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RESUM

L’espectrometria de masses (MS) és una de les técniques instrumentals més
importants. En el cas de l'espectrometria per ionitzacié d’electrons (MS-EIl) les
molécules ionitzades pateixen diferents fragmentacions que donen els pics
caracteristics de I'espectre. Hi ha dues maneres de predir aquestes senyals: utilitzant

regles generigues o mitjangant calculs teorics.

Aquest treball es centra en la prediccié de les principals senyals dels espectres, és
a dir, fragmentacions esperades d’aminoacids en estat radical catié amb I'ajut de la
descomposicié de I'energia molecular. Amb aquest meétode, podem fer calculs
d’estructura electronica de les especies neutra i radical catio, perd no cal plantejar
'estudi sistematic de totes les possibles reaccions unimoleculars de descomposicio

que pot patir 'espécie ionitzada.

Per tal de fer l'estudi el més complet possible s’han volgut tenir en compte factors
que no han estat coberts en els estudis previs similars, com és ampliar el nombre
d’aminoacids a estudiar, fer un estudi conformacional a fons per a cada aminoacid en
les seves formes neutra i radical catio, i tenir en compte tant la relaxacio electronica

com la nuclear en les espécies ionitzades.

Els resultats obtinguts son forga satisfactoris ja que, a partir de les estructures de
minima energia de les especies neutra i radical catié de cada aminoacid s’han pogut

predir correctament el pic principal de I'espectre MS-EIl en 9 dels 10 casos estudiats.



RESUMEN

La espectrometria de masas (MS) es una de las técnicas instrumentales mas
importantes. En el caso de la espectrometria por ionizacién de electrones (MS-EI), las
moléculas ionizadas sufren diferentes fragmentaciones que dan los picos
caracteristicos del espectro. Hay dos maneras de predecir estas sefiales: utilizando
reglas genéricas o mediante calculos tedricos.

Este trabajo se centra en la prediccion de las principales sefiales de los espectros,
es decir, fragmentaciones esperadas de aminoécidos en estado radical catién con la
ayuda de la descomposicién de la energia molecular. Con este método, podemos
hacer célculos de estructura electronica de las especies neutra y radical catién, pero
no hay que plantear el estudio sistematico de todas las posibles reacciones
unimoleculares de descomposicién que puede sufrir la especie ionizada.

Para hacer el estudio lo mas completo posible se han querido tener en cuenta
factores que no han sido cubiertos en los estudios previos similares, como es ampliar
el nimero de aminoacidos a estudiar, hacer un estudio conformacional a fondo para
cada aminoacido en sus formas neutra y radical cation, y tener en cuenta tanto la
relajacion electrénica como la nuclear en las especies ionizadas.

Los resultados obtenidos suefio bastante satisfactorios puesto que, a partir de las
estructuras de minima energia de las especies neutra y radical catibn de cada
aminoacido se han podido predecir correctamente el pico principal del espectro MS-EI

en 9 de los 10 casos estudiados.



ABSTRACT

The mass spectrometry (MS) is one of the most important instrumental techniques.
In the case of electron ionization spectrometry (MS-EI), the ionized molecules undergo
different fragmentations that give the characteristic peaks of the spectrum. There are
two ways of predicting these signals: using generic rules or using theoretical
calculations.

This work focuses on the prediction of the major signals of the spectra, that is,
expected fragmentations of amino acids in the cation radical state, with the help of the
so-called molecular energy decomposition schemes. With this method, we can make
electronic structure calculations of the neutral and radical cation species, but we do not
have to consider the systematic study of all the possible unimolecular decomposition
reactions that the ionized species can suffer.

To make the study as complete as possible, we have tried to take into account
factors that have not been covered in similar previous studies, such as expanding the
number of amino acids to be studied, making a full conformational study for each
amino acid in its neutral and radical cation states, and take into account both electronic
and nuclear relaxation in ionized species.

The results obtained were quite satisfactory since, from the minimal energy
structures of the neutral and cation radical species of each amino acid, the main peak

of the MS-EI spectrum was correctly predicted in 9 of the 10 cases studied.
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1. INTRODUCCIO
1.1. L’espectrometria de masses

L’espectrometria de masses és una técnica analitica que te una amplia aplicacié? i
aixo és degut al fet que ens pot proporcionar varietat d’informacié com la composicio
elemental, les estructures de les molécules organiques i inorganiques, composicio
qualitativa i quantitativa de barreges complexes, relacions isotopiques d’atoms en les

mostres entre d'altres.

Els tres components basics d'un espectrometre de masses son la font de ionitzacio,
on hi ha diferents tipus segons si és per espectrometre de masses atomiques o

molecular, analitzador de masses i detector d'ions.

