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Abstract

Three operation parameters of a UV-visible spectrophoten{ecan speed, monochroma-
tor slit width, and sampling interval) were optimized utifig a fractional factorial design.
Four absorption spectra of holmium oxide were recorded iartign of the visible region
(560-610 nanometers) using different combinations oflihignd “low” levels for the pa-

rameters already mentioned. The combinations were prowigiea 2! design. From the

results it is deduced that the highest quality spectrumrrighed by the following combi-

nation: high scan speed, narrow monochromator slit widi ®n.) and small sampling
interval (one data point per each 0.1 nanometer). This warktiates the usefulness of
fractional factorial design as an optimization tool In timalytical chemistry laboratory.

Keywords. UV-visible spectroscopy, fractional factorial designtiopzation.

Resumen

Tres parametros de operacion de un espectrofotémetro &ibtevi(velocidad de barrido,
ancho de ranura del monocromador e intervalo de muestre@rfoptimizados utilizando
un disefio factorial fraccionado. Cuatro espectros de aldsode 6xido de holmio fueron
registrados en una porcion de la regién visible (560-61®metros) usando diferentes
combinaciones de niveles “altos”y “bajos” para los pard&osya mencionados. Las com-

binaciones fueron provistas por un diseffo 2 De los resultados se deduce que el es-
pectro de mas alta calidad es proporcionado por la sigugartdinacion: alta velocidad
de barrido, ancho de ranura del monocromador pequefio (Gdhneros) e intervalo de
muestreo pequefio (un punto por cada 0.1 nanémetro). Ebtgdritustra la utilidad del
disefio factorial fraccionado como una herramienta de apdicion en el laboratorio de
guimica analitica

Palabras Clave. Espectroscopia UV-visible, disefio factorial fraccionamfatimizacion

Introduction some operation parameters which can be tuned by the

experimenter [1]. For example, monochromator slit width
UV/visible absorption spectroscopy is one of the most can be reduced to improve spectrum resolution. A nar-
W|de|y utilized teChniqUeS for quantitative and qualita' row slit width produces Sharper, more defined peaks’
tive chemical analysis. This type of spectroscopy em- however there is a limit beyond which further slit width
ploys a spectrophotometer which records the different reduction causes a significant decrease of radiant signal
frequencies of UV/visible radiation absorbed byaspeciespower making it difficult to measure. Hence, it is ad-
and translates these measurements into a graphic outjsaple to reduce the slit width only enough to obtain a
put known as absorption spectrum. Typically, & spec- spectrum with good resolution. The scan speed also af-
trophotometer has five basic components namely, a ra- fects spectrum quality. Slow scan speeds produce spec-
diation source, a sample holder, a frequency selector or trg3 with good level of detail; on the other hand, high
monochromator, a detector, and a read-out device. scan speeds produce less detailed spectra. Sampling in-

terval, that is, the number of points per wavelength unit
The absorption spectrum quality critically depends on

ISSN 1390-5384
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recorded by the instrument is another parameter that in-
fluences spectrum quality. A small sampling interval
leads to a detailed spectrum; the opposite is observed
when a large sampling interval is used. Once the factors
affecting the spectrum quality have been identified, the
experimenter has to devise a set of experiments which
will provide information about the combination of pa-
rameter settings that produce the optimal response. Be-
cause of its advantages, fractional factorial analysis is
the most appropriate for such a purpose. In fact, frac-
tional factorial analysis has proved to be a very useful
tool for optimization of a variety of chemical systems
[2, 3].

M ethods

The optimal response of a process or analysis may be
obtained from the proper combination of levels for the
factors that influence such response. Experimental de-
sign methods provide strategies for systematically vary-
ing the values of these factors until the combination
that guaranties the best result is found. They furnish
the minimum number of experiments necessary for op-
timizing a system [4]. The experimental design meth-
ods most commonly used for optimizing chemical pro-
cedures are full factorial and fractional factorial design

In the simplest version of full factorial design, two lev-
els known as “high” and “low” are attributed to each

2J—1 . signs and2/~! “+” signs are alternated. Such
procedure guaranties each experiment is a unique com-
bination of levels. From the experimental matrix the
following items can be calculated:

e The average response

e The main effects (effects of the original factors)

e The effects of multiple-factor interactions (synergy
or antagonism effects among two, three or more

factors)

The effect of the interaction among all the factors
under consideration.

In some occasions, the number of factors under study
may be large and consequently the amount of experi-
ments to perform in a full factorial design becomes too
high. For instance, 6 factors require 64 experiments,
which are already a lot either in the laboratory or at in-
dustrial level, 7 factors require 128 experiments, 8 fac-
tors require 256 experiments and so on. Full factorial
designs require so many experiments because they eval-
uate the importance of not only the main effects but also
the multiple-factor interactions [6]. In practical apalic
tions it is fairly uncommon that interaction effects of

factor. The levels are selected by the experimenter basedmore than two factors affect the response. In faet, 1

on his experience and knowledge of the process. The
number of experiments to be performed is giver2hy
with n being the amount of factors under study. This
number provides all the possible combinations of levels
for the factors. The low level is usually represented by
a minus sign and the high level by a plus sign. For in-
stance, a full factorial design for three factors (A, B and
C) consists of the following eight experiments:

Experiment A B C Response
Number
1 N
2 + - - Yo
3 -t - Y3
4 SE Ya
5 - - f Ys
6 -t Yo
7 -+ yr
8 + o+ o+ Vs

Table 1: A full factorial design with three factors.

This arrangement is calleeikperimental matrixand it
is constructed as follows: in the first column, one
and one “+” signs are alternated until tb entries are
completed. In the second column, two “-” and two “+”
signs are alternated; and in the third, four “-” and four
“+" signs are alternated [5]. In general, for colunin

experiments is the minimum requirement to evaluate the
effect ofn factors.

Fractional factorial designs take advantage of the gener-
ally correct assumption that interaction effects of order
higher than two are negligible to drastically reduce the
number of experiments to be carried out. In these de-
signs the required number of experiments is given by
2"~P wheren is the number of factors ang is the
“degree of fractioning” which can assume the values
1,2, ...,n — 1. The experimental matrix for2¢—! frac-
tional factorial design is as follows:

Experiment A B C Response
Number
1 - - F Y1
2 + - - Yo
3 -t - Y3
4 + + o+ V4

Table2: A 23— fractional factorial design.

For the first two factors (A and B) the signs “-” and “+”
are alternated in identical way of a complete design, but
for third factor (C) a sequence of signs corresponding to
the interaction of the first two is used. Itis inevitable to
lose some information, but instead of eight experiments
now only four are required to optimize the response.
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Fact or - + Experiment One Experiment Two
Scan speedX;) Low High ' i
Slit width (X3) 0.2nm 5nm \
Sampling interval X3) 0.1nm 2nm - / LS i
Table 3: Levelsfor thefactorsunder study 5.., / \ i
Experiment X; X, Xj P .
Number b= T = =
1 - - T e RS
2 + - _ Experiment Three Experiment Four
3 - + -
4 + + + ~ '-\ )
{ X i} \ \
Table 4: Experimental design used in thiswork i AV \ i
i f \ i
Resultsy Discussion / N\
Holmium oxide was used as analite. This compound e L : ————
features an important number of sharp, stable absorp- — e

tion peaks in the region between 240 and 640 nanome- Figure 1: Spectra obtained performing the experiments gener ated
ters. Because of such characteristics, holmium oxide is by thefractional factorial design. Theregion between 560 and 610
a standard to validate the wavelength scale of a UV/visibléanometers was scanned.

spectrophotometer [7]. &3~! fractional factorial de-
sign was applied using scan speed, monochromator slit
width, and sampling interval as factors. Factor levels
are included in Table 3.

the effect of changing the slit width level from low to
high while keeping constant the other factors produce
a 5 unit decrease in the response. Finally, the effect of
changing the sampling interval level from low to high
The experimental matrix for the proposed design is pre- while keeping constant the other factors produces a 20
sented in Table 4. The experiments were carried outin a unit decrease in the response. These results suggest that
Shimadzu 1201S UV/visible spectrophotometer. This is in order to obtain the best response, the monochromator
a programmable, single beam instrument which works slit width and sampling interval should be kept at low
in the spectral region between 220 and 1100 nanome- levels to avoid a decrease in the response, while scan
ters. speed could assume either of its two levels because it
Figure 1 shows the spectra obtained from the four ex- has no effect on the response. From the available ex-
periments generated by the design. Each spectrum wasperiments, the only one that meets the conditions stated
graded according to its quality in a scale from 0 to 100 above is experimentnumbertwo (+, -, -). Therefore, this
and those values were utilized as the responses for theone was selected as the most appropriate combination of
analysis. Table 5 presents such results. factor levels to obtain the best instrumental response.

Experiment X; X, X35 Response
Number Conclusions
1 - - + 75
2 + - - 95 A fractional factorial experimental design was applied
3 - + - 90 to optimize the response of a UV/visible spectropho-
4 + + + 70 tometer. Three instrument operation parameters (scan

speed, monochromator slit width, and sampling inter-
val) were considered and Z~! design was utilized.
Yates algorithm [8] was used to estimate the factor ef- 1€ combination of high scan speed, narrow monochro-
fects. The following values were obtained, mator slit width, and low sampling interval produces the
optimal response. The work illustrates the usefulness of
this type of experimental design for optimization pur-

Table 5: Experimental matrix including responses

Averageresponse:  82.5

X effect: 0.0 poses in the analytical chemistry laboratory.
X effect: -5.0
X5 effect: -20.0
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Abstract

Analytical techniques based diiF NMR spectroscopy and HPLC-suppressed conductivity de-
tection were developed to detect and quantify aqueous pesfitane sulfonate (PFOS), perfluo-
roctanoic acid (PFOA), and perfluorobutane sulfonate (AF8Bromatographic separation of the

perfluoroalkyl surfactants (PFAS) was performed using'® i@versed-phase column and a mo-
bile phase consisting of a mixture of boric acid and acetitaitThe detection limit for PFOS by

9F NMR was 3.6 mg LC!. The detection limit for PFOS, PFOA and PFBS by HPLC-sumeds

conductivity detection was 1 mgl*. The detection limits were shown to improve considerably
if samples were pre-concentrated by solid-phase extractibhe detection limits for PFOS of

pre-concentrated samples were 3.6 mg' land 10 ug ! by ?FNMR and HPLC-suppressed
conductivity detection, respectively. ComJJarison of thego methodologies showed that HPLC-
suppressed conductivity detection should be preferredofatine quantification of these contami-

nants due to its simplicity, time efficiency, and accuracyn@rsely,!°F NMR can be used to char-
acterize changes in the chemical structure of fluorinatetpowunds due to its inherent advantage of
high specificity and no matrix interferences. The feasioof utilizing total organic carbon (TOC)
and chemical oxygen demand (COD) analysis for the quairtaetection of PFOS in aqueous
samples was also investigated. Although, the TOC analysigiged reliable quantification of
PFAS in agqueous samples, the non-specificity is a drawbadkeofechnique. The dichromate-
based COD method was found unsuitable for the analysis ofSRk(@ to the incomplete oxidation
of the highly stable perfluorinated compound under the ¢amdi evaluated.

Keé/words. PFAS, PFOS, PFOA, PFBEF NMR, HPLC, suppressed conductivity detector, TOC
and COD.

Abstract

Métodos analiticos basados €iF NMR y HPLC con detector de conductividad suprimida fueron
desarrollados para detectar y cuantificar sulfonato deupedbctano (PFOS), acido perfluorooc-
tanoico (PFOA) y sulfonato de perfluorobutano (PFBS) en tagsambientales. La separacién

de los surfactantes perfluorinados (PFAS) se realizé corcalanna C® de fase reversa y una
fase movil compuesta de &cido bérico y acetonitrilo. Eltémle deteccion para PFOS cbiF
NMR fue 3.6 mg !, mientras que para PFAS con HPLC con detector de conduativedprim-

ida fue 1 mg L'. Los limites de deteccion mejoraron considerablementassinuestras fueron
pre-concentradas a través de una extraccion en fase s8hd (egistrando valores para PFOS con

19F NMR y HPLC con detector de conductividad suprimida de 3.6im§y 10 ug L™?, respec-
tivamente. Esta Ultima demostrd ser la mejor técnica padliserutinario de cuantificaciéon de

contaminantes fluorinados debido a su simplicidad, rapjdezcision. *°F NMR fue muy efec-
tiva para detectar y caracterizar cambios en la estructuiniga de los compuestos fluorinados ya
gue es una técnica analitica altamente especifica en la quegtlia ambiental no interfiere con el
andlisis. El analisis de carbono organico total (TOC) y kerinacion de la demanda quimica de
oxigeno (COD) para la cuantificacion de PFOS en muestrasastambién fueron estudiados. A
pesar de que los analisis de TOC permitieron cuantificapsaibente PFAS, la falta de especifici-
dad de este método es una limitaciéon considerable. Finddmelnanalisis de PFOS a través de la
determinacién de COD no fue posible debido a una oxidaciéonipleta de los altamente estables
compuestos fluorinados bajo las condiciones de operaca@nazlas.

Palabras Clave.PFAS, PFOS, PFOA, PFBEF NMR, HPLC, detector de conductividad suprim-
ida, TOC and COD.

ISSN 1390-5384

Avances2011 Vol. 3, No. 2, Pags. A5-A13 m

http://www.usfq.edu.ec/Publicaciones/Avances/A4-202 1



Avances2011 Vol. 3, No. 2, Pags. A5-A13 Ochoa-Herrera et al.

Introduction by electrochemical fluorination processes (ECF) are of-
ten mixtures of linear and branched isomer compounds
Perfluoroalkyl sulfonates and perfluorocarboxylic acids [35, 36]. Commercial PFOS samples from fine-chemical
such as perfluoroctane sulfonate (PFOS) and perfluo- manufacturers labeled as > 98% pure have been shown
rooctanoic acid (PFOA) have been the subject of numer- to contain 20-30 % branched PFOS isomers [34, 37, 38,
ous studies in recent years. These perfluorinated alkyl 39]. The quality assurance of the analysis of perfluori-
surfactants (PFAS) are of particular interest due to their nated surfactants might be improved by the use of com-
tendency to bioaccumulate in higher organisms, persis- mercially available'3C-labeled and deuterium-labeled
tence in the environment, and toxicity [1, 2, 3]. PFOS standards [23, 25]. Howevel?C-label standards are
and PFOA have been detected in blood samples in vari- not optimal for all samples matrices, therefore careful
ous populations [4, 5], in wildlife throughout the world  selection of the internal standard for each type of ma-
[6, 7, 8], and in aqueous and solid environmental matri- trix is required. In addition, traces of other PFAS can be
ces [9, 10]. found in these standards [25]. Currently, there are two

. . . mass-labeled standards for linear PF&E,-PFOS and
Aqueous environments seem to be the primary sink for 150,-PFOS [40, 5.

PFAS [11, 3] due to the relatively high solubility of

these compounds€.,3.4 and 0.5 g £! for PFOA and The objective of this research is to develop analytical
PFOS in pure water, respectively [12, 13]), their negligi- methods relying on?F NMR spectroscopy and HPLC
ble vapor pressuré.¢.,1.33 x 10° and 3.31 x 104 Pa with suppressed conductivity detection to monitor PFOS
at 20°C and 28C for PFOA and PFOS, respectively), and related compounds in aqueous environmental ma-
and moderate sorption to organic matter [14, 15]. Lit- trices. Quantification of perfluoroalkyl compounds was
erature studies have reported significant PFAS concen- also investigated by means of TOC and COD analysis.
trations in surface waters [16, 17, 18, 19, 20, 21, 22].

For instance, Skutlarek and coworkers [22] measured Materials and Methods

total PFAS concentrations as high as 4.385 ng in

the Moehne River at Heidberg, Germany. In the same Chemicals

study, PFOA and PFOS were detected at concentrations ) ) )
of 3.640 and 247 ng t!, respectively. Perfluorooctane sulfonic acid potassium salt, PFOS (98%

purity), and 1H,1H,2H,2H-tetrahydroperfluorooctane sul-
The analysis of perfluorinated surfactants in environ- fonate, TH-PFOS (98%) were purchased from SynQuest
mental samples has been primarily conducted by lig- Laboratories (Alachua, FL). Perfluorobutane sulfonic acid
uid chromatography coupled to mass spectrometry (LC- potassium salt, PFBS (98.2%), was kindly provided by
MS) or tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) [23, the 3M Company (St. Paul, MN). Perfluorooctanoic
24, 25]. The accuracy and precision of these techniques acid, PFOA (96%), sodium fluoride (99%), chromium
make them very valuable for quantification of these pol- (lll) acetylacetonate, Cr(acac)97%), and potassium
lutants. However, ion suppression due to matrix effects, hydrogen phthalate (99%) were obtained from Sigma -
sample contamination and elevated analysis cost limit Aldrich (St. Louis, MO). 4'-(trifluoromethoxy)acetanikdg
the application of LC-MS or LC-MS/MS for routine  4-TFMeAc (97%) was obtained from Matrix Scientific
analysis of environmental samples [26, 27]. Gas chro- (Columbia, SC). Methanol-D4 was purchased from Cam-
matography mass spectrometry (GC-MS) has also beenbridge Isotope Laboratories (Andover, MA). HPLC-grade
employed for the analysis of PFAS [28, 25, 29]. The low acetonitrile, methanol, sulfuric acid, and boric acid £38)
volatility of the perfluoroalkane sulfonates requires the were purchased from Mallinckrodt Chemicals (Phillips-
application of derivatization techniques to make them burg, NJ). All chemicals were used as received.
amendable to GC-MS analysis. Derivatization of PFOS
compoundsis problematic because esterified PFOS deri- L
vatives are not very stable [23, 30], and derivatization- I NMR quantification

reaction yields are often poor [31]. The derivatization- The quantitative determination of PFOS B{F NMR
step makes this method time-consuming and not suit- 55 performed by a method adapted from Moetipl.
able for routine monitoring of non-volatile PFAS. [32]. Samples were dissolved in 0.7 mL of 90%®!
o 10% CD;OD or in 90% CHOH / 10% CDB;OD con-

PFOS and related compounds have also been quantified " _
taining 4 mg mL=! chromium acetylacetonate (Cr(acgc)

by 'F NMR spectroscopy. Moody and colleagues [32] : ,
reported the quantification of PFOA and PFOS in sur- 2nd analyzed in 5-mm tubes. The internal standard,
face water samples by means of this spectroscopy tech-4TFMeAC, was present in all samples at a concentra-

) Lef . _
nique. Recently, two studies have been published on tion of 140 mg L', corresponding to a 1:1 molar 4-
the quantification of isomers in technical PFOS'Bf TFMeAc:PFOS ratio for the most concentrated PFOS

NMR [33, 34]. sample. Samples containing PFOS and TH-PFOS in a
’ 1:1 molar fluoride ratio (100 mg PFOS:112 mg TH-

The lack of reliable commercial standards limits the ac- PFOS ') were prepared as described above. Solid

curate analysis of PFAS in aqueous samples. Perfluo- phase extraction (SPE) was conducted to preconcentrate

roalkyl sulfonyl-based chemicals commonly produced analytes when required. SPE cartridges (3 mL, 500 mg
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A)

B)

C1' CZ' C3 C4' CH Co’

Figure 1: Molecular structure of perfluoroalkyl surfactants. A)
PFOS and B) TH-PFOS.

ODS-Gs, Agilent Technologies, DE) mounted on a vac-
uum manifold were conditioned with 5 mL methanol,
following by 5 mL of dionized water and then aqueous
sample was loaded at 1 mL mih. SPE cartridges were
rinsed with 5 mL of dionized water and then dried under
vacuum for 3 h prior elution. Analytes were eluted with
5 mL methanol and collected in clean Nalgene flasks.
Standard solutions spiked with known PFOS concentra-
tions were extracted in parallel to determine recovery
efficiencies as discussed later.

All F NMR spectra were acquired at@2on a Varian
Unity-300 spectrometer operating at’c frequency of
282.208 MHz using a 5mm 4-nucleu$'P, *3C, '°F,

I'H) probe. Acquisition involved a relaxation delay of
1.44 s followed by a 90 pulse (16.2us) and a Hahn
echo with an echo delay of 1Q@s, with 16,384 com-
plex data points and a spectral width of 33,333 Hz. The
acquisition time for all samples was 32.5 min. A 10
Hz line broadening was applied before zero filling to
32,768 data points and Fourier transform. Baseline cor-
rection was performed using &"5order polynomial,

and chemical shifts were referenced to internal standard,

4-TFMeAc at -58.08 ppm [41].

HPLC-suppressed conductivity detection

r
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Figure 2: 19F NMR spectrum of an aqueous PFOS sam-
ple (31.5 mg L!) relative to the internal standard, 4-
(trifluoromethoxy)acetanilide, 4-TFMeAc, (-58.08 ppm).

that traces of the analyte were not carried over between
samples. Solid phase extraction (SPE) was conducted
to preconcentrate analytes when required as described
above. Standard solutions spiked with known PFOS

concentrations were extracted in parallel to determine

recovery efficiencies as discussed later.

TOC analysis

Measurements of PFOS and derivatives in aqueous solu-
tion were determined using a Total Organic Carbon ana-
lyzer (Shimadzu TOC-V CSH/CSN system, Columbia,
MD). All samples, including blanks and standards, were
acidified with HCI to pH 2.20-2.50 prior to analysis.

Results and Discussion

19F NMR assignments and quantification of PFOS

The chemical structures of PFOS and TH-PFOS includ-
ing numerical labels of the carbon chains are depicted
in Figure 1. 'F NMR is a very valuable technigue
for structural studies of fluorinated compounds. Figure
2 illustrates a typical’F NMR spectrum of aqueous
PFOS sample. The spectral window was restricted to
-55 ppm to -135 ppm to improve the clarity of the spec-
trum. Chemical shifts were referenced to the internal
standard 4-TFMeAc at -58.08 ppm [41]. Moody and

PFOS and related compounds in aqueous samples werecoworkers incorrectly assigned the resonance at -72.0

analyzed by a HPLC system with suppressed conduc-

tivity detector (ICS-3000 lon Chromatography System,

DIONEX, Sunnyvale, CA). The chromatograph was equi-

pped with an autosampler (injection volume 1d0, a
pump, a degasser, a guard column (Acclaim Polar Ad-
vantage Il, Gg, 4.3 mm i.d., 1 cm length) and a sep-
aration column (Acclaim Polar Advantage Il;§; 4.6
mm i.d., 25 cm length) operating at 35. A mixture

of 20 mM boric acid (pH 9.0) and 95% acetonitrile was
used as the mobile phase at a flow rate of ImLhin
The amount of boric acid varied with linear gradient
program starting with 75% (v/v) at time zero and de-
creasing to 45% (v/v) in 13.2 min. Blanks were con-
tinuously run to assure that the column was clean and

ppm to 4-TFMeAc [32]. In this study, the mentioned
resonance is observed even if 4-TFMeAc is not added,
suggesting the presence of fluorinated PFOS impurities.
These impurities have been identified as branched PFOS
isomers as described by Ochoa-Herrera et al [38]. The
peak at about -72 ppm is characteristic of the internal
and terminal branched GFof all PFOS isomers [33,
34]. Previous studies offF NMR spectroscopy of per-
fluorinated compounds have clearly identified some of
the key peaks in the carbon-fluorine chain [42, 43]. The
peak at -80.7 ppm has been assigned to the terminal CF
(C1), the peak at -113.1 ppm is shown to arise from flu-
orine atoms in C8 adjacent to the sulfonate group, and
the peak at-125.6 ppm is characteristic of the Gfoup
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(C2) nextto the terminal GH42)]. The resonance peaks
at-120 ppm, -121.2 ppm, and -122.1 ppm correspond to
intermediate Ck moieties in carbons atoms C3 to C7.

