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Resumen 
 

Los compuestos orgánicos volátiles (COVs) son moléculas de bajo peso molecular 

(50-200 Da) que se encuentran en forma de vapor en condiciones ambientales. En 

el mundo de la biología funcionan como respuesta a diferentes estímulos, en 

diferentes intervalos de tiempo, que abarcan desde segundos hasta días. 

Las técnicas convencionales para medición de COVs utilizando espectrometría de 

masas (MS) requieren de dos fases que interfieren de manera importante su 

monitoreo en organismos biológicos. 

La fase de captura posee alta afinidad por pocas moléculas, las concentraciones 

mínimas de captura dependen de la capacidad de adsorción de la fibra hacia una 

molécula en específico, no es apta para moléculas que se emiten por tiempos cortos 

(minutos) y el sistema para la captura puede saturarse sin notarlo. 

La fase de separación de las moléculas capturadas, requiere de tiempo para poder 

realizarse y solo se puede hacer por lotes. 

La conjunción de ambas fases resulta en la pérdida de información durante la 

emisión de COVs, como el momento en el que son emitidos. Factores que no 

permiten conocer de manera fiel, el comportamiento en sistemas biológicos. 

En el laboratorio de análisis bioquímico e instrumental se ha desarrollado un sistema 

de ionización ambiental, el plasma de baja temperatura (LTP), capaz de mejorar la 

manera en que se monitorean los COVs en organismos, para ello se estandarizó 

esta técnica y se desarrolló un software, que en su conjunto permiten monitorear 

COVs de forma cercana a la realidad. 

La aplicación de LTP-MS descrita en este trabajo, utilizando el sistema 

Trichoderma-Arabidopsis, logró reducir en 26 horas detección de la producción de 

la molécula volátil 6-Pentil-a-Pirona (6-PP). Las técnicas convencionales como 

MEFS-GC-MS logran su detección tras 72 horas, mientras que utilizando LTP-MS 

se logró identificar su producción a las 46 horas. El uso de esta técnica no requirió 

de tratamiento previo de la muestra, permitiendo monitorear moléculas in-vivo y en 

tiempo real. 
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Abstract 
Volatile Organic Compounds (VOCs) are molecules with low molecular weight (50-

200 Da) which are in gas phase in ambient conditions. In biology, its function in 

response to stimuli, in different time intervals, from seconds to days. 

Conventional techniques to VOCs measurement by mass spectrometry (MS) require 

two steps, capture and separation, that interfere with in-vivo molecule monitoring. 

Capture process shows high affinity for selected molecules. It is not fit to capture 

molecules in low concentration or those that are emitted by short time lapses, and 

the system could be saturate without noticing. 

Separation phase of captured molecules it is time consuming and can be done only 

in batches. 

As a result of both steps information is lost during VOCs emission, such as the 

moment in which they are released. This reflects as a non realistic measurement 

compared to what is happening in real time. 

In the laboratory of biochemical and instrumental analysis we developed a Low-

Temperature Plasma (LTP) based ambient ionization source for mass spectrometry, 

to improve the way VOCs are monitored in organisms, for this purpose we 

standardized this technique and developed a software, which let us monitor VOCs 

in closer way to reality. 

We use a Trichoderma-Arabidopsis system, reducing up to 26 hours the detection 

of production of the volatile molecule 6-Pentil-a-Pirona (6-PP). Conventional 

techniques such as SPME-GS-MS can detect 6-PP in 72 hours, while using LTP-

MS we can detect it at 46 hours. This technique does not require pre-treatment of 

the sample and let us monitor molecules in-vivo and in real time. 
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1 Introducción  
 

1.1 COVs en interacciones con plantas 
Los Compuestos Orgánicos Volátiles (COVs) son moléculas de bajo peso molecular 

(50 a 200 Da) [1], con estructuras primarias constituidas en su mayoría por carbono, 

a las que se les pueden añadir elementos como H, N, O, F, S, Cl y Br [2]. Entre sus 

características fisicoquímicas resalta su facilidad para pasar a fase gaseosa en 

condiciones normales de presión y temperatura: 0.001kPa y 20 ºC respectivamente, 

condiciones de vaporización para la mayoría de las moléculas denominadas como 

COVs [3].  

Los COVs  

Los COVs pueden son emitidos de manera constitutiva o durante interacciones de 

plantas con otros organismos. La detección de estos compuestos por otras plantas 

cercanas puede inducir respuestas de defensa tempranas contra un estímulo 

específico, considerado como un sistema de alerta. Los COVs proporcionan 

información de la condición biológica en que se encuentra un organismo [4].  

Las plantas bajo herbivoría poseen diferentes sistemas de defensa mediados por 

volátiles, que abarcan la liberación de compuestos con el fin de repeler a los 

herbívoros, hasta la emisión de compuestos cuyo objetivo es atraer a depredadores 

naturales de aquellos organismos que se están alimentando de la planta [5]. 

Reportes indican que las plantas que sufren ataques de herbívoros, poseen perfiles 

de compuestos volátiles diferenciales de aquellas que son dañadas mecánicamente 

o que no han sido dañadas [4]. De igual forma existen interacciones benéficas para 

los microorganismos, así como para las plantas que son mediadas por COVs, un 

ejemplo ampliamente estudiado son las interacciones entre hongos y plantas. Las 

plantas se ven favorecidas por un aumento en su biomasa y una mejora en su 

sistema de defensa ante patógenos, el hongo es beneficiado obteniendo alimento y 

residencia como producto de la relación [3]. 
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1.2 Flujo de trabajo para la medición de COVs 
Los COVs medidos por espectrometría de masas utilizan un conjunto de técnicas 

que involucra una fase de captura, separación, medición e identificación de 

moléculas. Existen algunas modificaciones de estas técnicas, sin embargo, el flujo 

de trabajo es similar, cambiando el tratamiento de la muestra (fase de captura). A 

continuación, se describe el flujo de trabajo de una de las técnicas convencionales 

más utilizadas para el monitoreo de COVs (MEFS-GC-MS) [6]. 