Dintre de la font de ionitzacié? d’espectres moleculars podem trobar gran varietat,
depenen si son de desorcié o en fase gasosa. Exemples de desorcié trobem ionitzacio
per electronebulitzacié (ESI) o desorcio assistida per una matriu (MALDI) i en el cas de

fase gasosa, trobem ionitzacié quimica, per impacte d’electrons (El) i entre d’altres.

El treball es centrara sobretot en I'espectrometre de masses amb font d’ionitzacio

per impacte electronic.

‘rf -
.-"/ Currrpn chduﬂ de electrones p - S
Calefactor ;g a5 A
K Primera Rendija de A
i rendija de enfoque \
Salida de lc gas Filamento Segunda rendija y

moléculas

g aceleracion
R 7 de aceleracidn
— Al analizador
o ‘ B‘ ‘.:"\_-.'- d d d de masas

\ Kepitn de ionizacion Region d-c aceleracion
"'-\ de iones
% Haz de electrones Anodo
L

Figura 1 Esquema d’un espectrometre de masses amb una font d’ionitzacié per impacte
electrénica (EI-MS).

A la figura 1 es mostra el diagrama d'una font de ionitzacio per impacte d'electrons.
Els electrons s6n emesos per un filament calent de wolframi o de reni i s'accelera
mitjangant un potencial que s'aplica entre el filament i 'anode. L'analit passa per la font

i col-lisiona contra els electrons, fet que provoca la seva ionitzacio.
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El producte primari sén ions d'una Unica carrega positiva que es forma quan els
electrons d'elevada energia s'apropen el més a prop possible com per causar pérdues
d'electrons per repulsié electrostatica a les molécules de l'anadlit. Malgrat aixo, la
ionitzacié per impacte d’electrons no és molt eficag i només una petita part (del ordre
d’'una molécula entre un milid) experimenta la reaccié primaria de ionitzacié seglient on

GX representa la molécula i GX™ el seu i6 molecular:
GX+e - GXt+ 2e” (1)

Aguest i6 pot patir fragmentacions simples® dintre de les seglents possibilitats,
depenent de com es produeix el trencament de I'enllag corresponent (homolitic o

heterolitic) i del nombre d’electrons de cada fragment (parell o imparell)
GXtT->GT+X

GXt -G +X*

(2)
GXt-G6 +X°
GXtT->Gt+X

Després, els ions positius produits sén atrets a través de I'escletxa cap a la primera
placa d’acceleracio, mitjancant una petita diferéncia de potencial que s’aplica entre
aquesta placa i les plaques repulsives i aixi continuament fins arribar a 'analitzador de
masses. El resultat final és una espectre com el que es mostra la figura 2, a on s’indica
la massa dels fragments moleculars (estrictament el rati massa carrega, m/z) que han

arribat al detector i la seva intensitat relativa.

Alanine

MASS SPECTRUM
1007

801
60—_

40‘_

Rel. Intensity

20—_

OO ! I | ! I ! 1 ! ! 1 '
0.0 20 40 60 80 100
my/z

Figura 2 Espectre EI-MS per I'Ala (Mm=89 g/mol ).
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En aquest treball volem predir les senyals, o si més no el pic més intens, d'un El-
MS mitjangant calculs computacionals d’estructura electronica. Com que dintre de
I'espectrometre es donen fragmentacions de l'analit, a priori caldria tenir en compte
totes les possibilitats i calcular tedricament totes les reaccions explicades en I'equacié
2 per tots els possibles fragments. Malgrat la complexitat que té aquest métode,
afortunadament, ja se n’han fet alguns estudis que, tot i que no tenen com a objectiu
principal la predicciéd d’espectres MS, si estudien aminoacids ionitzats i consideren

possibles fragmentacions.

1.2. Prediccions de senyals amb métodes “classics”

Per arribar a predir les senyals d'un MS es pot fer mitjancant calculs o sense a
partir de la bibliografia. A la mateixa biblioteca trobem taules d’elucidacié* que
sorgeixen a partir d’'unes regles de trencament segons el tipus de molécula, és a dir
gue es pot fer una prediccié aproximada coneixent el pes molecular de I'analit que es

vol determinar.