The spectrum of TH-PFOS, a compound structurally
related to PFOS (Figure 1B), was obtained to identify
the intermediate CFNMR signals of the perfluorinated
compounds. Th&F NMR spectra of aqueous solutions
containing PFOS only and a mixture of PFOS: THPFOS
in a 1:1 molar fluoride ratio are illustrated in Figure 3.
For comparison purposes the spectral window was re-
stricted to -77 ppm to -133 ppm.

As expected, the spectrum of the solution containing the
mixture of PFOS and TH-PFOS is different from that of
PFOS alone. The intensities of the peaks at -80.7 and
-125.6 ppm assigned to the terminal Of€1) and the
CF; (C7) moiety next to it, respectively, are higher in
the PFOS:THPFOS solution spectrum as compared to
the same peaks in the spectrum of the solution that only
contains PFOS. These findings suggest that C1’ and the
C2' in the TH-PFOS molecule are chemically equiva-
lent to the fluorine atoms in C1 and C2 in the PFOS
molecule. These two peaks seem to appear in the same
place for long chain perfluorinated compounds as sug-
gested by Buchanaet al. (2005) [42].

In contrast, the intensities of the peaks assigned to the
CF, moiety adjacent to the sulfonate group C8 (-113.1

ppm) and that at —120 ppm are reduced approximately
by half in the spectrum of the mixture. The decrease

in intensity suggests that the resonance at —120 ppm
corresponds to the fluorine atoms in C7 in the PFOS
molecule.

In the TH-PFOS molecule, the chemical environment
of the fluorine atoms that are in the vicinity of the hy-
drogen atoms is different from that of fluorine atoms
in PFOS, a compound that is fully fluorinated. There-
fore, the two additional peaks present in the perfluo-
rinated mixture at -112.9 and -122.8 ppm must corre-
spond to fluorine atoms in C3’ to C6’ in the TH-PFOS
compound. So, the peak at -113.4 ppm presumably
arises from the Cfgroup (C6’) nextto the CHICH,SO;
group. Under the experimental conditions employed in
this study, no further information can be obtained to
identify the intermediate fluorine atoms in the PFOS
structure.

As shown in Table 1, ouf’F NMR assignments are in
good agreement with those reported by other research
groups [33, 34].

The slight discrepancy with the NMR signals assigned

by Arsenault and coworkers [33] can be attributed to

the use of a different compound as the internal standard
as well as experimental/instrumental errors. The signals
referenced to hexafluorobenzene (-169 ppm) are slightly
shifted upfiled by 5 ppm, meaning that they were gen-

erated at higher external electric magnetic fields. Con-
sidering that the shifts were observed in all fluorine as-

signments, the differences are negligible.

Carbon # Resonance (ppm) Literature data (ppm)

Our work Arsenault et. al® Vyasetal®
C1 -80.7 -86.0 -82
C2 -125.6 -131.0 -127
C3 - -127.4 -124
Cc4 - -126.6 -
C5 - -126.4 -
(6{9) - -126.3 -
Cc7 -120 -125.0 -121
C8 -113.1 -117.8 -115

Literature data“[33] and®[34].
Table 1: 19F NMR assignments of the PFOS molecule.
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Figure 3: 1F NMR spectra of aqueous solutions containing a
mixture of PFOS and TH-PFOS in a 1:1 molar fluoride ratio (100

mg PFOS L~ 1 : 112 mg TH-PFOS L~ 1) (upper panel) and PFOS
only solution (100 mg L~1) (lower panel).

9F NMR quantification of PFOS in aqueous samples
was conducted according to the protocol described in
the Materials and Methodsection. A known concen-
tration of the internal standard, 4-TFMeAc, was added
to all samples. Quantification was possible by integrat-
ing the area of the PFOS signal relative to the area of
the internal standard. Although calibration curves were
obtained for each PFOS peak in thtF NMR spec-
trum, the area of the largest peak, which corresponds to
the terminal Ck, was used for quantification purposes
(Figure 4). Linear calibration curves®(> 0.98) using
known PFOS concentrations ranging from 10 to 140 mg
L—! were employed.

The detection limit of°F NMR based on a signal-to-
noise ratio of 3 was found to be 12.5 mg PFOS'L

in aqueous samples. This limit could be significantly
improved when a solvent of less polarity-polarizability
character is employed. In samples concentrated by SPE
procedures based on ODSg@artridges using methanol
as solvent, PFOS was detected at concentrations as low
as 3.6 mg !, which is 3.5-fold lower than the detec-
tion limit obtained in agueous samples. This could be
attributed to the interactions of the molecule with the
solvent. Hence, sinced® interactions with the fluorine
atoms of PFOS are stronger than those with;OH, a
higher coupling between tHéF nuclei spins will result

in the aqueous solvent, producing an increased diver-
sification of F atoms in the molecule and, thus, higher
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detection limits [44]. The recovery efficiency of this The quantitative determination of low-ppm concentra-
procedure was 100.8% 5.4% for triplicate aqueous  tion of aqueous PFOS was effectively conducted by
samples of 100 mgt! of PFOS standard.

Quantification of PFOS by NMR spectroscopy was ac- 160

curate and precise. However, the sensitivity of the tech- |

nigue is low and quantification of PFOS will generally |

require sample preconcentration, e.g., by SPE extrac- . .

tion. Nonetheless, alternative techniques such as LC- §

MS or LC-MS/MS also often require sample pretreat- é "1

ment by SPE because the concentrations of PFOS in en- g o

vironmental samples are generally in the low ppm range or

(ng L=1) [45, 23, 24]. w

Moody et al. [32] reported higher detection limits than v e W w m m w w
those obtained in this study by one order of magnitude, PFOS concentration (mg L)

0.25 mg ! for concentrated samples. However, the
acquisition time used in our study was relatively short,
32.5 min, and the sensitivity of the F-NMR sytem used
(a Varian Unity-300 spectrometer) was limited compared
to that in the study conducted by Moody and coworkers.

Figure 4: Calibration curve of aqueous PFOS based on the terin
nal CF3 peak by 'F NMR (r 2 > 0.98).

19F NMR spectroscopy is a valuable technique to pro- "o

vide structural information of perfluoroalkyl compounds 100]

due to its ability to respond to different electronic envi-
ronments with changes in the chemical shift. Unfortu- 88

i

nately,'"F NMR cannot be used for routine monitoring

of PFOS because data acquisition and data processing
are very time-consuming compared to other analytical
methods such as LC-MS and LC-MS/MS.

7.5

6.3

Conductivity [uS]

5.0

HPLC-suppressed conductivity detection

3.84
A HPLC method that relies on suppressed-conductivity \
ion chromatography has been developed to separate and
detect aqueous PFOS and related perfluoroalkyl com-
poundsin environmental samples. Chromatographic sep-
aration was conducted with a £reverse-phase column b
and a mobile phase consisting of a mixture of boric acid Retentan Time fmin]
and acetonitrile with various mixing ratios.

Figure 5: HPLC-suppressed conductivity detection chro-

. . 1
Figure 5 shows a chromatogram obtained for a stan- Matogram of aqueous PFOS (25mg L).

dard containing 25 mg t! commercial PFOS. Well-
resolved peaks and reproducible results were achieved - . .
by this chromatography method. Moreover, various PFOéﬂPLC-supp_ressed conduct|V|ty_ detection as described
isomers were separated with this method. The peak at in theMaterials and Methodsection. The total concen-
9.9 min is assigned to the linear PFOS anion and the tration of perfluorinated compounds in aqueous samples

; ; ; btained by linear calibration curve$¥r0.99) us-
two little peaks eluting before the major peak at 9.3 and was o .
9.5 min correspond to PFOS isomers. These isomers are'Y k_nov:c/n concentrations Olf PFhOSd PFBS allnd. PFfOA
structural isomers of PFOS which have the same molec- 12nging from 0 to 150 mg L. The detection limit o

ular weight as PFOS but are branched perfluoroalkyl PFOS, PFBS an(_:i PFOA was 1 mgL A calibrati_on :
sulfonates [46, 38]. curve for PFOS in aqueous samples is shown in Fig-

ure 6. These results are consistent with those obtained
The purity of the PFOS salt was calculated by relating by Hori et al. [47] by conductimetric detection. A de-
the area of the linear PFOS peak to the sum of the ar- tection limit of 0.66 to 1.0 mg PFOS1! was reported
eas of all three peaks, assuming that the response factorautilizing a ODS column and a methanol:phosphate gra-
for branched and linear isomers are equivalent. The lat- dient with linear calibration graphs up to 100 mg PFOS
ter assumption cannot be confirmed experimentally due L—'. The new detection limits for samples pre-concen-
to the lack of authentic isomer standards. Linear PFOS trated by SPE using ODS:g cartridges and methanol
was found to be 75.4% pure [38]. Previous studies have as solvent increased significantly. PFOS was detected
reported the purity of PFOS commercial standards (la- at concentrations as low as 1@ L~!. Blanks sam-
beled as > 98%) in the range of 70 to 80% [39, 34, 37]. ples spiked with known concentrations of PFOS (25 mg
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L—1) were extracted in parallel to determine the recov- equivalent to 0.5 mg t! of PFOS as TOC. A signifi-

ery efficiency which was 102% 9.4% for triplicate cant improve in the detection limit can be obtained by

samples. using a high-sensitivity catalyst; PFOS concentrations
in thepg L~! range can be detected. Although the TOC

The use of a reverse-phasgs@olumn provided good 5h5ysis provides reliable quantification of PFOS in en-
resolution for the perfluorinated alkyl substances. A \i.onmental samples, the lack of selectivity is a draw-
mixture of PFBS, PFOA and PFOS in a 1:1:1 ratio Was pack of the

successfully separated as shown in Figure 7. Standard
samples of each perfluorinated compound were run in
parallel to identify their retention times. The peaks alute
based on number of carbons and molecular weight. PFBS 35|
4-carbon chain with a molecular weight of 299.08 g 30t
mol~!, appeared first followed by PFOA, a 8-carbon
chain compound with a molecular weight of 414.07 g
mol—!, and finally PFOS, 8-carbon compound with a
molecular weight of 499.12 g mol. The response fac-
tors determined for these perfluorinated compounds dif-
fered considerably. The response factor was calculated
by dividing the area of analyte by its concentration. The
response factors for PFBS, PFOA and linear PFOS were 0.0 . . . . . . .
0.104, 0.067, and 0.039, respectively. T T A

PFOS concentration (mg L")

25 F

20

Area (US*min)

1.0 f

0.5 F

HPLC base_d on supp_re_ssed conductivity detection _IS a Figure 6: Calibration curve of aqueous PFOS by HPLC sup-
simple, rapid and efficient method for the separation pressed conductivity detection (? > 0.99).

and detection of perfluorinated compounds. Since it

does not require sample pretreatment, the analysis times
are significantly reduced compared to those required in

9F NMR spectroscopy. Besides, this technique is less

expensive and time consuming than LC-MS/MS. The

22,0

ps

good separation achieved by the reverse phasea- 2.0
umn allows detection of PFOS isomers and calculation H
of the purity of PFOS commercial standard. This chro- 1751

matography method can be successfully utilized for mon
itoring PFAS on a routine basis in aqueous solutions.
Moreover, the high sensitivity of the technique makes it
appropriate for the determination and quantification of
low-ppm amounts of perfluoroalkyl surfactants in real

environmental samples. Detection of PFAS concentra-
tions in the ppb-range is feasible if the samples are pre-
concentrated by solid-phase extraction with cartridges
based on ODS-(g columns.

15.0

-
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=
o
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Conductivity [iS]
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7.5

5.0

Brarched 1
Branched 2

Quantification of PFOS by TOC and COD analysis

2.5

The feasibility of utilizing TOC and COD analysis for \\m
the quantitative detection of PFOS in aqueous samples %7 e . L
was also investigated in this study. Instrument calibra- Retenton Time [min]

tion was performed using potassium hydrogen phtha- rigyre 7: HPLC-suppressed conductivity detection chromas-
late standards ranging from 0.40 to 25 mg TOC'L graph of an aqueous solution containing PFBS, PFOA, and PFOS
The coefficient of determination3) for each calibra- (21 mgL~" each).

tion was > 0.99. Calibration lines obtained using potas-
sium hydrogen phthalate and PFAS standards were nearl

identical confirming the suitability of TOC measurements ¥echniqu¢_e. The method is not compound specific since
for PFAS quantification. all organic carbons are detected. PFOS solutions con-

taining 180 and 250 mgt! were reacted with the dichro-
Figure 8 shows a calibration curve for PFOS in aqueous mate solution for 2 h at 15€ according to the COD
samples by total organic carbon (TOC) analysis. Linear protocol described elsewhere [48]. Blank solutions lack-
calibration curves & > 0.99) using known concentra- ing PFOS were also analyzed. No oxidation of PFOS
tions of PFOS ranging from 0.5 to0 19.2 mg TOC-PFOS was detected under these experimental conditions. The
L~ equivalent to 2.5 to 100.0 mg PFOS 1, were fact that the dichromate-based COD method was not
obtained. The detection limit was 2.5 mg PFOS'L suitable for the analysis of PFOS was likely due to the
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Abstract

The use of laser-induced breakdown spectroscopy (LIBStheg with a pencil lead subs-
trate for the quantitative analysis of salts dissolved quiliils provides is introduced as a
very efficient and sensitive analytical method. In this warkhave compared five substra-
tes over which aqueous solutions of salts were left to drg,then submitted for analysis
with LIBS. The comparison was based in analytical pararsetech as the sensitivity and
linearity of each substrate. We found that from these, tifases of graphite and a steel
surface scratched with pencil HB gave the best results. @heantration of the salt (cation)
in the solution was made to correspond to the areas of sppetiiks for each corresponding
atom. In this work, we used a method introducedijgn et al.[1] for data handling. This
spectra selection method produces better linearity ilion curves and much smaller
errors that translate into correlation coefficients cldset, in this work correlations index
up to 0.98 were determined. We introduced an experimertigh s&th mirrors to study the
self-absorption effect, showing in this work the lost ofdarity in the peak areas at high
concentrations. We observed an indentation in the centdreo€s and K peaks, and the
lost of signal LIBS of the spectrum of each peak analyzed wiittnors. In the last part of
this work, we apC!JIied the methodolo?y for quantificatiorradiuced to quantification of
arsenic dissolved in water, as a real life application feraamtrations until 200ppm The
non linear calibration curve for the whole range in this cases fitted to an exponential
function with 0.993 of correlation index. The detectionilimalculated for the arsenic in
water was 3.2pmand this result is very satisfactory compared with thosentep on
literature for LIBS.

Keywords. LIBS, quantitative analysis, LIBS quantification, liquidaysis.

Resumen

En este trabajo se introduce la aplicacion de LIBS(Lasdguéed Breakdown Spectros-
copy) junto con un substrato novedoso de acero rayado cdm H para el analisis
cuantitativo de sales disueltas en liquidos provistas comaétodo analitico eficiente
y sensitivo. Para esto, se han comparado cinco substrdims|es cuales se dejaron secar
soluciones en agua de sales, cuyos depdsitos se analizzstmiprmente con LIBS. Las
comparaciones se basaron en parametros analiticos talessemsitividad y linealidad. Se
encontré que de éstas, las superficies de grafito y la de angda con lapiz HB dieron
los mejores resultados. La concentracion de la sal (cadidig solucion se hizo correspon-
der con areas de picos especificos para cada atomo. En ésije sa utilizé un método
estadistico introducido pdijon et al.[1] para el tratamiento de los datos. Este método de
seleccién de espectros produce una mejor linealidad emfaascde calibracion y errores
mas pequefios lo que a su vez permite tener coeficientes ddactin mas cercanos a
uno, en este estudio estos coeficientes mejoraron sudtaenta hasta 0.98. Se introdujo
un arreglo experimental hecho a base de espejos para esufmomeno de la auto-
absorcion, demostrando asi, que este fenédmeno modificeekdiiad de la intensidad y el
area de los picos correspondientes cuando se tienen crawenes elevadas de un cation
dado. Esto pudo ser observado en los espectros de los picis W& saturados, compa-
rados con y sin espejos del arreglo, donde la intensidadsdeilemos disminuia al estar
presente los espejos. Por dltimo, la metodologia propwestste trabajo se aplicd como
un caso de la vida real, a arsénico disuelto en agua con doacienes de hasta 10ppm

La curva correspondiente pudo ser ajustada a una funci@nerpial con un coeficiente
de correlacion de 0.993. El limite de deteccion calculada pharsénico disuelto en agua
fue de 3.§pprrque es muy satisfactorio comparado con valores reportattzslieratura
para LIBS.

Palabras Clave.LIBS, andlisis cuantitativos, cuantificacion en LIBS, amabe liquidos.
ISSN 1390-5384
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Introduccién muy altas (laser beam Blooming, en inglés). Este fené-
meno que puede llevar al desenfoque y dispersion de

Latécnica LIBS (Laser-induced Breakdown Spectrosco- energia en la atmédsfera [20].
py, es decir, espectroscopia de ruptura o chispa produ-
cida por laser) se establecido en los ultimos afios como Para evitar estos problemas se han introducido algunos
una herramienta muy (til para el andlisis cualitativo y, Métodos novedosos de andlisis para liquidos. Una op-
en algunos casos, cuantitativo, de la composicién qui- ion es el analisis de liquidos congelados usando técni-
mica elemental de sustancias sélidas, liquidas y gaseo-cas de ablaciones laser a bajas temperaturas [21]. Otra
sas. El anélisis con LIBS provee informacién sobre la aproximacion exitosa ha sido el uso de superficies sobre
identidad y concentracion de los atomos presentes en unlas que el liquido bajo analisis se deposita y deja secar
compuesto [2, 3, 4, 5]. La técnica se basa en el uso de antes de proceder al analisis con LIB&nder Wal et aJ.
un pulso laser de alta intensidad enfocado para produ- Por ejemplo, han demostrado la posibilidad de anali-
cir una chispa o plasma caliente en el punto de prueba. zar sales de nitratos o cloruros de metales disueltos en
En este plasma las especies atémicas presentes emite@gua, usando un sustrato de grafito amorfo (discos de
luz con caracteristicas espectrales unicas. La intensidadcarbono) [22]. Este trabajo ha servido de motivacion pa-
de las lineas espectrales producidas permite en princi-ra la investigacion que reportamos.
pio, determinar la concentracion de las especies quimi-

cas correspondientes. Una consideracion Importante con respecto a este me-

todo de andlisis es si el depésito sélido que queda sobre
En LIBS el perfil espectral de la luz emitida por el plas- la superficie que se analiza responde a la estequiometria
ma cambia desde su creacion con el tiempo. Inicialmen- inicial en la solucion y a las tasas de concentraciones
te, durante los primeros nanosegundos, el espectro co-iniciales en mezclas. Al respectander Wal et al.han
rresponde basicamente a un fondo continuo de radiaciéndemostrado que los substratos de grafito al dejar secar
incoherente de los electrones que librasen el plasma. Ensubstancias liquidas sobre estos permiten una gran me-
la medida en la que el plasma se enfria y los electro- jora de analisis en liquidos mediante LIBS. Una con- di-
nes e iones se recombinan formando especies atdbmicagion importante en estos casos es que la solucion se de-
neutrales, el espectro empieza a mostrar las lineas es{osite y seque formando una capa homogénea sobre la
pectrales correspondientes a estas especies ato- micassuperficie y que la evaporacion del solvente proceda de
Por esta razén, para el andlisis practico, se requiriere tal forma que no se segreguen los componentes iniciales
hacer una deteccion retardada y durante un intervalo dede la mezcla. Un problema importante al momento de
tiempo limitado (Time-gated detection, en inglés) de la construir una curva de calibracion en LIBS con el me-
luz emitida por el plasma para recoger la informacion todo de secado indicado es el efecto de auto-absorcion
espectral que interesa [4, 5]. Bajo estas condiciones, que se da en el plasma cuando este se ha enfriado sufi-
LIBS permite hacer mediciones en tiempo real de es- cientementey un gran namero de &tomos neutros desex-
pecies quimicas multiples, por ejemplo, de metales, en citados de las sustancias emisoras estan presentes en la
diferentes campos de aplicacién [6, 7, 8, 9]. periferia y reabsorben la radiacién emitida en el centro.

Este efecto es especialmente notorio al analizar concen-
Algunas aplicaciones importantes de LIBS se han he- traciones cercanas a la saturacion en la solucién original
cho para mediciones de elementos presentes en mues{23, 24]. La auto-absorcién provoca una pérdida no li-
tras liquidas [10, 11, 12, 13, 14, 15]. La identificacion neal de sensitividad a altas concentraciones debido a la
y cuantificacion de elementos en muestras liquidas se pérdida de fotones de la sefial final. Evidencia de es-
complica principalmente debido a la reduccién del um- te fenémeno se ve en forma de una indentacién en el

bral de ruptura (generacion de la chispa), y por la alta centroide del pico de un elemento analizado en casos
densidad relativa existente dentro del seno del liquido extremos [23, 24, 25].

que produce el ensanchamiento de las lineas espectra-

les. Esta alta densidad provoca asi mismo, que los esta-Para extender la idea déander Wal et al.en este tra-

dos atdmicos excitados de emisidn se apaguen sin emitirbajo se hace una comparacion de varios substratos po-
luz, restringiendo al mismo tiempo, la emisién de luz a tencialmente Utiles como superficies analiticas. En par-
duraciones de en algunas decenas de nanosegundos sdicular se han probado policarbonato (de un disco com-
lamente. La ablacion generada por el laser en liquidos pacto, o CD), una oblea de silicio, pastillas de carbono
produce asi mismo, salpicaduras, lo que hace muy di- activado compactadas, grafito, y una superficie de ace-
ficil hacer mediciones a tiempo real de un liquido en ro rayada hasta su recubrimiento con un lapiz HB. La
un medio ambiente [16, 2, 17, 18, 19]. En algunos ca- superficie de acero rayada con lapiz es opcién analitica
sos, las particulas eyectadas a una distancia suficiententeresante, de bajo costo, facil implementacion y con
de la superficie bajo irradiacién puede causar la forma- buenas caracteristicas analiticas como se demuestra lue-
cién de varios plasmas independientes sobre la superfi-go. Asi mismo, para la construccion de las curvas de ca-
cie, lo que obstruye parcial o totalmente la radiacién del libracion se ha utilizado un método estadistico que hace
haz del laser incidente. Un fenédmeno similar es la for- un tratamiento especial de los outliers para disminuir el
macién de un plasma en la atmdsfera inmediatamente error, que se ha reportado anteriormenteijon D. et
sobre la superficie, cuando se trabaja con intensidadesal [1].
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El estudio ha incluido el andlisis por deposicion de solu-
ciones acuosas de 10 sales diferentes (NaCl, Cg(NO
Sr(NG;)2, BaCl, CaC}, InCls, KCI, LiSO,4, RbCI, CsCl).
Aqui se presentan ejemplos de curvas de calibracién pa-
ra diferentes concentraciones analizadas con el tratami-
ento de outliers mencionado [1]. La excelente sensitivi-
dad de la superficie rayada con lapiz se discute en cierto
detalle. La minima concentracién detectada para todas
las sales fue de 1ppm, lo que establece una cota superior
del limite de deteccién con este método para los catio-
nes de las sales probadas. Todas las superficies compa-
radas mostraron una buena relacion sefial ruido hasta
este valor de concentracion.
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Todas las mediciones de cuantificacion se realizaron con Figura 1: Esquema del instrumento usado donde se muestranda

enxy

x

in instrumento comercial y las curvas de calibracion se Partes basicas.
construyeron en base a los espectros obtenidos.