  

1.2.1 Captura de COVs 
La micro-extracción en fase sólida (MEFS) permite capturar COVs. Utiliza una 

membrana de sílice cubierta con una fase estacionaria, que es expuesta a una fase 

acuosa o gaseosa hasta alcanzar el equilibrio entre el analito en la muestra. El 

analito capturado se desorbe en el puerto de inyección de la cromatografía de gases 

[7]. 

 

1.2.2 Separación de COVs  
Las moléculas se desorben de la membrana en la que se encuentran aplicando 

gradientes de temperaturas que facilitan el desprendimiento de los compuestos de 

la microfibra, las temperaturas utilizadas abarcan desde 45 ºC hasta 300 ºC. La 

desorción es realizada dentro un puerto de inyección, los compuestos liberados son 

transportados a una columna de cromatografía de gases (GC), en donde se procede 

a su separación, son liberados continuamente dependiendo de la temperatura. 

 

1.2.3 Medición de COVs 
Una vez separados los compuestos en el cromatógrafo de gases son detectados en 

un espectrómetro de masas, en este se añaden cargas (ioniza) a las moléculas 

formando iones que son conducidos al interior del espectrómetro en condiciones de 

vacío utilizando campos electromagnéticos como guías. Dependiendo de la relación 

masa/carga (m/z), las moléculas son conducidas al detector, donde son registradas 
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las intensidades y la información es enviada a la computadora que se encargará de 

generar los espectros de masas.  

 

1.2.4 Identificación de COVs 
Gracias a las bases de datos con las que cuentan los espectrómetros de masas o 

en su defecto a colecciones con acceso público, es posible realizar la identificación 

de las moléculas que se pretenden analizar, en base a tres criterios principales: 

tiempo de retención en la columna, relación m/z de las moléculas y patrones de 

fragmentación tras aplicar una cantidad de energía conocida al ion de interés.  

 

1.2.5 Consideraciones de la técnica 
El uso de técnicas como MEFS-GC-MS toma tiempos considerables para la captura 

(horas e incluso días) y separación (minutos u horas) de los compuestos volátiles. 

Existen técnicas complementarias de MEFS que requieren una fase extra de 

concentración de la muestra [8] teniendo resultados en horas o días, dependiendo 

del sistema y de la complejidad de las moléculas que se desean medir. 

MEFS-GC-MS es una técnica altamente específica para la detección de algunos 

COVs ya que depende de la afinidad y grado de saturación de la fibra haciendo de 

esta técnica una herramienta poco apta para la identificación de compuestos 

novedosos [4].  

 

1.3 Monitoreo de COVs 

1.3.1 SIFT-MS 
Una técnica utilizada ampliamente para la detección de COVs es la espectrometría 

de masas de tubo de flujo iónico seleccionado o SIFT-MS por sus siglas en inglés 

(Selected Ion Flow Tube Mass Spectrometry). Tiene la cualidad de poder monitorear 

COVs en tiempo real y por periodos prolongados de tiempo, sin necesidad de pre-

concentración o tratamiento previo de la muestra. Uno de los usos reportados fue 

para la medición de metabolitos gaseosos, producidos por bacterias crecidas en 

cultivos sanguíneos [9]. 
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1.3.2 PTR-MS 
La reacción de transferencia de protón acoplado a masas (PTR-MS) es ideal para 

el monitoreo de gases liberados por organismos, ioniza las moléculas orgánicas que 

se encuentran en fase gaseosa y posteriormente las moléculas cargadas son 

detectadas por un analizador, por ejemplo, un cuadrupolo. El uso de esta técnica 

requiere conocer los COVs que se desean monitorear, así como respectivos  

estándares para la comparación e identificación de las moléculas [10]. Para las 

pruebas funcionales de esta técnica se han medido hidrocarbonos aromáticos y 

aldehídos [11]. También se ha comprobado su funcionamiento para el monitoreo de 

volátiles producidos por hongos [3]. 

 

1.3.3 e-nose 
El sistema e-nose es una técnica que recientemente ha cobrado importancia en el 

monitoreo de COVs en tiempo real e in-situ. Esta tecnología se encuentra en 

desarrollo y su principal inconveniente al presente recae en la capacidad para 

monitorear simultáneamente múltiples compuestos. El desarrollo del sistema e-nose 

tiene como objetivo el monitoreo de gases residuales tras la combustión de la 

gasolina [12]. 

 

1.3.4 MIMS 
La técnica Membrane Introduction Mass Spectrometry (MIMS) requiere el uso de 

membranas altamente selectivas para introducir la muestra al analizador de masas, 

su principio de funcionamiento recae en absorber, difundir y evaporar la muestra a 

través de la membrana que se encuentra por un lado en condiciones ambientales y 

por el otro en condiciones de vació. Esta técnica permite trabajar de forma continua 

o por lotes, se desarrolló en un inicio para realizar la medición de oxígeno y carbono 

in-situ durante la cinética de la fotosíntesis, posteriormente se utilizó para el análisis 

de sistemas fotoquímicos y mediciones in-vivo de gases disueltos y compuestos 

orgánicos en sangre [13]. 
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1.4 Monitoreo continuo de COVs en la actualidad 
Actualmente existen diversos estudios que requieren del monitoreo de COVs de 

forma continua, sin embargo, el tiempo de resolución comúnmente es alrededor de 

horas y en condiciones sumamente controladas, por lo que se logran obtener 

mejores resultados temporales, sacrificando datos fieles a la realidad.  

