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Asignatura: Avances en Espectrometria de Masa de Macromoléculas

N ro de resolucion:
Caracter: materia de doctorado (optativa)
Duracion: 60 horas
Carga Horaria Semanal: 10 semanas

6 horas semanales

tedricas: 4 horas

préactico: 2 horas
Cantidad de ciclos de dictado anuales: | cuatrimestre
Sistema de evaluacién y promocién: Seminario-examen final
Puntaje: 3 puntos.
Correlatividades: Materia de doctorado. No tiene correlatividades.
Responsables: Dra Rosa Erra-Balsells

FUNDAMENTOS Y OBJETIVOS

El curso analiza en profundidad las técnicas de espectrometria de masa

ltiles para el estudio de moléculas termolabiles de alto peso molecular incluyendo
biomacromoléculas y polimeros sintéticos.

Entre ellas, las de mayor uso en la actualidad son las que utilizan como

método de inonizacién (1) la desorcion/ionizacién molecular asistida por una matriz e
inducida por un ldser ultravioleta (UV-MALDI) y (2) la nebulizacién bajo la accién de
un

campo-eléctrico o ionizacion por electro-spray (ESI). Ambas proporcionan un

método suave de ionizacién-volatilizacion que permite caracterizar masas

molares y estructura de macromoléculas asi como su distribucién en mezclas

de las mismas.

PROGRAMA

Parte 1: Métodos de ionizacion

1-El andlisis de iones gaseoso moleculares como herramienta analitica, espectrometria
de masa (MS). Andlisis de bio-macromoléculas por MS. Determinacion de pesos
moleculares y de estructura quimica. Fundamento de los métodos de ionizacion utiles
basados en desorcion (FD, FAB, SIMS, LD, MALDI, UV-MALDI) y en nebulizacién
(ES, TESI, ESI), campo de aplicacién de cada uno, ventajas y limitaciones. La
problemética de preparacion de las muestras para UV-MALDI-MS y ESI-MS.

2-UV-MALDI: Absorcion de sélidos. Eicitacién con fuentes laser de 266 y 337 nm.
Fenémeno de desorcién / ionizacién. Andlisis de los iones gaseosos generados.
Espectrometria de masa por desorcion laser (LD-MS). Uso de fotosensibilizadores !



(matrices) en la region UV para inducir desorcion del aceptor (analito). Espectrometria
de masa con desorcién/ionizacioén inducida por laser ultravioleta aisitida por una matriz
(fotosensibilizador) (UV-MALDI-MS). Propiedades de las matrices. Preparacion de las
muestras. Generacion de ién molecular intacto e induccion de fragmentaciones.

3-ESI. Generaci6n de iones moleculares policargados. Modelo de Dole (RMC) (Taylor;
Coulomb; Raleigh). Desarrollos de Fenn. Determinacion de la relacién m/z. Influencia
del medio en el proceso ESI (polaridad, pH, sales). Nano-ESI. Z-ESI.

4-Fundamento de los analizadores de iones gaseosos de uso actual (TOF, Q, IT, FTICR),
campo de aplicacion, ventajas y limitaciones .

5-La fragmentacion como herramienta analitica en espectrometria de masa. Formas de
evitarla y formas de inducirla. Accesorios o celdas CAD, CID, ECD, IRMPD, EI
Espectrometria de masa tandem (MS"). Modo de operacién PSD en el analizador de
“tiempo de vuelo” (TOF). La fragmentacion en procesos UV-MALDI y en ESI.

6-Equipamiento comercial actual por combinacion de UV-MALDI y de ESI con
diferentes analizadores de iones (i) solos (Q, TOF, IT, FTICR) o (ii) en tandem (QQQ,
Q/TOF, Q/IT, IT/TOF, TOF/TOF, Q/FTICR). Criterio para seleccionar la combinacion
mads ventajosa. Posibilidades y limitaciones.

7-Protocolos actuales de trabajo en protedmica y glicomica y otras “Omicas”.
Combinacién de datos experimentales con banco de datos y programas de simulacién
(“a novo™). Protocolos de trabajo “buttom-up” y protocolos “top-down”

6-Conclusiones. UV-MALDI vs ESI en el campo de las macromoléculas, competencia o
complementariedad?