Con el fin de investigar el fenédmeno de auto-absorciény

su efecto sobre la perdida de sensitividad indicada arri-

ba, se construyd, adicionalmente, un setup experimen-
tal ad hocen base de espejos y se estudiaron soluciones
saturadas y no saturadas de CsCl y KCI. Los resultados
permiten demostrar que el efecto de este fenémeno so-
bre la sensitividad del método son en verdad no lineales.

Por dltimo, aplicamos el método desarrollado en este
trabajo para la construccion de una curva de calibracion
para una solucion de la “vida real” de arsénico disuelto
en agua.

Experimental
Instrumento para cuantificacion

El equipo comercial usado en este trabajo fue un espec-
trometro LIBS 2000+ de Ocean Optics Inc. (Dunedin,
FI, USA), con un rango espectral de andlisis que va de
200nma 1100nmy una resolucién que va de Ontn

en el ultravioleta hasta Orfmen el infrarrojo. El siste-

ma utiliza un laser Nd:YAG que emite hasta 280 en
cada pulso de 1@sde duracién, con una longitud de
onda de 1064m Los espectros se recogen con ayuda
de un haz de siete fibras dpticas la luz de la chispa y

Espejo de
esquina de
Lente de clibo
Nuestra
Laser Nd:YAG enfague : ; z —
— Camara de
apoyo de la
———— muestra (X.y,z)
Espejo ——
semi-esférico / /
Fibra

aptica X

N
Computador ——\\——’—/ Espectrometro
- OOLIBS 2000+

Figura 2: Esquema experimental para el experimento de auto-
absorcion

Instrumento para el estudio de la auto-absorcion

Para estudiar la auto-absorcion se construy6 un arreglo
experimental utilizando un espejo semiesférico y otro
en forma de esquina de un cubo (conocido como retro-
reflector) para reflejar la luz de la chispa de vuelta al
plasma. El sistema cont6 con un arreglo de desplaza-

la transportan hasta un arreglo de siete espectrémetroghiento micrométrico en las direcciones X-Y, y uno de

Czerny-Turner con detector CCD (de 4096 pixeles ca-

menor precision en la direccion z. Este esquema experi-

da uno) que muestrean sucesivos intervalos espectralegnental se muestra en la Figura 2.

sobre el rango espectral total.

Una camara de video permite monitorizar la muestra y
definir manualmente el lugar de incidencia del laser a
voluntad. Una lente de 5@mde distancia focal se usa

tanto para el sistema de imagen, como para enfocar el

Sustratos y reactivos

Los substratos que se compararon en este trabajo son: 1)
policarbonato (en disco compacto, CD), 2) una oblea de
silicio, 3) pastillas de carbono activado compactadas, 4)

laser sobre la muestra. Esta lente puede desplazarse verdrafito, y 5) superficies de acero rayadas con lapiz HB.

ticalmente para enfocar.

La muestra se coloca sobre una plataforma deslizable
mediante tornillos horizontalmente sobre el plano XY
de la muestra.

El software utilizado para la coleccion y el analisis de
datos es OOLIBS, y es provisto por el fabricante del
instrumento. Un esquema del sistema LIBS utilizado se
muestra en la Figura 1.

Para el analisis, sobre cada uno de los sustratos estudia-
dos se depositd LL de una solucién acuosa de sales

a concentraciones dadas, usando pipetas calibradas. Las
superficies se limpiaron previamente con agua des-ioni-
zada. Debido a los pobres resultados obtenidos inicial-
mente con la superficie de la oblea de silicio esta se lavd
de forma especial en un segundo intento antes de depo-
sitar los liquidos. Para el lavado a profundidad se usé
una solucién ‘pirafia’ (una mezcla equivolumétrica de
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agua oxigenada y acido sulfarico) y luego se culminé 4000 bt : '
con un lavado con agua desionizada. 3500 Ba

La superficie de acero se lavé con aguay luego se cubri6 3000

completamente con el rayado del lapiz, evitando dejar = G5

espacios sin cubrir. La limpieza de estos sustratos para 3

subsecuentes mediciones se hizo puliendo con lija fina 8 2%

1200 antes del lavado correspondiente. 3 15001

Las sales incluidas en este estudio fueron provistas por 10001

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y fueron: Cloru- 500

ro de Sodio, NaCl, Cloruro de Bario, BaCl, Cloruro de 8

Calcio, CaCl}, Nitrato de Cobre, Cu(N§)., Nitrato de 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Estroncio, Sr(NQ@),, Cloruro de Indio, InGJ, Cloruro Longitud de onda (nm)

de F_’o_ta5|o, KCl, Sulfuro de LItIQ, LiSQ Cloruro de Figura 3: Espectro promediado de 4 disparos del laser de Bag)
Rubidio, RbCI, y Cloruro de Cesio, CsCl. Las sales se con 62.5 mJ de intensidad del laser. Se resaltan tres picospes-
disolvieron en agua des-ionizada en un rango de con- trales de Bario

centraciones de 1 a 1¢@m En la Figura 3 se muestra ) , ,

un espectro tipico LIBS obtenido para el cloruro de Ba- i
rio (Ba). Los cationes se asociaron facilmente con los Y
picos espectrales correspondientes sugeridos por la li- i
breria presente en OOILIBS. i

400 o

— Plancha de Grafito
- CD policarbonato

- Wafer de Silicio
---Lapiz HB

| } ---- Pastilla de Carbono
A
foee

Para los experimentos el auto absorcidn, se trabajé con
soluciones de KCI y CsCl, a dos concentraciones, una
practicamente saturada letra con un valor menor. En es- 200
te caso su trabajo con energias por pulso entre 75y 200

mJ. En cada caso, se adquirieron espectros sin espejos

y espectros con los dos espejos, para su respectiva com- o
paracic')n . 7065 7070 7075

Longitud de onda (nm)

Cuentas (u.a.)

Una solucién base de arsénico disuelto en agua fue pro-
vista por el laboratorio de Aguas de la Escuela Poli- Figura 4: Intensidad del pico de estroncio (Sr) en 707.032 nipara
técnica Nacional en una concentraciones de (90 los 5 diferentes substratos analizados.

Una curva de calibracion para esta sustancia se cons-| s mediciones se repitieron tres veces para verificar la
truy6 preparando soluciones diluidas en diferentes con- reproductibilidad y mejorar la estadisticas. El analisis

centraciones. Para el analisis del arsénico solamente s&;i| de |os datos fue el promedio de todas las areas co-
detect6 un pico asociado en 228.818 rrespondientes a los picos analizados.

En primera instancia se compararon los substratos en|_a energia estimada por pulso dependiendo de la sal
términos de sensitividad y linealidad para cada uno, pa- analizada estuvo en el rango de 62.5 a 8@Jbsegtn

ra lo cual se tomaron las areas de los picos a analizar|a escala del fabricante del laser. El laser no se enfoco
€Oon sus respectivas concentraciones de cada uno. La Fi-exactamente en la Superficie sino a aproximadamente 2

gura 4 muestra la variacion observada para un pico de milimetros por debajo de la misma para evitar una pe-
estroncio a 707.03@mpara la misma concentracidn en netracién muy profunda del laser sobre la muestra.

solucion pero para diferentes substratos. Se puede cole-A P
) . ) oo nélisis de Datos

gir que existe una mejor sensitividad para sustratos co-

mo la superficie rayada con lapiz y el grafito, y una peor Las areas de los picos fueron calculados con las herra-

para pastillas compactadas. mientas disponibles en OOILIBS. De acuerdo con el fa-

bricante, un pico es definido por un centroide y dos va-

lores de longitud de onda (las alas) definidos a los lados

de éste, que marcan los extremos del pico. Se traza una

linea entre los puntos que definen las alas (longitud de

onda e intensidad). La linea asi trazada define el back-
round local para el espectro, que sustraido del area to-

Debido a que la superficie de acero rayada con lapiz
mostré un desempefio excepcional en términos genera-
les, se hicieron mediciones incluyendo mas puntos ana-
liticos y se extendi6 el rango de concentraciones has-
ta 1000ppmpara este sustrato con cuatro de las sales.

En este caso se tomaron 5 espectros por punto para la al debajo del pico da el area efectiva correspondiente

salesLiSOy4, RbCly BaCls, y solo 3 espectros para . : .
Sr(NOs)s. Los elementos de interés correspondientes que se asigna al pico. Subsecuentemente se asocia esta

fueron Li, Rb, Sry Ba. Los picos espectrales corres- arelza con la concentracion de la especie quimica nomi-
pondientes se reportan en la Tabla 1. Tanto los disparosna '

unicos como los promedios de todos los disparos fueron La comparacion de los valores de area asociadas con
registrados. concentraciones diferentes permite construir una curva
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Elementos A (nm) Los sustratos de carbén activado compactado mostra-
460.73 ron deficiencias analiticas muy importantes en todos los
Estroncio 640.85 para- metros. Una razén para esto es la alta porosidad
650.40 de este tipo de sustrato, lo que provocala absorcion de la
707.01 solucién en el interior de la pastilla con la consecuente
la pobre respuesta superficial.
610.37 A - . .
Litio 67079 Asi mismo, la _oblea de S|I|C|o.preser!t(_) proplgmas im-
812 78 portantes debido a su alta hidrofobicidad inicial. Es-
' ta condicion provoco que la solucién de analito se es-
55355 parza sobre un area muy grande, y consecuentemente
652.73 gue los depositos cristalinos sean demasiado heterogé-
Bario 659.53 neos y dificiles de analizar. Esto afecto significativa-
705'99 mente el desempefio analitico del sustrato para los para-
728.03 metros indicados, especialmente la reproducibilidad. Se
' ha planteado la posibilidad de hacer la superficie de la
42019 oblea completamente hidrofébica para garantizar la for-
Rubidio 780.03 macion de spots homogéneos. Estos estudios estan en
794.76 progreso en nuestro laboratorio.

Los detalles de la comparacién de los sustratos se pre-

Tabla 1: Picos caracteristicos de Li, Rb, Sr y Ba para el suséto sentan en el Anexo 1

de acero rayado con lapiz HB . . ,
Los resultados indicados muestran la gran ventaja anali-

. ; . . tica de dos sustratos: 1) la superficie de acero rayada con

Ba (652.731 nm) lapiz HB Yi 2) la superficie de grafito,. frente allos qle-
mas, particularmente en lo que se refiere a la linealidad
y la sensitividad. El segundo sustrato fue reportado por
Vander Wal et al.y fue la motivacion para este trabajo.
El primero se introduce por primera vez para LIBS aqui.
Debe mencionarse, que el mismo sistema de acero raya-
do con lapiz HB ha sido también como un buen sistema
para la preparacién de muestras en la técnica de ioniza-
cion llamada Matrix-assisted Laser Desorption/loniza-
— tion (MALDI), muy utilizada en espectrometria de ma-
sas [26, 27, 22].

El sustrato de policarbonato (superficie de un CD) mos-
tré un rendimiento aceptable, pero debajo del grafito y
de la superficie rayada con lapiz HB.

de calibracion. Estas curvas son tipicamente lineales pa-| 4 repetibilidad, sensitividad y linealidad de este sus-

ra rangos restringidos de la concentracion del analito. 4414 fueron cercanas en los tres mejores casos: grafito,
Para definir la expresién matemética de estas curvas S€nolicarbonato y superficie rayada con lapiz, pero la sen-

recurre a una regresion lineal, o no lineal, dependiendo ;jjyidad es el Giltimo caso fue algo mejor que las demas.
el rango de concentraciones considerado.

o
1 L

D 0 O N s D 0
0O O O O O
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© O 0O O ©0 ©O O O O
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Figura 5: Curva de calibracién obtenida utilizando el métoc de
remocion de outliers para el Bario (R=0.90, P= 12.935).

El método propuesto pdhijon et al.[1] se utiliz6 para
Para el estudio del auto absorcion, no se pudieron reali- construir las curvas de calibracion finales para los ele-
zar mediciones cuantitativas. Sin embargo, el efecto de mentos Li, Rb, Sry Ba para el substrato de acero rayado
la concentracion el cation que el agua sobre la forma con lapiz HB. Un ejemplo de una curva de calibracién
diaria del pico correspondiente, se estudio cualitativa- tipica construida con la aplicacién de este método se
mente. muestra en la Figura 5. Esta corresponde al BaCl. La
curva indicada muestra un comportamiento lineal acep-
table, buena sensitividad y bajo error relativo por punto.
Un resumen de los resultados obtenidos para las cuatro
sales antes indicadas sobre la superficie rayada con lapiz
se aprecia en el Anexo 2.

La comparaci()n de sust_rf?ltps anall'tico_s se hizo en base anyuto-absorcion y su efecto en la cuantificacion

los parametros de sensitividad, linealidad (para el rela-

tivamente reducido rango de concentraciones conside- El efecto no-lineal en la cuantificacion debido al fené-
rado), limite de deteccion, reproducibilidad, y facilidad meno de la auto-absorcién puede ser demostrado con el
de preparacion de la muestra. setup mostrado la seccion de la parte experimental de

Resultados

Comparacién de substratos
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este trabajo. Un ejemplo de un pico de cesio que mues- . !
tra la caracteristica tipica del auto absorcion se muestra 4000 4
en la Figura 6. Este espectro fue obtenido usando una
energia por pulso de 200 mJ. La caracteristica saliente
del auto absorcién es la indentacion en la parte superior
del pico. En general, en los experimentos realizados se
pudo observar tanto la altura de los picos como su ancho
y perfil, se modifican bajo condiciones de auto absor-
cién. Se observo ademas que para valores de concentra- 10004
cion del analito progresivamente mas grandes, el efecto

se incrementa correspondientemente, pero no de forma 0
lineal. Esta situacion afecta directamente a la cuantifica- .
cién, ya que las areas medidas para los picos obtenidos Longitud de onda (nm)
se afectan también no linealmente.

— Con espejos
- SIN @Spejos

2000

2000 4

Cuentas

Figura 6: Auto-absorcién en el pico de 850.11 nm para el Cs.

Aplicacion del método para el arsénico disuelto en

160 - ]
El arsénico disuelto en agua tiene mucha relevancia en I
el tema de medio ambiente y salud publica. Existen al- g1 ]
gunas técnicas establecidas para cuantificar la concen- .20 I
tracién de este elemento en aguas de diferentes proce- @ 100 l -
dencias. Aun asi, siempre es necesario explorar nuevas = g ]
opciones y alternativas. En nuestro caso, LIBS es una @ on] | ]
eleccion atractiva debido a las ventajas propias de la téc- <
nica, especialmente a su rapidez de analisis. Gracias a ol ]
que los resultados presentados en este articulo son un 20+ .
buen antecedente, se intenté usar la metodologia para 0 - ) . . ,
una muestra real de arsénico (valencia +3) en agua. El 0 200 400 €00 300 1000
rango de concentraciones se extiende hasta ppap ppm

lo cual mucho mas al,la del rango InICIalmente prob,ado Figura 7: Curva de calibracién para el As en el rango de concen

con ayuda de este método. Por esta razon, se podria preyaciones de 6 a 1000 ppm, donde se puede ver los efectos de la
ver, te pido al efecto del auto absorcién antes indicado, auto-absorcién (R=0,993).

gue la curva de calibracion adquiriera caracteristicas no

lineales. Estos factores incluyeron la linealidad, la sensitividad,
una cuota superior del limite de deteccién, la reproduc-
cion y ciudad, y la facilidad de preparacion del sustrato.
En términos generales los mejores sistemas resultaron
ser el grafito, ya anteriormente reportado, y el nuevo sis-
tema de acero rayado con lapiz HB.

La curvade calibracion obtenida para el arsénico se pue-
de observar en la Figura 7. Para esta curva se logré un
muy buen ajuste para una funcién de crecimiento expo-
nencial concentracion. A partir de estos resultados, es
posible determinar formalmente el limite de deteccion
de este elemento con esta técnica (ver referencias [3] y
[28] para una explicacién de cédmo se realiza esto). El
limite de deteccion calculado fue de $@Em el cual se
compara muy favorablemente frente a trabajos anterio-
res con LIBS (40(pm [29].

La medicién de las concentraciones para la construccion
de las curvas de calibracion requiere que se deposite una
alicuota de la solucion deteccidn sobre sustrato analitico

y se deje secar. Los disparos de laser se tienen que hacer
sobre los depositos cristalinos resultantes. Los espectro
deben ser adecuadamente promediados y procesados es-
tadisticamente. Con esto se logran curvas de calibracién
satisfactoriamente lineales, con buena sensitividad y re-

En este trabajo se introduce una metodologia robustaI Vo baio limite de deteccis traci d
para cuantificar mediante LIBS la concentracion de cati- ativo bajo limite de deteccion, para concentraciones de
hasta 10@pm

ones metalicos disueltos en agua. Para el establecimien-
to de este método se ha estudiado los procesos fisico
subyacentes a la técnica LIBS, se ha introducido un no-
vedoso sustrato analitico, y se ha definido un procedi-
miento estadistico de andlisis adecuado.

Conclusiones

SSe determin6 como el fendmenos de auto-absorcion de
la sefal LIBS por el mismo plasma puede afectar el
comportamiento matematico de las curvas de calibra-
cion que se pueden construir con LIBS para las concen-

Se compararon cinco sustratos con posible valor analiti- traciones de los cationes analizados. Se concluye, que

co: policarbonato, grafito, carbén activado compactado, en general, para rangos de concentracién relativamente

oblea de silicio, y la superficie de acero rayada con l&- gran- des, este efecto hace que las curvas de calibracion
piz HB, para varios factores de rendimiento analitico. muestren caracteristicas no-lineales.



Avances2011 Vol. 3, No. 2, Pags. A14-A21

Jijon y Costa

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

Referencias

Jijon, D., and Costa, C. 2011. “Pencil Lead Scratches on
Steel Surfaces as a Substrate for LIBS Analysis of Dis-
solved Salts in LiquidsJournal of Physics: Conference
Series 274(1), 1-9.

Cremers, D., and Radziemski, L. 1987. “Laser Plasmas
for Chemical Analysis”Industrial Applications of La-
sers (5) 352-415.

Radziemski, L., and Cremers, D. 1989. “Spectrochemi-
cal Analysis Using Plasma Excitationlaser-induced
Plasmas and Application¢Chap. 7), 295-326.

Yueh, F., Singh, J., and Zhang, H. 2000. “Elemen-
tal Analysis with Laser-Induced Breakdown Spectros-
copy”. Encyclopedia of Analytical Chemistr2066—
2287.

Rusak, D., Castle, B., Smith, B., and Winefordner, J.
1997. “Fundamentals and Applications of Laser-induced
Breakdown SpectroscopyCritical Reviews in Analyti-
cal Chemistry 27, 257-290.

Singh, J., Yueh, F., Zhang, H., and Cook, R. 1997.
“Study of Laser induced Breakdown Spectroscopy as a
Process Monitor and Control Tool for Hazardous Was-
te Remediation”Process control and quality10, 247—
258.

Zhang, H., Yueh, F., and Singh, J. 1997. “Laser-Induced
Breakdown Spectrometry as a Multimetal Continuous-
Emission Monitor”.Appl. Opt. 38, 1459-1466.

Zhang, H., Yueh, F., and Singh, J. 2001. “Performance
Evaluation of Laser-Induced Breakdown Spectroscopy
as a Multi-Metal Continuous Emission Monitod. Air
and Waste Management Assddl, 681.

Singh, J., Zhang, H., and Yueh, F. 1996. “Plasma Arc
Centrifugal Treatment Pact-6 Slip Stream Test Bed
(SSTB) 100-Hour Duration Controlled Emission De-
monstration (CED) Test'DIAL Trip Report 96.

Wachter, J., and Cremers, D. 1987. “Determination of
Uranium in Solution Using Laser-Induced Breakdown
Spectrometry” Appl. Spectrosc4l, 1042.

Ng, C., Ho, W., and Cheung, N. 1997. “Spectrochemical
Analysis of Liquid Using Laser-Induced Plasma Emis-
sions: Effect of Laser Wavelength on Plume Properties”.
Appl. Spectrosc51(7), 976-983.

Arca, G., Ciucci, A., Palleschi, V., Rastelli, S., and
Tognoni, E. 1997. “Trace Element Analysis in Water
by the Laser-Induced Breakdown Spectroscopy Techni-
que”. Appl. Spectrosc51, 1102-1105.

Nakamura, S., Ito, Y., Sone, K., Hiraga, H., and Kaneko,
K. 1996. “Determination of an Iron Suspension in Wa-
ter by Laser-Induced Beakdown Spectroscopy with Two
Sequential Laser Pulse#inal. Chem.68, 2981-2986.

Ito, Y., Ueki, O., and Nakamura, S. 1995. “Determina-
tion of Colloidal Iron in Water by Laser-Induced Break-
down Spectroscopy”Anal. Chimica Acta 299, 401—
405.

Meggers, W. 1951. “The Spectroscopy of Technetium
and Promethium”Spectrochemica Acta4, 317-326.

Cremers, D., Radziemski, L., and Loree, T. 1984. “Spec-
trochemical Analysis of Liquids Using the Laser Spark”.
Appl. Spectrosc.38, 721.

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

(24]

(25]

(26]

(27]

(28]

(29]

Knopp, R., Scherbaum, F., and Kim, J. 1996. “Laser In-
duced Breakdown Spectrometry (LIBS) as an Analytical
Tool for the Detection of Metal lons in Aqueous Solu-
tion”. Fresenius’ J. Anal. Chem355(1), 16-20.

Arca, G., Ciucci, A., Palleschi, V., Rastelli, S., anogF
noni, E. 1997. “Diagnostics of Trace Pollutants in Water
by Laser Induced Breakdown Spectroscopy Technique”.
Appl. Spectrosc51, 1102-1105.

Berman, L. and Wolf, P. 1998. “Laser Induced Break-
down Spectroscopy of Liquids: Aqueous Solutions of
Nickel and Chlorinated Hydrocarbon®ppl. Spectrosc.
52, 438.

Cremers, D. and Radziemski, L. 2006. “Handbook of
Laser-Induced Breakdown Spectroscopidhn Wiley &
Sons Ltd. The Atriun®3-115.

Infrawan, M., Ichwan, Y., Suyanto, H., Suliyanti, M. M.
Hedwig, R., Pardede, M., Kagawa, K., Lie, T. J., and
Kurniawan, K. H. 2005. “Quantitative Analysis of Li-
quid by Quick Freezing into Ice Using Nd-YAG Laser-
Induced Atmospheric PlasmaPROC. ITB Eng. Scien-
ce 37 B, No. 1, 49-65.