Per altra banda, es poden fer servir calculs d’estructura electronica. L’any 2005,
Simon i col-laboradors varen publicar un treball® centrat en I'estudi de I'estructura i la
fragmentacido de quatre aminoacids (Gly, Ala, Ser i Cys). Els autors inicialment
busquen l'isdbmer/conformacié més estable de cada espécie ionitzada (radical catio), i
posteriorment calculen la diferéncia d’energia interna associada a una colla de
possibles descomposicions unimolecular. En concret consideren el trencament de
qualsevol enlla¢ que involucri el carboni alfa (4 possibilitats), i per cadascuna d’elles es
plantegen les diferents opcions descrites a I'equacié 2. Utilitzen com a meétode de
calcul el funcional B3LYP amb la base 6-31++G(d,p). Aixi, es necessita calcular
'energia de cada component per l'isbmer més estable, és a dir, de tots els productes i
reactius, tal i com es mostra a la figura 2. D’aquesta manera obtenen la variacié
d’energia interna per cada cas i aixi arriben a determinar quina reacci6 és més

propensa a que es produeixi, permetent aixi determinar el pic.

La conclusié a qué es va arribar va ser que la perdua del COOH- és en general la
més favorable. Aix0 si, per aquells aminoacids amb una cadena lateral més gran, la

formacio dels fragments R- i R* comenca a ser competitiva.
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GXT—=G + X

(1) [NH2CHRCOOH]* — [NH2CRCOOH]* + H:
(2)  [NH2CHRCOOH]* — [CHRCOOH]* + [NH2]
(3)  [NH2CHRCOOH]* — [NH2CHR]* + [COOH]’
(4)  [NH2CHRCOOH] ™ — [NH2CHCOOH]" + R
GX+— G + X*

(5)  [NH,CHRCOOH]+ — [NH,CRCOOH] + H*
(6)  [NH2CHRCOOH]+ — [CHRCOOH] + [NHJJ*
(7)  [NH2CHRCOOH]+ — [NH,CHR] + [COOH]*
(8)  [NH2CHRCOOH]*+ — [NH2CHCOOH] + R+

Figura 3 Possibles reaccions de fragmentacié en un MS-EI, on R representa la cadena lateral

que depén de 'aminoacid. Imatge extreta de la referéncia 4.

L’any 2007, Gil i col-laboradors® tornen a fer un estudi similar perd ampliant el
numero d’aminoacids a estudiar (en aquest cas Gly, Ala, Ser, Cys, Asp, GIn, Phe, Tyri
His) i utilitzant dos funcionals (B3LYP i MPWB1K). A destacar de la publicacid és
'estudi a aminoacids amb R aromatic ja que presenten competitivitat entre R- i R™, per
la qual cosa corrobora la conclusié anterior on descrivia que com més gran R més

competitiva es torna la reaccié de fragmentacio que el produeix.

1.3. Meétodes de descomposicié de I’energia molecular

En general, el resultat més important en calculs de quimica quantica és I'energia
total del sistema molecular. Malgrat aixd, en ser una sola dada no aporta gaire
informacié quimica i, per aquesta rad, s’han cercat métodes que puguin proporcionar
més informacio. Una opcio és la descomposicié de I'energia total en contribucions que
siguin rellevants des del punt de vista quimic, com a exemple serien I'energia desl

atoms dins de la molécula i les interaccions entre parells d’atoms.

L’any 2001, Salvador i col-laboradors’ van proposar un esquema de descomposicié
de l'energia total d’'una molécula, on aquesta s’escrivia de manera exacta en
contribucions atomiques (Ex) i diatomiques (Eag)

E=)E,+ Y Eux (3)

A,B<A

Les contribucions atdomiques tenen en compte 'energia efectiva de cada atom dins

la molecula, en canvi els termes de diatomic descriu les interaccions
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atractives/repulsives entre el parell d’'atoms, que son responsables de la estabilitat de
la molécula. Per dur a terme la descomposicié és necessari aplicar una particié de
'espai 3D en dominis atdomics, és a dir, cal introduir una definicié de I'atom dins de la
molécula. Una altra possibilitat €s considerar en la descomposicié grups funcionals o
fragments moleculars, i per tant obtenir 'energia total de la molécula com a suma de
les energies de cada fragment definit i les energies d’interaccid (atractives o

repulsives) entre ells.

La idea es fer servir aguest métode per poder predir les fragmentacions de les
espécies ionitzades sense haver de considerar explicitament totes les possibles

reaccions de descomposicié unimolecular.

1.4. Aplicacié a prediccions de I’espectrometria de masses

L'estrategia és determinar com canvien les energies dels fragments i les seves
interaccions dins de la molécula quan aquesta pateix la ionitzacié. En principi, la
contribucié d’interaccié entre fragments que més es vegi afectada (disminuida) amb la

ionitzaci6é sera la que donara lloc a la fragmentacié.

