento al gran mérito de sus investigaciones
tedricas y experimentales en la conduccién de la electricidad generada por los
gases”. [Thomson, 2014].

Afos mas tarde, en 1923, le fue concedido a R. A. Millikan, primordialmente “por
sus trabajos para determinar el valor de la carga del electron y el efecto
fotoeléctrico” [Millikan, 2014].

Para realizar un recorrido histérico por los distintos experimentos que
cronoldgicamente se han dedicado a la determinacién de la masa del electron,

hay que remontarse a mediados del siglo XIX.

1.2.1 Los tubos de descarga y los rayos catodicos.



Figura 1.1. Tubo de descarga de Crookes con cruz de malta.
[Figueroa-fagadini, 2017].

Uno de los experimentos cruciales que condujo a la determinacion de la masa
del electron fue el del tubo de descarga, que posteriormente se conocié como
tubo de rayos catédicos. En 1791, Michael Faraday, construyé el primer CTR
(cathode rays tube) para estudiar la conductividad eléctrica en gases, al hacer
pasar la electricidad a través de tubos de vidrio sometidos a vacio, en cuyos
extremos habia un par de electrodos, observando un arco de luz dentro del tubo.
Sin embargo, no pudo observar nada mas debido a que no disponia de bombas
con las que realizar un buen vacio.

En 1857, H. Greisser disefid los primeros tubos de vidrio con un gran vacio. Al
colocarle un par de electrodos en sus extremos, observo una extrafia luz emitida
dentro del tubo, aparentemente debida al poco gas que habia en su interior [Dahl,
1997].

Afios mas tarde, W. Crookes desarroll6 un nuevo tubo de descarga ayudado por
una bomba de vacio mucho méas potente que el estudio anterior de Greisser.
Observo como el brillo fluorescente que se observaba era mas intenso al
desalojar el aire. Este brillo se concentraba en el catodo y se propagaba de
manera rectilinea hacia el anodo.

Poco después, los cientificos de la época empezaron a fabricar tubos de
descarga con ciertas modificaciones. En 1869, J. Plucker construyé un nuevo
tubo de descarga (Figura 1.1) que contenia una pieza de cruz de malta y en el

extremo del vidrio estaba recubierto de un material fluorescente. Pudo observar



gue dichos rayos al chocar con la pieza formaban una sombra en el interior del
tubo en forma de cruz de Malta, ademas observé que al acercar un iman al anodo
la posicion de la imagen podia ser modificada [Dahl, 1997]. A raiz de dichas
observaciones, una de las primeras hipotesis sobre la naturaleza de estos rayos
fue desarrollada por W. Crookes, que postulé que dichos rayos estaban
formados por particulas cargadas negativamente, lo que justifica la sombra
formada en el extremo del tubo [Dahl, 1997].

En 1876, E. Goldstein nombré a estos rayos como “rayos catddicos” ya que se
generaban en el catodo. Ademas, demostrd que no dependen del material de los
electrodos. En 1895, J.B. Perrin observé que los rayos catddicos depositaban
carga en un electroscopio (aparato que sirve para conocer Si un cuerpo esta
electrizado y permite, en caso afirmativo, determinar su signo, afirmando pues
gue se trataba de particulas cargadas [Esteban, 2016] [Dahl, 1997].

En la misma época, H. Hertz y su alumno P. Lenard estudiaban los rayos
catddicos sosteniendo la hipétesis de que se trataba de ondas
electromagnéticas. Para comprobarlo, intentaron sacar los rayos del tubo de
descarga. En un primer experimento disefid un tubo de descarga de cuarzo, pero
este detenia los rayos al igual que el vidrio.

En 1892 tras descubrir que podian atravesar el metal si eran lo suficientemente
fino, P. Lenard comenzd a construir tubos de descarga con metales cada vez
mas delgados hasta que consiguié una ventana de aluminio. En el tubo de
descarga hizo un pequefio agujero en el extremo y lo recubri6é con varias capas
de metal muy finas. Al poner unas sales de fésforo frente al aluminio, (fuera del
tubo) las sales brillaron fluorescentemente. Siguié experimentando con estos
rayos comprobando asi que, cuanto mas densa era la sustancia que tenian que
atravesar los rayos, mas se absorbian y mas dificultad tenian estos para
atravesarla. Algo que hacia dudar su hipotesis. Sin embargo, comprobd que
cuanto mejor era el vacio en la habitaciéon donde llevaba a cabo el experimento,
mejor se trasmitian los rayos reforzando, asi, la idea de que dichos rayos se
trataban de “vibraciones del éter”. En su ultimo experimento también desvio los
rayos con un iman, por lo que sugirio que se trataba de electricidad sin masa. En
definitiva, P. Lenard pudo confirmar que los rayos provenian del catodo, que su

aparicion no dependia del material de éste y que su brillo dependia de la presién



del gas del interior del tubo. P. Lenard recibio el Premio Nobel en 1905 “por su

trabajo con los rayos catédicos” [Lenard, 2014] [Homme, 1996].

1.3 Los experimentos de J.J. Thomson.

Toda esta controversia acerca de la naturaleza corpuscular y ondulatoria de los
rayos catodicos no fue resuelta hasta los hallazgos de J.J. Thomson que, en
1896, repitié los experimentos de W. Crookes mejorando el tubo de descarga,
de tal forma que consiguio un vacio mayor. Ademas, enfrenté catodo y anodo e
hizo una pequefa abertura en el &nodo para que el haz pasara a través de él.
En un primer experimento, J.J Thomson construy6 un tubo de rayos catddicos
en cuyos extremos tenia dos ranuras y estaba conectado a un electrometro
(aparato para medir cargas eléctricas emitidas por un cuerpo). A su vez, el tubo
estaba sujeto a un campo magnético ejercido por dos placas metalicas
dispuestas a mitad de este, en un intento de desviar los rayos magnéticamente.
Para ello aplicé un ligero voltaje y estableci6 un campo magnético a través de
dichas placas con la ayuda de un iman observando que al pasar el rayo a través
de ellas se desviaba de su direccion rectilinea original (se alejaban de la placa
cargada negativamente a la cargada positivamente). Comprobé que al desviarlos
se registraba poca carga en el electrémetro, deduciendo que los rayos y la carga
negativa eran inseparables [Berry, Rice, Ross, 2001].

En el segundo experimento, J.J Thomson queria comprobar si los rayos también
se desviaban por aplicacion de un campo eléctrico, algo que nadie habia
comprobado. Para ello, construy6 un nuevo tubo (Figura 1.2) mejorando el vacio
y recubriendo extremo el anodo con pintura fluorescente, de forma que se

iluminaba al impactar los rayos, observando que también se desviaban.
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Figura 1.2. Tubo de rayos catddicos empleado por J.J. Thomson para observar la
desviacion del haz de rayos catodicos por efecto de un campo eléctrico [Uribe-Mejia,
2011].

Con estos dos experimentos pudo concluir que los rayos catodicos estaban
formados por lo que él llamo “corpusculos” que procedian del interior de los
atomos de los electrodos. De ahi dedujo que el atomo era divisible y con esta
idea elabord su modelo atémico “el pudin de pasas”.

En su tercer experimento quiso emplear lo observado en sus experimentos
anteriores para poder medir la relacion carga masa del electrén. Para ello
construy6 un nuevo tubo con un vacio casi perfecto en el que dispuso dos placas
metélicas cargadas eléctricamente una positiva y otra negativamente, un iman y

un electrometro, tal como se muestra en la Figura 1.3.

(Qén’a

Cétodo (=)  Anodo (+) | 'I'
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Figura 1.3. Tubo de rayos catodicos empleado por J.J.Thomson para determinar la
velocidad de la particula [hewlett, 2018].

La idea de J.J. Thomson era que si se compensaba un campo con el otro se
igualarian la fuerza eléctrica y magnética, podria determinarse la velocidad del
crepusculo e indirectamente la relacién entre su carga y su masa .Para ello
desvi6 el rayo mediante un campo magnético y seguidamente por modulaciones
de la intensidad de campo eléctrico centr6 el haz en el centro de la cobertura
fluorescente del interior del tubo ,considerandose entonces que ambas
fuerzas(magnética y eléctrica) se igualaban, por lo que la velocidad de la

particula (v, ) vendria determinada por:

V== (2)

E: Campo eléctrico.



B: Campo magnético.

Una vez determinada su velocidad y aplicando sélo el campo eléctrico pudo
hallar la relaciébn carga/masa del electrén, siguiendo una metodologia que se
sienta las bases de la espectrometria de masas. Cuando se aplica campo, la
particula estd sometida a la fuerza eléctrica ejercida por las placas metalicas y
mientras las atraviesa sigue un movimiento curvilineo uniformemente acelerado
(Figura 1.4) [Berry, Rice, Ross, 2001].

AT

|++++++++

Figura 1.4. Trayectoria seguida por la particula al pasar por el condensador y después

de salir del haz hacia la pantalla [Franco-Garcia, 20002].