Parte 2: Aplicaciones

Determinacion de pesos moleculares y de estructuras de bio-macromoléculas (proteinas,
nucledtidos, nucledsidos, vitaminas, etc.) y macromoleculas en general. Anélisis de
modificaciones postraduccionales en proteinas. Andlisis de complejos moleculares
nativos. Folding y unfolding de proteinas. Anélisis de la composicién de biopolimeros
(oligosacéridos, polisacdridos y compuestos glicoconjugados), determinacién de la
estructura, del peso molecular y de la relacién cuantitativa de los oligémeros.
Comparacién de UV-MALDI-MS y ESI-MS con otras técnicas de uso en la analitica de
macromoléculas (espectrometrias de masa: FD-MS, FAB-MS, SELDI (SALDI), DIOS y
SIMS; técnicas cromatograficas: SEC; técnicas electroforéticas). Aplicaciones concretas
en el campo de la biologia molecular, en el campo de control de calidad de alimentos, de
manitoreo en librerias combinatorias, en organomtalicos y en polimeros sintéticos.

Bibliografia

1-G. Siuzdak, Mass Spectrometry for Biotechnology, Academic Press (1996).
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2-What is Mass spectrometry?, Am. Soc. Mass Spectrom., (1998).
3-R.J. Cotter, Time-of-Flight Mass Spectrometry, ACS Symposium Books 549 ACS
(1994)

4-R.J. Cotter, Time-of-Flight Mass Spectrometry. Instrumentatlon and Appllcatlons in
Biological Research, ACS Professional Reference Books, ACS (1997)
5-R. B. Cole (ed.), Electrospray lonization Mass Spectrometry. J. Wiley & Sons, Inc.
NY (1997).
6-B. S. Larsen and C. N. McEwen (eds)Mass Spectrometry of Biological Materials.
Marcel Dekker, Inc., NY (1998).
7- M. L. Gross (ed) Mass Spectrometry in Biological Sciences: A Tutorial. NATO ASI
Series, Series C, Vol. 353. Kluwer Acad. Pub., London (1990)

8-F. W. McLafferty and F. Turecek, Interpretation of Mass Spectra, University Science
Books, Mill Valley, California (1993).
9-J. R. Chapman. Practical Organic Mass Spectrometry. Wiley, NY (1993).

10- E. W. Schlag (ed.). Time-of-Flight Mass Spectrometry and its Applications.
Elsevier, NY (1994).

11- R. P. Newton and T. J. Walton, Applicatioins of Modern Mass Spectrometry in
Plant Science Research, Clarendon Press, Oxford, London ( 1996)

12 — D. C. Liebler, Introduction to Proteomics; Tools for the New Biology. Humana
Press. Totowa, NJ (2002). 4

- 13- M. Mann and O. N. Jensen, Proteomic analysis of post-translational modifications

(www.nature.com/naturebiotechnology) Vol 21 March 2003

14-J. Mass Spectrometry; Rapid Comunn. Mass Spectrometry; Mass Spectrom Rev.; J.
Am. Soc. Mass Spectrom.,

15-Back to Basics Manual, Micromass UK Limited, www.micromass.co.uk

16- J.B. Fenn, Electrospray Wings for Molecular Elephants, Nobel Lecture,
http//www.nobel.se

17- K. Tanaka, The origin of macromolecule ionization by laser irradiation, Nobel
Lecture, http//wwiv.nobel.se

180- H. Budzikiewicz, C. Djerassi, and DH Williams, Mass spectrometry of organic
compouds. San Francisco: Holden-Day, 1967

19 — H. Budzikiewicz, C. Djerassi, and DH Williams, Structure elucidation of natural
products by mass spectrometry.
20 — E. de Hoffmann, V. Stroobant, Mass Spectrometry, Principle and Applications
3™ edition, Wiley, UK (2007).
21 - J.H. Gross, Mass Spectrometry, Springer, 2004
22 - R.B. Cole Electrospray and MALDI Mass Spectrometry. Fundamentals,
Instrumentation, Practicalities, and Biological Applications. 2nd edltlon Wiley, UK
(2010).
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Referencia Expte. N° 500.957/ 2012

Buenos Aires, el J\Ub ZQV
VISTO : ¥
las hotas: presentadas por ef Dr. Oscar Varela Dlrector del Departamento de me:ca Orgamca
mediante las cuales eleva la informacion y el programa del curso de posgrado Avances en espectrometria
cde masa de macromcleculas que sera dlCtadO durante el ano 201.1 por la Dra Rosa Erra -Balsells.