Wal., R. L. V., Ticich, T. M., West, J. R., and Hou-
seholder, P. A. 1999. “Trace Metal Detection by Laser-
Induced Breakdown Spectroscopyociety for Applied
Spectroscopy53(10), 1226—-1236.

Ctvrtnickova, T. 2008. “Analysis of Solid Materials
by Means of Laser-Induced Breakdown Spectroscopy”.
Masaryk University: Faculty of Sciencéoctoral The-
sis, 38—-39.

Lazic, V., Barbini, R., Colao, F., Fantoni, R., and Ralu

ci, A. 2001. “Self-Absorption Model in Quantitative La-
ser Induced Breakdown Spectroscopy Measurements on
Soils and Sediments'Spectrochimica Acta Part.B56,
807-820.

Bekefi, G. 1976. “Principles of Laser Plasma&ihn Wi-
ley & Sons Ltd

Black, C., Poile, C., Langley, J., and Herniman, J. 2006
“The Use of Pencil Lead as a Matrix and Calibrant
for Matrix-Assisted Laser Desosption/lonizatiorRa-
pid Commun. Mass Spectror20, 1053-1060.

Langley, J., Herniman, J., and Townell, M. 2007. “2B or
not 2B, that is the Question: Further Investigations into
the Use of Pencil as a Matrix for Matrix-Assisted La-

ser Desorption/lonization’Rapid Commun. Mass Spec-

trom. 21, 180-190.

Jijén, D. and Costa, C. 2011. “Estudio de los fenbme-
nos fisicos en LIBS y su Efecto en la Cuantificacion

de la Concentracion de Cationes Metalicos Disueltos en
Agua”. Diploma thesis, Fac. Ciencias, Escuela Politéc-

nica Nacional

IARC. 2004. “Arsenic Drinking-
Water". IARC Monographs Volume 84
http://monographs.iarc.frfENG/Monographs/vol84/
mono84-6A.pdf.

in



Anexo 1: Resultados obtenidos al analizar los diferentes batratos con los diferentes criterios de seleccion
de sensitividad y linealidad (R: coeficiente de correlacignA: Intensidad de la sefial LIBS dividido para el
background definido para la menor concentracién (sensibilad a bajas concentraciones)): longitud de onda).
NO significa un pobre comportamiento lineal, y si el coeficieie de correlacion es menor a 0.6 no se lo considero
lineal en este estudio.

Linealidad Sensitividad
Substrato Sal A (nm)  Elemento R Pendiente A en (3ppm)
[iISO;  670.78 0 0.527 NO 26.210
- Sr(NOs);  640.85 Sr 0.512 NO 1.689
Oblea de silicio CaCh 643.91 Ca 0.985 4.483 1.225
RbCI  780.027 Rb -0.113 NO 12.197
LSO, 670.78 O 0.303 NO 19.724
) Sr(NOs);  707.08 Sr 0.957 0.804 13.892
Plancha de Grafito CaCh 64391 Ca 0.934 0.975 1.449
RbCI  780.027 Rb NO NO NO
LSO, 670.78 O 0.435 NO 60.667
) Sr(NOs),  640.85 Sr 0.906 1.942 5.280
Policarbonato CaCl, 643.91 Ca 0.829 1.742 2.552
RbCl  780.027 Rb 0.753 5.994 12.735
LSO, 670.78 O NO NO NO
) ) Sr(NO3)»  640.85 Sr 0.656 0.749 1.435
Pastillas de carbén compactado CaCl, 643.91 Ca NO NO NO
RbCl  780.027 Rb NO NO NO
LSO, 670.78 O 0.768 17.532 5.667
Léniz HB Sr(NO3)>  640.85 Sr 0.949 13.555 1.738
P BaCh, 552.88 Ca 0.515 NO 5.036
RbCI  780.027 Rb 0.781 8.631 1.978

Anexo 2: Resultados de los ajustes correspondientes a lageas de calibracién para las sales indicadas, usando

el esquema estadistico introducido.

LiSO, Error [Sr(NOg)2 Error | BaCl, Error [ RbCI  Error

Li Sr Ba Rb
Pico1 610.365 460.733 553.548 420.883
Corte 193.564 23.03f 43.036 12.829630.984 90.94[43.036 12.829
Pendiente] 9.574 0.5000 3.924  0.278 29.206 2.215 3.924 0.278
R 0.979 0.961 0.961 0.961
Pico 2 670.790 640.847 652.731 780.027
Corte 750.050 55.73#4 45.421 51.996159.610 68.215157.263 33.067
Pendientel 13.359 1.210 12.168 1.001f 12.935 1.661 7.974 0.718
R 0.938 0.961 0.895 0.939
Pico 3 812.780 650.4 659.533 794.76
Corte 20.752 11.078 36.290 42.207134.327 58.177 94.669 18.353
Pendiente] 3.998 0.240| 9.325  0.813| 10.922 1.417 4.643 0.398
R 0.972 0.956 0.893 0.944
Pico 4 707.01 705.994
Corte 23.920 29.53899.658 36.427
Pendiente] 6.084  0.569 7.896 0.887
R 0.950 0.918
Pico5 728.030
Corte 71.580 22.106
Pendiente| 4.460 0.538|
R 0.906
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Abstract

The present article will explain in some details the requiats of modulators and de-
modulators using quadrature splitters and combiners, sudiss the target specifications
for these devices. The architecture of a pasB@network, useable as a quadrature split-
ter/combiner is then introduced, the design choices arerites!, the results of simulations
and tests are given. Then, we present a full characternzaficome of our modulators
and demodulators along with a tuning strategy which ackieveoutstandingly accurate
quadrature signal processing, and characterizes theterros of the device at the same
time.

Keywords. NMR Spectrometer, Quadrature Signal Processing.

Resumen

El presente articulo describe la arquitectura de un espeetro NMR en cuadratura, se
identifican los componentes claves que marcan el limite éoérmundos analégico y dig-
ital. Se explican en detalle los requerimientos de un maltulgt demodulador que usan
splitters y combiners en cuadratura y se discuten las d&@@ones necesarias para es-
tos elementos. Se introduce la arquitectura de una red R@apagizada como splitter-
combiner, se describen las decisiones tomadas en el disafiprgsentan los resultados de
simulaciones y test. Para terminar se presenta una cazactén total de algunos mod-
uladores y demoduladores junto con las estrategias deagbh las cuales alcanzan una
altisima presicion en el proceso de sefales en Cuadratunagterizan al mismo tiempo
los errores del sistema.

Palabras Clave.Espectrometro RMN, Proceso de Sefiales en Cuadratura.

Introduction cessing is best described by complex functions. Fre-
quency conversion, filtering, modulation and demodula-

Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy is an analyt-tion are basic operations which may be performed with
ical technigue used by chemists to investigate the prop- quadrature devices. Radio-frequency spectroscopies (in
erties of organic molecules, though it is applicable to particular NMR) contributed significantly to develop-
any kind of sample that contains nuclei possessing spin. ment of quadrature techniques and devices which now
In order to increase the performance of NMR spectrom- find their main applications in telecommunication sys-
eters new signal processing techniques has been intro-tems, such as mobiles phones and satellite communi-
duced over the years. Quadrature signal processing will cations. Quadrature signal processing is performed in
be described below together with its application on NMR  digital and/or analog ways.

spectrometers o _ _ o
Digital processing can be made nearly ideal, but it is

Conventional signal processing implements operations limited in the bandwidths (or frequencies) that it can
upon real-valued functions while quadrature signal pro- cover [1]. The bandwidth/frequency limit in the analog
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domain is in the 1010 Hz range (2 or 3 orders of mag-
nitude above the typical digital limit), but usually, ac-
curacy of analog quadrature devices is relatively poor,
and their bandwidths are small fractions of central fre-
guencies. As we will see later these limitations mostly
arises from either the quadrature splitter or the com-
biner and, in the worst case, from both of them. The
analog quadrature splitter generates the Hilbert pair of
signals from a single signal in input; the combiner per-
forms the reverse operation. Both of them are inher-
ently narrow-band devices, to the difference of radio
frequency components such as amplifiers, attenuators,
0° power splitters, adders, multipliers which are inher-
ently broadband.

Transmitter Side

N

@I
kel
]

Figure 1: Block diagram of an Heterodyne NMR Spectrometer.

The broadband heterodyne NMR spectrometer

Recelver Side

Figure 1 shows the conceptual scheme of the historic
heterodyne NMR spectrometer. In the transmitter side
(TX) the LO and IF signals are mixed and filtered to
obtain the RF irradiation. In the receiver (RX), the re-
sponse signal RF RF is first translated into the IF
band and then converted to baseband [2]. The basebanc
low pass filter has often a small width; we may record
its response while sweeping the excitation (RF) or the
response RF’ by changirgf (continuous wave meth-
ods). If the excitation is a pulse of duration smaller than
the inverse bandwidth of RF’, we have two possibilities:
recording the integral response, when RF' is in the mid-
dle of the RF’ band, or recording the entire spectrum,
when we make sure that it lies entirely above (RF'>RF)
or below (RF'<RF) the excitation; in the last case, the

X

I e I B

Phase-shift box T
-0
0° 920°

H

90°

cutoff frequency of the baseband filter should be at least e
equal to the full width of spectrum. 0° Splitter Yoo f=An

L=IF —( g |~ \|—1
The scheme is simple and essentially broadband. For ®_._. v
example, with an IF = 170 MHz, and a LO variable in i ®°—> —'Q
the 20-200 MHz interval, we may easily cover the trans- RX

mitter range 1-150 MHz with a 150 MHz low pass fil-
ter having a stop band at 50 dB beginning around 190
MHz, and the 190-370 MHz range with a high pass fil-
ter having a 150-190 MHz transition region [3]. The re-

quirement of a pure transmitted signal may appear not peyelopment of the NMR spectrometers over the past
necessary since the resonant circuit of the probe acts asg( years has spearheaded the introduction of quadra-
afilter. ture techniques in the radiofrequency field. The classic
However, if a broadband amplifier is used, substantial Scheme of a broadband spectrometer using these tech-

amounts of power may be reflected back, which may niques in both the transmitter and receiver sides is a
damage the amplifier or reduce its performance. Fur- variation of the previous heterodyne spectrometer, (c.f.

thermore, some types of excitations, as homodecoupling,Figure 1)-
may require a spurious-free dynamic range as high as The basic difference is a quadrature IF splitter which

Figure 2: Block diagram of a quadrature NMR spectrometer.

The quadrature NMR spectrometer

100 dB in the RF’ interval.

In the receiver side, the 170 MHz bandpass filter in the
IF section may be few MHz wide while the final receiver
bandwidth should be set by the adjustable baseband fil-
ter. The IF frequency is a forbidden one for the system;
in spectrometers working with a fixed magnetic field,
the IF is usually set between the frequencied'Bfand

19 where only the resonances@fTI and 2°°TI occur

2].

provides both the&osineandsinewaves of the IF sig-
nal: IF () and IF (9G). In the transmitter section,

it is also shown a very simple phase-shift box, the so
called quadraphase modulator, which permits changing
the pha- se of the excitation in steps of90n the re-
ceiver section, after mixing with the LO and IF-filtering,
the IF signal is equally split into two twins baseband
converters, where it is mixed with IFP@nd IF 90[4].

Relative to the previous design, the quadrature spec-
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trometer has the following advantages:

g

e The phase of the excitation may be controlled in R

steps of 90, a feature required by most NMR ex- : |

periments. . HPMX2001

]

e The excitation may be placed in the center of the [

spectrum. | | | N ) o ae Ll_.\,

o B { : LO +IF

e The baseband filters may be set to half the spec- 10 _.,

tral bandwidth, toA/2, rather thamA, leading to

a 3 dB gain in the signal-to-noise ratio (SNR). In

fact, in the scheme of the heterodyne spectrome- E ;

ter, the noise comes from theA,; +A band while 1(0) i

the entire signal is within only half of that band. In
this case, instead, band of the noise and band of the Figure 3: A transmitter scheme showing the Single Side Band
signal are matched. Modulator (dashed box).

The disadvantages of this scheme are: I
LO (09)
©° Splitter

e Dueto non-idealities, if the splitter is not well trim- | {@MJJL e ‘ |

med, and the two baseband converters are not ex-
actly the same, ghosts are generated, i.e. areplica ==

. . .I e . .I
the opposite side relative to the zero frequency. I J

with reduced intensity, of the spectrum mirrored in

e Every DC offset in the DC-coupled receiver yields rewn

a zero frequency spike.
q ysp Figure 4: A band reject mixer, bold figures represent a 90 out of

phase.
Both these defects may be reduced by trimming, or sup- ) i
pressed by phase cycling. The tunable lowpass filters !N the analog portion of the receiver, quadrature tech-
was cumbersome to build and added significantly to noisel!dues should be used to suppress the unwanted side-

distortion. Today they may be replaced by their digital Pa@nd arising from the LO-RF conversion. In fact, if the
counterparts [5]. received signal is near LO-IF, also the noise at LO+IF

would be converted into the IF band by a conventional
Blending new digital and analog signal processing tech- mixer. The scheme of the band reject mixer (c.f. Figure
nologies 4) which suppresses the unwanted band and its noise is

shown [7]. Here, the critical component is the quadra-
After the quadrature spectrometer was conceived, the tyre IF combiner, and its figure of merit is the attenua-
evolution in cost and performance of the analog com- tion of the forbidden band relative to the allowed one.
ponents, driven by the telecommunication market, has Obviously, such an attenuation will depend also upon

been spectacular. Four quadrants multipliers, based upoRhe accuracy of the quadrature LO splitter.
Gilbert cells, are replacing the hybrid balanced mix-

ers; inexpensive active components simplify impedance After a proper bandpass filter, the IF signal should be
matching. Rather than filtering out the unwanted side- digitized. The design of the Nyquist filter before the AD
bands, it is becoming more convenient to use a sin- converter is not critical. For example, assume a sam-
gle sideband mixer as the HPMX2001 from Hewlett pling frequency of 10 MHz and require a flat response
Packard [6] schematically shown in Figure 3. within 0.5 dB up to 3.5 MHz with an attenuation > 70

) ) dB above 6.5 MHz; a 9 stages Butterworth filter will be
The two LO inputs accept frequencies up to 1.2 GHz; engugh. The high pass interference filter is even less

the modulation IF inputs go up to 700 MHz and are DC  yitical, and selection of this cut-off frequency is mostly
coupled. The narrowband part is usually the quadrature 5 matter of taste.

LO splitter, which is typically optimized over less than

an octave. On the other hand, it seems natural to at- The baseband quadrature conversion of the IF signal,
tain phase and amplitude modulation of the output by S(t), can be performed digitally by mixing the digitized
controlling the IF signals with digital techniques. An signals,, with two sequences of number representing
implication is that the IF signals should be, at most, in the cosineand sine of the IF frequency [5]. Subse-
the 10 Hz range to allow high dynamic range (12 bits quent digital filters and decimators (DFD) achieve the
or more) digital signal processing. desired receiver bandwidth and enhance the dynamic
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Figure 5: Block diagram of a Baseband quadrature converter.

range. The scheme of the digital quadrature detector

is shown in Figure 5 [4].

A simple way to obtain the conversion is to satg) =

/2, which makes the multiplying numbers equaHto

1 and 0. However, the full quadrature converter, includ-
ing the quadrature Direct Digital Synthesizer (DDS), is
now available as inexpensive single chips, which give

! : Il
RX DDS
an extra feature: user can choose the center frequency @ l_

of conversion [8].

Im—- TX DDS -

i U
IFO 'ﬁéé?mgﬂ
f

TX
LO I LO 90
LO

Clock Generator
Lo &
Quadrature < )
splitter Generator Distributor
Loo l 1 LO%20
AN 7
o T

Quadrature ®
Combiner

T

AL IF
The Nyquist frequency of both data streams generated ® \—‘

by sampling at 10 MHz is orders-of-magnitude larger
than a typical high resolution spectrum. While the asso-

ciated oversampling eases the design of the filter before

the ADC and lowers the quantization noise floor (by

spreading the quantization noise over a broader spec-

trum), it increases the requirements on the digital fil-
ter [9]. With an oversampling factor of 1000 and & 10
words/sec rate, we need about'0nultiply & accu-
mulate (MAC) operations per second to make a low-
quality real-time Finite Impulse Response (FIR) filter.
Since nowadays there is no way of accommodating the
requirements of high quality narrowband filtering with
a single-stage digital filter, more steps should be used.
One of the possible configurations is the following:

e Averaging and decimating bgn. The integrator
should add at a, = 10 MHz rate, which is eas-
ily achievable even with discrete TTL circuits.

¢ FIR filtering the output of the integrator followed

by decimation to the desired bandwidth. This dec-
imation should be of the order of ten, or larger, in
order to achieve an acceptable integrator response
in terms of flathess and aliasing noise, it's veri-
fied only when the cutt-off frequency is about ten
times smaller than the Nyquist frequency of the in-
put streams.

The digital quadrature receiver has the following advan-
tages over its analog counterpart:

e SinceS(t)is AC coupled, analog DC offsets do not
matter, and digital offsets are easily handled.

e No ghosts are generated because the two digital
channels are identical by design and IF signals are
perfectly in quadrature.

U

To host computer <,—]

;

Figure 6: Block Diagram of a universal NMR transceiver.

e Quantization noise may, in principle, be reduced at
will through oversampling, and the broadband na-
ture of the fast ADC provides plenty of beneficial
off band dithering noise; the digital system from
the ADC on, may made nearly ideal [10].

Requirementsand basic architecture of auniversal NMR
transceiver

Figure 6 shows a block diagram of an universal transceiver.
TX is the signal to the power amplifier, PA is the signal
from the preamplifier at the beginning of the receiver
chain. No filter has been made before TX: the require-
ment is that the single sideband modulator should be
able to suppress carrier and forbidden sideband by at
least 50 dB and that the spurious-free region around RF
is at least IF wide. The LO generator should be a source
with very low phase noise (e.g.,-110 dB at 1 kHz), and
"the contribution of the clock to the ADC jitter should be
negligible. The LO phase noise and clock jitter are the
major sources of receiver noise.

In the receiver side, the combination of the LO splitter
and quadrature combiner should suppress the unwanted
sideband by more than 20 dB over the full LO range,
and yield IF signals over more than a decade, from, say,
1 MHz to 30 MHz. The ADC should always work in the
oversampling mode, with an input analog noise always
larger than the least significant bit.

The DDS for digital baseband conversion has been rep-
resented separated from the one of the transmitter, while
a superheterodyne spectrometer requires a unique IF sour-
ce. One reason is that it is quite simple to synchronize
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Figure 7: (a) Schematic of an 8-stages RC network, all R = 5Q and (b) Simulated response of the RC network (using Sigma Pip

two digital oscillators, but quite difficult to bring many be used since the fine tuning of frequencies may
digital high speed signals from board to board. be performed with the two DDS. The hole may be
avoided (or shifted), and a broadband lock system

Another reason is that the DDS often comes with the may be implemented in this way.

digital quadrature detector, and it may be desirable to ir-
radiate at a different frequency relative to detection. Yet
another reason is that a system with transmitter and re- Methodology
ceiver working simultaneously, rather than in time shar-
ing, may be desirable, since it allows both continuous Besides the underlying control system, the only parts
wave and pulse experiments to be performed_ which are not commercially available in Figure 6 are
) _ _ the broadband LO quadrature splitter, working from IF
The transceiver works with relatively low IF frequen- 1 1\MHz to 1000 MHz, and the quadrature IF combiner,
cies and has a “hole” near IF in the sense that the pre- working from IF,.;,, — 1.5 MHZ 10 IFyz+1.5 MHz. To
scribed suppression of carriers and modulators may not gptajn these broadband designs a specialized passive de-
be enough, for some applications, when LO-IF (i.e., the yjce has been studied, the so calR@ network, which
RF) is near IF. has been previously investigated by Halamek et al. [4].
The RC network consists of sections each consisting of
a ring of four equal resistors and four equal capacitors.
With n- sections havinRCtime constants organized ac-
¢ Fixed IF frequency of the receiver. By sampling at cording to a divide by two rule, roughly octaves may
vg = 4IF we have the possibility of integer down  be covered. Figure 7 (a) shows the schematics and Fig-
conversion (as hinted above), but we need a high ure 7(b) the simulation of an eight sectidR€ network,
resolution LO generator to fine tune the position of which shows that the phase difference between the two
the center of the receiver. On the other hand, the outputs (0-186) and (90-270) is 90+ 1° from 5 to 700
transmitter DDS may be set independently, and the MHz.

frequency of excitation may be changed within the ) ) ) ) )
Nyquist limit of this DDS. The “hole” near IF is  Implementation of this design requires a careful consid-

unavoidable. eration of line transmission and impedance matching ef-

fects. After many attempts with home-made impedance

e Adjustable DDS frequencies in the receiver and transformers, a commercial balun-transformer in the in-
the transmitter. In this case, a coarse LO genera- put (Minicircuits T 1-1) [11] has been adopted, which
tor with large steps (say, 1 MHz or 10 MHz) may brings the 5@2 impedance of the single ended LO input

Two possible schemes may be proposed:
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Figure 8: Physical Layout of the RC network
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to achieve a rough impedance matching at the highest Figure 9: (a) Schematic of a variable amplifier based on NE529

frequencies of the band. The four outputs should ide-
ally be connected with a high impedance source, which
has been set equal to 500in the simulation.

The physical layout is shown in Figure 8. A two lay-
ers PCB with connecting vias to tread the cycle of a
section in a fully symmetrical way has been used. Fur-
thermore, small surface-mountBd andC'’s (0805 and

1206 size) has been used to achieve the smallest physi-

cal dimensions compatible with manual assembly. The
requirements of the combiner are similar, but it should
be used in the reverse way. Unfortunately, the simula-
tion indicates that a typical 18 dB attenuation should be
expected even with a 4 section /4 octaves device. To
limit such an attenuation, thiRC combiner consists of
only 4 sections with a nominal range 0.5-8 MHz (or 2-
32 MHz).

Results and Discussion

Test performed on prototypes indicate thatR@splitter-
combiner is a viable solution for building a truly broad-
band and universal NMR transceiver. However, it is
mandatory to introduce trimming possibilities to impro-
ve the selectivity of the receiver in the bands where it
is marginally acceptable. Furthermore, R€ network
needs a long assembly time; it is also very difficult to
identify a bad connection or a wrongly placed compo-
nent.

A solution of the above mentioned issues is illustrated
in Figure 9 (a). Each couple of outputs, 0 - 28&hd

(b) Physical and assembly layout.

90 - 270, of the RC network has been sent simulta-
neously to two variable differential amplifiers, the NE
5209, which has input impedances in th@ kange.

Avery special layout had to be chosen, with three PCB’s

piled one on top of the other to maintain the distances

short and the traces symmetric to avoid transmission de-
lay problems (c.f. Figure 9 (b)).

Figures 10 (a) and (b) give the amplitude and the phase
errors of the splitter & modulator measured through the
IF trimming parameters. This time the amplitude errors
remain below 3% and the overall phase error is larger
than 3 only above 500 MHz, as it may have been ex-
pected.

The lines which go to the receiver may be trimmed in
amplitude and two absorptive switches allow to select
various combinations of positive and negative LO sig-
nals. The main purpose of these switches is to allow
selection of the upper or lower sideband by selecting
which of the two channels ( A of B ) follows by 90
the other. Another purpose was to provide an alterna-
tive testing of the accuracy of the splitter by measuring
the signal resulting by adding free induction signals ac-
quired with the receiver LO phase-cycled with a 180
step.