Las ecuaciones del movimiento para la particula en la direccién X, paralela al

desplazamiento del electrén en el campo seran:

a,=0; v, =vy; Xx =1, (3)

y perpendicular a la direccion del campo eléctrico en el eje y:

E 1
ay_% ; Uy = ayt; y=5ayt2 4)
Por tanto, si:
t== (5)

Vo



donde L es la longitud del condensador (de las placas metalicas), la desviacion

vertical que sufre la particula (y) por la accion del campo (Figura 1.7) vendra

dada por:
2
y=3nEs (6

Después, al salir del condensador, la particula sigue un movimiento rectilineo
uniforme hasta que impacta en la pantalla. La desviacion total de la particula

hasta que impacta en la pantalla, d en la Figura 8, viene determinada por:

d=y+2D =%E1:—2(§+D) (7)
[Tipler, 2009]

donde v, y v, son las componentes de la velocidad de la particula en ambas
direcciones, y D la distancia desde las placas metdlicas a la pared. A partir de la
expresion (7), J.J. Thomson obtuvo que la relacidbn carga/masa para los
portadores de la carga 1.758820-10'' C/Kg, era mil veces superior a aquella
conocida para el ion hidrégeno por lo que o esta particula era muy ligera o su
carga era muy elevada.

Finalmente, con el descubrimiento de los rayos X por Roentgen en 1895, J.J.
Thomson propuso a H.A. Wilson estudiar esos rayos en medios supersaturados
con su cadmara de niebla en 1899. Dicha camara, que se muestra en la Figura
1.5, consiste en un recipiente herméticamente sellado en cuyo interior hay una
mezcla de vapor de alcohol y aire. El fondo de la camara se mantiene a bajas
temperaturas con CO: sélido. De tal forma que, al contactar el alcohol con el
fondo del recipiente, se forma una capa de vapor de alcohol por debajo de su
temperatura de condensacion en un estado tan inestable que cualquier
perturbacion hace que se formen gotas de alcohol liquido. El paso de cualquier
particula cargada con energia suficiente para atravesar la camara da lugar a la
formacion de iones que actian como nucleos de condensacion sobre los que
crecen las gotas de alcohol, formandose asi estelas de niebla [Andrade,
Martinez, 1993]. Este dispositivo fue utilizado para descubrir la primera particula
de masa intermedia: el muon. Ademas, le otorgd a H.A Wilson el premio nobel
en 1927 por su método de hacer visibles las rutas de particulas cargadas

eléctricamente por condensacion de vapor [Wilson, 2014].
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Figura 1.5. Camara de niebla empleada por Thomson y H.A. Wilson para determinar la
carga del electron [Troncoso-Iribarren, 2015].

Con esta idea, J.J. Thomson, H.A Wilson y Townsend, decidieron por separado
medir la masa de la gota que se formaba alrededor de cada ion. Este tipo de
ionizacién se podia asociar con la pérdida de un electrén por parte de la
molécula, por lo cual, pudieron determinar la carga del electrén.

J.J Thomson y su alumno Townsend utilizaron la electroélisis para producir iones
gaseosos cargados que formaban una nube cuando se hacia pasar por agua.
Asi, media la masa de la nube por variacion en el peso de los tubos de secado;
la carga total la media a través de un electrometro, pudiendo determinar el radio
medio de la gota de agua observando la velocidad de caida de la nube debido a
la gravedad. A.H. Wilson produjo nubes entre las placas de un condensador y
midi6 la velocidad de caida de las gotas cuando actuaba la gravedad y cuando
ademas de la gravedad, actuaba el campo eléctrico. Obtuvieron un valor para la
carga de 1.6021 X 10'° coulomb, aunque sus medidas se vieron con cierta
desconfianza [Tipler, 2009] [Thomson, 1897].

1.4 Los experimentos de R. A. Millikan.

Con la idea tomada por J.J. Thomson de medir experimentalmente la carga del
electréon con la camara de niebla de H. Wilson, R. Millikan en 1906, decidio repetir
el experimento, encontrando que el método utilizado por J.J. Thomson conducia
a muchos errores, por lo que encargo a su alumno H. Fletcher mejorar el método

experimental.

10
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Figura 1.6. Camara de niebla empleada Figura 1.7, Esquema ilustrativo de la
por R. Millikan [Wales, Sanger, 2018]. Medicién de la masa del electron con la
camara de niebla [Castafios, 2016]

En las Figuras 1.6 y 1.7 se muestra el método disefiado por H. Fletcher. Este
consistia en una camara de niebla con una abertura superior dénde se
introducian gotas de aceite mediante un pulverizador. Al contacto con la niebla
de Rayos x, se concluyd que estas se cargaban negativamente, siendo la carga
gue adquirian siempre un multiplo de una cantidad, que R.A. Millikan supuso que
era un valor fundamental, la cual dedujo segun el siguiente procedimiento. En
primer lugar, midio la velocidad de caida de las gotas en la cAmara en ausencia
de un campo eléctrico. Por acciébn de la gravedad, dichas gotas caian
verticalmente hacia el microscopio sometidas a su vez a una fuerza de fricciéon
con el aire en sentido contrario [Serway, 1997].

En la ecuacion (8) se igualan la fuerza de friccion, (Fr) y la fuerza peso (F; ), lo

gue ocurre cuando la gota alcanza su velocidad terminal:
Fr=Fg (8)
La fuerza de friccién debida a la viscosidad se puede calcular a partir de la ley

de Stokes y tiene la presente forma:

Fp = 6mnrv  (9)

11



siendo n la viscosidad del aceite, v la velocidad de caida de la gota, m su masa,
r su radio y g la aceleracion de la gravedad.

El radio de la gota puede determinarse asumiendo que las gotas son esferas
perfectas a través de la expresion para la masa aparente (fuerza peso menos

fuerza de impulso vertical) de las mismas:
4
Fg =mr°g(p — paire)  (10)
igualando las expresiones 8,9y 10.

2 _ Ianv
= 29(p—paire) (11)

p: es la densidad del aceite.
Si se aplica un campo eléctrico cuya actuaciéon compense la fuerza de friccién y
el peso, de tal manera que con ayuda del microscopio pudo observar, mediante
ajuste en el voltaje, como estas gotas cargadas negativamente por la niebla de

Rayos X ascendian a una nueva velocidad terminal (vg), cuando se cumple:
FE =FG+FFI (12)

ya que no hay que perder de vista qué al ascender la gota, la fuerza de gravedad,
F;, y las de rozamiento, F' , actuaran en sentido contrario a la fuerza eléctrica,
Fg. Por tanto, la velocidad ascendente de la gota en presencia de campo, vg,

viene determinada por:

__ QqE-Fg
Ve = 6nnr (13)

Sustituyendo la expresiéon 10 en la 13, y teniendo en cuenta la relacién 11, se

despeja la carga del electron obteniendo:

q= w (14)

12



De forma que puede medirse como una gota, de masa y radio constantes, cae y
asciende a unas velocidades determinadas en funcion de que se desactive o se
active un determinado campo eléctrico; teniendo presente que estas velocidades
suelen ser del orden de cm/s.

Para obtener de manera inequivoca la carga del electron midio las cargas de 58

gotas de aceite. El valor obtenido para la carga del electrén fue de:

q= 1,592 x1071°C

[Pefa, Muntaner, 1972]

Una vez obtenido este valor, junto con la relacibn masa-carga que obtuvo J.J.
Thomson con los rayos catodicos (en dicho experimento solo podiamos obtener

esa relacion), se pudo calcular una primera masa del electrén:

m = 9,051 10731 kg
[Millikan,1911]

En la actualidad existe cierta controversia en el experimento de Millikan, ya que
a pesar de que el valor que obtuvo para la carga del electron fue muy aproximado
al que hoy en dia conocemos, muchos cientificos tachan su experimento como
un fraude debido a que al obtener los escritos de Millikan pudieron ver que en
las anotaciones tomadas, no trabajé con 58 gotas si no con 175, con la salvedad
de que se reportaron aquellas que se ajustaban mejor al valor que él habia dado
ya que muchas se alejaban bastante de dicho valor.

Otros defienden que no se trataba de un fraude, si no que su astucia e
inteligencia le hizo intuir que muchas de estas gotas estaban afectadas por el
movimiento browniano (movimiento aleatorio de particulas que se encuentran en
un medio fluido por el choche de estas con las moléculas del fluido) y debia de

introducirse correcciones en la ley de Stokes para calcular la carga.
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1.5 Desde el descubrimiento de Millikan hasta la actualidad

Desde el experimento de Millikan, con el que se pudo obtener una aproximacion
muy buena de la masa del electron, se han llevado a cabo varias investigaciones
alo largo de los afios a modo tedrico y, gracias al desarrollo de tecnologias como
la espectrometria de masas en las Ultimas décadas, se ha podido obtener un
valor de masa con mayor exactitud experimentalmente, gracias a la combinacion
de diferentes técnicas analiticas que explicaremos a continuacion.