Hi ha alguns precedents a la bibliografia on s’han fet analisis similars, també per
aminoacids. L’any 2001, Mayer i colaboradors® van analitzar els canvis en els ordres
d'enllag d’'una série de molécules quan pateixen una ionitzacié, calculats amb el
meétode Hartree-Fock. La variacié del valor d’aquest terme va ser utilitzat per predir
quins enllagos simples en sén més afectats i que per tant poden donar lloc a
trencaments. En conseqliéncia es va concloure que la forga d’enllag en la molécula
neutra no era crucial, pero si el seu canvi durant la ionitzacié. Tot i aixo, no varen fer
servir diferéncies en energies d’enlla¢ sind en ordres d’enllag (un parametre que hi
esta parcialment relacionat). A més, els autors no varen calcular explicitament els
ordres d’enllag de la molécula ionitzada, siné que només varen tenir en compte I'efecte
de treure un electré de l'orbital frontera HOMO (o altres prop d’aquest). Els autors
identifiquen el métode com “quasi-Koopmans”. Aixo vol dir que es considera que tots
els orbitals dels ions positius es mantenen iguals als orbitals de la molecula neutra, per
exemple, canvien només el nimero d’ocupacié en els orbitals pero els coeficients dels

orbitals es mantenen fixos.
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Figura 4 Diagrama d’orbitals representant el proces d’ionitzacié sota I'aproximacié de

Koopmans.

D’aquesta forma, per fer I'estudi de possibles fragmentacions només es requereix
el calcul de la molécula neutra. Aquest tipus d’aproximacié no te en compte ni la
relaxacié dels orbitals deguda a la ionitzacié, ni el possible canvi geométric en la

molécula radical catié (ionitzacio vertical).

Finalment, el poster de Ramos-Cordoba® ja es pot considerar un precedent a
aquest treball. L'objectiu va ser la prediccié de la fragmentacié de cinc aminoacids
(Gly, Ala, Ser, Cys i His) aplicant el métode de la descomposicié d'energia a nivell
Hartree-Fock. A diferéncia del treball d’en Mayer, aqui si es va tenir compte I'efecte de
la reorganitzacié electronica, calculant la diferencia entre els termes d’energia del
radical cati6 i de la molécula neutra a la geometria optimitzada d’aquesta. Els resultats
que es van obtenir eren prometedors, perd no van tenir continuitat degut a I'elevat
error numeric associat a la descomposicié de I'energia i al fet de poder tractar funcions

d’'ona i energies Hartree-Fock.
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2. OBJECTIVES

The main goal of this work is to see is molecular energy decomposition schemes can
be used to predict the fragmentation patterns, or at least the main peak, in EI-MS
spectra. That is, without explicitly considering all possible unimolecular decomposition

reactions of the ionized molecules.

To make the study as comprehensive as possible we want to take into account many

factors that have not been covered in previous similar studies. In particular, we aim to:

 Consider a greater number of different types of amino acids (hydrophobic, hydrophilic,

acidic, basic, aromatic side chains, etc.)

* Make a thorough conformational study for each amino acid in its radical cation and

neutral forms

+ Perform various analyses for fragmentation prediction, considering i) vertical
ionizations (without nuclear relaxation of the radical species), ii) considering nuclear
relaxation but only considering the global minimum energy structures, and iii) analyzing

the effect of all isomers/conformers by performing MB averaging.
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3. METODOLOGIA

3.1. Estudi conformacional

25/05/2017

Cada aminoacid pot tenir una gran varietat de conformacions a degut a l'elevat

nombre de graus de llibertat presents. A més, també es poden trobar amb diferents

estereoquimica. Per iniciar I'estudi dels isomers s’ha partit del mateix criteri de I'article®

esmentat anteriorment. Per tant s’inicia amb 9 isomers a excepcio de la Gly i la Tyr,

que sén 5i 18, tal com es mostra a la figura 5.

H -
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l A ’ 1B
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Figura 5 Conformers/isdmers possibles per la molécula d’alanina.

Una vegada representats amb el programa GaussView, es va fer una optimitzacié

de geometria de tots els possibles isomers. En aquest punt es va trobar que moltes

conformacions acaben derivant a d'altres, fet que molts coincidien i és reduia el

nombre de conformacions finals.
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Per cada isdbmer/conformer diferent es va fer un calcul de I'energia del radical cati6
corresponent (ionitzacio vertical). Finalment, es va dur a terme una optimitzacio de
geometria dels isdbmers/conformers radical catié. Igualment, en molts casos s’arriben a
conformacions iguals. A la Taula 1 de resultats es troben recollides el nombre

d’estructures totals localitzades en I'estudi conformacional.