CONSIDERANDO‘

io actuado por Ia Comis:on de Doctorac!o de esta Facultad el 03/07/2012

lo actuado por este cuerpo en Sesion Ordmana reahzada en el dia de Ea fecha

en uso de !as atnbucmnes que le'confiere el Artlculo N° 1130 del Estatuto Universitario,

EL CONSEJO DIRECT IVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACT AS Y NATURALES
R ESUELVE:

Artaculc 10- Autonzar el dictado del Curso de Posgrado Avances en espectrometna de masa de
macrnmoleculas, de 60 hs. de duracién. o .

Artmula 20 Aprobar el Programa del Curso de Posgrado Avances en espectrometrla de masa de
macromoleculas obrante a fs 4 a 6 del expedtente de la referencna ,

Arl::culo 30: Aprobar un puntaje de tres (3) puntcs para la Carrera del Doctorado.

Articulo 4°' Aprobar un arancel de 20 Mddulos. Dtsponer que !os montos recaudados sean utlhzados :

conforme a !o dispuesto por la Resoluc:on CD N° 072/03.

i Artacule 50' Comunlquese a la Direccion del Departamento de Quimica Organica, a la Biblioteca de la

F("Fy'\l % =s la-Subserretaria de Postgrado (con fotocopia del Programa mclu1da fs 4 a 6). Cumplido archivese.

T @ = o
Resolucion CD N© ac i £ {;'}
SP/med 11/07/2012
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Asignatura: Avances en Espectrometria de Masa de Macromoléculas

N ro de resolucion:
Caracter: materia de doctorado (optativa)
Duracion: 60 horas
Carga Horaria Semanal: 10 semanas

6 horas semanales

tedricas: 4 horas

practico: 2 horas
Cantidad de ciclos de dictado anuales: 1 cuatrimestre
Sistema de evaluacion y promocién: Seminario-examen final
Puntaje: 3 puntos.
Correlatividades: Materia de doctorado. No tiene correlatividades.
Responsables: Dra Rosa Erra-Balsells

FUNDAMENTOS Y OBJETIVOS

El curso analiza en profundidad las técnicas de espectrometria de masa

utiles para el estudio de moléculas termolébiles de alto peso molecular incluyendo
biomacromoléculas y polimeros sintéticos.

Entre ellas, las de mayor uso en la actualidad son las que utilizan como

método de inonizacion (1) la desorciéon/ionizacion molecular asistida por una matriz e
inducida por un laser ultravioleta (UV-MALDI) y (2) la nebulizacion bajo la accion de
un '

campo eléctrico o ionizacién por electro-spray (ESI). Ambas proporcionan un
método suave de ionizacion-volatilizacion que permite caracterizar masas

molares y estructura de macromoléculas asi como su distribucién en mezclas

de las mismas.

PROGRAMA

Parte 1: Métodos de ionizacion

1-El analisis de iones gaseoso moleculares como herramienta analitica, espectrometria
de masa (MS). Andlisis de bio-macromoléculas por MS. Determinacion de pesos
moleculares y de estructura quimica. Fundamento de los métodos de ionizacion utiles
basados en desorcion (FD, FAB, SIMS, LD, MALDI, UV-MALDI) y en nebulizacion
(ES, TESI, ESI), campo de aplicacion de cada uno, ventajas y limitaciones. La
problematica de preparacion de las muestras para UV-MALDI-MS y ESI-MS.

2-UV-MALDI: Absorciéon de sélidos. Excitacion con fuentes laser de 266 y 337 nm.
Fendémeno de desorcién / ionizacidén. Andlisis de los iones gaseosos generados.
Espectrometria de masa por desorcion laser (LD-MS). Uso de fotosensibilizadores
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(matrices) en la region UV para inducir desorcién del aceptor (analito). Espectrometria
de masa con desorcién/ionizacién inducida por laser ultravioleta aisitida por una matriz
(fotosensibilizador) (UV-MALDI-MS). Propiedades de las matrices. Preparacion de las
muestras. Generacién de i6n molecular intacto e induccion de fragmentaciones.

3-ESL Generaci6én de iones moleculares policargados. Modelo de Dole (RMC) (Taylor;
Coulomb; Raleigh). Desarrollos de Fenn. Determinacion de la relacion m/z. Influencia
del medio en el proceso ESI (polaridad, pH, sales). Nano-ESI. Z-ESL

4-Fundamento de los analizadores de iones gaseosos de uso actual (TOF, Q, IT, FTICR),
campo de aplicacion, ventajas y limitaciones .