En 1995 llevaron a cabo la determinacion la masa del electron utilizando
espectrometria de masa con trampa de iones. Para ello, midieron la frecuencia
ciclotrénica del electrén y del protén utilizando iones C8* y asumiendo un valor
tedrico de la masa del proton. Esta investigacién obtuvo un valor muy preciso y
sirvié de referencia para muchas investigaciones [Farnham, Van Dyck,1995].
En 2002, se llevo a cabo la determinacion del electrén utilizando espectroscopia
de radiacion microondas con una doble trampa de iones. La radiacion
microondas provoca transiciones del spin iguales a la frecuencia de precesion
de Larmor, de tal manera que midiendo la frecuencia de precesion de Larmor
para 55C , pudieron determinar la masa del electron con bastante exactitud con
la novedad de utilizar una doble trampa [Beier, Haffner, 2002].

En 2005, Ferrer y Thurman propusieron una aproximacion para medir la masa
del electron basada en la medida de iones gemelos o “twin ions”, aquellos que
presentan diferente carga eléctrica pero la misma composicién elemental.
Empleando espectrometria der masas de alta resolucion acoplada a un
cromatdgrafo de liquidos fueron capaces de medir con exactitud la masa del
electron. por diferencia de masa de los “Twin-ions” [Ferrer, Thurman, 2005].

En 2011 llevaron a cabo la determinacion de la masa del electron utilizando
espectroscopia laser (UV-Vis). Empleando dos laseres que se contrapropagan y
que inducen los antiprotones de helio (pHe™, pHe*?) a niveles virtuales de alta
energia que cancelan el efecto Dooper y disminuyen la agitacion térmica, de tal
manera que pudieron hallar con alta precision la razén masa/carga del electron
y de ahi la masa del electrén [Hori, Soter, 2011].

Por ultimo, en 2014 llevaron a cabo la determinacion de la masa del electron
utilizando los mismos fundamentos en los que se basO Beier y col. [Beier,

Haffner,2002]. Sin embargo, emplearon ciertas innovaciones en el método como
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es el uso de una triple trampa de iones que mejoro la exactitud de la medida

[Sturm, Kohler, 2014].

Tabla 1.1. Referencias del estudio del electrén.

Técnica empleada

Masa del electrén (u)

Referencias

Espectrometria de
masas con trampa de
iones
Espectrofotometria de
microondas/MS/Doble
trampa de iones

Espectrometria de
masas de alta
resolucioén

Espectrofotometria de
fotones del antiproton
de helio
Espectrometria de
masas con triple
trampa de iones

0.00054857991

0.00054857990924

0.00059
0.00065
0.00062

0.0005485799091

0.000548909067

[Farnham, Van
Dyck,1995].

[Beier, Haffner,
2002]

[Ferrer,
Thurman,
2005]
[Hori,
2011].

Soter,

[Sturm, Kohler,
2014]

*u: Unidad de masa atomica empleada por el sistema internacional de medida.

A modo tedrico se han obtenido estos valores:

Tabla 1.2: Otras referencias de la determinacion de la masa de electrén a modo teérico.

Masa del electron(u)

Referencias

54,895x10E-5

0,000548579069

0,000548479909065

[Cohen, E.R., 1952]

[Kohler, s., Sturm, S., 2015]

[Zatorski, J.,
2017]

Sikora, B.,

2. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION

Una de las herramientas descritas para la determinacion de la masa del electrén

es la espectrometria de masas. Esta técnica nos permite determinar el peso

molecular de un compuesto, asi como asistir a la elucidacién estructural o
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identificacion de un analito dado. Las caracteristicas principales de la

espectrometrl’a de masas son:

» Alta aplicabilidad: la mayoria de las sustancias dan un espectro.

» Selectividad: el alto poder de resolucién con el que se trabaja en estos
equipos nos permite la separacion y seleccion de una sustancia del resto
de la muestra compleja.

» Especificidad: se pueden medir masas exactas de compuestos con mas

de cuatro cifras decimales.
» Sensibilidad: niveles de detencion del rango de los fentomoles.

En el espectrometro de masas, durante la etapa de ionizacién se generan iones
en fase gas a partir de la muestra, que se puede introducir en diferentes estados
de agregacion; posteriormente dentro del analizador de masas y de acuerdo con
diferentes principios fisicos en funcién del analizador empleado, se produce la
separacion de los iones generados en funcion de su relacion masa/carga (m/z).
A causa de esto, se registra la abundancia relativa de cada ion. Por ultimo, dicha
corriente de electrones es amplificada y registrada por un detector al que
finalmente, con ayuda de un software, se traduce la informacién obtenida. El
software nos reporta un espectro de masas (Figura 2.1), la representacion
grafica de la abundancia de cada uno de los iones en funcion de su relacién
masa a carga. En el eje y se representa la intensidad absoluta de los iones, y en

el eje x la relacion masa/carga de los iones.

En muchas ocasiones, el espectro es muy complicado debido a la gran
fragmentacién producida por la fuente de ionizacién. El analisis de dicho
espectro nos permite conocer la masa molecular de nuestro compuesto objeto
de estudio, asi como algunas caracteristicas de su estructura y la compaosicion

elemental [Gross, 2017].
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Figura 2.1. Espectro de masas tipico obtenido con una fuente de ionizacién de impacto

electronico.
Unidades de medida en espectrometria de masas:

Unidad de masa atomica (uma): la unidad de masa atomica unificada (u) o

Dalton (Da) es una unidad de masas y se define como la doceava parte (1/12)
de la masa de un atomo neutro y no enlazado de 12C en su estado fundamental
eléctrico y nuclear y equivale a 1,66053892173 x 10?7 kg.

Unidad de carga eléctrica: en el Sistema Internacional de Unidades, la unidad

de carga eléctrica se denomina culombio (simbolo C) y se define como la
cantidad de carga que a la distancia de 1 metro ejerce sobre otra cantidad de
carga igual, la fuerza de 9x 10°N.

1 Columbio: 6,25 x 10*® electrones libres.

Carga de un electrén: 1.602176 x 10-1°C.

Unidad de relacién masa/carga (m/z):

La unidad de medida para la relacion masa/carga correcta son los Thomson (Th),
aunque es un término cada vez menos usado segun la IUPAC [Murray et al.,
2013]. Esta equivale a la unidad de masa unificada (uma) entre la carga que
porta un electron (e). Sin embargo, se suele expresar dicha unidad como Dalton,

aunque los Dalton sélo se refieran a la masa.

1 Th = 1.036426x 108 kg/C.
Masa de un electrén: 9.10938356 x 103! kg.
m/z de un electrén: 0.00054858 Th.
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Los principales elementos que constituyen un espectrémetro de masas se

muestran en la Figura 2.2. y son los siguientes:
» Sistema de introduccion de muestra y fuente de ionizacion.
» Analizador(es)

» Detector y procesado de datos

Introduccién Fuente

Muestra lonizacién [ Anolizador g Detector

. GC ° El * Cuadrupolo (QQQ) « Library
. LC *Cl * Trampa
* Infusién directa *MALDI ¢ TOlf
* Sonda de sélidos * ESI *Orbitrap
* APCI * FT-ICR Sistema de vacio:
*Qaq
*Q-Orbitrap
-5 1L 108
*Q-TOF 10 107° tor
I
* MS/MS - Q/TOF, TOF/TOF
* HRMS
* LRMS

Figura 2.2. Esquema general de los elementos de un equipo de espectrometria
de masas.

Las etapas en un experimento en espectrometria de masas son las siguientes:
» Introduccion de la muestra
» lonizacion de la muestra y generacion de los iones en fase gas.
» Separacion de los iones en funcién de su masa a carga.
» Medida de la cantidad de iones de cada relacion masa a carga.

Ademas, el espectrometro debe operar a alto vacio para evitar colisiones entre
moléculas y iones, para asegurar una trayectoria rectilinea, disminuir el ruido de
fondo y aumentar la sensibilidad del equipo. En funcion de la configuracion del

equipo, el vacio podra colocarse antes o después de la fuente de ionizacion. En
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nuestro caso, como el sistema de introduccion de muestra es un cromatografo
de liquidos (HPLC) o bien un sistema de infusién directa con una bomba y una
jeringa, la muestra se introducia en el sistema en forma de una disolucion.
Debido a esto, el vacio esta inmediatamente después de la ionizacion de la
muestra que se realiza a presion atmosférica empleando ionizacion por
electropulverizacion o electrospray (ESI). Las bombas de vacio empleadas para
estos equipos son: bombas rotatorias de vacio, bombas de difusion de aceite y
bombas de vacio diferencial. Estas ultimas son combinacion de una bomba
mecanica y una bomba turbo molecular, como se describe en la Figura 2.3.
[Watson, Sparkman, 2007].