Las técnicas que resuelven la resolución temporal son altamente selectivas para el 

monitoreo de alguno de los COVs que son emitidos por sistemas biológicos, 

impidiendo conocer con precisión el comportamiento de todas las moléculas  

 

1.4.1 Optimización de sistemas tradicionales para una mejor resolución 
temporal 
En 2009 Jansen y colaboradores [14], realizaron el monitoreo continuo de 

monoterpenos (COVs) en plantas de jitomate inoculadas con un hongo, 

demostrando cambios en el flujo de COVs dependientes del tiempo, causados por 

Botrytis cinera. La planeación del experimento permitió obtener una resolución 

temporal del orden de magnitud de horas, alcanzaron una velocidad de 1 

hora/medición. El método utilizado incorpora un sistema acarreador de COVs 

mediante el flujo de aire limpio y una cromatografía de gases que permite separar 

los COVs para su detección. Los experimentos realizados por este grupo de 

investigación se realizaron en condiciones altamente controladas dentro del 

laboratorio, distando mucho de las condiciones reales de cultivos en los que una 

interacción de esta naturaleza ocurriría. 

 

1.5 Espectrometría de masas con ionización ambiental 

1.5.1 Nano-DESI-MS 
Nano-DESI-MS por sus siglas en inglés (Desorption Electro Spray Ionization) es una 

técnica con una gran resolución temporal (segundos), que con las adaptaciones 

adecuadas es posible realizar análisis superficiales in-situ dentro de la muestra, sin 

necesidad de tratamiento previo [15]. 

La implementación de técnicas como nano-DESI-MS o similares, requieren del uso 

de solventes y alto voltaje directamente sobre muestra. En sistemas biológicos el 
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uso de ambas condiciones repercute en la alteración del organismo, por que es  

estrategia altamente destructiva, el uso de solventes puede resultar en la detección 

incorrecta de algunos de los compuestos de interés. Además, impide realizar 

segundo análisis sobre el mismo punto de la muestra para lograr un monitoreo del 

sistema biológico a largo plazo. 

 

1.5.2 Plasma de baja temperatura  
El plasma de baja temperatura (LTP) es una fuente de ionización ambiental [16] , 

su diseño actual es reconocido como un estándar en el ámbito académico [17] 

debido a la disponibilidad al público del modelo 3D con fines no lucrativos en internet 

(http://www.bioprocess.org/3D-LTP/LTP%20Parts.zip), su bajo costo de producción 

y que los resultados obtenidos en este modelo de sonda permiten ser replicados en 

otros laboratorios [18]. Actualmente se sigue desarrollando y perfeccionado el 

diseño de la sonda en el Laboratorio de Análisis Bioquímico e Instrumental (LABI) 

del CINVESTAV Unidad Irapuato, cuenta con una patente nacional y tres 

internacionales (MX2012011702, US2015262804, EP2904629, WO2014057409).  

Uno de los primeros reportes del uso de la sonda de LTP realizado en el laboratorio 

en su tesis de doctorado por el Dr. Roberto Gamboa y colaboradores [19] fue hacer 

imágenes de la distribución de metabolitos de chile. Muchos de los compuestos 

encontrados abarcan rangos de m/z correspondientes a COVs, además el uso de 

la sonda de LTP permitió encontrar múltiples compuestos no reportados en la 

literatura a pesar de utilizar un modelo ampliamente estudiado.  

En base a los estudios realizados en el LABI se ha demostrado la capacidad de la 

sonda de LTP para ionizar moléculas suavemente, es decir evita la destrucción de 

la molécula al ionizarla con baja energía. La ionización por LTP es ideal para la 

búsqueda de nuevas moléculas, ya que permite obtener información de los iones 

padre y su patrón de fragmentación resultando más sencillo la identificación los 

compuestos medidos. 
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1.6 Interacción Trichoderma-Arabidopsis como modelo de estudio 
 

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso utilizado frecuentemente en 

sistemas de biocontrol. Estimula el crecimiento de plantas al favorecer la formación 

de raíces secundarias y ayuda a combatir enfermedades en las plantas de formas 

directas e indirectas [20]. T. atroviride produce una molécula volátil llamada 6-Pentil-

a-pirona (6-PP), principal responsable de los beneficios producidos en plantas que 

interactúan con Trichoderma [21]. 

Arabidopsis thaliana se ha utilizado como una planta modelo para el estudio 

científico, no solo para comprender el universo de las plantas, si no de la biología 

en general [22]. Una cualidad de particular interés, es su capacidad para establecer 

interacciones con microorganismos e insectos que pueden ser benéficas o 

perjudiciales para la planta [23]. 

La interacción entre Trichoderma y Arabidopsis tienen un efecto peculiar en la 

producción de la molécula 6-PP. Establecida la interacción Trichoderma incrementa 

la emisión de 6-PP de un 58 % de COVs totales a un 69%, tras 5 días de interacción, 

cuando Trichoderma ha logrado alcanzar lar raíces de Arabidopsis [21].  
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2 Justificación 
 

Las limitaciones tecnológicas actuales impiden seguir el cambio de perfiles 

metabólicos en tiempos biológicamente relevantes como: una etapa en el ciclo de 

vida o como respuesta a un estrés específico. 
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3 Definición de proyecto 
EL proyecto pretende superar las limitaciones tecnológicas que impiden el 

monitoreo en tiempo real de los COVs emitidos por organismos biológicos. La 

implementación del sistema de LTP-MS, que es una técnica novedosa de ionización 

ambiental, requiere de una estandarización que permita obtener datos 

reproducibles. 

La estandarización consiste en tener un diseño unificado y eficiente de la sonda de 

LTP, desarrollo de muestreo y el tratamiento de los datos obtenidos. 

El principal problema a resolver en esta técnica es el comportamiento de la 

ionización que, debido a las condiciones ambientales, sufre afecciones en la 

eficiencia de ionización, haciendo imposible la comparación de las mediciones 

realizadas a diferentes horas del día y entre días. 