The results of testing are shown in Figure 10(a), (b) and
(c). Figure 11 shows the DC offset values needed to
achieve the same amplitude of LO signals at the input
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Figure 11: (a) Forbidden Band suppression and (b) selectityi of
the receiver (c) Simulated versus experimental response.

of Single Side band Modulator; Figure 10 (b) shows se-
lectivity using the same receiver circuit as below. Over
most of the range, selectivity is above 30 dB and the
response curve is essentially flat over the 0.5-9 MHz
interval. As expected from the results obtained from
the modulator section, amplitude trimming was mini-
mal. The sideband switching behaved as expected.

Conclusions

This work demonstrates thatmiversal NMR transcei-
veris possible thanks to a broadbaR@ splitter/combi-

ner circuit. With some care, we have shown that this
circuit may operate near 1 GHz, which we believe to be
roughly the limit of a manually assembled, lumped ele-
ments version. Simple trimming procedures have been
described which essentially cancel out the effects of im-
perfect quadrature processing, and lead to an accurate
evaluation of these errors. Furthermore, the setting of
these digitally controlled trimmers does not interferewit
1&Q modulation, which may be programmed in the same
way for all working frequencies.

We have shown that a quadrature modulator may achieve
exceptional spectral purities over decades of working
frequencies if appropriate trimming schemes are imple-
mented. A consequence is that the quality of signal pro-
cessing becomes essentially a function of the LO signal
and the digital clock. In the case of NMR, LO signals
with good coherence and exceptional phase noise spec-
ifications are needed. In fact, in the transmitter side, we
may need to achieve a spurious free range larger than
100 dB over the entire spectrum of interest, which has
typical width much smaller than our IF’s (and does not
include LO or forbidden sideband); in the receiver side,
the LO phase noise contributes to the noise figure, and
extremely "pure signals are needed.
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Abstract

The interaction of molecular hydrogen {Hwith methyl- and fluoride-substitutedcc pi-

rogallol[4]arenes functionalized with Li cations [Li-R-Pyg[4]Ar] was theoretically stu-
died by means of DFT quantum-mechanical calculations aB8i&’P/6-311G(d,p) level
of theory. In a first stage of the study, the stability of the ldation within the cavity
of the R-Pyg[4]arenes was analyzed by inspecting the laodaf@ment of the adsorbed
ion and the total density as well as the electrostatic piatemtaps of the complexes. In
a subsequent stage of the work, the optimal position of,arglecule in the cavity of
the pure and lithium-functionalized R-Png4]arenes wateitheined. Upon obtaining the
equilibrium geometry, the BSSE-corrected binding energthe various H/R-Pyg[4]Ar
complexes was calculated. The results showed that the@oqatpacity of R-Pyg[4]arenes

is significantly improved by the presence of thé ldation within their cavity.
Keywords. Hydrogen storage, pyrogallol, DFT, sorption capacity.

Resumen

La interaccion del hidrogeno molecular {Hcon rccc metil- y fluor-pirogalol[a]arenos

funcionalizados con cationes LiLi-R-Pyg[4]Ar] fue estudiado te6ricamente por medio
de calculos cuanto-mecanicos DFT al nivel de teoria B3LYR/6G(d,p). En una primera

etapa de estudio, la estabilidad del catién dientro de la cavidad de los R-Pygc!4]arenos
fue analizada inspeccionando el ambiente local del ionrh@koy los mapas de densidad
total de carga asi como de potencial electrostatico de loplejos. En una siguiente etapa
de trabajo, se determiné la posicidon éptima deléh la cavidad de los R-Pyg[4]arenos
puros, y con litio. Una vez obtenida la geometria de equdljda energia de amarre libre
de ESFB fue calculada para varios complejogR4Pyg[4]Ar. Los resultados muestran
que la capacidad de adsorcion de los R-Pyg[4]arenos megareadera significativa por la

presencia del cation i dentro de su cavidad.

Palabras Clave.Almacenamiento de hidrégeno, pirogalol, DFT, capacidaddi®rcion.

Introduccién vo aumento en el consumo de energia que se origina a
causa del crecimiento poblacional y a la gran demanda

... .. energéticaque han venido mostrando los paises en vias
Actualmente la mayor parte de la energia primaria utili- . .
de desarrollo [2]. Hoy en dia, la demanda de energia es

zada a nivel mundial proviene de los combustibles fosi- de aproximadamente 5.13 x H0BTU, la cual se cree

les, los cuales son recursos no renovables que se extraelzllue aumentara en un 49 % para el afio 2035 [3]. En este

de yacimientos que cuentan con reservas limitadas. Pro- p .
i ; . . contexto, el desarrollo de fuentes de energias alternati-
yecciones recientes estiman que las reservas mundia-

les de petréleo y gas naturale( principales combus- vas ha adquirido gran importancia, ya que en un futu-

) L A =z : . ro cercano deberan reemplazar a los combustibles fési-
tibles fésiles) durarian 38 y 57 afios, respectivamente, si : L .

. . o les en las diferentes actividades de la humanidad. Una
se mantiene el ritmo de consumo energético actual [1].

. L . de las opciones mas prometedoras es la de trasladar la
A este hecho se tiene que agregar también el progresi-
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economia mundial hacia el uso de hidrégeno molecu-
lar como vector energético [2]. La denominada “Econo-
mia del Hidrégeno” involucra tres pasos fundamentales:
produccién, almacenamiento y uso [3].

Obervando que actualmente existen medios eficientes
para la produccion y uso de;ldomo vector energético.

La transicion a la economia del hidrégeno se encuen-

tra frenada por las dificultades que se tiene actualmente
con respecto al proceso de almacenamiento, el cual se
ha convertido en un desafio tecnolégico ya que £l H

en condiciones estandar de presion y temperatura, es un
gas muy poco compresible [4].

En los dltimos afios, se han propuesto varias alterna-
tivas para el almacenamiento del hidrégeno molecular,
siendo una de éstas la fisisorcion o adsorcion en solidos
micropporosos[5]. A este respecto, numerosos materia-
les han sido investigados de forma experimental y teéri-
ca como por ejemplo: carbon activado[6], hano-estructu- ]
ras de carbono[6]metal-organic frameworkeMOFs) rlgura 1: R-Pyg[4]Ar con C(_)nformacoon de coparcce _La esfera

. . L . . ransparente de color amarillo representa el espacio librelentro
[7], polimeros inorganicos, zeolitas [8, 9, 10, 11], entre e |a cavidad del macrociclo. Los atomos de carbono, oxigere
otros; pero hasta ahora no se ha encontrado ningun ma-hidrégeno de la estructura son representados con las esferale
ferial que cumpla con as metas (éenicas sugeridas poreo ST, o) NS SSRRCTE P et b0
el departamento de energia de US/&.(tleme§ rapi- Eresentado); por las esferas depcolor azul. P
dos de cargay descarga, temperaturay presién cercanas
a las condiciones estandar) para usar eficientemente elR con caracter electro-aceptor vacian el interior de la
H, en aplicaciones moviles o estacionarias [6]. En un cavidad [18]. Esta importante propiedad se puede apro-
reporte reciente [12], se ha determinado que para lograr vechar para funcionalizar los R-Pyg[4]Ar con cationes,
un optimo almacenamiento deHa energia de interac-  |os cuales poseen la cualidad de mejorar la capacidad de
cion que debe existir entre un material adsorbente y el adsorcién de Klcomo ha sido reportado en varios estu-
H. a temperatura y presion estandar es de 15.1 kJ/mol dios realizados sobre zeolitas intercambiadas con meta-
[12], valor que aun no ha sido alcanzado para ningln |es alcalinosi(e. Li+, Nat y K*) [8, 9, 11]. En dichos
material. estudios se ha concluido que el ion litio posee una ma-
yor afinidad por el hidrégeno molecular en comparacion
a otros cationes monovalentes, especialmente en el caso
LioCHA-5/1 [10] en donde el cation ti se encuentra
expuesto.

El presente trabajo tiene por objeto analizar mediante
calculos cuanto-mecanicos en modelos moleculares la
interaccion del H con losrccc pirogalol[4]arenos (R-
Pyg[4]Ar) funcionalizados con cationes litio; para de
esta manera evaluar su potencial como medio para al- Tomando en cuenta lo mencionado, la presente investi-
macenar k. gacionteérica se enfoca en el andlisis de las propiedades
de adsorcién del metil- y del F-Pyg[4]Ar tanto funciona-
lizados con Li (1y 2) como purosgy 4). Consideran-
Metodologia do estos cuatro sistemas, se pretende evaluar el efecto de
los grupos electro-donadores y electro-aceptores sobre
Modelos la estabilidad del ion en el interior de los macrociclos, y
consecuentemente, sobre su capacidad de adsorcién de

Pese a que se conoce que los R-Pyg[4]Ar pueden adOp'hidrc')geno molecular

tar varias conformaciones [13, 14, 15, 16¢(rctt es-
tructura de silla accc: estructura de copa), en el pre- Para la construccidon de los modelos moleculares del
sente estudio tedrico, se ha considerado solamente lametil- y del F-Pyg[4]Ar, se empled como punto de par-
conformacion de copeccc debido a que su estructura tida los datos de difraccion de rayos X reportados pa-
ofrece el ambiente adecuado para la adsorcion de molé-ra el decil-Pyg[4]Ar el cual cristaliza en conformacion
culas de pequefias y medianas dimensiones [16] (Figu-de coparccc como ha sido reportado por Dueno et. al.
ra 1). Adicional a esto, un reporte reciente ha sugerido [19]. En la macromolécula obtenida a partir de la cel-
que las propiedades electronicas de estos compuestosia unitaria del cristal, se reemplazaron los sustituyentes
se pueden controlar variando los grupos sustituyentes Rdecil por los grupos metil y fllior para obtener el Me-
en la base de su estructura[17, 18]. En términos genera-Pyg[4]Ar y el F-Pyg[4]Ar, respectivamente. En una pri-
les, se ha observado que grupos R con caracter electro-mera fase del estudio, se realizé la optimizacién geomé-
donador generan pozos electrénicos en el interior de la trica de los modelos considerando que ambas macromo-
copa de logccec R-Pyg[4]Ar, mientras que los grupos léculas pertenecen al grupo punto de sime@daUna
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Compuesto di_c's «o EAC
Li-Me-Pyg[4]Ar 2.664, 2.663, 2.553, 2.664 46.77 314.2
Li-F-Pyg[4]Ar 2.612,2.612,2.612,2.612 44.80 288.1

Tabla 1: Distancias entre el Lit y los aomos de carbono
(dLi_crs) enlazados a los grupos sustituyentes de lascc R-

Pyg[4]Ar y angulos diedro (o) del cation con respecto al plano
de la base en cada compuesto. La energia de interaccién cagie
da con respecto al ESFB (E1) entre el catién y cada R-Pyg[4]Ar
es también reportada. Las distancias estan reportadas en Ags

angulos en grados y las energias en kJ/mol.

vez determinada la estructura de equilibrio de cada com- @)

puesto, se afiadié el cation'Lidentro de la cavidad en _ ) de densidad el @ ol
; _Figura 2: Mapas de densidad electronica (a) y potencial elec

el centro del plano _corresp.ondlente .a la base de |a es trostético (b) del Li-Me-Pyg[4]Ar, obtenidos usando isovéores de

tructura de copa (Figura 1); y posteriormente, se deter- o 0og a.u.y 0.2 a.u., respectivamente.

mino la posicion optima del cation mediante un nuevo

proceso de optimizacion geométrica. Las propiedades Resultados y Discusion

electronicas y la estabilidad del cation en el interior del _

Me-Pyg[4]Ar y del F-Pyg[4]Ar fueron investigadas en  Estructura de los Li-R-Pyg[4]Ar

las geometrias resultantes. "
9 En la Tabla 1 se resumen los datos geométricos corres-

En una siguiente fase de la investigacién, se procedio al pond|ent_e’s al_amblente geometricoen el cual se encuen-
tra el cation Li~ en los compuestdsy 2. Como se pue-

analisis de la interaccion de;ldon los compuestds-4. ) . X
© b de observar, para el complejola distancia promedio

La molécula de hidrégeno fue colocada perpendicular al entre los Atomos de carbono enlazados a 10s arupos sus
eje de simetria de las macromoléculas cerca de la base z grupos su

de la estructura de copa. Posteriormente, la posicién del lituyentes Ry el Ll es de~2.66A, mientras que pa-

H. fue relajada hasta su geometria 6ptima dentro de la ra2 lg distancia promedio %2'.61'&' La diferencia de
cavidad de los compuestass, y en la geometria resul- 0.05A entre las distancias medidas para cada caso se de-

tante se llevo a cabo el calculo de la energia de amarreP€ @10s distinto; gmbientes electrostétis:os en los que se

empleando la siguiente expresion[20]: encuentra el cation en cada macromolecula. En el Me-
Pyg[4]Ar, se observa que el Lise encuentra alejado de

la base de la estructura de copa=£ 47°) debido a que

la cavidad del compuesto contiene un pozo de electro-

) L nes (.e.,efecto de los grupos metilo [18]) el cual estabi-

donde el primer término de la parte derecha de la ecua- ;4 g catién sin que éste pase a formar parte de la ma-

cion se refiere a la energia del hidrégeno molecular, €l .omolécula. Por el contrario en el caso del F-Pyg[4]Ar,

segundo a la energia de cada compugstoy el terce- el catién Lit se acomoda de mejor manera en la base del
ro a la energia del complejo,ALi-R-Pyg[4]Ar o Hz/R- compuestod = 45°) debido a que gran parte de la car-

Pyg[4]Ar. Las energias de amarre calculadas a través deg, el macrocicloi(e., densidad electronica) se localiza

la Ecn. 1 fueron posteriormente corregidas restandoles gp, o5 4tomos de fltior, los cuales son muy electronegati-

el error causado por la superposicion de funciones base, o5 Esta observacion es importante considerando que la

(ESFB) [21], mediante el método Boys-Bernardi [22].  canacidad para interactuar con hidrégeno molecular que

LOSC valores de energia corregidos se denotaran comOp,see un catién monovalente presente en un determina-

EA®. do material depende en gran medida de que tan expuesto
se encuentra dentro de su estructura, como se ha con-

Métodos luido para la zeolita CHA intercambiada con metales
alcalinos en varios estudios tedricos [10, 11]. Siguien-

Los célculos de optimizacién geométricay de punto sim- do esta idea, se esperia entonces que el catibraLi

ple de energia fueron realizados con el programa Gaus-encontrarse mas expuesto dentro del Me-Pyg[4]Ar, in-

sian09 [23] empleando el funcional B3LYPg(, Bec- teractie muy fuertemente con e} len comparacion al

ke 3-parameter hybrid exchange functionals and Lee- Li* presente en el interior del F-Pyg[4]Ar.

Yang-Parr correlation functionajgunto a las funciones

base 6-311G(d,p) [24] como nivel de teoria. Los mo- Antes de proseguir al estudio de la interaccion del H

delos moleculares fueron construidos usando el progra- con los compuestak-4, se debe analizar la estabilidad

ma MOLDRAW [25] y posteriormente fueron refina-  del Li™ presente dentro del metil- y del F-Pyg[4]Ar me-

dos con el software GaussView5. Los mapas de densi- diante el calculo de la energia de amarre entre el cation

dad electronica y potencial electroestatico de los Li-R- y cada macromolécula. Los valores correspondientes a

Pyg[4]Ar fueron generados a partir de sus funciones de la energia de amarre (Epestan reportados en la Tabla

onda por medio de la aplicaci@ubegef3] asociada 1. Como se puede apreciar para ambos compuekstos (

a Gaussian09. Posteriormente, los mapas de densidad y2), la interaccién entre el tfi y los R-Pyg[4]Ar es fa-

potencial de fueron visualizados con GaussView5. vorable con valores calculados €814 kJ/mol y~288

EAin,—pyg) = Eim,) + Elpyg) — B, — pyg) @
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Complejo Dya_rer EAS tedricas anteriores [8, 9, 10, 11] en donde se demuestra
1 2.07 8.72 gue el K interactda de manera significativa con catio-

2 2.07 8.06 nescasi librespresentes en la estructura de materiales
3 2.71 -1.58 MiCroporosos ya que estos poseen una mayor capacidad
4 3.09 -1.09 polarizante (Figura 2b).

Tabla 2: Distancias medidas desde los puntos de referenciast
ta la molécula Hy para los complejos estudiados. Las distancias

estéan reportadas en Ay las energias en kJ/mol. Conclusiones

kJ/mol, respectivamente. En el caso particular del com- En €l presente articulo se estudio la interaccion del H
puestol se puede observar que existe una interaccion dentro de los Li-R-pyg[4]arenos con sustituyentes metil
mayor en comparacion al compuegolo que sefiala Y fldor, mediante célculos cuanto-mecanicos a un nivel
una mayor estabilidad del tien el interior del Me-  de teoria B3LYP/6-311G(d,p). Los resultados muestran
Pyg[4]Ar, hecho que se observa también al analizar los due la energia de amarre entre el Hlos R-Pyg[4]Ar
mapas de densidad y potencial electroestatico de esteincremente cuando las macromoléculas se encuentran
compuesto. En la Figuras 2a y 2b, los mapas de den- funcionalizadas con el cation ti Se ha observado ade-
sidad electrénica y potencial electrostatico, respectiva Mas que la capacidad de polarizacién del cation dismi-
mente, muestran como la carga negativa en la base de lahUye €n presencia de sustituyentes con mayor electro-
copa Me-Pyg[4]Ar estabiliza al cation tia lavez que ~ Negatividad, por lo que el cation Liinteractua fuer-

lo deja expuesto (Figura 2a) permitiendo que el mismo temente con K cuando se encuentra en el interior de

no pierda su capacidad polarizante (Figura 2b). un R-Pyg[4]Ar con sustituyentes electrodonadores co-
mo el grupo metil. Analizando las energias de amarre de
Interaccion del H, con R-Pyg[4]Ary Li-R-Pyg[4]Ar 8.72y 8.06 kJ/mol obtenidas para los complejedl4

Me-Pyg[4]Ar y Ho/Li-F-Pyg[4]Ar, respectivamente, se
En la Tabla 2 se resumen los datos referentes a la po-pyede concluir que estos macrocompuestos funciona-
sicion resultante del Hen los compuestab-4después  Jizados con cationes tienen un gran potencial para ser
del proceso de optimizacion geometrica en cada €aso. ysados como medio para adsorber hidrégeno molecular
La posicion del H fue determinada midiendo la distan-  en comparacion a otros materiales previamente estudia-
cia desde un punto de referencia en la cavidad de cadagos como las zeolitas [9, 10] debido a que los valores
uno de las estructuras hasta el centro de masa de la mog|culados de EAse acercan al limite de 15.1 kJ/mol
lécula (D2 rer)- Para los compuestos funcionalizados - establecido como 6ptimo para aplicaciones mébiles y
con Lit, el punto de referencia establecido fue la posi- estacionarias.
cion del catién; mientras que para los compuestos puros,
se tomo como referencia la posicion virtual en donde se
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Abstract

The fabrication of nanostructures based on DNA as a materlalild systems capable of
complex functions is a frontier in continuous exploratitmthis article it is reported the
detailed characterization at atomic level of G-quadrupleits in order to obtain a better
comprehension on how these units can self assemble inttoicked G-quadruplexes. The
method used is modeling with molecular mechanics. Preljious reported the construc-
tion of interlocked G-quadruplexes by a thermal cyclic gawure (similar in implementa-
tion as the ones used in the cycling steps in a PCR protocaiingdrom the sequence
5'-TGGG-3'. Based on our experimental data reported preslio models were built for
the structures, and minimization and analyses via molecoé&chanics was carried out in
order to understand the factors that determine the moréestttictures. It was found that
the identity of the 5’and 3’ ends of the oligonucleotides ighe uppermost importance
in the stability of the DNA assemblies in this study. Furthere, the presence of cations
in the regions of the molecule where the degree of stericraimak allows more room for
the cations could play a significant role in the dynamics effeomation of the supramo-
lecule at those sites and possibly limiting or capping théassembly of the structure.
In summary, the results allow a better comprehension of yeeem at a molecular scale
with the finality of developing more efficient procedures floe controlled fabrication of
nanostructures based on G-quadruplex DNA.

Keywords. Self-assembly, interlocked G-quadruplex, molecular raeats, DNA, G-
quadruplex oligomers.

Resumen

La fabricacion de nanoestructuras usando ADN como mafaairal construir sistemas ca-
paces de realizar funciones complejas es una frontera @mearexploracion. En este
articulo se reporta la caracterizacion detallada a nidehito de unidades de G-cuadruple
para obtener una mejor comprensiéon de como estas unidageeden auto ensamblar
en oligbmeros tipo G-cuadruple entrelazado (interlockedu@&druplexes). Para esto se
utilizaron métodos de modelacién con mecanica moleculavidémente reportamos la
construccion de G-cuadruple entrelazados por un procedtmitérmico ciclico (similar
en implementacién al usado para el ciclado de un protocolPQ@R) partiendo de la se-
cuencia 5-TGGG-3'. Basados en nuestros datos experitesntaportados anteriormente
se construyeron modelos para las estructuras y se minonizaanalizaron via mecanica
molecular para entender los factores que determinan lacasta mas estable. Se encontré
que la identidad de los extremos 5’y 3'de los oligonuclegigigs de importancia funda-
mental en la estabilidad de los ensambles de ADN en el estidemas, los cationes en
las regiones donde el grado de impedimento estérico pemmasseespacio para los mismos,
pueden jugar un rol significativo en la dinamica de la confanidn de la supramolecula
en esos sitios, posiblemente limitando el auto ensambégje estructura. En resumen, los
resultados permiten mejorar la comprension de este sist@seala molecular permmendo
desarrollar procedimientos mas eficientes para el conéréd dabricacién de nanoestruc-
turas basadas en DNA G-cuadruple.