Aspas rotatorias

Aspa fija

Hacia el sistema
devacio ——— 0% o

Motor

Figura 2.3. Esquema de una bomba turbo-molecular.

2.1 Introduccion de muestra y sistemas de introduccion de muestra.

A la hora de introducir la muestra en el espectrémetro de masas lo podemos
hacer mediante una sonda o mediante sistemas cromatograficos, siendo estos
altimos los mas empleados. Un sistema cromatografico nos permite separar y
posteriormente analizar todos los analitos presentes en una muestra. Segun el
estado de agregacion de nuestra muestra, el sistema cromatografico acoplado
al espectrometro de masas sera HPLC), cuando se trabaje con muestras en
estado liquido poco volatiles y de alto peso molecular; o un cromatégrafo de
gases, si estudiamos compuestos volatiles, térmicamente estables, de menor

peso molecular [Hoffmann, 2007].
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2.2 lonizacion de la muestra y sistemas de ionizacion.

Una vez que la muestra ha sido separada en sus diferentes analitos por el HPLC,
ésta debe ser ionizada. Hay diferentes fuentes de ionizacién segun el analito y
la finalidad con la que hagamos el analisis. Nuestra fuente de ionizacion
empleada ha sido una fuente de electrospray tanto en modo positivo como

negativo.

En una fuente de ionizacion no solo se puede llevar a cabo la ionizacion de los
analitos, sino que ademas dichos compuestos pueden romperse mediante
reacciones de fragmentacion reproducibles dando lugar a fragmentos o iones
producto. La formacion de fragmentos en espectrometria de masas es muy (til
para obtener informacion quimica y estructural de un compuesto dado. En
funcion de las caracteristicas de la fuente de ionizaciébn empleada, se podran
producir gran cantidad de fragmentos como es el caso de una fuente por impacto
electronico, considerada de intensidad muy fuerte; o ninguno o muy pocos
fragmentos como en el caso de la fuente ESI, considerada como una fuente

suave.

Las fuentes de ionizacion originan a partir de moléculas neutras, iones en fase
gaseosa, generalmente con una Unica carga, negativa o positiva. En ocasiones,
al trabajar con biomoléculas de elevado peso molecular, se forman iones
policargados necesitan de mas de una carga, de tal manera que el numero de
cargas eléctricas adquirido por un compuesto dado se conoce como estado de
carga [Gross, 2017]. La mayor ventaja que presentan las fuentes ESI es que
permite el andlisis de moléculas térmicamente inestables y compuestos poco
volatiles de elevado peso molecular. EI ESI puede trabajar tanto en modo
positivo como negativo. La ionizacion producida es suave por lo que no produce
gran cantidad de fragmentos, pudiendo determinarse la composicion elemental

del analito.

La fuente ESI opera de la siguiente forma (Figura 2.4): los analitos, que se
encuentran a presion atmosférica, se hacen pasar por un capilar muy fino
acabado en punta, al cual se aplica una diferencia de potencial con respecto a

la entrada del espectrémetro de masas. Un gas nebulizador esta continuamente
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pasando a una elevada presion, de tal manera que la muestra al llegar al extremo
del capilar es nebulizada en forma de pequefas gotas de aerosol cargadas
eléctricamente por la accion del campo eléctrico donde ya se produce la
ionizacion de las especies con mayor afinidad. Al mismo tiempo, otro flujo de gas
calentado que circula a contracorriente llamado gas de secado, produce la
desolvatacion de las gotas hasta que finalmente debido a la fisiobn producida por
explosion coulémbica (Figura 2.5), los iones vencen la tension superficial de la
gota y pasan a fase gaseosa. Por ultimo, los iones de polaridad adecuada entran
en el espectrometro de masas tanto por la accion del campo eléctrico como por
el gradiente de presién ejercido por el alto vacio, que ya se aplica a la entrada
del espectrémetro de masas [Watson, Sparkman, 2007].

Entrada MS

Desolvatacién y fisién

:u,::;;\nliz.-(!<)| — {:?;%‘ g

. =r"
Droplet Formation \:‘ * II
X M
-
Generacién de iones

en fase gaseosa

[

Gas de secado

GRADIENTE DE CAMPO ELECTRICO
GRADIENTE DE PRESION

L

Figura 2.4. Descripcién esquematica de una fuente ESI.

Rayleigh  coulomb

Evaporation ——m " |imit explosion Evaporation ———3= Analyte ion

reached@ ® °° P
@ > ® g0 @*@*@\@

Figura 2.5. Proceso de desolvataciéon de los iones.

2.3 Separacion de los iones y fragmentacion

La siguiente etapa es la separacion de los iones formados. El espectrometro de
masas consta de uno o varios analizadores. Dichos analizadores se pueden
distinguir, entre otras propiedades, por el poder de resolucion. La resolucion es
un parametro muy importante en un equipo de espectrometria de mas masas ya

gue de él depende la exactitud en la masa de nuestro iones y por lo tanto, de
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poder diferenciar entre compuesto de masas muy parecidas. Para el calculo de
la resolucion, se suele usar el criterio de anchura maxima a mitad de altura o
Full-width at half-maximum (FWHM), de forma que la resolucion se calcula
individualmente dividiendo el valor de m/z entre la anchura experimental del ion
medido a mitad de altura del mismo. Se trata por tanto de una medida relativa

adimensional [Gross, 2017].

La fragmentacion, aunque se puede dar en la propia fuente de ionizacion, lo
normal es que se lleve a cabo en el analizador de masas, que actia como una
camara de colisiones, donde de forma controlada y reproducible se producen las
reacciones de fragmentacion. Esto se lleva a cabo generalmente en los
analizadores en tandem, es decir, varios analizadores dispuestos linealmente,
donde en cada uno de ellos se lleva a cabo la acumulacion, fragmentacion y
seleccion de los iones precursor y producto, algunos de ellos son: el triple
cuadrupolo o la trampa de iones. También se suele emplear los conocidos
analizadores hibridos formados por la combinacién de varios analizadores de
diferente clase como pueden ser el cuadrupolo-TOF vy triple cuadrupolo-trampa
de iones. En el presente TFG, se ha empleado un analizador sencillo de tiempo
de vuelo (TOF) y un analizador hibrido cuadrupolo/orbitrap.

Analizador TOF (tiempo de vuelo)

En el analizador de tiempo de vuelo los iones son acelerados mediante un
impulso eléctrico constante e igual para todos los iones, generandoles una cierta
energia cinética. Dicha energia cinética es empleada por los iones para recorrer
un tubo de vuelo de una longitud constante sobre el que no actia ningin campo.

El tiempo de llegada varia en funcion de su masa a carga ya que:

Ec = g x v (15) también la energia cinética se puede expresar como:
EC = %mv2 (16)
Combinando ambas expresiones obtenemos que:

%mv2 = qv (17)
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Por lo tanto:

v=(2L)2(18)  [Ferrer, 2003]
De tal manera que la velocidad de llegada de los iones al detector es
inversamente proporcional a la masa. Esto genera que los iones mas ligeros
lleguen antes que los méas pesados. Considerando constantes la energia
suministrada y la carga, la medicion del tiempo de vuelo de los iones hasta su
llegada al detector nos permite determinar de manera precisa la masa de cada
ion que llega al detector.

Es muy importante tener controlada la temperatura de trabajo del analizador
debido a que elevadas temperaturas provocan dilatacion de nuestro tubo
analizador en sus paredes, de tal manera que nuestros iones no podrian llegar
al detector en su debido tiempo por el estrechamiento, dando lugar a errores de
medida.

Analizador Orbitrap.