3.2. Descomposicio de I’energia molecular

Una vegada trobats els isomers/conformers de cada aminoacid en estat neutre i
radical, el seglent pas ha estat aplicar el métode de descomposicié de l'energia
molecular per determinar les energies dels fragments i les seves interaccions. Els
fragments que s’han definit (cinc) estan representats en la figura 6. Cal afegir que no
se n’ha calculat la descomposicié de totes les estructures, siné aquelles que entren
dintre del criteri d’'una diferéncia energética de 2.5 kcal/mol respecte I'estructura de
minima energia. El motiu per aquest criteri és que s’ha vist amb la distribucié Maxwell-
Boltzmann (MB) que aquells que tenen una diferéncia d’energia superior al valor

esmentat contribuien en menys d’'un 1%.

Figura 6 Representacié esquematica de la definicio de fragments. R representa la cadena
lateral que caracteritza cada aminoacid.

A partir de les diferéncies entre les interaccions entre fragments en la forma neutra
i radical s’ha trobat quins enllagos han perdut més energia i per tant s6n propensos al
trencament. Val a dir que d’entre els 5x4/2=10 termes d’interaccid entre fragments
només 4 (aquells que involucren el carboni alfa) poden donar lloc a fragmentacions, i

son els unics que cal tenir en compte en I'analisi.

Els resultats que no tenen en compte la relaxacié nuclear de les especies radical

catioé s’indiquen amb el nom Vertical. Quan es calculen les diferencies energetiques
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entre les estructures de minima energia de l'espécie neutra i radical catio,
respectivament, els resultats s’indiquen amb la nomenclatura Min-Min. Finalment, per
tal de tenir en compte el possible efecte de tenir més d’'un isbmer/conformer s’ha
aplicat la distribuci6 de Maxwell-Boltzmann per trobar les energies mitjanes a una
temperatura de 300 K. Aquests resultats es presenten com a Maxwell-Boltzmann
average (MBA).

Per altra banda, s’han realitzat també calculs puntuals d’energia total a totes les
estructures trobades amb un altre funcional® (MPWB1K), per analitzar el possible

efecte de la tria del funcional DFT en I'ordenacio energética de les estructures.

Finalment s’ha realitzat un analisi de carregues parcials per fragments per verificar
si la carrega positiva del fragment també coincideix amb el pic de I'espectre MS-EI

I'experimental.

3.3. Detalls computacionals

Per fer l'estudi conformacional s’han dissenyat per cada aminoacid totes les
conformacions descrites a la figura 4 mitjangant el software Gaussview i s’han realitzat
les optimitzacions de geometria corresponents a nivell B3LYP/cc-pVDZ. Per cadascun
dels diferents isomers/conformers trobats s’han calculat les energies dels sistemes
ionitzats (radical catid) verticals i s’han dut a terme optimitzacions de geometria. S’han
realitzat també calculs puntuals d’energia a nivell MPWB1K/cc-pVDZ per totes les

estructures trobades.

S’ha dut a terme una analisi de descomposicioé de I'energia en fragments per cada
espécie (neutre i radical cati6) amb el programa APOST3D. Dins d’aquest s’ha fet
servir la definicié atomica TFVC (topological fuzzy Voronoi cells), i un set d’integracio
de 110 punts radials i 434 angulars per cada atom. Les carregues parcials i densitats
d’espin dels atoms/fragments s’han obtingut també amb el métode TFVC amb el
programa APOST3D.

3.4. Nota sobre sostenibilitat

La quimica computacional utilitza ordinadors per generar informacié com propietats
de les molécules o els resultats experimentals simulats. S'ha convertit en una forma util
per a investigar materials que sén molt dificils de trobar o massa cars per comprar.

També ajuda als quimics per obtenir un major coneixement de la quimica i fer

10



Treball de Fi de Grau Yasmina Lakhlifi 25/05/2017

prediccions abans d'executar els experiments reals, perqué puguin estar més ben

preparats per fer observacions.
Des d'un punt de vista sostenible, la quimica computacional és:

i) més segura, perque la quimica experimental té un perill intrinsec associat als
experiments

i) més neta, perqué no hi ha malbaratament de productes quimics durant les
nostres proves

iif) més eficag, en comparacié amb la realitzacio d'experiments.

11
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4. RESULTATS I DISCUSIO.
4.1. Estudi conformacional

Inicialment s’ha fet un estudi conformacional on s’ha visualitzat que cada aminoacid
pateix canvis al llarg de la ionitzacié. En la seglent taula es resumeix les diferents
conformacions que s’han arribat a trobar i segons el criteri energétic comentat
anteriorment, les conformacions que se’ls ha calculat I'energia per fragmentacions. Per
comprendre-ho millor posem com a exemple el cas de la cisteina on dels 9 aminoacids
inicials neutres s’ha derivat a 7 i, pel criteri d’energia, se n’ha utilitzat 3 per fer la

descomposici6é de I'energia en fragments

Taula 1 Numero de isomers/conformers que es troben dins el criteri energétic considerat per
cada aminoacid (entre paréntesi nombre total d’estructures trobades). En tots casos s’ha
comencat amb 9 possibles conformers excepte pels aminoacids Gly amb 5 i Tyr amb 18.