Para probar la eficiencia de la técnica de LTP-MS se utilizará una molécula 

ampliamente estudiada, el 6-PP producido por T. atroviride cuyo comportamiento 

puede ser alterado por la interacción con A. thaliana. La implementación exitosa de 

esta técnica permitirá conocer el comportamiento real del 6-PP, tanto en 

concentraciones más acertadas, como en el punto de inicio de su producción.    
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4 Objetivo 
 

4.1 Objetivo general 
 

Estandarizar el uso del LTP-MS para el monitoreo de perfiles metabólicos en tiempo 

real. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 
 

• Estandarizar el diseño de la sonda de LTP. 

 

• Realizar cinéticas en tiempo real de COVs ionizados ambientalmente con 

plasma de baja temperatura acoplada a espectrometría de masas. 

 

• Desarrollar software eficiente que permita monitorear moléculas en tiempo 

real. 

 

• Hacer pruebas de concepto con un modelo biológico. 
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5 Metodología 
5.1 Materiales  

5.1.1 Impresora y filamentos de impresión 3D 
La impresora de extrusión 3D utilizada para la producción de la sonda de LTP es de 

la marca Makermex, modelo MM1, con capacidad de 20 cm3 aproximadamente. 

Los filamentos para impresión en 3D para la estandarización de la sonda de LTP 

fueron comprados en la empresa Makermex localizada en León, Guanajuato. Los 

filamentos utilizados fueron: policarbonato (PC), ácido poliláctico (PLA), una 

combinación de tres monómeros de plásticos para uso especial de ingeniería 

conformada por acrilonitrilo, butadieno y estireno (ABS) y un poliuretano térmico 

especial flexible patentado (NinjaFlex). 

 

5.1.2 Material biológico 
El material bilógico requerido para la parte de la interacción de Trichoderma-

Arabidopsis fue proporcionado por dos laboratorios altamente especializados en 

cada sistema biológico. 

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo columbia 0 fueron proporcionadas por 

el laboratorio de la Dra. Nayelli Marsch Martínez de CINVESTAV-Irapuato.  

La cepa de Trichoderma atroviride fue proporcionada por el laboratorio a cargo del 

Dr. Alfredo Herrera Estrella del LANGEBIO, Irapuato. 

 

5.1.3 Reactivos 
Los reactivos utilizados para la preparación de los ensayos y durante los análisis, 

son de grado laboratorio para su uso durante la interacción Trichoderma-

Arabidopsis. Los reactivos utilizados para espectrometría de masas son de grado 

HPLC: 

• Medio de cultivo Murashige y Skoog-MS (SIGMA). 

• Metanol 99.92% (FERMONT) 

• BactoTM Agar (BD) 

• HCL 37% para ajuste de pH (SIGMA ALDRICH) 

• KOH 85% (SIGMA ALDRICH) 
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• Cloro (uso comercial) 

 

5.2 Estandarización de la sonda de LTP 
Se realizaron diferentes versiones de modelos 3D de la sonda de LTP para 

determinar el mejor diseño que cumpliera con los requisitos de: fácil impresión, 

menor definición para no requerir impresoras de gran detalle, formas simples y sin 

partes aéreas. Las impresiones para el prototipo se realizaron en el software Cura 

versión 14.12.1[24] con poco relleno y bajo detalle. Se usó el material plástico PLA, 

por ser un material pensado para prototipos por su bajo costo y relativa facilidad 

Figura 1.  Diseño 3D de la sonde del LTP y piezas impresas utilizando la impresora 3D Makermex MM1. A)) 

elector interno (-); B) T de unión; C) Entrada de Helio; D) Conector a T; E) Parte superior de T de sujeción; F) 

Anillo de seguridad; G) Parte inferior de T de sujeción H) Segunda barrera dieléctrica; I) Primera barrera 

dialéctica; J)) Electrodo externo (+). I) Prototipo en PLA; II) Prototipo en ABS; III) Prototipo en PC. (Martínez-

Jarquín. 2016). 
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para reciclarse. Los parámetros de impresión para cada filamento se muestran en 

el anexo II.  

Una vez determinado el diseño final de la sonda (Figura 1 A), se probaron diferentes 

materiales plásticos para determinar el más conveniente en base a la resistencia al 

calor generado por el alto voltaje, calidad de impresión en alto detalle y relleno del 

100%, y lo más importante de todo, el ruido generado por el material. Se utilizaron 

los materiales: PLA, ABS, NinjaFlex y PC (Figura 1B).  

Ya determinado el modelo 3D final y el material ideal de impresión, se determinaron 

los parámetros de impresión y la disposición espacial para la impresión de cada 

pieza, para obtener una impresión homogénea y con la mínima cantidad posible de 

aire al interior de la pieza para evitar el cambio de propiedades de la sonda. Los 

parámetros finales de impresión se pueden consultar en el apéndice II.  

 

5.3 Esterilización de semillas de A. thaliana para identificación de 6-PP 
Las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas previamente para evitar 

contaminación por microorganismos, la desinfección se realizó colocando semillas 

en un tubo eppendorf, se lavaron con una solución de etanol 70% v/v con agitación 

por un periodo de 1 min, se decantó la solución de etanol y se agregó 1 mL de 

solución de cloro 20% v/v, se agitó y se dejó reposar durante 7 min, se decantó y 

se realizaron 4 lavados con agua desionizada estéril, finalmente se suspendieron 

las semillas en 300 µL de agua estéril y se guardaron en refrigeración para 

vernalización y se cubrió el tubo con papel aluminio para evitar germinación a 

causa de la luz. Para su siembra se dejaron en refrigeración por al menos 3 días. 