El analizador Orbitrap fue disefiado y patentado por Makarov a finales de los
afios 90 [Makarov, 2000]. Este analizador suele ir acoplado de una trampa de
iones lineal o un cuadrupolo por lo que se considera un analizador en tandem
hibrido. El cuadrupolo o la trampa se utilizan para la fragmentacion de iones
cuando realizamos una espectrometria de masas en tandem. En la Figura 2.6 se
representa el Orbitrap. Esta compuesto por dos electrodos, uno tubular externo
y una barra en forma de huso. Los iones al llegar a este analizador son
introducidos perpendicularmente adquiriendo un movimiento radial alrededor del
huso y un movimiento axial periédico, cuyas frecuencias depende de su masa a
carga. El electrodo exterior esta dividido en dos mitades por su centro, por lo que
el movimiento periodico de los iones genera entre las dos mitades del electrodo
una corriente inducida o sefial imagen, que puede medirse para determinar
relacion masa a carga de los iones. La sefial registrada por estos equipos es una
seflal compleja (interferograma) por lo que para facilitar el procesamiento de
datos se le suele aplicar a la sefial el método matematico de la transformada de

Fourier.
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Figura 2.6 Analizador Orbitrap y descripciébn de la trayectoria seguida los iones
[Makarov, 2000]

El fundamento de este analizar es el siguiente: los electrodos simétricos del

Orbitrap crea un potencial electrostatico “cuadro-logaritmico” ecuacion 19.
_ K 2 1"2 k 2 T
UGr,z)=%(22 -2) + 2 Rm)*In[ =] + ¢ (19)

Donde ry z son las coordenadas cilindricas, la curvatura del campo y Rm el radio
caracteristico. La trayectoria seguida por los iones implica que orbiten alrededor
del electrodo central como en la direccién z, por lo que los electrodos generan
un potencial electrostatico qué al no tener términos cruzados enry z, z es un
potencial exclusivamente cuadratico. Al no depender de r el comportamiento de
los iones alrededor del eje z es como un oscilador arménico, cuya frecuencia de

oscilacion viene descrita por la ecuacion 20.

w = \/é)k (20)

[Makarov, 2000]

2.4 Detectores

Por altimo, el instrumento final de nuestro equipo masas, es un detector donde
se registra la carga inducida o producida por los iones al pasar o golpear su
superficie. En un instrumento de scan la sefal que se produce durante su
funcionamiento nos proporciona, con ayuda de un software, un espectro

completo. Los principales detectores son multiplicadores de electrones o también
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copas de Faraday y ion-foton. El analizador TOF empleado usa un detector de
placa con micro-canales. Por otra parte, el Orbitrap, utiliza una serie de electrodo
donde se registra la corriente inducida como consecuencia de los iones
confinados en funcién del tiempo y a continuacion, se realiza una conversion por
transformada de Fourier, primero en frecuencias y luego en sefiales masa/ carga
[Gross, 2017].

3. EXPERIMENTAL

El objetivo de este trabajo es evaluar la potencialidad de dos analizadores de
masas de alta resolucion como son el TOF y el Orbitrap para determinar la masa

del electron.

3.1 Materiales y reactivos

Los patrones de ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ketoprofeno se adquirieron
de Sigma-Aldrich. Para trabajar con LC-TOFMS, preparamos una disolucién
mezcla de disoluciones de los patrones tomando volumenes adecuados para
llevarnos a unas concentraciones de 50, 5, 2.5 y 1,25 ng/ul respectivamente en
metanol/agua 50:50 (v/v). Para los experimentos por infusién directa con
analizador orbitrap se uso una concentracion de 50 ng/ul de cada compuesto en

metanol/agua 50:50 (v/v) con 0.1 % de &cido férmico.

3.2 Instrumentacion

LC-TOFMS. Para la separacién de los compuestos se utilizé un sistema de
cromatografia de liquidos UHPLC (Agilent Series 1290 Infinity, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU) (Figura 3.1) equipado con una columna
analitica de fase reversa C18 de 100 mm x 4.6 mm y 1.8 ym de tamafo de

particula (Zorbax).
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Figura 3.1: Equipo cromatografico con espectrometro de masas con analizador TOF

acoplado.

Se emplearon dos fases moviles diferentes, Ay B, siendo agua mili-Q y metanol
con 0.1% de &cido férmico. El gradiente lineal de fase movil paso de 55 a 100 en
10 minutos, después se mantuvo la composicidon de fase movil durante 5
minutos. En la Tabla 3.1 se observa cdmo varia la composicion de la fase movil
(metanol) respecto al tiempo de forma gradual. El flujo fue de 0.4 mL/min con un

volumen de inyeccion de 5 L.

Tabla 3.1: Gradiente de elucion empleado para el método LC-TOFMS usado.

Tiempo %B
0 55
7 55
8 100
10 100

El sistema HPLC esta acoplado a un espectrometro de masas con analizador de
tiempo de vuelo Agilent 6220 TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EEUU) utilizando una interfase de ionizacion electrospray (ESI) que trabajaba
tanto en modo positivo (+) como negativo (-) en el que en la tabla 5 se detallan
las condiciones.
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Tabla 3.2: ParAmetros empleados en la fuente de ionizacion electrospray del LC-TOFMS.

Parametro ESI (+) / ESI ()
Voltaje del capilar(V) 4000

Voltaje de fragmentacion(V) 215

Presién del gas de nebulizacion 40

Caudal del gas de secado (L/min) 9

Temperatura del gas de secado 300

Rango de masas 50-1000/ 100-1100
Voltaje Skimmer 65

Para la extraccion de las masas de cada uno de los fragmentos obtenidos en el
cromatograma se empled el software: Mass hunter workstation software
qualitative analysis version B.04.00. El analisis de los farmacos seleccionados
tanto en modo positivo como negativo se completdé con 15 mediciones en cada
polaridad. Al cambiar el modo de operacién de la fuente de ionizacion fue

necesario un nuevo calibrado y un autotune.

Espectrémetro_ de masas de alta resoluciéon (ESI-HRMS Orbitrap). El equipo

empleado fue el Thermo Q-Exactive Orbitrap (Figura 3.2). Independientemente
del calibrado de masas usado, se utilizd la adquisicion con la mayor resolucion
posible (140,000 (FWHM)). El sistema se controla mediante el software Xcalibur
2.2. El'hecho de no acoplar al equipo masas un sistema separativo con el separar
y purificar los patrones es debido a que este equipo presenta una elevada
resolucién dando sefales limpias, ademas del ahorro econémico y de tiempo al
emplear infusion directa. La duracion del experimento fue de unos minutos, con
un promedio de adquisicion de las masas de los fragmentos de 30 segundos (un
promedio de 50 espectros para cada una de las 5 determinaciones de masa que
se hicieron) En esta experiencia hicimos dos experimentos usado dos tipos de

calibrado del equipo cuyas variables se reflejan en las Tablas 3.3y 3.4.
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Figura 3.2: Infusion directa-Q-Exactive Orbitrap (ThermoFisher Scientific).

Tabla 3.3: Parametros empleados para los experimentos con analizador Orbitrap.

Parametro ESI (+) ESI (-)
Tipo de scan Full scan MS Full scan MS
Rango ( m/z) 100-500 100-500
Resolucion 140000 140000
Caudal(uL/min) 19 19

Voltaje del Spray(Kv) 3,5 2,5
Temp.Capilar(°C) 250 250

3.3 Calibracién de los espectrometros de masas de alta resolucion.

La calibracion del equipo es fundamental para obtener con mayor exactitud la
masa del electrén, debido a que los compuestos que se introducen como
referencia se fragmentan y dan lugar a unos fragmentos de masa exacta
conocida, si nuestro equipo sufre alguna fluctuacion en el analizador de masas
debido al ruido propio del equipo se vera reflejado en la masa de los fragmentos
referencia pudiendo hacer correcciones de nuestra masa experimental a la baja
0 a la alta por comparacién de la masa de los fragmentos de referencia.

En el caso del TOF se realiz6 una primera calibracion del equipo antes del

experimento con una mezcla de calibrado que opera en un rango de masas en
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positivo 118-2721 y para negativo 112-2833. Posteriormente, durante el
experimento el equipo est4 continuamente calibrdndose por una mezcla de
calibrado de purina y HP-921, dénde las masas de los fragmentos de referencia
son en modo positivo: 121.05087300u y 922.00979800 u, en modo negativo son:
112.98558700u y 1033.98810900u. Esta mezcla de compuestos es introducida
al espectrémetro de masas por un capilar perpendicular al de introduccién de la
muestra, el cual esta continuamente pasando por el espectrémetro de masas

(Figura 3.3) permitiéndole hacer dichas correlaciones de forma continua.

Capilarmuestra

< | Capilar Dis Calibrado

Figura 3.3: Sistema de introduccién de muestra y compuesto de referencia en el

espectrémetro de masas con analizador TOF.

En el caso del Orbitrap se operdé de la misma forma, se hizo una calibracién
previa al experimento con dos disoluciones diferentes para cada modo, en modo
positivo se calibro con una disolucion calibrado de: Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y
Ultramark 1621, en modo negativo se empled una disolucién calibrado de:
Dodecilsulfato de sodio, taurocolato de sodio y Ultramark 1621, en ambos modos
el rango de masas era de m/z 263-2000 aproximadamente. Después durante el
experimento se iba recalibrando el equipo con las masas de los iones [M+H]* de
cada compuesto para mejorar la exactitud de la medida. Sin embargo, ambas
disoluciones de calibrado entran en el espectrémetro de masas por el mismo
orificio al ser infusién directa. En un segundo experimento con el Orbitrap para
mejorar la resolucion de las masas, se empled otra disolucion de calibrado
mediante una solucion de acetato de sodio a 2 mM en H20/ACN (50/50, v/v) que
trabaja en un rango de masas entre 60-760 Da. Esta nos permitid, como se

discute en los resultados, obtener unas masas para el electrén mas precisas, ya
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gue su rango de medida se ajusta mas a la masa de todos los compuestos

estudiados.