Neutre 66) 3(7) 44 209 2B 319 5B 5B 2B 711
Radical
(vertical)
Radical
(optimitzat)

1 3 1 3 3 4 4 3 1 3

13 20 2@ 5™ 40 208 30 34 56) 40

Per altra banda, els isdbmers/conformers més estables es presenten a la Taula 2.
Tots els isdmers neutres coincideixen en la preséncia d’un enllag de pont d’hidrogen
entre el grup amino i I'hidroxil del grup carboxilic, i gracies aquest enllag reben més

estabilitat a diferencia d’altres.

Taula 2 Isomer/conformer més estable per cada aminoacid segons I'estat (per la nomenclatura
utilitzada, veure fig. 5)

Neutre A IVB | IA- A 1B WA 1B B 1B
Radical
(V:g:gzl) WA VB 1Il | WA 1B 1A WA VA 1IB.O
Radical

WA VB Il | WB VB VA IVA IVB VB

(optimitzat)

12
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1.863

Figura 7 Representaci6 de la conformacié més estable per I'Ala neutra.

En el cas dels radicals cati6 es pot observar qué a mesura que I'aminoacid
presenta una cadena lateral R més gran, el tipus de conformer més estable que
adopten va canviant en el procés de ionitzaci6. Es a dir, si per 'Ala o la Cys
I'estructura de minima energia radical catioé coincideix amb la de la forma neutra (IlIA i
IVB, respectivament), a partir de la Ser i aminoacids amb cadena més llarga ja son
diferents. Realment I'Asp és I'nic aminoacid que en l'estat radical catié presenta un
enllag d’hidrogen entre els 10 aminoacids, per lo qual no és el motiu principal per

I'estabilitat com en el cas neutre.

Com a cas excepcional trobem la GIn, que pateix una transposicié del Hq:i passa a

formar un grup OH a la cadena lateral tal i com es veu a la figura 8.

Ny
ot

©

V’wc/@

—

.

VB IV(+)

Figura 8 Representacio de les estructures de minima energia per la Gln en estat neutre (IVB) i
radical cati6 (IV(+) ), on es mostra la transposicié del Ha.

13
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Com es veu en la figura 8, al llarg de la ionitzacié hi ha hagut una transposici6é del
Hq al O de la cadena lateral formant un OH amb la qual cosa ens va afectar a I'hora de
fer els calculs pertinents i es va haver de fer una analisi de la descomposicio
energetica de tots els enllagos de I'aminoacid, i no unicament per fragments.

D’aquesta forma permet veure amb més detall quins enllagos pateixen més canvi.

4.2. Descomposicio energetica dels aminoacids

Per entendre com s’ha arribat als resultats que posteriorment es presentaran en

forma de taules, es mostra com exemple el cas de I'aminoacid més senzill (Gly).

Taula 3 Energies (en unitats atomiques) d’interaccié de cada fragment amb el Ca per les
estructures neutres de la Gly.

I -0,239 -0,397 -0,240 -0,239
Il -0,241 -0,398 -0,217 -0,240
] -0,238 -0,398 -0,246 -0,238
v -0,239 -0,388 -0,230 -0,246
MBA -0,240 -0,397 -0,234 -0,240

Taula 4 Energies (en unitats atdmiques) d’interaccié6 de cada fragment amb el Ca per les
estructures neutres de la Gly en estat radical cati6.

I -0,202 -0,376 -0,169 -0,202
Il -0,208 -0,372 -0,149 -0,210
11 -0,207 -0,365 -0,184 -0,207
Y -0,202 -0,366 -0,201 -0,182
MBA -0,207 -0,365 -0,184 -0,207

Taula 5 Energies (en unitats atdbmiques) d’interaccié de cada fragment amb el Ca per les
estructures radical cati6 de la Gly.

I -0,194 -0,524 -0,135 -0,199
I -0,195 -0,597 -0,081 -0,195
\Y -0,181 -0,465 -0,202 -0,181
11 -0,238 -0,398 -0,246 -0,238
MBA -0,216 -0,461 -0,191 -0,218

14
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Taula 6 Diferencies d’energia d’interaccid entre fragments (a.u.) entre estat radical cati6 i
neutre amb diferents metodologies. En negreta s’indica la interaccié que ha patit un canvi més
gran per cada meétode.