Palabras Clave.Auto ensamblaje, G-cuadruple entrelazado, mecéanica male@DN,
oligémeros de G-cuadruple.
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Introduccién altas concentraciones) con varias guaninas consecutivas
en su secuencia forman superestructuras donde multi-

La fabricacion de nanoestructuras usando como mate- ples bloques de G-cuadruple se auto apilan, ya sea de
rial DNA para llevar a cabo funciones complejas en sis- forma que un bloque se apila sobre el otro, o donde una
temas biolégicos y ambientales es una frontera en ex- de las cadenas del G-cuadruple se desalinea o desplaza
ploracion [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. El éxito yn “peldafio” dejando una o mas guaninas expuestas,
de estas aplicaciones depende en la comprension a ni-permitiéndole ahora a esta subunidad interactuar con
vel practico de los mecanismos subyacentes que guianja subsiguiente unidad de G-cuadruple.[14, 15, 16] Se
el autoensamblaje de estos sistemas. [4, 6, 7] En esteha reportado que la secuencia 5-GGGT-3'(G3T) for-
trabajo se reporta la caracterizacion de oligomeros de ma una estructura denominada G-cuadruple entrelaza-
ADN que contienen entre cuatro a diez cadenas cuya do [17] (Ver Figura 2); esta nueva estructura se carac-
secuencia es rica en guaninas lo que les permite queterizé en base a resonancia magnética nuclear y espec-
se autoensamblen a través de la mediacion de enlacesroscopia de dicroismo circular.[17] El G-cuadruple en-
de hidrégeno tipo hogsteen; como también se reportan trelazado se forma cuando al oligonucleétido G3T se lo
principios que gobiernan este ensamblaje que se puedensomete a un procesamiento térmico que incluye varios
generalizar o adaptar para el mejor disefio y fabricacion ciclos de incremento y decremento lento y controlado
de nanoaplicaciones basadas en ADN y otras biomolé- de la temperatura para mover el equilibrio de estructu-
culas. ras favorables (i.e. el monémero de G-cuadruple) a nue-
El ADN G-cuadruple es una molécula de ADN donde yas estructuras que son cinéticamente estables (tal cémo
participan guaninas (G), que pueden estar en la misma|a estructura G-cuadruple entrelazado). Este sistema es
cadena o en distintas cadenas, para formar una estructude interés porque demuestra un método reproducible y
ra estabilizada por enlaces de hidrogeno con cuatro Gsaltamente flexible, usando control térmico, para la for-
en un mismo plano, unatétrada (Ver Figura 1). Unamo- macién de una especie dimérica de G-cuadruple. La ex-
lécula de ADN G-cuadruple tiene al menos dos de estos ploracion de sistemas cuyo ensamblaje se pueda guiar
planos o tetradas apilados consecutivamente uno sobrepor un delicado control de la temperatura permitira ge-
el otro. La estructura ademas de ser estabilizada por losneralizar y ampliar el uso del ADN como material ba-
puentes de hidrégeno es estabilizada por cationes comose para nanoestructuras parte de biosensores, nano ma-
sodio, o potasio que se encuentran alineados con el esquinas y otras aplicaciones.[4] Aqui se reporta el ana-
pacio en el centro de las cuatro guaninas (una especiejisis detallado de la estructura de oligomeros de ADN
de canal rodeado de cuatro atomos de oxigeno, uno porpptenidos usando la secuencia 5-TGGG-3' (TG3) uti-
cada guanina) y aproximadamente centrado con respec-izando un protocolo similar al usado para formar los
to al eje longitudinal de la molécula entre dos tétradas G-cuadruple entrelazados reportados para la secuencia
consecutivas de ADN G-cuadruple.[13] G3T. [17] Ade- més, se realizé, utilizando mecanica mo-

En la literatura se ha reportado la fabricacion de varias !ecular, una exploracion de la estabilidad de distintas es-
nanoestructuras basadas en ADN G-cuadruple.[2] Uno tructuras tanto para la secuencia G3T como TG3 con el
de los posib|es mecanismos de construccion es el au_ﬁn de obtener una descripci()n a nivel atbmico -de es-
to apilamiento de unidades de G-cuadruple para formar tas estructuras que permita entender el mecanismo de
estructuras aproximadamente cilindricas y helicoidales. formacion de estos oligémeros y poner una base ted-

Se ha observado que oligonucléotidos (especialmente afica para mejorar el disefio de nanoestructuras basadas
en bloques de construccién de ADN y biomoléculas en

general.

Métodos

A través un procedimiento térmico ciclico se consiguio
que una secuencia de ADN se autoensamblara en un
mondémero de G-cuadruple paralelo o en un oligéme-
ro [14]. El proceso térmico causa una serie de pasos de
desnaturalizacién y renaturalizacion gradual y controla-
da de un oligonucleétido de ADN que contiene varias
guaninas en la secuencia con la finalidad de que forme
estructuras que contengan elementos de G-cuadruple [14].
Este proceso permitié ensamblar a partir de bloques dis-
cretos de G-cuadruple, oligdmeros de G-cuadruple de
forma controlada. Este proceso constituye un nuevo prin-
cipio de construccion utilizando ADN para la fabrica-
cion programada de nanoestructuras. La serie de expe-
rimentos aqui descritos tiene como objetivo realizar una
Figura 1: Tetrada G:G:G:G. primera caracterizacién a nivel atémico de este sistema
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menos 12 A de distancia entre un atomo de la molécula

y cualquier cara de la caja. Una vez construida la caja

de agua, se procede a afiadir los contra iones (potasio).
Los cationes fueron afiadidos siguiendo el protocolo de

autoionizacion incluido en VMD.

Minimizacion

Las moléculas fueron sometidas a minimizacion en una
serie de etapas. En la primera etapa se minimizé el agua
(y cationes, potasio) alrededor de la molécula dejando
fijos los atomos del ADN por un total de 3000 pasos.
Segundo, en algunos casos se dejaron fijos todos los
atomos excepto los del esqueleto para asegurar que los
extremos 5’y 3’ entre las distintas tétradas estuvieran
correctamente alineadas y enlazadas, y se minimizaron
por al menos 3000 pasos. Finalmente, se levanto la res-
triccion de movimiento a todos los atomos del sistema,
minimizando todo por 15000 pasos. Esto se realizé uti-
Figura 2: Estructura de G-cuadruple entrelazado de la secugcia lizando NAMD Scalable Molecular Dynamics 2.8 (Uni-
5-GGGT-3' (G3T). versidad de lllinois- Urbana Champagne) para Linux

modelo analizando varias de estas estructuras de auto_mstalado en un clster de 12 procesadores (Linux dis-

; o - tribucion Rocks 5.4.3 (viper)). Se utilizé un campo de
ensamblaje para obtener principios que se puedan apli- .
car al disefio y fabricacion de nanomateriales basadosfuerza CHARMM como esta implementado en NAMD

en ADN y otras biomoléculas. 2.8. Se_lmplemento el método de ele_ctrostatlc_a periodi-
ca de sistema completo con el algoritmo Particle Mesh

Secuencias y preparacion de monémeros de Ewald. Los archivos de topologia y parametros de

G-cuadruple y oligbmeros CHARMM top_all27_prot_lipid_na.inp Y par_all27

i ) o _prot_lipid_na.inp que se utilizaron se pueden encon-
Las estructuras aqui analizadas por mecanica molecU-trar en:http : //code.google.com

lar forman estructuras de G-cuadruple entrelazado y de
otros oligbmeros cuya estructura es desconocida [14].
(Figura 3). G3T forma un G-cuadruple entrelazado pero
la estructura formada por TG3 no ha sido investigada.

Resultados

Arquitectura topolégica

Preparacién del modelo. L o )
La determinacion de la estructura tridimensional de to-

Se prepararon modelos de G-cuadruple para 5’-TGGG- das las especies formadas por las secuencias estudiadas
3'y 5’-TGGG-3’, asi como de un posible estructura pa- aqui esta fuera del alcance de este estudio pero constitu-
ra el oligémero de 5-TGGG-3'. Estos modelos fueron ye un trabajo en progreso a ser reportado en el mediano
preparados utilizando VMD (Visual Molecular Dyna- plazo. Para la construccion de los modelos de la estruc-
mics) para Windows version 1.9 (Universidad de lllinois- tura del oligdbmero 5’-TGGG-3’ (TG3) nos basamos en
Urbana Champagne) en una laptop personal. Se utili- resultados experimentales que reportamos previamen-
zaron también como parametros iniciales para los nu- te.[14] Brevemente, los datos de dicroismo circular de
cledtidos los disponibles en el paquete de 3DNA 2.0 TG3 indican que tanto el monémero (G-cuadruple) co-
para Windows (Xiang-Jun Lu y Wilma K. Olson) [18]. mo el oligémero son G-cuadruple paralelos [14]. Los
Se utilizé la base de guanina para B-DNA incluidas en mismos resultados se obtuvieron para el monémero y
el paquete de 3DNA como punto de inicio. Utilizan- el G-cuadruple entrelazado de la secuencia 5-GGGT-
do VMD se rotaron las moléculas aproximadamente 90 3’ cuyo espectro de dicroismo circular no habia sido re-
grados entre si quedando alineadas en un mismo plano yportado antes. Para el caso de nuestra secuencia TG3,
reacomodadas de tal forma que ensamblen el patrén deelectroforesis de gel de poliacrilamida confirmé la for-
puentes de hidrégeno tipo Hoogsteen caracteristico demacion de tanto el monémero como el oligémero [14].
G-cuadruple. (Figura 1) Luego se asegurd que quedenBasados en la movilidad de la banda del oligémero de
a una distancia correspondiente a las distancias de re-TG3, que tiene un desplazamiento mas lento que la ban-
ferencia publicadas en estructuras conteniendo tétradasda correspondiente al G-cuadruple entrelazado (de 8 ca-
G:G:G:G [19, 20]. Se utilizé la misma estrategia para denas), postulamos que la estructura consta de entre 9 a
la tétrada T:T:T:T [21]. Los G-cuadruple G3T y TG3 se 11 cadenas. Aqui reportamos un modelo de la estructura
construyeron superponiendo las tétradas con una sepa-<conteniendo 10 cadenas que parece ser el nimero mas
racion entre planos de 3.4 A y un angulo de rotacion consistente con la movilidad de las bandas observadas.
entre planos de 36 A este primer modelo se lo intro-  (Figura 9) Basados en estos resultados experimentales
duce en una caja de agua de dimensiones que tengan atonstruimos modelos que cumplian con los siguientes
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un G-cuadruple paralelo en todos los casos, [14] alin pa-
ra el G-cuadruple entrelazado que como se indic6 antes
tiene una seccion con las cadenas orientadas en direc-
cion opuesta .(Figura 3) Por esta observacion llegamos
ala conclusién que el espectro de dicroismo circular so-
lo cambia cuando dentro de una seccién “G-cuadruple”
tenemos cadenas antiparalelas; pero no se observa cam-
bio, en cuanto a los maximos y minimos caracteristicos
de una estructura paralela en el espectro, cuando son
distintas secciones de la misma molécula las que es-
tan orientadas en direcciones opuestas. Basados en esta
conclusion, todos nuestros modelos fueron construidos
como G-cudadruple “paralelo” pero sin descartar la po-
sibilidad de incluir segmentos enteros de G-cuadruple
que corren en direccidén opuesta con respecto a otro seg-
mento. (Figura 4, Figura 5)

En cuanto a la estructura inicial para cuartetos (cua-
tro bases en un mismo piso unidas por alguna clase de
puentes de hidrogeno) se usaron como modelos inicia-
les modelos plausibles construidos manualmente cuan-
do las disposiciones estructurales necesarias no habian
sido reportadas antes. Por ejemplo, una de las dispo-
siciones (GTGT) al no existir una estructura publicada
tuvo que ser construida de novo por lo que se prestd
especial atencion al producto de la minimizacién para

Figura 3: Modelo de posible estructura del oligomero de TG3. ; e A ;
TGTG tétrada antes de la minimizacion. obtener la disposicién mas estable. (Figura 6)

. “ . " Cationes y solvente
requisitos a) la estructura dentro de los “mondémero” de- y

bia ser de un G-cuadruple paralelo, es decir que todasse ha reportado que la presencia de cationes es esencial
las cuatro cadenas estan orientadas en la misma direcpara estabilizar las estructuras de G-cuadruple. En nues-
cion 5’ a 3'. b) El modelo del oligémero debia incorpo-  tros modelos se colocaron iones de K+ manualmente en
rar diez cadenas de TG3. c) Los pisos de G-cuadruple g| canal central, que es donde se ha reportado la locali-
debian tener estructura similar a estructuras reportadaszacion de estos iones, en estudios basados en Resonan-
previamente por resonancia magnetica nuclear o cris- cia Magnética Nuclear de estructuras de G-cuadruple
talografia de rayos x con respecto a distancia y orien- [29, 30, 31]. En nuestros modelos se observan c6mo
tacion de los residuos de guanina en el mismo piso de esferas doradas. (Figura 4 y Figura 5) Durante la mi-
G-cuadru- ple. d) para los pisos de cuartetos no conven- nimizacion los iones se movieron ligeramente de su po-
cionales (GGTT) se buscaron estructuras previamentesicién pero en general permanecieron en el centro del
publicadas para usarlas como referencia [22, 23, 24, 25]. canal consistente con las observaciones experimentales.
Estos iones son indispensables para la estabilidad de la
molécula, modelaciones sin el ion central causaban que
la estructura se abra y desestabilice de manera impor-
tante. Los modelos de ADN fueron introducidos en una
caja de agua (TIP3) de dimensiones tales que al menos
existe una distancia de 12 A entre cualquier atomo de

ecies discretas que se forman. A las soluciones con las estructuras y el extremo de la caja de agua. (Figura
pec 4 : - ... . 7) NAMD, el software de dindAmica molecular utilizado
teniendo estas estructuras se las sometié a analisis uti-

. o . L en este estudio, realiza una simulacion periddica don-
lizando dicroismo circular, una técnica que nos puede

dar informacién sobre la orientacién de las cadenas de de la caja de agua y su contenido es la unidad que se
.~ repite en todo el espacio. El tamafio de la caja de agua

E:A di(fF()e ?;I;lgss :nallgtlapsatl:ﬁl;:?r? ’tri;silm(iazzli%r:glmaﬁlggrr?l garantiza que no exista interaccién entre las estructuras
y de ADN, y que durante la simulacién la molécula no se

pfgfrodl?:arlzlt? SglﬁfadgeD(,;\léu(ggrruejfeTleg S'2$52u8r] dlija; salga de la caja de solvente. Este sistema fue neutraliza-
P P P ' do con iones de potasio (K+) utilizando la herramienta

espectroscopia de dicroismo circular mostré claramente de autoionizacién de VMD. (Figura 7) La molécula de

un espectro caracteristico de estructuras de G-cuédrupIeDNA es rica en cargas negativas debido a los fosfatos

para tod_as las secueppias en presencia de potasio (iorbel esqueleto por lo que es de gran importancia la adi-
necesario para estabilizar estructuras de G-cuadruple)cién de cationes para estabilizar el sistema.

[14]. Observamos que el espectro fue caracteristico de

El G-cuadruple entrelazado (Figura 3) tiene cuatro ca-
denas orientadas 5’ a 3’ y las otras cuatro en la orien-
tacion opuesta. Las secuencias en estudio forman dife-
rentes estructuras dependiendo del tratamiento térmico
a la que el oligonucleétido fue sometido. Hay dos es-
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Figura 4: Superposicién de estructuras del monémero G-
cuadruple de G3T, se muestra una estructura cada 1500 pasos
de minimizacién. Vista lateral (a) y vista superior (b). Loséato-
mos de hidrogeno no se muestran para facilitar la visualizaén.
Los residuos de la estructura final se muestran de color disito al
estandar cyan (carbonos) y azul (nitrégenos). Regiones doe se
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectaren-

te superpuestas indica regiones que se reacomodaron mas date

la minimizacién .

Minimizaciones

Todas las minimizaciones se realizaron por un total de

()

Figura 5: Superposicién de estructuras del monémero G-
cuadruple de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasoe d
minimizacion. Vista lateral (a) y vista superior (b). Los abmos de
hidrogeno no se muestran para facilitar la visualizacién. 8lo la
posicion final de los iones de potasio (esferas) se muestram. es-
tructura final se muestra de un color purpura. Regiones dondee
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectaran-
te superpuestas indica regiones que se reacomodaron mas date
la minimizacion.

existen cambios al final de la minimizacion. El sistema

15000 pasos que se determiné era suficiente para que lade G3T(monomérico) tiene un total de 9306 atomos in-

estructura alcanzara el equilibrio. Para determinar si la
molécula alcanzé el equilibrio se analizaron varios crite-
rios como el RMSD (root media square displacement),
RSMF (root media square fluctuation), y el desplaza-
miento total tanto de la molécula completa de ADN,

cémo de los residuos individuales (los nucléotidos que

cluyendo las moléculas de solvente. La energia total del
sistema luego de una minimizacion de 15000 pasos es
de -43844.5697 Kcal/mol (esta energia no es una ener-
gia absoluta del sistema y por lo tanto sélo se puede
utilizar con fines de comparacion con sistemas equiva-
lentes). En comparacion el sistema de TG3 monoméri-

conforman cada una de las cadenas que se ensamblan eoo que tiene un total de 9306 atomos, tiene una energia
las nanoestructuras) (Figura 8). En ambos casos se bustotal luego de 15000 pasos de -41074.1647 Kcal/mol.
ca observar que ya no existan cambios significativos en Esto indica que el monémero de TG3 es menos estable
estos parametros al incrementar los pasos de minimiza-que G3T, esto coincide con las observaciones experi-
cion. En las matrices en las que se codifican los valores mentales de que TG3 monomérico se forma en menor
para estos parametros con colores se observa que ya n@roporcion que TG3 y prefiere en lugar del monémero
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formar el oligémero [14]. TG3 es una especie que no se

forma en cantidades significativas de G-cuadruple mo-

nomeérico , pero forma lo que nosotros sospechamos es
un G-cuadruple entrelazado bajo las condiciones apro-
piadas.

También se minimizé un modelo para el oligbmero de
TG3 que tiene como peculiaridad que, a diferencia del
G-cuadruple entrelazado, tiene dos cadenas que quedan
sobresaliendo de la estructura. (Figura 2 y Figura 3) Es-

(@

Figura 6: Vista superior de la tétrada GTGT antes (a) y despugé
de 15000 pasos de minimizacién (b). Vista lateral de la tétda

GTGT antes (c) y después de 15000 pasos de minimizacién (d ).

(b)

Figura 7: (a) Molécula de 5’-TGGG-3' (TG3) G-cuadruple en ura
caja de agua. (b) las moléculas de agua estan ocultas paraifdaar

visualizar la ubicacién del G-cuadruple y de los atomos de gasio.
Obsérvese gue estan presentes tanto en el interior de la esttura
como en el exterior.

to se reconcilia con las observaciones del gel de elec-
troforesis donde este oligdmero se desplaza ligeramen-
te mas despacio que el G-cuadruple entrelazado. Estas
dos cadenas en principio deberian ser mucho mas moé-
viles porque no estan formando parte de un motivo tan
estructurado como el de G-cuadruple. Sin embargo esto
no es lo que se observa en los resultados de la mini-
mizacion reflejando que hay otros factores mucho mas
importantes a este nivel de teoria.

En realidad tan sélo dos de los residuos que presentan
mayor reacomodacion (RMSD >1.8) representados con
los colores marrén y rojo estan en las dos cadenas que
sobresalen en el dimeroy tan sélo una de las timinas ter-
minales esta representada. (Figura 9) Las regiones don-
de hay mayor reacomodacion corresponden a las zonas
donde dos cadenas (con respecto al eje longitudinal de
la hélice de ADN) se encuentran o en otras palabras el
sitio entre dénde una cadena inicia y la otra termina.



Méndez y Montero Avances2011, Vol. 3, No.2, Pags. A35-A45

(b)

Figura 8: Resultados de la minimizacién del monémero G-cuédiple de G3T. (a) Root media square displacement (RMSD) de da residuo
con respecto a los pasos de minimizacién. (b) Root media sqedlunctuation (RMSF) Eje y corresponde al residuo dentro dda estructura
y el eje x corresponde al niumero del marco de la minimizaciénl(marco = 250 pasos de minimizacion). Esta estructura se mmizo por
un total de 15000 pasos. Ausencia de cambio de color en los roas finales indica que la estructura ya no esta cambiando y hkegado a un

minimo .

Esto se podria explicar por dos razones principales. La siguiendo los mismos parametros que los residuos “in-
primera que la geometria inicial de estas regiones estabaternos” y tendrian mucho menos movilidad o espacio
arbitrariamente mas alejada del minimo. Estas regionespara reacomodarse que las bases en las cadenas sobresa-
sin embargo se implementaron de tal forma que exista lientes. Por tanto esta razén por si sola no explica la ob-
una continuidad en la hélice del ADN y se modelaron servacién. La segunda perspectiva es que precisamente
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Figura 9: Resultados de la minimizaciéon de un modelo para ellgémero de G-cuadruple de TG3. (a) Root media square dispement
(RMSD) de cada residuo con respecto a los paso de minimizanidb) Root media square flunctuation (RMSF) Eje y corresponé al residuo
dentro de la estructura y el eje x corresponde al nimero del mao de la minimizaciéon (1 marco = 250 pasos de minimizaciénkEsta
estructura se minimiz6 por un total de 15000 pasos. Ausencize cambio de color en los marcos finales indica que la estruatuya no esta
cambiando y ha llegado a un minimo.

estos residuos, por estar mas restringidos por la presen-este ambiente. Por tanto a este nivel de teoria, dénde
cia de residuos vecinos y siendo que estas regiones deestamos examinando la estabilidad intrinseca de la mo-
interface vienen a representar puntos de corte en la con-lécula y no su respuesta a factores externos concluimos
tinuidad de lo que en ADN B normal seria una cadena que las repulsiones de tipo estérico y electrostatico in-
continua, requieren reacomodarse mas para adaptarse &ramolecular e intermolecular (con la cadena inmedia-
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Figura 11: Triada G:G:T (la G esta de color cyan y en represen-
tacion de enlace). Inmediatamente abajo se observa otra &ila
G:G:T con la contribucién de una T (en amarillo) que al inicio
de la minimizacién correspondia a la tétrada G:T:G:T inmediata-
mente inferior. Cada cadena esta representada de un color stin-
to y parte del esqueleto esta omitido para facilitar la visuézacion.

del sistema porque este catidon podria estabilizar con-
formaciones que limiten la “polimerizacion” o que el
autoensamblaje continle. Sin embargo, aldn se requiere
avanzar con el analisis donde el siguiente paso a seguir
es repetir la minimizacion sin este potasio y realizar las
simulaciones de dindmica molecular para ver si este po-
tasio se mantiene en este sitio o durante la simulacion se
pierde hacia el solvente. El rol del catiéon en este caso es
un claro ejemplo de cuanto los cationes pueden influen-
ciar en la estructura dinamica del ADN especialmente
en este tipo de regiones mas expuestas al solvente.