 

5.4 Crecimiento de A. thaliana 
Las semillas estériles de A. thaliana, fueron germinadas y crecidas en placas con 

0.2X de agar MS, 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de agar y con un pH de 5.7, ajustado 

con soluciones diluidas de HCl o KOH. En cada placa fueron sembradas 10 o 20 

plantas. Las placas fueron colocadas en un ángulo de 65º respecto a la horizontal 

para permitir el crecimiento adecuado de las raíces y hojas, las placas con las 
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plantas se colocaron en una cámara de crecimiento con un fotoperiodo de 16:8 

horas luz:obscuridad a una temperatura de 22 ºC durante 5 días. 

 

5.5 Infección de A. thaliana con T. atroviride para identificación de 6-PP 
Pasados 5 días de la siembra de A. thaliana en las placas, se inocularon esporas 

de T. atroviride contadas previamente siguiendo la metodología para conteo de 

esporas en cámara de Neubauer. La concentración de esporas utilizadas para la 

primera determinación de 6-PP fue de 1x106, una vez determinada la sensibilidad 

de medición del equipo se utilizaron 8x104 esporas. 

 

5.6 Determinación del compuesto 6-fenil-a-pirona (6-PP) con MESF en GC-
MS 
Los análisis para la identificación del 6-PP se realizaron en el laboratorio de 

fitobioquímica del departamento de biotecnología y bioquímica a cargo del Dr. Jorge 

Molina Torres en CINVESTAV unidad Irapuato. El análisis se realizó en los días 3 y 

5, días en que se reporta una mayor concentración de los volátiles de interés[21]. 

Para la determinación del 6-PP se realizó una MEFS con exposición de la fibra por 

1 hora, se desorbió a una temperatura de 230 ºC para introducir los compuestos a 

una columna Agilent 19091S-433 HP-5ms y utilizar una detección de COVs por GC-

MS con las condiciones en columna del equipo de GC-MS fue de 45 ºC al comienzo 

de la corrida, con un incremento de 9 ºC/min hasta alcanzar 250 ºC manteniendo la 

temperatura por 1 minuto y disminuyendo hasta 220 ºC. 

 

Utilizando la base de datos NIST (National Institute of Standards and Technology) 

se logró la identificación de 6-PP con un tiempo de retención de 14.5 min. 

 

5.7 Determinación de 6-PP utilizando LTP-MS 
Se realizó la medición del 6-PP mediante LTP-MS utilizando el sistema 

Trichoderma-Arabidopsis tras 3 y 5 días de interacción, la medición se realizó 

exponiendo el sistema al plasma de acuerdo con la configuración que se muestra 
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en la figura 2. Para evitar la contaminación del sistema se trabajó bajo zona estéril, 

limpiando todo con etanol al 70%, y abriendo las cajas cerca de mecheros. 

Se utilizó una placa de movimiento para mantener la misma distancia en cada 

muestra y medición con respecto al rayo del plasma y la entrada al espectrómetro 

de masas, para disminuir variaciones causadas por diferencias de distancias entre 

entrada de la muestra al equipo, posición del plasma y posición de la muestra 

durante medición. 

Durante la medición se encontró el ion de m/z 167.083 correspondiente con el peso 

de la molécula de 6-PP + [H+], ionización característica al utilizar LTP como fuente 

de ionización [25], se obtuvo el patrón de fragmentación aplicando energía (30 eV) 

al ion de m/z 167 y se comparó con patrones de fragmentación de estándares 

depositados en la base de datos de NIST, para la identificación de la molécula de 

interés. 

 
Figura 2. Disposición general del equipo para el muestreo y disposición sobre el robot muestreador. A) Robot 

muestreador; B) Fuente de poder (10kV); C) software controlador del robot muestreador; D) Software 

controlador del equipo de masas E) Espectrómetro de masas (Trampa de iones). I) Alto voltaje positivo; II) 
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Helio; III) Switch ambiental; IV) Ion transfer; V) Plasma de baja temperatura; VI) Tierra de alto voltaje; VII) Caja 

petri con estándar (metanol grado HPLC); VIII) Muestra con tres réplicas. VII y VIII se encuentran en cajas 

petri con medio de cultivo en las mismas condiciones y concentraciones. 

 

5.8 Crecimiento de Trichoderma atroviride y A. thaliana 
Se sembraron 20 semillas de A. thaliana por caja con triplicado en condiciones 

estériles y se mantuvieron en cámaras de crecimiento por 5 días a 24 ºC, con un 

fotoperiodo de 16:8 horas de luz:obscuridad, al quinto día se dejaron únicamente 10 

plantas por caja para la estandarización de las condiciones de medición. 

Posteriormente se inoculó una cantidad de 8x104 esporas de T. atroviride y se 

conservó el sistema en condiciones ambientales para medir los COVs a partir del 

momento de inoculación con T. atroviride. 

 

5.9 Cinética de 6-PP y otros COVs con LTP-MS en interacción Arabidopsis-
Trichoderma 
Se realizaron mediciones a lo largo de la interacción Arabidopsis-Trichoderma 

durante 3 días realizando 4 mediciones por día, antes de cada medición se tomó un 

espectro de estándar interno (metanol) en adelante llamado simplemente estándar 

a menos que se precise otra cosa. El estándar es necesario ya que al realizar las 

mediciones en condiciones ambientales, existe ruido que provoca una ionización 

particular de las condiciones del momento, haciendo no comparables las diferentes 

mediciones a lo largo del tiempo. Posteriormente, se midió la muestra por triplicado, 

repitiendo esta operación para cada medición en los diferentes tiempos. 

 

5.9.1 Cinética 
Se desarrolló un código en el laboratorio que permite realizar cinéticas para 

visualizar los datos de una forma simple. Con esto se pudo identificar el 

comportamiento de uno o múltiples metabolitos de interés producidos por el sistema 

Arabidopsis-Trichoderma. Así mismo es capaz de identificar las moléculas que 

presuntamente son más interesantes en base a su relación de m/z, o dependiendo 

de la intensidad de esta.  
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Para fines de este estudio son aquellas moléculas que tienen una mayor 

concentración (el 6-PP cubre cerca del 70% de COVs totales emitidos), es posible 

adaptar el código a aquellas moléculas que su cinética tenga mayores variaciones 

respecto a dos tiempos específicos o a lo largo del tiempo, cambios que solo son 

detectables en momentos muy específicos (segundos, minutos u horas) como 

posible respuesta a algún estrés específico. 