MBA 0,024 -0,064 0,044 0,021
Min-Min 0,046 -0,127 0,105 0,040
Vertical 0,038 0,021 0,071 0,038

En aquest cas en concret veiem tots tres criteris que coincideixen en que on hi ha
una diferéncia energetica més gran és a la interaccié entre el Cq i el fragment COOH, i
per tant sera la ruptura més probable. Vist aquest exemple es presenta la taula 7 amb

les fragmentacions que s’han predit per cada aminoacid i métode.

Taula 7 Enllag que patiria trencament segons I'analisi amb diferents metodologies i la dada
corresponent experimental. En vermell les fragmentacions que no son consistents amb les
dades experimentals.

Ala Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH
Cys CaR CaR CaR Ca-R
Gly Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH
His Ca-R Ca-R Ca-COOH Co-R
Ser Ca-R Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH

Gln* Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH
Pro Ca-R Ca-R Ca-COOH CaR
Phe CaR CaR CaR Ca-R
Asp Ca-R Ca-R Ca-COOH Ca-COOH
Tyr Ca-R Ca-R Ca-COOH Ca-R

**Cas particular on hi ha una transposicié de I'H., seguida de la fragmentacié esperada C.-
COOH i un altre trencament dintre de la cadena lateral.

Per veure si els resultats coincideixen o no s’han comparat amb dades
experimentals, pics que presenten un 100% d’intensitat a 'espectre extrets de la base
de dades del NIST.® Sha intentat de fer-ho primerament agafant tots els
isomers/conformers d’'un aminoacid, i per cada fragment proposat, fer la seva mitjana
MBA. Per provar si realment cal fer-ho d’aquesta forma, s’ha agafat els isomers més

estables tant del neutre com el radical optimitzat (Min-Min) i a més a més també mirant
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verticalment, és a dir, tenint en compte la conformaci6 més estable del neutre i

aquesta mateixa en el catié no optimitzat.

Es pot veure que els enllacos que més es veuen afectats son els Cq-R i Co-COOH,
dels quals en el procés de ionitzacié poden sorgir diferents senyals. El métode vertical,
pero, falla en tres casos, a més del cas del GIn a on es produeix la reorganitzacié
molecular en I'estat radical catié (vegeu a sota). Els calculs amb el métode Min-Min
només fallen en el cas del Asp, ja que prediuen el trencament de I'enllag amb el grup
carboxilic. Si es tenen en compte les energies mitjanes amb el métode MBA, a més del

cas de I'Asp també falla per la Ser. En general els resultats son molt satisfactoris.

En el cas de la GIn no s’ha pogut fer la prediccié per fragments a causa de la
transposicioé del H, que fa que la definicié de fragments a I'espécie radical catié sigui
diferent a la definicié original de l'estat neutre. Per aquest motiu s’ha buscat una
alternativa, que és mirant la diferéncia d’energia de tots els enllacos de I'aminoacid

després de la ionitzacié. Els resultats es troben a la taula 8.

Taula 8 Principals diferéncies d’energia diatdmiques
de la GIn. Calculs realitzats amb la metodologia MBA.

Cs-O2 20,7
04-Cs 23,6
Cs-Cs 36,7
Ho-Cs 182,9
017-C14 108,6

Segons els resultats, qui perd més energia al llarg del procés és I'enllag entre el
H9-C5 que concorda amb la transposicio del H ja comentada (veure figura 9). L’altre
enllag que es veu més afectat involucra els atoms O17-C14 i donaria lloc a una pérdua
del grup OH. Per ultim, un trencament de I'enllag Cs-Cs, donaria lloc a la pérdua del
grup carboxilic i per tant a un fragment NH2C(CH2).CNH2*, que coincidiria amb el pic de

més intensitat a 'espectre experimental amb un pes molecular de m/z=84
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Figura 9 Representacié de la Glutamina IV(+). El H9 és qui es canvia d’'unid i les linies
vermelles representa les fragmentacions predites.

Per altra banda, s’han fet calculs puntuals d’energia per totes les estructures amb
el funcional MPWBI1K i la mateixa base. A l'article de Gil i col-laboradors® es va veure
que aquest funcional donava millors energies relatives entre els isomers. Per tant,
I'efecte de canviar de funcional aqui és basicament que canvii l'isbmer/conformer de
més baixa energia i també la mitjiana MBA. Els resultats obtinguts es presenten

resumits en la seguent taula

Taula 9 Enlla¢ que patiria trencament segons I'analisi amb diferents metodologies i amb el
funcional MPWB1K. En vermell les fragmentacions que no son consistents amb les dades
experimentals. En blau s’indica que hi ha concordanga amb la dada experimental i no hi era
amb el metode B3LYP