Figura 10: Superposicion de estructuras del modelo para elle
gomero de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasos de
minimizacion. Los atomos de hidrogeno no se muestran para fa
cilitar la visualizacion. Esferas representan iones de pasio.

tamente adyacente) son las fuerzas que determinan |aE| estudio a nivel atébmico de estructuras que se autoen-
estabilidad de una configuracién dada. Por tanto, estosSamblan como estos oligémeros de G-cuadruple aporta
resultados no estan en contradiccion con observaciones? la comprension sobre la importancia del rol que jue-

experimentales dénde se ve por ejemplo que los paresgan los cationes en la solucion en la estabilidad de la

de bases mas externos presentan mayor movilidad o sonmolécula, asi como también que informacion importan-
los méas propensos a “abrirse transitoriamente” [32] te sobre la estabilidad de la conformacién se puede ob-

Otro aspecto muy interesante en este modelo de oligé- tener a partir de una minimizaciéon donde podemos se-
mero es el rol del catidn. Si se presta especial atencién parar el efecto de factores externos que se introducen
al &tomo de potasio colocado exactamente encima de lodurante dinamica molecular. En este caso, las regiones
que seriala Gltima tétrada GTGT y a la region de las dos de transicion entre una cadena y otra representan los si-
cadenas sobresalientes (modelo en Figura 3); se observdios donde mayor reacomodacion con respecto a una es-
gue la estructura minimizada se distorsiona para formar tructura B-ideal es necesaria. Por tanto, la identidad de
una triada GGT. (Figura 11). Esto se debe en parte a las bases terminales (extremos 5y 3') son de esencial
gue los oxigenos de las guaninas 2 y 3 (contadas des-importancia para el producto final de autoensamblaje.
de el extremo 5’correspondiente a la T) en las cadenas Esto explica por qué dos secuencias tan similares co-
sobresalientes (en azul y rojo en la Figura 11) se orien- mo son 5-GGGT-3'y 5-TGGG-3’ producen dos cla-
taron apuntando hacia el potasio, causando una reaco-ses distintas de oligdmeros bajo idénticas condiciones
modacion de toda esa regién que se podria resumir eny tratamiento. Esta observaciéon es de suma importan-
gue las cadenas marcadas en rojo y gris se desplazarortia porque significa que se puede introducir un nuevo
el equivalente al espacio de una base hacia abajo (a lonivel de control en el autoensamblaje de ADN al con-
largo del eje longitudinal de la hélice de ADN). Como trolar la identidad de las bases a extremos 5'y 3’ e in-
consecuencia se forman dos triadas GGT. La primera cluso introducir nucleétidos modificados en estos extre-
esta marcada por la guanina en cyan en la Figura 11 y mos para obtener mayor variedad en el ensamblaje de
la segunda esta inmediatamente debajo. Este mecanishanoestructuras basadas en ADN. Finalmente, también
mo tendria un papel fundamental en el autoensamblaje estos resultados tienen implicacion directa en el rol de

Conclusiones
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la introduccion de fluoréforos para seguir la estructura
de nanoestructuras de ADN a través de técnicas como
fluorescence resonance electron transfer (FRET) donde
la introduccion del fluoréforo podria de manera funda-

9]

mental cambiar el comportamiento del autoensamblaje [10]

del sistema. Este estudio constituye una primera parte
de un mas profundo entendimiento a nivel atdmico de 14
los procesos de autoensamblaje de ADN G-cuadruple.
Los modelos minimizados aqui reportados seran usados
como estructuras iniciales para simulaciones de dinami-
ca molecular donde se incluira el efecto del solvente e
iones, y que permitiran adicionalmente estudiar como
el tratamiento térmico afecta la estabilidad relativa de

estas estructuras. (Manuscrito en preparacion)

Los investigadores quieren agradecer a las siguientes
personas: Bernardo Gutiérrez, Gabriela Méndez, Fran-
cisco Yanqui, Ana Samaniego y Denisse Vallejo quienes

Agradecimientos

(12]

(13]

(14]

trabajaron en parte del proyecto, la mayoria de su traba- [15]
jo sera reportado en subsecuentes publicaciones. Tam-

bién se agradece a la Corporacon Ecuatoriana para el

Desarrollo del Internet Avanzado (CEDIA) quién par-

cialmente financia al grupo GETNano (Grupo Ecuato-
riano para el Estudio Experimental y Tedrico de Nano-

(16]

sistemas) sin cuyo soporte, y apoyo, este trabajo no ha-[17]
bria sido posible. Se agradece especialmente a F. Javier

Torres, director del grupo de Quimica Computacional
y Tedrica de la USFQ (QCT-USFQ) por todo el apoyo

logistico, revision y discusién del proyecto. A Veronika

A. Szalai investigador principal del laboratorio donde
todos los experimentos fueron hechos y cuyos resulta-

dos fueron usados para este estudio tedrico

(1]
(2]

(3]

(4]

Referencias

Seeman, N. 2007. An overview of structural DNA nano-
technologyMolecular Biotechnology . 37 (3), 246-257.

Dutta, K.; Fujimoto, T. 2010. Development of New Fun-
ctional Nanostructures Consisting of Both DNA Duplex
and QuadruplexChem. Commun. 46 (41), 7772-7774.

Pal, S.;Deng, Z. 2010. DNA-Origami-Directed Self-
Assembly of Discrete Silver-Nanoparticle Architectu-
res.Angewandte Chemie International Edition. 49 (15),
2700-2704.

Sadhasivam, S.;Yun, K. 2010. DNA Self-Assembly:
Prospectus and Its Future Applicaticlournal of Ma-
terials Science. 45 (10), 2543-2552.

[5] Wilner, O. I.;Henning, A. 2010. Covalently Linked DNA

Nanotubes10 (4), 1458-1465.

[6] Andersen, E. S.; Dong, M. 2009. Self-Assembly of a Na-

(7]

(8]

noscale DNA Box with a Controllable LidNature. 459
(7243), 73-76.
Dietz, H.; Douglas, S. 2009. Folding DNA into Twis-

ted and Curved Nanoscale Shap@sience. 325 (5941),
725-730.

Ke, Y.;Sharma, J. 2009. Scaffolded DNA Origami of a
DNA Tetrahedron Molecular Containédano Letters. 9
(6), 2445-2447.

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

(24]

(25]

Pisano, S.; Varra, M. 2008. Superstructural Self-
Assembly of the G-quadruplex Structure Formed by the
Homopurine Strand in a DNA Tract of Human Telome-
rase Gene Promotdiophys. Chem. 136 (2-3), 159-163.

Bath, J.; Turberfield, A.J. 2007. DNA Nanomachines.
Nature Nanotechnology . 2 (5), 275-284.

] Lin, C.; Liu, Y. 2006. DNA Tile Based Self-assembly:

Building Complex Nanoarchitecture€hemPhysChem.
7 (8), 1641-1647.

Niemeyer, C. M.; Simon, U. 2005. DNA-Based As-
sembly of Metal NanoparticlesEuropean Journal of
Inorganic Chemistry 2005 (18), 3641-3655.

Bates, P.; Mergny, J. 2007. Quartets in G-major. The
First International Meeting on Quadruplex DNIiv.EM-
BO Rep, England. Vol. 8, pp 1003-10.

Mendez, M. A.; Szalai, V.A. 2009. Fluorescence of
Unmodified Oligonucleotides: A Tool to Probe G-
quadruplex DNA StructureBiopolymers. 91 (10), 841-

850.

Miyoshi, D.; Karimata, H. 2007. Artificial G-wire Swit-
ches with 2,2’-Bipyridine Units Responsive to Divalent
Metal lons.J. Am. Chem. Soc. 129, 5919 - 5925.

Alberti, P.; Bourdoncle, A. 2006. DNA Nanomachines
and Nanostructures Involving Quadruplexésg. Bio-
mol. Chem. 4, 3383-3391.

Krishnan-Ghosh, Y.; Liu, D. 2004. Formation of an In-
terlocked Quadruplex Dimer by D(GGGT).Am Chem
Soc. 126, 11009-11016.

Lu, X.-J.; Olson, W.K. 2008. 3dna: A Versatile, Inte-
grated Software System for the Analysis, Rebuilding
and Visualization of Three-Dimensional Nucleic-Acid
Structures3 (7), 1213-1227.

Parkinson, G. N.; Lee, M. 2002. Crystal Structure of Pa-
rallel Quadruplexes from Human Telomeric DNHNa-
ture. 417, 876-880.

Haider, S.; Parkinson, G. 2002. Crystal Structure ef th
Potassium Form of an Oxytricha Nova G-quadruplex.
Mol. Biol. 320, 189-200.

Lim, K. W.; Alberti, P. 2009. Sequence Variant
(CTAGGG)n in the Human Telomere Favors a G-
quadruplex Structure containing a G:C:G:C Tetidd-
cleic Acids Research. 37 (18), 6239-6248.

Viladoms, J.; Escaja, N. 2010. Self-Association of Cy-
clic Oligonucleotides through G:T:G:T Minor Groove
Tetrads.Tetrahedron Young Investigator Award 2010:
Professor Seeberger, Tetrahedron. 2010, 18 (11), 4067-
4073.

Webba daSilva, M. 2003. Association of DNA Qua-
druplexes through G:C:G:C Tetrads. Solution Structu-
re of D(GCGGTGGAT) Biochemistry. 42 (49), 14356-
14365.

Escaja, N.; Pedroso, E. 2000. Dimeric Solution Structu
re of Two Cyclic Octamers: Four-stranded DNA Structu-
res Stabilized by A:T:A:T and G:C:G:C Tetrads.Am.
Chem. Soc. 122, 12732-12742.

Gu, J.; Leszczynski, J. 2000. Structures and Propsertie
of the Planar G:C:G:C Tetrads: Ab initio HF and DFT
StudiesJ. Phys. Chem. A. 104, 7353-7358.



Méndez y Montero

Avances2011 Vol. 3, No.2, Pags. A35-A45

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

Gray, D. M.; Wen, J. 2007. Measured and Calculated CD
Spectra of G-quartets Stacked with the Same or Opposite
Polarities Chirality.

Nagatoishi, S.; Tanaka, Y. 2007. Circular Dichroism
Spectra Demonstrate Formation of the Thrombin-
binding DNA Aptamer G-quadruplex under Stabilizing-
Cation-Deficient Conditions.Biochem Biophys Res

Commun. 352 (3), 812-7.

Fasman, G. D. 1996. Circular Dichroism and the Confor-
mational Analysis of Biomolecule®lenum Press: New
York. pix, 738 p.

Hud, N. V.; Schultze, P. 1999. Binding Sites and Dy-
namics of Ammonium lons in a Telomere Repeat DNA
QuadruplexJ. Mol. Biol. 285, 233-243.

Hud, N. V.; Schultze, P. 1998. Ammonium lon as an
NMR Probe for Monovalent Cation Coordination Sites
of DNA QuadruplexesJournal of the American Chemi-
cal Society. 120 (25), 6403-6404.

vanMourik, T.; Dingley, A.J. 2005. Characterizatioh o
the Monovalent lon Position and Hydrogen-bond Net-
work in Guanine Quartets by DFT Calculations of NMR
Parameters€Chemistry. 11 (20), 6064-79.

Andreatta, D.;Sen, S. 2006. Ultrafast Dynamics in DNA:
“Fraying” at the End of the Helix128 (21), 6885-6892.



AVANCES

EN CIENCIAS E INGENIERIAS

ARTICULO/ARTICLE SECCION/SECTION A

Isolation and identification of secondary metabolites fromArtemisia sodiroi Hieron

Talia Bricefio ! César M. Compadre'2 Paola Ordéfiez!2* Omar Malagon !

Linstituto de Quimica Aplicada, Universidad Técnica partiz de Loja,
San Cayetano Alto s/n, Loja, Ecuador
2Department of Pharmaceutical Sciences, University of Aska for Medical Sciences,
Little Rock, AR 72205, United States
E-mail: peordonezx@utpl.edu.ec

Editado por/Edited by: Carlos Fabara, M.Sc.
Recibido/Received: 12/09/2011. Aceptado/Accepted: W211.
Publicado en linea/Published on Web: 12/20/2011. ImpPResued: 12/20/2011.

Abstract

Artemisia sodiroHieron (Asteraceae), commonly known as “Ajenjo”, is usettéditional
medicine in Southern Ecuador for the treatment of inflamomasti stomachaches, hepatic
pains, fever, kidney problems, headaches, cough and by wtmregulate their menstrual
cycle. In this paper we report a phytochemical screeningn@faerial parts oA. sodiroj
which led the identification of five known secondary metaiesli 24- methylenecicloar-
tanol, stigmasterol, sitosterol, sabinyl acetate, anchyhdt-inositol, their structure were

elucidated by spectroscopic methods including GC/MSNMR and**C NMR.

Keywords. Artemisia sodiroj phytochemicals, 24-methylenecycloartanol, stigmaster
sitosterol, sabinyl acetate, methyl-inositol.

Abstract

Artemisia sodiroHieron (Asteraceae), comunmente conocido como “Ajen@’ytiliza en

la medicina tradicional en el sur de Ecuador para el tratatmide inflamaciones, dolores
de estdbmago, dolores hepaticos, fiebre, problemas rertdkeses de cabeza, tos y se
utiliza por las mujeres para regular su ciclo menstrual. &e &abajo se presenta un
tamizaje fitoquimico de las partes aérea®ddsodrioi lo que condujo a la identificacion

de cinco metabolitos secundarios conocidos, 24 - methgiepartanol, estigmasterol,

sitosterol, el acetato de sabinyl, y metil-L-inositol, stractura fueron determinadas por

métodos espectroscépicos como GC / MSNMR y *C NMR.

Palabras Clave. Artemisia sodiraij fitoquimico, 24-methylenecycloartanol, stigmasterol,
sitosterol, sabinyl acetate, methyl-inositol.

andA. annual. The aerial parts oArtemisia sodiroi
commonly known as “Ajenjo” are used in traditional
The use of plants to treat and cure diseases is an ancesMedicine in Southern Ecuador for the treatment of in-
tral practice, however the systematic study of plants for flammations, headaches, stomachaches, hepatic pains,

identified their chemicals constituents is still in progres ~ fever, kidney problems, he- adaches, cough and by women
to regulate their menstrual cycle [4].

Introduction

Asteraceae family have yield several important com- _ T o
pounds described as the active principles of medicinal A GC/MS analysis of essential oil éf. sodiroihas been
plants used in traditional medicine. In the Artemisia ge- reported [5], colorimetric tests for the determination of

nus of this family the most studied species ate:an- secondary metabolites in the methanol extract showed
nuaemployed in medicine against malaria, and source the presence of alkaloids, tannins, steroids, and sesquite
of antimalarial compound, artemisinia; apiaceagnd pene lactones, cardiac glycosides [6]. However, there

A. araratichave been reported to contain flavonoids [1], are no from previous reports of the isolation of phyto-
andA. albidaWilld has yield sesquiterpene lactones and chemicals form this species.

flavonoids [2]. The purpose of this study is to identify and character-

In Ecuador three species have been reported within Arte- ize the secondary metabolites from the aerial parts of
misia genus [3]A. absinthiumL., A. sodiroi Hieron., Artemisia sodiroi In this paper we report the isola-
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CH,

CHy

Figure 1: Structures of 24-methylenecycloartanol (1), stmasterol (2), sitosterol (3), sabinyl acetate (4) and meghinositol (5).

tion and chemical characterization of five known com- tracted with ethyl acetate under the same conditions de-
pounds. scribed before, after de filtration process the new residue
was extracted with methanol (same pressure conditions);
finally the three extracts (hexane, ethyl acetate and methan
were concentrated under reduced.

Materials and methods

General experimental procedures Each one of the extracts hexane (7.48 g.), ethyl acetate

Uncorrected melting points were measured with a Fisher-(12.16 g.) and methanol (34.02 g.) was fractioned by
Johns apparatus. The GC/MS data were obtained in column chromatography that was packed using wet pack-
an Agilent 5975C Series GC/MS instrument operating N9 method in hexane, using a ratio of 1:40 extract-
under electron impact conditions (El) at 70eV. NMR silica gel. The columns were run using hexane, ethyl ac-

spectra were recorded in CDCand DMSO at 25C etate and methanol by gradient elution technique. From
on a Varian, operating at 400MHz féH and 100Mz the hexane extract fractionation 290 fractions were col-

for 13C spectra. All 1D and 2D spectra were acquired lected. From the ethyl acetate extract 290 fractions and

and processed with standard Varian software. Column from the methanol extract fractionation 282 fractions
chromatography was carried out using 60-230 mesh sil- Were collected.

ica gel. Thin layer chromatography (TLC) was per-  compoundL (Figure 1) was eluted in the hexane-ethyl
formed on aluminum plates covered with silica gel 60 4cetate (9:1) fraction (10 mg) as a white solid. Com-
Fas54 plates (0.2 mm thick, Merck). pound2 and compound were eluted in the hexane-
Plant material ethyl acetate (8:2) fra_ction as a white solids; this three

compound were obtained from the hexane extract frac-
The aerial parts ofA. sodiroi were collected in June  tionation. Compound was eluted from the ethyl ac-
2009 in the locality of Chuquiribamba, in the Loja pro- etate extract in the hexane-ethyl acetate (8:2) fraction as
vince of Ecuador. Voucher specimens with the code awhite solid. Compoun8lwas eluted from the methanol
PPN-as-021 are deposited at the Herbarium of the Ap- extract fractionation in the ethyl acetate-methanol (8:2)
plied Chemistry Institute of the Universidad Técnica Par- fraction and recrystallized from methanol as a white crys-
ticular de Loja, Loja-Ecuador. talline solid.

Extraction and isolation Spectroscopic characterization

The air-dried plant material (400 g) was extracted with GC/MS analysis was used to identify compoudd®
hexane (dynamic maceration for 5 h) at room temper- 4, while 'H NMR and'3C NMR was used to identify
ature and filtered in vacuum, the plant residue was ex- compoundb.
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24-methylenecycloartandl); C3;Hs520, the mass spec-
trum of compoundlL shown the molecular ion ah/z
440 with fragments ain/z (relative intensity) 440(25),

422(66.92), 407(100), 379(53.01), 300(58.81), 175(68.4)

with the spectra reported in the literature [10] which
shows the characteristic fragmentsnatz 150[M-44],
134[M-60], 91[C7H7 +].

121(77.67), 81(83.71). The results were compared with Methyl-inositol ) was isolated as a colorless crystal

other studies previously reported[7].

Stigmasterol 2): Co9Hys0, the mass spectrum shown
the molecular ion ain/z412, with fragments at/z(rel-
ative intensity) 412(100), 394(26.37), 369(17.34), 327
(25.43),300(38.3),271(48.9),95(49.5), 69(64.16),¢hes
fragments were compared with the reported in the liter-
ature [8].

Sitosterol 8: CygH500, the mass spectrum showed the
molecular ion atm/z414 with fragments am/z (rela-
tive intensity) 414 (100), 396 (48.16), 329 (40.6), 303

(methanol) from the methanol extract in the ethyl acetate-
methanol (8:2) fraction, this structure was elucidated
by NMR. The*C NMR spectrum showed seven car-
bon signals with chemical shifts within the region of
heteroatom-linked carbon. Thel NMR spectrum show-
ed signals between 3.08 and 4.63, the signal at31

was assigned to the three-methoxyl protons, and the sig-
nal até 3.08, 3.26, 3.39, 3.44, 3.66, 3.84 were atributed
to the methine protons. The assignments of ifsand

13C NMR resonances have been done involving two-
dimensional experiments COSY, HMQC, and HMBC.

(36.02), 273 (17.02), 255 (20.23), 213 (23.07), 145 (25.36 MR ana_llysis of this C(_)mpoun_d was previously reported
107 (24.9), 95 (22.66), 81 (22.7), 69 (16.69), these data (111 @nditis fully consistent with our study.

was compared with the reported in the literature for this
compound [8].

Sabinyl acetated): C,2H150,, the mass spectrum shows
the characteristic fragments 'z 150[M-44], 134[M-
60], 91[C7H;r].

Methyl-inositol 6): colorless crystal (methanol);8140s,
mp 190-193C. 'H NMR (D,0, 400 Mz): § 3.08 (dd,
1H); 3.26 (m, 1H); 3.31 (s, 3H, H-OMe); 3.39 (m, 1H);
3.44 (m, 1H); 3.66 (q, 1H); 3.84 (g, 1H); 4.29 (d, H-O);
4.43 (dd, 2H-0); 4.63 (dd, 2H-0})?C NMR (D-0, 100
Mz): § 56.81 (Me); 68.062 (C1); 70.501 (C5); 72.059
(C6); 72.236 (C4); 73.322 (C3); 81.113 (C2).

Results and discussion

From the hexane extract &f. sodiroithree triterpenes
were identified using GC/MS analysis. The weak molec-
ular ion of compound. was given aim/z440 and the
characteristic peaks at/z422 [M-HyO], 407 [-CH;],

300 [M-C,gH5p]- The molecular ion and the fragmenta-
tion pattern indicate that the compound is 24-methylene-
cycloartanol. The fraction eluted in hexane-ethyl ac-
etate (8:2) shown two compounds with molecular ions
atm/z412 and 414, the characteristic peaks are given
at m/z271 [M-139] and 273 [M-141] due to the loss
of CipH19 and GoHz;. The molecular weights and
the fragmentation pattern indicate that the compounds
present in this sample are stigmaste®)lgnd sitosterol

(3) respectively. The unique difference between these
two structures is the presence of a double bond in the
side chain. In traditional medicine in southern Ecuador
the specieA. Sodiroiis used by woman to treat men-
strual discomforts, use that may be associated with the
presence of sitosterol in the plant; previous studies re-
port the activity of this compound as a phytoestrogen

[9].

From the ethyl acetate extract the fraction eluted in hexa-
ne-ethyl acetate (8:2) was analyzed in GC/MS, the mass
spectrum did not show the molecular ion, but the struc-
ture was confirmed as sabinyl acetatgl{y comparison

Conclusions

Phytochemical study of the extracts Af sodiroi al-
lowed the identification of five secondary metabolites
three triterpenes (24-methylenecycloartanol, stignnakte
and sitosterol), an ester of a monoterpene alcohol (sabinyl
acetate), and a cyclitol (methyl-inositol). The compounds
were characterized using spectral techniques.
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Abstract

The characterization of a mixture of cucurbit[n]uril (nZ@) was carried out by MALDI MS (Matrix-assisted
Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry Mass $p@ettry). The solid mixture of the titled com-
pounds was synthesized as part of a research study invadvipgmolecular chemistry at the Departamento
de Quimica e Ingenieria Quimica at USFQ. For the MALDI arialyan appropriate procedure was implemen-
ted for sample preparation, which includes the effectigsaution of the solid mixture of cucurbit[n]uril in a
solution of water and formic acid, and the addition of alglyano-4-hydroxy cinamic acid as MALDI matrix
(10g/l in 70:30 (v:v) of methanol:acetonitrile). In the salm preparation process for MALDI, other solvents
were employed to try dissolving the cucurbit[n]uril mix¢éuwith poor results. The addition of formic acid to
deionized water was important to achieve satisfactoryotlisi®n of the cucurbit[n]uril compounds and to assu-
re its compatibility with the matrix. To acquire the corresging mass spectra, a MALDI-Time-of-Flight Mass
Spectrometer (MALDI-TOF MS) was used, which was built in Bgpartamento de Fisica at EPN. The mass
spectra of the detected cucurbit[n]uril ions were charaatd by the ﬂresence of the single protonated peaks
of three molecular species corresponding to n=6,7,8 asr@ddrom their m/z values. Additionally, the mass
spectra contained abundant peaks of the MALDI matrix in tassmegion up to 500 Da. The mass spectra were
satisfactorily internally calibrated with the help of miple peaks of a PEG600 polymer that was introduced as
an internal standard in the sample. The instrumental mt@emass resolution allowed for isotopical resolution
over the whole mass range and the overall mass accuracy was@f %. The most intense signal among the
cucurbit[n]uril peaks was assigned to the cucurbit[7]ooinpound. A discussion is advanced to rationalize the
observed molecular cucurbit[n]uril species under the usethodology.