3.4. Procedimiento para la medida de las masas exactas de los fragmentos

de interés para la medida de la masa del electron

En el LC-TOFMS, para la visualizacion del espectro de masas y extraccion de
las masas de los fragmentos de interés para determinar la masa del electrén, se
utilizo el software: Mass hunter Workstation. Software qualitative analysis version
B.04.00, con el cual obtuvimos primero el cromatograma, como el que se

muestra en la Figura 3.4.

209 m/z

161 m/z

] 250 m/z
185m/z o

Figura 3.4. Cromatogramas extraidos de cada uno de los farmacos estudiados mediante
LC-TOFMS: naproxeno (m/z 185), ketoprofeno (m/z 209); diclofenaco (m/z 250 e
ibuprofeno (m/z 161).

K0P #8520 (21565 min) P25 0V £ NEAIDE Seatie jea10a 209.0966

2100858

Figura 3.5. Espectro de masas de alta resolucién (LC-TOFMS) del fragmento m/z 209

del ketoprofeno en modo de ionizacion positiva.
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A partir de los cromatogramas, para cada compuesto cliqueamos en la opcion
de obtener el espectro de masas de alta resolucién. A modo de ejemplo se
muestra el espectro de ketoprofeno (m/z 209) (Figura 3.5). No sélo trabajaremos
con la masa extraida en el maximo del pico, si no que ademas extraeremos dos
masas mas a ambos lados, de tal manera que la masa obtenida para cada
fragmento es el promedio de 5 masas a lo largo de cada pico para cada una de

las inyecciones como se muestra en la Figura 3.6.

x1g+ESI Scan (4.880 min) Frag=215.0V E_NSAIDS_positivo_rep10.d
3 250.0182 [

N BN

f oo

74‘152 sviq mkli,q mﬁq m‘dq ‘?219 ‘W‘IQ ﬁzt‘lq qﬁq qs)sna%n mﬁ‘n rmlm m%n mén v%n T%n m%n ﬂ%n 15‘{! 'y%n 77E‘n 'm%n 71;10 7?\‘50 .'#%n 32
Figura 3.6. representacion de los puntos tomados para la masa del fragmento de
diclofenaco en el Espectro de masas, 2,5ppm, positivo, escala £1Da.

En el caso del Orbitrap las masas fueron extraidas por el software Xcalibur 2.2
el cual nos reporta un corriente total de iones (TIC), este es una representacion
grafica de la abundancia relativa de los fragmentos frente al tiempo. Al llevar a
cabo la introduccion de la muestra mediante infusion directa, se pueden apreciar
en el TIC varios tramos de unos 30 segundos en modo de ionizacion positiva y
negativa de forma sucesiva para, por diferencia, calcular la masa del electron
(Figura 3.7). Estos espectros de masas obtenidos en cada tramo (positivo y
negativo) representa un promedio de la medida de las masas del fragmento
seleccionado tras realizar varios scans en un periodo de tiempo de 30 segundos
en ambos modos, tomando en total 5 medidas en positivo y 5 en negativo para

cada compuesto.
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Scans en
positivo para
promediar 1a
masa

Scans en negativo
para promediar la
masa

RT: 0.00-9.00
o NL 35569
RT:3.73
AA21234268402 A4; 7005232503 BT 748
SNATTEE 20mmier AA 10675352663 | diclfenaco
AH: 1168102714
SN: 2262

RT:089
AA 1445711493
AH: 345117289
SN: 2462

SN:2092

RT:5.18
AA: 3809337079
AH: 335255514
SN: 2392

T 584
430544538

H: 118322914

N:851

Figura 3.7. TIC obtenido para la fragmentacion del diclofenaco

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Fragmentacion de los farmacos estudiados empleando LC-TOFMS y
Orbitrap.

Independientemente del equipo empleado, se ha observado la perdida de CO2
(44 uma) en modo negativo y de acido formico (46 uma) en modo positivo, para
dar lugar a los iones gemelos, objeto de estudio. La estructura quimica de los

compuestos resultantes a la fragmentacion se muestra en la Figura 4.1.

Naproxen

m/z 229,231 CHi3 CH3 s 185
“ COOH or © miz
—_—
H3CO H3CO
Tbuprofen
CH3
m/z 205, 207 CH3
CH3 H3 CH3 @ @ pp161
—_———
CH CH3
Ketoprofen 0 CH3 0 CH3
mfz 253, 255 o or © miz200
or m'z
———
Diclofenac | COOH

/ CH2 @& »« o
m/z 294, 296 N z m/z 250
H _— H
Cl cl

Figura 4.1: Estructura de los compuestos estudiados y fragmentos caracteristicos que

originan [Ferrer, 2005].
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4.2. Determinacion de la masa del electron empleando espectrometria de

masas de alta resolucion

Una vez formados los “Twin-ions” para cada compuesto y extraidas las masas
de dichos fragmentos podemos determinar la masa del electron por diferencia
de masa exacta de estos en modo positivo y en modo negativo, ya que a pesar
de tener la misma masa nominal, el fragmento producido en modo negativo
presenta dos electrones mas que en modo positivo, por lo cual al dividir entre
dos esa diferencia de masa exacta, obtendremos la masa del electron, la cual
viene influenciada por la resolucion de masas, exactitud y precision del equipo,
que a su vez estan condicionadas por la forma de llevar a cabo el calibrado del
eje m/z. Los resultados la masa del electron obtenida para cada compuesto por
diferencia de masa de los fragmentos extraidos se detallan en las siguientes

tablas.

4.2.1. Medidas de la masa del electron empleando LC-TOFMS de los

cuatro farmacos empleados

Tabla 4.1. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 250 del
diclofenaco empleando LC-TOFMS (n = 15).

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferenciam/z masa electrén

1 250,018875 250,021 -0,002125 0,0010625
2 250,01882 250,021 -0,00218 0,00109

3 250,05092 250,02094 0,02998 -0,01499
4 250,01878 250,02088 -0,0021 0,00105

5 250,05074 250,02074 0,03 -0,015

6 250,0187 250,02044 -0,00174 0,00087

7 250,0187 250,02112 -0,00242 0,00121

8 250,01886 250,02092 -0,00206 0,00103

9 250,01908 250,02116 -0,00208 0,00104
10 250,034765 250,02114 0,013625 -0,0068125
11 250,0191 250,02062 -0,00152 0,00076
12 250,0187 250,02136 -0,00266 0,00133
13 250,0187 250,02134 -0,00264 0,00132
14 250,0188 250,02128 -0,00248 0,00124
15 250,0186 250,02066 -0,00206 0,00103
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Tabla 4.1.a Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 250 del

diclofenaco empleando LC-TOFMS (n = 15).

m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

Media 250,024143  250,020973  0,00316933 -0,001584667

Desviacion 0,01158458  0,00027231  0,01162403 0,005812014
estandar

D.E.R (%) 0,00463339  0,00010891  366,765729 366,7657292

Tabla 4.2. Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 250 del ibuprofeno
empleando LC-TOFMS (n = 15)

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén
1 161,13272 161,13386 -0,00114 0,00057
2 161,13272 161,13402 -0,0013 0,00065
3 161,1327 161,13344 -0,00074 0,00037
4 161,13308 161,13398 -0,0009 0,00045
5 161,13256 161,1338 -0,00124 0,00062
6 161,1326 161,13324 -0,00064 0,00032
7 161,13262 161,1341 -0,00148 0,00074
8 161,1326 161,13364 -0,00104 0,00052
9 161,13264 161,13398 -0,00134 0,00067
10 161,13272 161,1343 -0,00158 0,00079
11 161,1344 161,13434 6E-05 -3E-05
12 161,13244 161,13434 -0,0019 0,00095
13 161,13248 161,13378 -0,0013 0,00065
14 161,13252 161,13454 -0,00202 0,00101
15 161,1322 161,13408 -0,00188 0,00094
m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electron
Media 161,132733 161,133963 -0,0012293 0,00061467
Desviacion 0,00049763 0,00035237 0,00054168 0,00027084
estandar
D.E.R (%) 0,00030883 0,00021868 -44,063187 44,0631868
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Tabla 4.3. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 209 del ketoprofeno
empleando LC-TOFMS (n = 15)

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

1 209,0962 209,0979 -0,0017 0,00085

2 209,0963 209,09844 -0,00214 0,00107

3 209,096 209,09824 -0,00224 0,00112

4 209,096 209,098 -0,002 0,001

5 209,0962 209,09752 -0,00132 0,00066

6 209,0959 209,09788 -0,00198 0,00099

7 209,0964 209,09828 -0,00188 0,00094

8 209,096 209,09812 -0,00212 0,00106

9 209,0966 209,09798 -0,00138 0,00069

10 209,0968 209,09828 -0,00148 0,00074

11 209,0958 209,09784 -0,00204 0,00102

12 209,09628 209,09836 -0,00208 0,00104

13 209,09646 209,09386 0,0026 -0,0013

14 209,0958 209,0982 -0,0024 0,0012

15 209,09586 209,09784 -0,00198 0,00099

m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electron

Media 209,096173 209,097783 -0,0016093 0,00080467
Desviacion 0,00030225 0,00111257 0,00120572 0,00060286
estandar