Una vez identificados los iones de las moléculas con mayores concentraciones son 

ordenadas en forma descendiente para posteriormente elegirlas de acuerdo al lugar 

que ocupen en el total de iones detectados. Conociendo la relación m/z de la 

molécula que nos interesa ya sea por su masa específica o por su nivel de 

concentración relativa, se grafica el comportamiento de la concentración a lo largo 

del tiempo. 

Es posible graficar el comportamiento del ion en las tres réplicas biológicas de forma 

predeterminada, dentro de la misma gráfica e incluso se puede comparar sus 

valores antes y después de normalizar los datos. Si se requiere monitorear un mayor 

número de réplicas se pueden realizar modificaciones simples dentro del código que 

permitan añadir tantas réplicas sean necesarias. También es posible ver el 

comportamiento de múltiples iones de interés simultáneamente. 
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6 Resultados 
6.1 Estandarización de la sonda LTP 
El diseño de la sonda de plasma busca obtener un modelo funcional, económico, 

reproducible, fácil de elaborar y de sustituir en caso de que alguna pieza se rompa. 

Para lograr la optimización de la sonda se buscó el mejor material para su 

elaboración. El policarbonato (PC) resultó ser el mejor material probado (figura 1 B-

III), debido a sus cualidades como dureza, resistencia a altas temperaturas y el 

menor desprendimiento de compuestos volátiles que puedan intervenir durante el 

análisis de muestras. Por el contrario, se identificó el material NIJAFlex como el 

material menos óptimo para imprimir la sonda ya que no es resistente a la 

temperatura generada por el alto voltaje y se quema, produciendo orificios en la 

sonda. Por su parte, el ABS y el PLA (figura 1 B-I-II), son materiales que no se 

recomiendan por el nivel de ruido que generan al liberar muchos compuestos 

plásticos debido a la alta temperatura, los cuales interfieren con el análisis ambiental 

al introducir más ruido del que ya se tiene de forma natural.  

Figura 3. Estandarización de la sonda de LTP con utilizando PC y con dimensiones del rayo de 1.84 mm de largo 

y 222 µm de diámetro. (Martínez-Jarquín. 2016) 
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La caracterización del rayo de plasma generado por la doble barrera dieléctrica tras 

aplicar voltaje (figura 4) arrojó temperaturas inferiores a 30 ºC (figura 5) cuando se 

utiliza a 10 kV, con una frecuencia de 11 kHz, el diámetro del plasma es cercano a 

los 222 µm y el largo mide cerca de 1.88 mm, el diámetro del plasma depende de 

la punta utilizada, pudiendo hacer adaptaciones para puntos más finos o robustos, 

según sean las necesidades del análisis.  

 

  

Figura 4.  Identificación de 6-PP utilizando cromatografía de gases acoplada a masas. A) cromatograma con 

identificación de compuestos de interés al minuto 12 y espectro de masas de compuestos encontrados. Se 

resaltan en color rojo los fragmentos que coinciden con el patrón de fragmentación del estándar del 6-PP. Se 

identificó al ion 166 como molécula madre del 6-PP; B) Espectro de masas de estándar de 6-PP.  
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Figura 5. Medición de temperatura del plasma de baja temperatura. A) Vista en espectro de luz visible de la 

Sonda de LTP. B) Vista de la sonda de LTP en luz infrarroja para determinar temperatura, la punta que 

contiene el plasma se encuentra a una temperatura de 28 ºC. 

 

6.2 Identificación de 6-PP mediante GC-MS 
Utilizando el sistema Trichoderma-Arabidopsis tras 3 días de interacción se logró 

identificar la molécula 6-PP utilizando la microextracción en fase sólida y 

posteriormente realizando una corrida en cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas figura 6. Durante la cromatografía de gases se obtuvo un 

pico al minuto 14 aproximadamente que indica la presencia de compuestos de 

interés. El pico obtenido a los 14 minutos fue analizado inmediatamente por 

espectrometría de masas resultando en la identificación de 6-PP, en base al patrón 

de fragmentación obtenido, el cual se analizó utilizando la base de datos de NIST 

[26] incluida en el software del equipo.  

 

6.3 Identificación de 6-PP mediante LTP-MS 
Tras 3 días de interacción del sistema Trichoderma-Arabidopsis se determinó la 

presencia del 6-PP utilizando la sonda de LTP como fuente de ionización ambiental 

acoplada a espectrometría de masas. Esta prueba permitió identificar un ion con 

m/z de 167 que coincide con la protonación de la molécula de 6-PP (masa=166 + 

H+), además se obtuvo su patrón de fragmentación.  

 

A) B)

Figura 13. Medición de temperatura del plasma de baja temperatura. A) Vista en espectro de luz visible de la Sonda de LTP. B) Vista de la sonda de LTP en luz infrarroja 
para determinar temperatura, la punta que contiene el plasma se encuentra a una temperatura de 28 ºC.
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Los patrones de fragmentación de la molécula de 6-PP obtenidos a partir del uso de 

la sonda de LTP se compararon con los patrones de fragmentación de la base de 

datos del NIST y se obtuvieron patrones similares (figura 6) al usar fuentes de 

ionización diferentes (plasma e impacto electrónico).  