Ala Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH
Cys Ca-R Ca-R Ca-R Ca-R
Gly Ca-R CaR Ca-COOH Ca-COOH
His Ca-R CaR Co-R Ca-R
Ser Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH Ca-COOH
Gln Ca-COOH CaR Ca-R Ca-COOH
Pro Ca-R Ca-R Ca-COOH CaR
Phe CaR CaR CaR CaR
Asp Ca-H CaR Ca-NH> Ca-COOH
Tyr Ca-R Ca-R Ca— COOH Ca-R
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A primera vista comparant amb les dades experimentals no varia gaire el nombre
de diferéncies. Es a dir que pel fet de canviar de métode els resultats es mantenen en
general. A destacar la Gly i Asp que semblen ser els que menys coincideixen amb el
canvi. El motiu pel qual canvii els resultats d’'un métode a un altre pot esdevenir del
pes del isomer considerat a fer els calculs. En el cas de la Gly, I'energia dels fragments
segons l'isomer sobre tot en estat radical, tant no optimitzat com si, no arriba de ser

similars entre ells:

L’exemple que representa aquesta explicacio son els mateixos resultats de la Gly
exposats ja anteriorment on és veu com I'energia d’interacci6 del fragment C,.—COOH,
mirant el radical optimitzat, varia segons el isomer, passant de -0.081 u.a. en l'isdbmer Il
a-0.202 u.a. al IV.

4.3. Analisi de carregues parcials dels possibles fragments

A més de determinar les fragmentacions s’ha realitzat un estudi per veure quin
fragment es quedaria la carrega positiva després de la fragmentacio, i per tant és el
que sortiria en el detector de I'espectrometria de masses. Per a aix0 s’analitza la
carrega parcial dels fragments definits per les estructures radical cati6 dels
aminoacids. A la taula 10 es presenten com a exemple els resultats obtinguts per 'Ala,

a partir de I'estructura minima energia.

Taula 10 Distribucié de la carrega parcial para I'Ala radical cati6.

Ca 0.68
H 0.02
NH: -0.16
COOH 0.26
R 0.20

En el cas de l'Ala, la fragmentacié predita donaria lloc als fragments COOH i la
resta de 'aminoacid. Aixi, segons la taula 10, el fragment COOH tindria una carrega de
+0.26 mentre que la resta de la molécula en conjunt, per tant, tindria una carrega de
+0.74. Segons aix0, el fragment que esperariem que presentés la carrega positiva, i
per tant fos el detectat a 'espectre MS-EI seria el NH,C,RH*. Aix0 coincideix amb el
que s’observa experimentalment.® A continuacié es mostra una taula resum amb els

resultats MBA per la resta d’aminoacids.
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Taula 11 Prediccio del fragment carregat a partir de carregues parcials de les estructures de
minima energia radical cati6. L’aminoacid Asp no s’ha inclds per que no es va predir
correctament la fragmentacio. Indicat en vermell els casos on no es prediu correctament la
carrega del fragment.

Ala +0.74 [ +0.26 NH2CqRH* NH2C.RH*
Cys +0.43/+0.57 R* (COOH)(NH2)CaH*
Gly +1.14/-0.14 NH2C.RH* NH2C.RH*

His +0.73 /1 +0.27 R* RH*

Ser +0.75/ +0.25 NH2CoRH* NH2C.RH*
GIn +1.79/-0.79 NH2C(CH2)2CNHz* NH2C(CH2)2CNH*
Pro +0.94 / +0.06 R* R*

Phe +0.49 /+0.51 (COOH)(NH2)CoH* R*

Tyr +0.83/+0.17 R* R*

A excepci6 de la Cys i la Phe, que s’ha predit la fragmentacié perd no coincideix la
carrega, totes les prediccions dels fragments dels altres 7 aminoacids coincideixen

també per carrega.

5. CONCLUSIONS

The conformational study indicates that one can find a large number of amino acid
isomers/conformers, many with very small differences in energy (below 2 kcal/mol) with
respect to the global minimum. This has been observed both for the neutral and the

radical cation forms.

We have used the molecular energy decomposition analysis within different
frameworks (MPA, Min-Min and Vertical) grouping the contributions by predefined
fragments. We have observed that both Min-Min and MPA give very similar results, and
somewhat superior to consider only vertical ionizations. This is particularly the case for
GIn, which suffers a transposition of the alpha H atom induced by ionization. In this
case, the change of connectivity does not permit to apply the fragment approach.
Instead we have analyzed each diatomic bonding contribution and came up with a

fragmentation that coincides with the peak of the experimental spectrum.

To see the conformational effect of some amino acids we also calculated the
energy of each isomer changing the DFT functional. The results are not too dependent

of the ordering of the energies of the isomers, except in the case of amino acids Asp
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and Gly. We can thus conclude that the B3LYP results are sufficiently good for the

objective of this work.
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