D.E.R (%) 0,00014455 0,00053208 -74,920544 74,9205436
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Tabla 4.4. Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 185 del naproxeno
empleando LC-TOFMS (n = 15)

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

1 185,096275 185,0981 -0,001825 0,0009125

2 185,0964 185,0978 -0,0014 0,0007

3 185,0964 185,0975 -0,0011 0,00055

4 185,09632 185,0976 -0,00128 0,00064

5 185,09632 185,0975 -0,00118 0,00059

6 185,09606 185,09764 -0,00158 0,00079

7 185,09642 185,09402 0,0024 -0,0012

8 185,09596 185,0974 -0,00144 0,00072

9 185,09666 185,09752 -0,00086 0,00043

10 185,0963 185,09792 -0,00162 0,00081

11 185,09614 185,09792 -0,00178 0,00089

12 185,09612 185,09732 -0,0012 0,0006

13 185,09644 185,0973 -0,00086 0,00043

14 185,09596 185,09744 -0,00148 0,00074

15 185,0965 185,09804 -0,00154 0,00077

m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron

Media 185,096285 185,097401 -0,0011163 0,00055817
Desviacion 0,0002015 0,00097008 0,00101568 0,00050784
estandar

D.E.R (%) 0,00010886 0,00052409 -90,983392 90,9833922

Tabla 4.5. Medida de la masa del electron de los cuatro compuestos estudiados
empleando LC-TOFMS.

Compuesto  Masa experimental electrén Masa tedrica del electron Error (%)
Diclofenaco 0,001584667 0,000548 389,17275
Ibuprofeno 0,000614667 0,000548 12,1654501
Ketoprofeno 0,000804667 0,000548 46,836983
Naproxeno 0,000558167 0,000548 1,85523114
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4.2.2 Medidas empleando ESI-HRMS Orbitrap con calibrado de masas

estandar

Tabla 4.6. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 250 del diclofenaco

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con calibrado de masas estandar.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferenciam/z masa electron

1 250,01837 250,01927 -0,0009 0,00045

2 250,01839 250,01927 -0,00088 0,00044

3 250,01838 250,0193 -0,00092 0,00046

4 250,01836 250,01932 -0,00096 0,00048

5 250,01839 250,01937 -0,00098 0,00049

m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electron

Media 250,018378 250,019306 -0,000928 0,000464
Desviacion 1,30384E-05 4,1593E-05 4,1473E-05 2,07364E-05
estandar

D.E.R (%) 5,21498E-06 1,6636E-05 -4,4690606 4,469060637

Tabla 4.7. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 161 del ibuprofeno

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con calibrado de masas estandar.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron
161,13242 161,1328 -0,00038 0,00019
2 161,13242 161,13256 -0,00014 7E-05
3 161,13242 161,13256 -0,00014 7E-05
4 161,13242 161,1325 -8E-05 4E-05
5 161,13242 161,13281 -0,00039 0,000195
m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron
Media 161,13242 161,132646 -0,000226 0,000113
Desviacion 0 0,00014724 0,00014724 7,3621E-05
estandar
D.E.R (%) 0 9,1379E-05 -65,151017 65,1510171
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Tabla 4.8. Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 209 del ketoprofeno

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con calibrado de masas estandar.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

1 209,09604 209,09669 -0,00065 0,000325

2 209,09603 209,09662 -0,00059 0,000295

3 209,09602 209,09669 -0,00067 0,000335

4 209,09601 209,09664 -0,00063 0,000315

5 209,09602 209,09665 -0,00063 0,000315

m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

Media 209,096024 209,096658 -0,000634 0,000317
Desviacion 1,1402E-05 3,1145E-05 2,9665E-05 1,4832E-05
estandar

D.E.R (%) 5,4529E-06 1,4895E-05 -4,6789896 4,67898958

Tabla 4.9. Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 185 del naproxeno

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con calibrado de masas estandar

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron

1 185,09601 185,09663 -0,00062 0,00031

2 185,096 185,09662 -0,00062 0,00031

3 185,09601 185,09662 -0,00061 0,000305

4 185,09602 185,09656 -0,00054 0,00027

5 185,09601 185,09656 -0,00055 0,000275
m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén

Media 185,09601 185,096598 -0,000588 0,000294

Desviacion 7,0711E-06 3,4928E-05 3,9623E-05 1,9812E-05

estandar
D.E.R (%) 3,8202E-06 1,887E-05 -6,7386438 6,73864379

Tabla 4.10. Medida de la masa del electron de los cuatro compuestos estudiados

empleando ESI-HRMS (Orbitrap) con calibrado de masas estandar.

Compuesto  Masa experimental electron Masa teorica del electrén Error (%)
Diclofenaco 0,000464 0,000548 15,3284672
Ibuprofeno 0,000113 0,000548 79,379562
Ketoprofeno 0,000317 0,000548 42,1532847
Naproxeno 0,000294 0,000548 46,350365

4.2.3 Medidas empleando ESI-HRMS Orbitrap con calibrado de masas

especifico para valores de m/z bajos
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Tabla 4.11. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 250 del
diclofenaco empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con el calibrado especifico para

valores de m/z bajos.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electrén
250,01849 250,01954 -0,00105 0,000525
2 250,0185 250,01953 -0,00103 0,000515
3 250,01848 250,01952 -0,00104 0,00052
4 250,01847 250,01951 -0,00104 0,00052
5 250,0185 250,01952 -0,00102 0,00051
m/z ESI (-) m/z ESI () Diferencia m/z masa electron
Media 250,018488 250,019524 -0,001036 0,000518
Desviacion 1,30384E-05 1,1402E-05  1,1402E-05 5,70088E-06
estandar
D.E.R (%) 5,21498E-06 4,5603E-06 -1,1005554 1,100555429

Tabla 4.12. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 161 del ibuprofeno

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con el calibrado especifico para valores de m/z

bajos.
Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferenciam/z masa electron
161,13245 161,13358 -0,00113 0,000565
2 161,13243 161,13358 -0,00115 0,000575
3 161,13242 161,13358 -0,00116 0,00058
4 161,13244 161,13354 -0,0011 0,00055
5 161,13243 161,13356 -0,00113 0,000565
m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén
Media 161,132434 161,133568 -0,001134 0,000567
Desviacion 1,1402E-05 1,7889E-05  2,3022E-05 1,1511E-05
estandar
D.E.R (%) 7,076E-06 1,1102E-05 -2,0301348 2,03013482
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Tabla 4.13. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 209 del

ketoprofeno empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con el calibrado especifico para

valores de m/z bajos.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electrén
209,09615 209,09713 -0,00098 0,00049
2 209,09617 209,0971 -0,00093 0,000465
3 209,09616 209,09711 -0,00095 0,000475
4 209,09616 209,09711 -0,00095 0,000475
5 209,09614 209,09712 -0,00098 0,00049
m/z ESI (-) m/z ESI (-) Diferencia m/z masa electron
Media 209,096156 209,097114 -0,000958 0,000479
Desviacion 1,1402E-05 1,1402E-05 2,1679E-05 1,084E-05
estandar
D.E.R (%) 5,4529E-06 5,4529E-06 -2,2629941 2,26299409

Tabla 4.14. Medida de la masa del electrén a partir del fragmento m/z 185 del naproxeno

empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con el calibrado especifico para valores de m/z

bajos.

Repeticion m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron
185,09605 185,09709 -0,00104 0,00052

2 185,09607 185,09708 -0,00101 0,000505

3 185,09607 185,09708 -0,00101 0,000505

4 185,09605 185,09706 -0,00101 0,000505

5 185,09605 185,09706 -0,00101 0,000505
m/z ESI (-) m/z ESI (-)  Diferencia m/z masa electron

Media 185,096058 185,097074  -0,001016 0,000508

Desviacion 1,0954E-05 1,3416E-05  1,3416E-05 6,7082E-06

estandar
D.E.R (%) 5,9183E-06 7,2483E-06  -1,3205126 1,32051259

Tabla 4.15. Medida de la masa del electron a partir del fragmento m/z 250 del

diclofenaco empleando ESI-HRMS Orbitrap (n = 5) con el calibrado especifico para

valores de m/z bajos.

Compuesto  Masa experimental electron Masa teorica del electron Error (%)

Diclofenaco 0,000518 0,000548 5,474452555
Ibuprofeno 0,000567 0,000548 3,467153284
Ketoprofeno 0,000479 0,000548 12,59124088
Naproxeno 0,000508 0,000548 7,299270072
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4.3 Discusion de los resultados

Se han incluido tres experimentos: la medida de la masa del electrén usando: (a)
LC-TOFMS (con una resolucién de 12000 en el rango de masas de trabajo; (b)
Orbitrap con infusién directa empleando el calibrado de masas estandar para
todo el rango de masas del equipo ((hasta m/z 3200); y (c) Orbitrap con infusién
directa empleando el calibrado de masas especifico para especies de bajo peso

molecular.