5-La fragmentacién como herramienta analitica en espectrometria de masa. Formas de
evitarla y formas de inducirla. Accesorios o celdas CAD, CID, ECD, IRMPD, EL
Espectrometria de masa tandem (MS™). Modo de operacion PSD en el analizador de
“tiempo de vuelo” (TOF). La fragmentacion en procesos UV-MALDI y en ESL

6-Equipamiento comercial actual por combinaciéon de UV-MALDI y de ESI con
diferentes analizadores de iones (i) solos (Q, TOF, IT, FTICR) o (ii) en tandem (QQQ,
Q/TOF, Q/IT, IT/TOF, TOF/TOF, Q/FTICR). Criterio para seleccionar la combinacion
mas ventajosa. Posibilidades y limitaciones.

7_Protocolos actuales de trabajo en protedmica y glicomica y otras “Omicas”.
Combinacién de datos experimentales con banco de datos y programas de simulacién
(“a novo”™). Protocolos de trabajo “buttom-up” y protocolos “top-down”

6-Conclusiones. UV-MALDI vs ESI en el campo de las macromoléculas, competencia o
complementariedad?

Parte 2: Aplicaciones

Determinacion de pesos moleculares y de estructuras de bio-macromoléculas (proteinas,
nucleétidos, nucledsidos, vitaminas, etc.) y macromoleculas en general. Analisis de
modificaciones postraduccionales en proteinas. Andlisis de complejos moleculares
nativos. Folding y unfolding de proteinas. Analisis de la composicion de biopolimeros
(oligosacéridos, ' polisacdridos y compuestos glicoconjugados), determinacién de la
estructura, del peso molecular y de la relacion cuantitativa de los oligbmeros.
Comparacién de UV-MALDI-MS y ESI-MS con otras técnicas de uso en la analitica de
macromoléculas (espectrometrias de masa: FD-MS, FAB-MS, SELDI (SALDI), DIOS y
SIMS; técnicas cromatograficas: SEC; técnicas electroforéticas). Aplicaciones concretas
en el campo de la biologia molecular, en el campo de control de calidad de alimentos, de
manitoreo en librerias combinatorias, en organomtalicos y en polimeros sintéticos.

Bibliografia

1-G. Siuzdak, Mass Spectrometry for Biotechnology, Academic Press (1996).



2-What is Mass spectrometry?, Am. Soc. Mass Spectrom., (1998).

3-R.J. Cotter, Time-of-Flight Mass Spectrometry, ACS Symposium Books, 549, ACS
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(www.nature.com/naturebiotechnology) Vol 21 March 2003
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Df. OSCAR VARELA

DIRECTOR DEPTC. QUIMICA CREANICA
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Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Referencia Expte. NO 500.957/ 2012

Buenos Aires,  a g AGD 201

VISTO: :
las notas presentadas por el Dr. Oscar Varela, Director. del Departamento de Quimica Organica,

mediante las cuales _eieva la informacidn y el programa del curso de posgrado Avances en espectrometria
de masa de macromoléculas que sera dictado durante el afio 2012 por la Dra. Rosa Erra-Balsells.

CONSIDERANDO:
' _' lo actuado por ia Comision de Doctorade de esta Facultad el 03/07/2012,
lo actuado por la Comision de Ensefianza, Programas, Planes de Estudio y Posgrado,
lo actuado ﬁqr este-cﬁérpo en Sesién Ordinaria realizada en el .d'ia de la fecha,
en uso de las étribuciories que le confiere el Articulo N© 113° del Estatuto Universitario,

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y MNATURALES
RESUELVE:

Articulo 1°: Autorizar el dictado del Cursc de Posgrado Avances en espectrometria de masa de
macromoléculas, de 60 hs. de duracion. : :

Articulo 2°: Aprobar el Programa del Curso de Posgrado Avances en espectrometria de masa de
macromoléculas obrante a fs 4 a 6 del expediente de la referencia. '

Articulo 30: Aprobar un puntaje de tres (3) puntos péra la Carrera del Doctorado.

Articulo 4°: Aprobar un arancel- de 20 Mddulos. Disponer que los montos recaudados sean utilizados
conforme a lo dispuesto por la Resolucién CD N© 072/03.

Articulo 5°: Comuniquese a la Direccion del Departamento de Quimica Organica, a la Biblioteca de la
FEEYN v a la Subsecretaria de Postgrado (con fotocopia del Programa incluida fs 4 a 6). Cumplido archivese.

Resolucion CD N° - 'i ? ? Q;

SP/med 11/07/2012
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