6.4 Cinética de la molécula 6-PP 
Se realizó una medición blanco (T0), con LTP-MS, de una placa con agar MS 0.2 X 

antes de ser inoculada con Trichoderma. Una segunda placa con estándar de 

referencia de intensidades de concentración conocida (metanol). Se inocularon 3 

placas con agar MS 0.2 X con 8 x 104 esporas de Trichoderma en un ambiente 

estéril y se tomó el primer espectro (T1) de la muestra con LTP-MS, se continuaron 

tomando espectros durante 3 días, hasta que se detectó el comienzo de la 

producción de 6-PP, es decir a las 46 horas.  

La figura 7 muestra la cinética de la molécula de 6-PP obtenida hasta la hora 46, 

para las tres réplicas biológicas se encontró un cambio significativo entre la hora 33 

y 46.  

Figura 6. Identificación de 6-PP utilizando plasma de baja temperatura (LTP) acoplado a masas. A) Patrón de 

fragmentación de 6-PP depositado en la base de datos de NIST. B) patrón de fragmentación a partir del ion 

padre obtenido por ionización con LTP 
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Figura 7. Cinética de la molécula de 6-PP utilizando LTP-MS. Tres réplicas biológicas sembradas en placas 

con medio MS 0.2 X, adicionado con: 30 g/L de sacaras y 7 g/L de agar y con un ajuste de pH a 5.7 utilizando 

HCl o KOH. y 80,000 esporas de T. atriviride. 
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6.5 Procesamiento de datos 
Los datos obtenidos se convirtieron a formato libre (.mzML) utilizando el programa 

MSConvert versión 2.0.  

Los parámetros para la conversión de archivos fueron: Output format: mzML, Binary 

encoding precisión: 32-bit, las casillas activadas fueron: Write index, Use zlib 

compression y TPP compatibility, el filtro utilizado fue Ms Levels con levels: 1- . 

Con los datos en formato mzML se procesaron con ayuda del lenguaje de 

programación R, versión 3.2 y posteriores, la figura 8 muestra el flujo de trabajo que 

se siguió para darle el tratamiento a los datos colectados en el espectrómetro de 

masas. El programa para el procesamiento de los datos se muestra en Anexo I.  

 

 

Figura 8.  Flujo general de tratamiento de datos para las fases de pre-tratamiento, normalización y resultados. 

 

6.5.1 Pre-tratamiento 
Los paquetes utilizados en el tratamiento de datos fueron: MALDIquant, 

MALDIquantForeign y ggplot2, que permiten realizar el tratamiento previo a 

espectros de masas, importar/exportar espectros de masas y graficar 

respectivamente. Posteriormente se guardó la información de los tiempos de 



 24 

medición y se cargan las funciones que se utilizarán a lo largo del tratamiento de los 

datos, las cuales se describirán en las siguientes secciones 

El primer paso para el tratamiento de datos es la importación de los archivos en 

formato mzML y la suma de los 10 espectros de cada medición del estándar y de 

cada una de las réplicas biológicas por separado. La suma de espectros permite 

reducir el ruido aleatorio generado por el equipo y el ambiente. 

Se realizó un suavizado y corrección de la línea base como parte del pretratamiento 

de datos, que permitirá obtener un análisis más certero de la información obtenida. 

La alineación de picos hace coincidir las masas de los picos detectados en los 

diferentes tiempos de muestreo, este paso es crucial ya que el error del equipo 

puede producir un desfase de picos entre cada medición con un margen de error de 

± 0.3 m/z, lo que arroja miles de picos con relación de masa carga diferentes a pesar 

de ser el mismo ion. 

Se realizó la detección y selección de picos y se eliminaron los picos propios del 

ruido y del ambiente, teniendo en cuenta un valor en la relación de señal/ruido de 3, 

es decir, se seleccionaron aquellos picos cuyas intensidades fueran el triple a lo 

considerado como ruido del equipo. 

Se ecualizaron las masas de los espectros en base al error de medición propio del 

equipo de ±0.3 m/z. La información de todas las mediciones realizadas se guardaron 

en forma de matriz para poder procesarse. 

 

6.5.2 Normalización 
Para la parte de la normalización se dividen en dos grupos principales. El primero 

con todos los espectros correspondientes al estándar, el segundo grupo de datos 

con los espectros correspondientes a las muestras, durante la normalización se 

aplican pasos a un grupo o a otro o a ambos simultáneamente, la figura 9 muestra 

un resumen del diagrama general de la normalización, muestra gráficamente el paso 

e indica sobre qué grupo se aplicó cada paso. 

Se obtuvo el promedio de cada espectro de cada medición tanto del estándar como 

de la muestra, durante este punto se pretende disminuir picos demasiado intensos 

que no sean propios de la muestra deseada y que hayan pasado el sistema de 
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pretratamiento. El segundo paso consiste en determinar el factor de incremento que 

indica el número de veces que es necesario multiplicar el promedio del espectro 

para alcanzar la intensidad del pico, esto se aplica para cada pico detectado, de 

esta forma se mantiene la relación que existe entre todos los picos del espectro tras 

la normalización. 

El tercer paso se aplica solamente al estándar, de todos los promedios previamente 

calculados de cada uno de los espectros, es elegido el mayor, teóricamente es el 

punto en el que el equipo posee mayo sensibilidad en condiciones ambientales, 

obteniendo valores más fieles a los reales.  
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Figura 9. Normalización de mediciones en los diferentes tiempos respecto al tiempo del estándar con mayor 

intensidad promedio. Se resalta de color rojo lo que sucede gráficamente en cada paso Paso 1: Promedio del 

espectro Paso 2: Determinación del factor de incremento; Paso 3: Promedio máximo de estándares; Paso 4: 

Obtención de Cn; Paso 5: Normalización del promedio de las muestras; Paso 6: Obtención de picos 

normalizados. 
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Es posible realizar la normalización con respecto a cualquier promedio por ejemplo 

al primero que se obtuvo, esto permitiría normalizar los datos en tiempo real y poder 

tener intensidades comparables al momento, pudiendo monitorear el incremento o 

decremento de una molécula en base al inicio de la medición, el principal 

inconveniente de este método es no tener la certeza de que las intensidades 

reportadas son las verdaderas. Sin embargo provee la información suficiente para 

poder detectar aumentos en la concentración de un compuesto en tiempos 

específicos. 