Los resultados cosechados para los cuatro farmacos estudiados (diclofenaco,
ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno) con el LC-TOFMS se muestran en las
Tablas 4.1 a 4.5. Esta Ultima incluye los resultados obtenidos. En primer lugar,
se debe mencionar que no se han podido reproducir completamente los datos
de masa del electrén cosechados por Ferrer y Thurman [Ferrer, 2005], pese a
emplear la misma instrumentacion con una mejora sensible de resolucion del
equipo. Independientemente del valor promedio obtenido para cada farmacoy el
error relativa asociado a la medida del electrén, en general, tanto la repetitividad
de la medida es muy pobre, teniendo en cuenta que se han realizado 15 medidas
y se ha hecho el promedio de cada pico cromatografico tomando los 5 puntos
mas intensos. Por ello, es dificil justificar la falta de repetitividad en las medidas
realizadas. Entre las posibles causas, se puede incluir el empleo de una relacion
entre la intensidad del ion medido y el ruido de fondo inadecuada. No obstante,
como se muestra en la Tabla 4.16, los datos obtenidos con el experimento LC-
TOFMS con ibuprofeno y naproxeno son relativamente satisfactorios, con
valores de RSD (%) proximos al 20% -si se descartan algunos outliers evidentes-
en el caso del ibuprofeno y con errores relativos por debajo del 12% en ambos
casos. Larazdn de estos valores aceptables (préximos a 0,000548 uma) se debe
a la propia calibracion de masa exacta del equipo, que se hace de forma
continua, empleando dos masas: purina (m/z 121) y HP-921 (m/z 922). Por tanto,
teniendo en cuenta que las relaciones masa/carga de los fragmentos medidas
son diclofenaco (m/z 250), ibuprofeno (m/z 161), ketoprofeno (m/z 209) y

naproxeno (m/z 185), se observa que mientras mas baja es la m/z del ién, y por
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tanto mas préxima a la masa de la disolucién de referencia del calibrante
continuo (m/z 121), los datos de masa exacta poseen mayor calidad. Por el
contrario, el valor de masa del electrén cosechado para el ion mas alejado de la
disolucién de calibracion (diclofenaco, m/z 250), es el que con diferencia
proporciona mayores errores e incertidumbre en la medida. De forma, que, en
esas condiciones, el ajuste del eje x (m/z) no es tan eficaz en ese rango de
masas por encima de m/z 250, por lo que, en estas condiciones, la incertidumbre
de la medida de masas exactas es aln mayor que la propia medida de la masa
del electron, lo que se traduce en un error enorme y una precision (RSD (%))
muy pobre.

Por tanto, como conclusién, hay dos factores que afectan a los resultados: la
resolucién en el eje X, que quizas no proporciona suficiente precision en las
medidas de masa exacta de los fragmentos, y el método para calibrar el eje de
m/z, basado sélo en dos puntos, por lo tanto, para masas que se alejen de dichos
puntos de referencia, los resultados serdn mucho peores que si los valores de
m/z experimentales estan muy proximos al valor m/z usado para realizar la

calibracion.
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Tabla 4.16. Comparacién de los resultados obtenidos para la medida de la masa del electrén empleando LC-TOFMS y HRMS (Orbitrap).

LC-TOFMS ESI-HRMS estandar? Medida ESI-HRMS?
Compuesto Masaelectron  Error (%) RSD (%) Masa Error (%) RSD (%) Masa Error RSD
n =15 electrén electrén (%) (%)
Diclofenaco  0,001584667 389,2 366,7 0,000464 15,33 4,47 0,000518 547 1,10
Ibuprofeno  0,000614667 12,16 44,06 0,000113 79,38 65,2 0,000567 3,47 2,03
Ketoprofeno 0,000804667 46,83 74,92 0,000317 42,15 4,68 0,000479 126 2,26
Naproxeno  0,000558167 1,85 90,98 0,000294 46,35 6,74 0,000508 729 1,32

1Calibrado de masa estandar para todo el rango de masas
2Calibrado de masa especifico para masas bajas
3El valor adoptado para la masa del electron es 0,000548 uma.



Por otra parte, los resultados obtenidos empleando el analizador Orbitrap con el
calibrado de masas estandar para ajustar el eje m/z, presento valores algo mas
préoximos al valor de la masa del electron aceptado como verdadero (0,000548
uma). En este caso, la calibracion del eje m/z se hace con una serie de
compuestos con m/z entre m/z 265 y m/z 1980 (Figura 4.2), por tanto, algo
alejado de los valores que se estan midiendo de los fragmentos de los farmacos,
excepto para el caso del diclofenaco (m/z 250). Este compuesto fue el que
proporcion6 un valor de masa del electrén con mejor error (15,3 %), lo que es
consistente con lo ocurrido anteriormente, mientras que, en este caso, el
ibuprofeno, con el valor m/z 161, mas alejado de la masa de referencia de
calibrado mas préxima (m/z 265). Sin embargo, la precision (RSD (%)) de las
medidas es muy superior al equipo LC-TOFMS con valores siempre por debajo
del 7% excepto el ibuprofeno, por lo que dicho incremento debe estar
principalmente asociado a la resolucion del equipo Orbitrap empleado (140,000),
gue es muy superior (5-10 veces) a la de los equipos TOF (12000 en el caso del

equipo usado).

Pese a la precision de la medida, los errores seguian siendo altos en todos los
casos con unos porcentajes entre el 15% del diclofenaco al 80% del ibuprofeno.
Por este motivo, y considerando que el motivo de la baja exactitud de la medida
se debia al calibrado poco eficaz del eje m/z para valores por debajo de la masa
del calibrante MRFA, se estudi6 la posibilidad de llevar a cabo una calibracion
especifica para masas bajas, que ya estaba contemplada por el fabricante. Dicho
calibrado se describe en la seccién experimental y esta basado en la formacién
de aductos de sodio. De esta forma, se mantenia la precision aportada por la
elevada resolucion empleada y, al usar valores de m/z del calibrante méas
préximos a los fragmentos de los farmacos que se miden, los valores de masa
del electrdn resultantes son mas exactos, y, por tanto, préximos a la masa real

del electron.
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Figura 4.2. Espectro de masas de alta resolucién de la disolucion Thermo Pierce (con
MRFA (m/z 265 y 514) y Ultramark 1621 (con varios iones separados por 100 unidades)
empleada para el calibrado del eje m/z en los equipos Orbitrap en todo el rango de
trabajo. Fuente: Thermo Fisher Scientific, San José, EE.UU.

Los resultados obtenidos (Tabla 4.16), muestran una mejor precision, con
valores de RSD (%) por debajo de 2.3% y un error de calculo de la masa exacta
del electron entre el 3,5 y el 12,6 %. Esta precisién y exactitud es realmente
aceptable para la medida experimental de la masa del electron y se consigue en
un experimento de escasamente 5 minutos de adquisicién para cada compuesto.
Por tanto, se puede reafirmar, que la resolucion en el eje de la x (valores m/z) es
condicién necesaria para conseguir valores exactos de la medida del electrén,
pero no suficiente. Se debe llevar a cabo un ajuste/calibrado del eje de valores
m/z empleando unas sustancias con pesos moleculares parecidos a los de los

analitos que queremos medir.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha efectuado la medida de la masa del electron empleando
espectrometria de masas de alta resolucion con dos equipos diferentes, un
orbitrap y un TOF, obteniendo valores razonablemente aceptables en los dos
casos, de acuerdo con el estudio anterior en el que se ha basado el trabajo
propuesto [Ferrer y Thurman, 2005]. Una de las observaciones mas interesantes
es la necesidad de llevar a cabo el calibrado del eje de m/z a valores muy
proximos a los de los iones gemelos. Esta apreciacion se observé cuando se
comprobd que el ion mas alejado (diclofenaco) del valor m/z que servia como
masa calibrante (m/z 121) daba valores de la medida de la masa del electron
muy desviados con respecto al propuesto. De la misma forma, en el analizador
orbitrap, se daba el mismo fendmeno, por lo que se testaron de ajuste del
calibrado de masas del equipo empleando disoluciones y valores de m/z
diferentes. Esto tuvo repercusion en la exactitud de la medida del electrén. Las
principales conclusiones que se extraen, por tanto, son que la espectrometria de
masas de alta. Resolucion proporciona unas medidas de masa exacta de iones
que permiten medir la masa del electrén, pero, eso si, se requiere un ajuste del
equipo a unas condiciones muy similares en cuanto a valor m/z de las que se
emplee para la muestra, lo que resalta la importancia del calibrado de masas

(ajuste del eje m/z) en los equipos de alta resolucion.
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