Keywords. cucurbit[n]uril, glicoluril, MALDI, alpha-cyano-4-hydrxy cinnamic acid, TOF MS

Resumen

La caracterizacion de una mezcla de cucurbit[n]uriles (h86 se ha realizado por medio de espectrome-
tria de masas con la técnica de ionizacion MALDI (Matrixistesl Laser Desorption/lonization). Los cucur-
bit[n]Juriles fueron sintetizados como parte de una ingestion de quimica supramolecular dentro del De-
partamento de Quimica e Ingenieria Quimica de la USFQ. Parséésis con MALDI se ha introducido un
procedimiento adecuado para la preparacion de muestedauye la disolucion efectiva de la mezcla sélida
de cucurbit[n]uriles en una solucion de agua y acido férmyaal uso del acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico
como matriz MALDI, en una solucién 10g/l en 70:30 (v:v) de ametl y acetronitrilo. En el proceso de prepa-
racion de muestras para MALDI se intento utilizar otros sotes para el cucurbit[n]uril con pobres resultados.
La adicion del acido férmico al agua desionizada fue impawetpara lograr la correcta disolucion del compues-
to y asegurar su compatibilidad con la solucion de matriza Batener los espectros de masas correspondientes
se utilizo un espectrometro de masas de tiempo de vuelo MAMBILDI TOF-MS) construido en el Depar-
tamento de Fisica de la EPN. Los espectros de masa de lobitirjuriles se caracterizaron por la presencia
de los iones protonados con una carga de las especies napéscabrrespondientes a n=6,7,8, segun se infiere
de los valores m/z medidos. Adicionalmente, los espec&anaka contuvieron picos abundantes de la matriz
MALDI en la regiéon de masas hasta 500 Da. Los espectros de seasalibraron internamente de forma sa-
tisfactoria con la ayuda de os miiltiples picos del poliméE@B00 que se introdujo como un estandar interno
en las muestras. La resoluciéon de masas instrumental pes®ftarar las componentes isotépicas a lo largo de
todo el rango de masas y una precision general en la detritinde la masa de alrededor de 0.1 %. La sefial
mas intensa entre los cucurbit[n]uriles se la asign6 al cmsgo cucurbit[7]uril. Se hace una corta discusion
tendiente a racionalizar la observacion de las especies\attias con nuestra metodologia experimental.

Palabras Clave.cucurbit[n]uril, glicoluril, MALDI, acido alfa-ciano-4idroxi cindmico, TOF MS
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Figura 1: Sintesis de (a) glicoluril y (b) cucurbituriles Figura 2: Posibles sitios de interacciones CB[6]
Introduccién la purificacién de gases o liquidos, como matrices pa-

ra catalisis de reacciones quimicas, como sensores pa-
Los cucurbituriles o cucurbit[n]uriles son cavitandos ma- ra reconocimiento molecular, matrices de adsorcion de
crociclicos que estan compuestos por 5, 6, 7, 8 6 10 agentes contaminantes, y como interruptores para ma-
unidades de glicoluril que se unen mediante puentes dequinas moleculares [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10].

metileno y se autoensamblan a partir de la reaccién con .
: o ! . Los grupos carbonilo que enmarcan los portales de CB[n]
formaldehido en medio acido (Figura 1). Aunque la pri- , P
.actian como bases débiles, y como resultado de esto la

mera sintesis de estos compuestos se remonta a PINClSolubilidad de los CBI[n] se incrementa dramaticamente
pios del siglo 20, no fue sino hasta 1981 que sus es-

. en soluciones acidas concentradas o soluciones de acuo-
tructuras fueron elucidadas con certeza [1, 2, 3]. Usual-

. . . .- sas de metales alcalinos. Sin embargo, la poca solubili-
mente, debido a la dificultar para pronunciar y escribir 9 P

L dad en agua pura es un problema que limita la aplica-
sus nombres, a los cucurbituriles se los representa co- .

mo CB[n], donde n indica el nimero de repeticiones de clon d_elestos c_omrlJuslstos. '.A‘S" el CB[6] y CB[8] son
las unidades de glicoluril. [1, 2, 4] Todos los cucurbi- esencialmente insolubles, mientras que CB[7]y CB[5]

. . S tienen una modesta solubilidad ( 3 X" 7OM)[11].
turiles tienen una estructura cilindrica angosta, que se

asemeja a la corteza de una calabaza (de donde procedgy caracterizacion molecular de los miembros de la fa-
su nombre) donde sus partes superior e inferior han sido mjjia de los cucurbit[n]uriles especialmente cuando se
recortadas y el interior ha sido vaciado. trata de evaluar la eficiencia y calidad los procesos de

. . . preparacion es de importancia. El uso de la espectrome-
Entre estos compuestos macrociclicos, el mas comun de; . P . :
o : : ! . tria de masas para este prop0ésito tiene ventajas obvias, y
la familia es el cucurbit[6]uril, CB[6], de formula empi-

; S la definicion de los métodos analiticos correspondientes
rica GagHs6N24012, masa molecular mono-isotdpica de

996.294 a/mol v masa molecular promedio de 996.835 €S Una necesidad basica. Un sinnimero de trabajos re-
' g/moly ma . P = lacionados con el estudio estos compuestos mediante la
g/mol. La primera sintesis de este compuesto fue reali-

! s . >, técnica de ionizacion por electrospray ionization (ESI)
zada por Mock et al mediante catalisis con acido sulfuri- .

. se hareportado en la literatura. Por otro lado, muy pocos
co a temperaturas mayores a >T0) mientras que los DU
isomorfos CB[n], n=5-8, 10 fueron preparados a tem esfuerzos se han reportado respecto del uso de la técnica

oraturas mas t;a'as (7’5 90). Ya Ee gl tamafio de de ionizacion MALDI para el andlisis de cucurbituriles.
P S hajas - Yaq . Las condiciones de ESI permiten tipicamente analizar
los CB[n] esta definido por el nimero de unidades de ; L

; . , : complejos no covalentes de los cucurbituriles con mo-
glicoluril en la estructura, los volumenes internos de es-

. léculas orgéanicas [11, 12]. En particular la ionizacion
tos compuestos varian entre 82n el caso del CB[5] debi S . :
3 : ebida a la complexacién con uno o varios cationes de
a 870° para el CB[10] [5, 6].Este volumen interno, de :
. : 2 . sodio es la que se puede ver en el espectro [12].
caracteristicas hidrofébicas esta centrado entre dos bor-
des hidrofilicos (uno superior y otro inferior) caracteri- La técnica MALDI se ha impuesto los Gltimos afios co-
zados por poseer grupos carbonilos que por su natura-mo una técnica sensitiva, relativamente facil de apli-
leza polar pueden formar interacciones importantes con car, que permite ionizar una multitud de compuestos.
iones, moléculas huésped o con moléculas de solven-Los espectros de MALDI se diferencian de aquellos de
tes polares. Asi, la familia de los CB[n] esta asociada a ESI por su simplicidad relativa. En MALDI, en parti-
una alta capacidad para interactuar con otros compues-cular para masas debajo de los 1000 Da, se observan
tos mediante fuerzas ion-dipolo y puentes de hidrégeno normalmente los picos de los iones protonados con una
las cuales varian dependiendo del sitio de la molécula sola carga [M+H]+, aunque también son tipicos los io-
gue se esté considerado (Figura 2). Por esta razén, losnes complexados con sodio y potasio correspondientes
CBs tienen importantes aplicaciones industriales, tales a[m + Na]™ y [M+K] T, respectivamente. En este sen-
como el ser agentes para el transporte de drogas den+ido, conceptualmente, un espectro MALDI es mucho
tro de organismos vivos, como filtros moleculares para mas sencillo de interpretar que uno de ESI. Como un
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Metodologia

100
%0 Sintesis de Glicoluril
£ w Un baldén de 250 mL fue cargado con una solucion de
& urea (15.015 g, 0.25 mol) en agua (25.0 mL). A conti-
2 40 nuacion se afiadio una solucion de glioxal al 40% ac.
: (5.006 g, 0.08625 mol) y HCI concentrado (2.15 mL).
20 Una vez terminada la adicién se permitié que el balon
| se caliente lentamente (859Q) hasta que se detecte
o = oo T 106 la formacion de cristales blancos en el fondo del balon.
Una vez enfriado el sistema, los cristales fueron recolec-
Figura 3: Distribucion isotpica esperada de masas para CB] de tados por filtracién y lavados con 50 mL de agua desti-
acuerdo con su formula empirica lada seguido por 25 mL de acetona. Este procedimiento

. . . generd 3.99 g de producto seco, lo que implica un ren-
caso especial se puede mencionar a los polimeros AU€jimiento del 79.8 % [13]

se ionizan casi Unicamente por adicién del cation de so-
dio, a diferencia de otras sustancias organicas como los sjntesis de Cucurbit[n]uriles

péptidos.

S P , Un balén de 250 mL fue cargado con glicoluril (1.5 g,
La clave de la aplicacién de MALDI al analisis estaen ;g mol) y 6.9 mL de HCI aI%G %. A tegmperatu(ra arg-
la seleccién y el uso de la sustancia matriz, tipicamente biénte se aﬁédié 1.5 mL de forméldehido Después de

un acido 0rganico, que sirve como anf|t,r|on delas mo_Ie- un periodo de 10 minutos, se observo que la mezcla ad-
culas de interés, y que absorbe la luz laser, se ablaciona

. . : ) uiri6 la apariencia de gel. Se dejo6 reposar la solucion
e induce la formacion de iones moleculares aislados del q . .
analito. Para la aplicacion efectiva de la técnica se re- por 3 horasy posteriormente se calento lentamente hasta

uiere 1) que las soluciones de matriz sean com atibleleOJ C para disminuir la viscosidad del gel. La mezcla
9 que ; pal se calentd posteriormente por 3 horas. Una vez termina-
con las soluciones de los analitos, 2) que la solucion de

la mezcla cristalice eficientemente, y 3) que el compues do el tiempo de calentamiento se dejo enfriar el balon
e . y2)d P lentamente. El producto se aisl6 por precipitacién afia-
to matriz ionice efectivamente a los analitos.

diendo 10 mL de metanol. El precipitado se filtro y se
MALDI puede acoplarse a un gran nimero de tipos de lavé con metanol y acetona. [10]

analizadores de masa, y en particular, es excepcional- .,

mente compatible los llamados espectrometros de masal reparacion de muestras para MALDI

por tiempo de vuelo (TOF-MS por sus siglas en inglés),
tanto in vacuo como con el uso de fuentes de iones at-
mosféricas. Estos instrumentos muestran buena sensiti-
vidad, un gran rango de masas y costo relativamente ba-
jo. Como una ventaja adicional que se puede mencionatr,
para el rango de masas de hasta 1500 Da, un instrumen
to TOF-MS dotado de extraccién retardada de iones y
espejo electrostatico, permite en general, alcanzar una
resolucion de masas isotdpica. La distribucion isotopi-
ca esperada del CB[6] se muestra en la Figura. 3. Las
distribuciones isotopicas de los CB[7] y CBJ[8] tienen
apariencias similares.

El analito se preparé haciendo una solucién de cucur-
bituril de 5 g/l en una mezcla de agua y acido férmi-
€O en una proporcién 10:1 (v:v). Otros solventes mas
(agua desionizada pura, etanol, metanol) o menos po-
lares (tolueno, benzeno, cloroformo) se usaron en una
Tase inicial de prueba, sin gran éxito. El 4cig@iano-
4-hidroxi-cinamico (ac4hc) que se utiliz6 como matriz
para MALDI se obtuvo de Sigma, al igual que los sol-
ventes usados. Una solucién de 10 g/l de ac4hc se pre-
paro en 70:30 metanol-acetronitrilo (v:v). Las muestras
para MALDI se prepararon depositando sobre un porta-
muestras de acero alicuotas del tle las soluciones de
cucurbituril y matriz. La mezcla se dejé secar bajo un
En este articulo se reporta la determinacion mediante flujo suave de aire caliente provisto por un secador con-
MALDI MS de la masa molecular de una mezcla de vencional de pelo. Las muestras secas, facilmente iden-
cucurbit[n]uriles preparado mediante el procedimiento tificables por un deposito cristalino amarillento, se in-
reportado en la referencia [8]. trodujeron en el espectrometro de masas para analisis.
En algunos casos, se introdujo en la solucién de mezcla
una alicuota de solucién acuosa de PEG600 (Sigma).
Esta sustancia se introdujo con la finalidad de tener un
Ralibrante interno en los espectros de masas.

Este trabajo se realiz6 en el marco de un taller de intro-
duccion a las técnicas de caracterizacion molecular por
espectrometria de masas para estudiantes de ingenieri
guimica realizado en Julio de 2011 en las instalaciones
el Departamento de Fisica de la Escuela Politécnica Na- Espectrometria de masas

cional, auspiciado por la red GET Nano. La muestra de

cucurbit[n]uriles provista M.E. Dueflas y S. Manzano Las muestras preparadas se introdujeron con un porta
se preparo en el laboratorio de quimica inorganica de la muestras adecuado en la fuente de iones del espectré-
Universidad San Francisco de Quito. metro de masas. Este instrumento se construyd en casa,
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en el Departamento de Fisica de la EPN, y permite ob-

tener espectros de masa con una resolucion en masa de <000 -
orden de 7000, para una masa nominal de 1000 Da. | Matriz 5EG 600 -
En este instrumento, un pulso laser de nitrogeno de 337 2000 | ) fl |
nm se enfoca desde el exterior de la camara de mues- Joa
tras con una lente sobre la muestra. El impacto del pul-
so laser provoca la desorcion y ionizacion del analito.
Los iones resultantes se aceleran de una fuente con dos
etapas de aceleracién, separadas por mallas metalica:
de 95 % de transparencia en una configuracion Wiley y 1000
MacLaren. Luego de esto los iones se introducen en un

tubo de vuelo sin campos eléctricos y viajan libremente

desde la fuente de iones hasta el detector. El tiempo de 0 -l | AR UM AR M LA, A L ol ot
vuelo de cada tipo de ion estar relacionado con su masa = 0 « .
molecular. Para mejorar la resolucion instrumental, se
utilizan dos técnicas en este instrumento, la extraccion Fig_gréé 4 ICEjSPtefctro d% masals MALEI de la medzcla atn_alizada en
rtardada.y un espelo electroesiatico. La configuracion 14155 ¢ 16 e 1o, Lox s e ot s
y desempefio de este instrumento ha sido reportada IN-observa una distribucion caracteristica de unidades poliraricas

teriormente. [14, 15] del PEG600. Alrededor de 70us los tres picos de cucurbit[n]uril
son visibles (estos se destaca en el inserto).

Los tiempos de vuelo en este instrumento se registran en ) ) ) )
un osciloscopio digital. Los espectros analizados con- cOmpuesto de cucurbit[n]urila partir de tres picos carac-
sistieron de la promediacion de cien espectros indivi- teristicos desde los 1000 Da hasta los 1300 I_Da._En_Ia Fi-
duales obtenidos con sendos disparos del laser. Los es-9ura 4 se muestra un espectro del segundo tipo indicado,
pectros se calibraron externamente en primer lugar, paradonde se puede ver la mezcla de iones moleculares de
lo cual se utilizaron las dimensiones del instrumento, los Matriz MALDI, PEG600 y cucurbit[n]uril. De los tres
valores de voltaje utilizados en las diferentes partes de la PiCOS principales corre§pond|entes al cucurbituril, el de
fuente de iones, y el retraso utilizado para la extraccion Masaintermedia resulté ser el de mayor 'ntenSIdady por
retardada. Con estos valores y con ayuda de la ecuacionl© tanto, presumiblemente el de mayor concentracion en
de tiempo de vuelo, se pudo determinar un valor apro- 12 mezcla.

ximado para la relacién masa-carga (m/z) de los iones.

Los picos correspondientes a los iones conocidos de laUna fuente de confirmacién de la identidad de los com-
molécula matriz, y los de los cationes de sodio y potasio, puestos de cucurbit[n]uril es el patrén isot6pico de es-
unavez identificados a partir de la calibracioninicial, se tos. Los patrones isotépicos correspondientes a los tres
usaron para refinar la calibracion. Los espectros se re ca-picos principales de los cucurbit[n]uriles determinados
libraron finalmente una vez determinada la identidad de coinciden dentro de la resolucién instrumental con los
los iones del analito como una medida de consistencia y patrones simulados indicados en la Fig. 3. Esto se pue-
para mejorar la precision la determinacion de m/z. Con de ver en la Figura 5 para el caso del pico mas grande
la resolucion instrumental y este procedimiento de ca- representativo del compuesto.

libracién se obtuvieron precisiones del orden del 0.1 %.
La adquisicién de los espectros y su analisis preliminar
para determinar el tiempo de vuelo correspondiente se

realizo con ayuda del programa de uso libre MoverZ, | os espectros de masas fueron primeramente calibrados
[16] y masspec desarrollado en la EPN. [15] externamente, esto es, con ayuda de la ecuacion de tiem-
po de vuelo calculada con los valores de las distancias
para las diferentes partes del instrumento determinadas
por el fabricante. Adicionalmente, es necesario incluir
la informacién de las diferencias de potencial que se
utilizan para acelerar los iones. Con estos parametros
se introduce del valor medido el tiempo de vuelo co-
rrespondiente a cada pico de interés en la ecuaciéon de
tiempo de vuelo y se obtiene su masa molecular. Es-

Cucyrbituril

2000 4

Intensidad u.a.

Tiempo -us

Calibracién

Resultados

Dos tipos de espectros de masas se obtuvieron a partir
de sendas preparaciones para determinar la masa mo
lecular, e inferir a partir de esta, la estructura de los

sistemas sintetizados. En primer lugar se analizé cucur-

bit[n]uril mezclado con la matriz para identificar los pi- te calculo permite obtener valores aproximados para las

cos correspondientes al compuesto. En, el sequndo ti- a5 de los compuestos observados con una precision
po de espectro se incluy6 ademas el polimero PEG600’deI orden de 1%

el cual produce un gran nimero de picos en una distri-

bucién caracteristica polimérica. Estos picos adiciona- Con ayuda de las masas asi determinadas, se pudo iden-
les se usaron como calibrantes internos ya que su masatificar un nimero de picos correspondientes a sustan-
molecular es conocida. En ambos casos se identificé al cias conocidas (la matriz y el PEG600). Estos picos se



Avances2011 Vol. 3, No. 2, Pags. A50-A55 Duefias et al.

amerita un breve comentario. La diferencia podria ads-
Patron isotopico medido de CB[7] cribirse al hecho de que las condiciones de preparacion
de muestras con MALDI. En este caso estas condicio-
00 nes parecen no favorecer la constitucion de complejos
no covalentes mas complejos que el ién protonado co-
mo en el caso de ESI. La presencia de un medio &acido
en la preparacion de la muestra MALDI de los cucur-
bit[n]uriles ciertamente pone a disposicién de las molé-
200 culas a ionizar un gran nimero de protones, lo que ba-
jo estas condiciones podria inclinar la balanza hacia la
complexacion con protones libres en lugar de cationes
como Na.

Intensidad u.a.

, , i Es importante en este resultado observar que si bien con
e T 712 el procedimiento experimental utilizado para preparar
Tiempo de vuelo - us los cucurbit[n]uriles se obtiene una mezcla de CBI6],
Figura 5: Detalle del pico correspondiente a CB[7] que muesa CB[7] y CBJ8], el compuesto predominante en los es-
Cmamena sl o one o con o st oo PeCoS con buiena diferencia es el de CB[7). La abun.
Inrl?)strado eﬁ la Fig. 3 es una comEi)rmacién inde[r)’endiente de la dancia relatlva_ observada Ca'C!J'ada comparando las ?‘I'
identidad de los compuestos CB[n]. turas de los picos correspondientes a las tres especies
es aproximadamente 18 %, 100% y 13 %. Esto podria
resolvieron isotdpicamente. La presencia del polimero apuntar a que el procedimiento de preparacién de la
PEG600 se reconoce por una distribucion de masas co-mezcla de cucurbit[n]uriles empleado tiene un rendi-
rrespondientes a unidades poliméricas con diferentes nG-miento excepcional para la especie particular CB[7], com-
meros de mondémeros, alrededor de la masa 600 Da (loparado con las otras dos. Sin embargo, eventualmente,
que justamente sirve para denominar al compuesto). Lastambién podria deberse a una mucho mayor solubili-
masas de los polimeros observados desde 10, hasta 22lad relativa de esta especie en particular en los solven-
monomeros corresponden al i6n [M+Na]+, en cada ca- tes usados para preparar las muestras para MALDI. Por
so. La separacion en masas entre esos picos es iguabtro lado, la eficiencia de ionizacién bajo las condicio-
al valor de la masa del monémero de PEG, es decir nes de MALDI podria ser diferente para los diferentes
44.0262 Da. compuestos CBJ[n], aunque presumiblemente, este se-
ria en cualquier caso un efecto menor. Las abundancias
indicados no deben tomarse por lo tanto, directamente
como valores absolutos sino como una medida aproxi-
mada de la presencia molecular relativa en la mezcla,
debido a los inherentes problemas de cuantificacién con
MALDI MS. Sin embrago, estos valores dan una bue-
na idea relativa de la situacion real y por lo tanto, la
metodologia empleada, podria usarse para hacer confia-

Una vez identificados los picos de los calibrantes se pro- blémente la monitorizacion (control de calidad) de los
cedi6 utilizar su masa molecular para calibrar interna- Proces0s quimicos de preparacion de estos compuestos.
mente los espectros. La calibracion interna permite ob-

tener precisiones mucho mayores en el caso de calibra- Conclusiones

cion externa, en este caso de hasta 0.1 %. Esto se evi- .

dencia, por ejemplo en el caso del i6n del polimero de S€ ha reportado la preparacion de una mezcla de cucur-
PEG600 con 13 unidades (13-mero) sodiado, cuya ma- bituriles y su analisis por medio de espectrometria de

sa tedrica es 745.410 Da y cuya masa medida resulta sef@sas MALDI. Con la determinacion de la masa mo-
746.193 Da. lecular de los iones generados, se infiere la presencia

en la mezcla de las especies quimicas correspondien-
Del mismo modo, con la calibracion interna se deter- tes a CB[6], CB[7], y CB[8]. Las metodologias tanto de
mind que las masas de los tres iones moleculares de losla preparacion de los compuestos como de preparacion
cucurbit[n]uriles en el espectro de masas son de menor ade muestras para MALDI y del analisis de los mismos
mayor, 997.2 Da, 1163.9 Day 1328.4 Da. De la estruc- resultaron ser exitosas. La evaluacion de la intensidad
tura molecular conocida de estos compuestos se infie-relativa de los picos correspondientes en el espectro de
re que interesantemente estas masas corresponden a losasas permite concluir que el método de preparacion
iones ionizados por la adicion de un protén es decir a de los compuestos empleado en este trabajo favorece la
la especie [M+H]+, en cada caso (996.29 Da, 1162.155 aparicion de CBJ[7] sobre CB[6] y CB[7] en tasas de en-
Da, y 1328.02 Da). Esta situacidn es diferente a la re- tre 5y 6 a 1. La relevancia de las diferencias en solubili-
portada con ESI donde principalmente se observan io- dad en el solvente usado y de la eficiencia de ionizacién
nes sodiados [M+Na]+ exclusivamente, [11, 12] lo cual de los compuestos con MALDI se discute brevemente.

A su vez, los picos de la matriz que se usan para ca-
libracién corresponden a los iones protonados molecu-
lar [m+H]™ (190.17 Da) y del fragmento [m-18+H]
(172.17 Da). Asimismo, se pueden observar el i6n co-
rrespondientes al radical m+ (189.17 Da), al dimero mo-
lecular, y a otros iones tipicos del ac4hca que se obtie-
nen bajo las condiciones de MALDI.
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Este trabajo ha sido el resultado de una colaboracién
académica en la que se demuestra que el aporte de es-
fuerzos inter-institucionales con las facilidades existe

tes tanto en la EPN como en la USFQ permiten la for-
macién de alto nivel académico y la produccién de re-
sultados de interés cientifico relevante.
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