El cuarto paso se realiza únicamente en el estándar para determinar la constante 

(Cn) por la cual es necesario multiplicar un promedion para obtener la misma 

intensidad que el promedio máximo que ha sido seleccionado como el punto de 

normalización del estándar, el cual no cambia de concentración a lo largo del 

tiempo. 

El quinto paso permite extrapolar la información obtenida de la variación de la 

medición estándar a la muestra. Conociendo qué tanto cambió el promedio del 

estándar entre cada medición con respecto al punto de normalización (Cn), Como el 

tiempo entre cada medición es muy poco < 1s, se asume que el equipo y el ambiente 

permanecen estables y se considera la misma variación para estándar y la muestra, 

para realizar este proceso se ajusta cada medición en la muestra multiplicando el 

promedio por Cn. 

El paso final consiste en obtener las intensidades reales de los iones del espectro 

de la muestra, respetando las proporciones que existían entre ellos antes de 

normalizar los datos. Esta función se logra multiplicando FA de cada pico por el 

promedio que fue ajustado en el paso anterior. 

 

6.6 Normalización de datos de la cinética de la molécula 6-PP 
Los datos fueron normalizados de acuerdo con la metodología descrita en 

materiales y métodos utilizando R y siguiendo el flujo de trabajo descrito en el anexo 

I. La figura 10 muestra el resultado de la cinética de la molécula de 6-PP con valores 

normalizados. 
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La normalización se realizó en base al estándar interno de concentración conocida 

(metanol) y se aplicó la estandarización para las tres réplicas biológicas 

simultáneamente. 

 

6.7 Identificación de otros COV’s previamente reportados 
Se encontraron iones con una relación de masa carga correspondiente a los 

descritos por Garnica y colaboradores [21]. Los iones corresponden en valore de 

m/z con a moléculas reportadas producidas en la interacción Trichoderma-

Arabidopsis. La figura 11 muestra un espectro de masas con los presuntos iones 

que se identificaron, se debe tomar en cuenta que cuando se ioniza utilizando la 

sonda de LTP, los iones suelen presentar una protonación que implica el incremento 

de una unidad en la relación m/z comparado con la masa de la molécula debido a 

la adición de un protón. 

 

  

Figura 10.  Cinética tras la estandarización de la molécula 6-PP utilizando el código desarrollado en este 

trabajo. Se utilizaron tres réplicas biológicas que permiten demostrar la reproducibilidad de la técnica al obtener 

valores similares entre réplicas. 
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Figura 11. Candidatos de iones reportados en estudios anteriores durante la interacción Trichoderma-

Arabidopsis, detectados a los 5 días de interacción. La relación m/z corresponde al uso de la técnica de ionización 

ambiental de LTP-MS [21]. 
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7 Discusión  
7.1 Limitaciones de técnicas convencionales para monitoreo en tiempo real 
de COVs 
El uso de técnicas actuales en la medición de COVs requieren de capacitación ya 

que de no ser realizada con los cuidados requeridos se obtienen resultados poco 

fieles a la realidad, incluso se puede perder información.  

Para el caso particular de la técnica de MEFS-GC-MS que fue comparada con LTP-

MS, se identificaron tres problemas principales, para su uso en el monitoreo de 

volátiles en tiempo real:  

1 Fácil saturación con agua de la fibra, resultando en la nula captura de 

COVs de interés. 

2 Pérdida de moléculas por la selectividad de la fibra, repercutiendo en 

la pérdida de información del sistema biológico. 

3 Largos tiempos de captura y separación para la identificación de las 

moléculas, al menos 1.3 horas entre ambas fases para el caso 

específico de este experimento (1 hora de exposición de la fibra para 

la adsorción de compuestos y 20 minutos para cromatografía de 

gases). El tiempo exposición y de separación, puede llegar a 

incrementarse a la magnitud de días dependiendo de las 

concentraciones de estas y las condiciones ambientales. 

 

7.2 Ionización ambiental 
El uso estandarizado de la sonda de plasma de baja temperatura permitirá obtener 

resultados reproducibles con mayor facilidad, así como un fácil acoplamiento a 

espectrómetros de masas donde sea posible desmontar la fuente de ionización en 

la actualidad prácticamente cualquier equipo, de esta forma es posible utilizar el 

diseño en prácticamente cualquier laboratorio, a un bajo costo, ya que la sonda está 

diseñada para poder ser ensamblada por cualquier persona y disponible para su 

descarga mediante internet. 
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La ionización ambiental puede jugar un papel altamente importante en el avance de 

análisis in-vivo e in-situ.  

 

7.3 Resolución temporal 
Las herramientas que se desarrollaron a lo largo de este trabajo ahora permiten 

realizar mediciones de COVs en tiempo real eliminando dos variables que retrasan 

el monitoreo en tiempo real; la captura y el tratamiento de la muestra. 

El uso de LTP-MS no requiere de preparación, tiempo de captura ni separación de 

la muestra, también permite utilizarse directamente sobre el organismo sin causar 

daño.  

Se dio un salto tecnológico, ya que se logró mejorar la resolución temporal hasta 

35,000 veces en comparación con técnicas convencionales como MEFS GC-MS. 

Se logró reducir el tiempo de la toma de muestra del rango de horas, en el mejor de 

los casos, al universo de los milisegundos. Esta resolución temporal permite medir 

e identificar situaciones que ocurren en cuestión de segundos, como es el caso de 

la primera barrera de defensa de las plantas [27].  

 

7.4 Perfiles metabólicos sin alteraciones por manipulación. 
Las mediciones de los compuestos volátiles realizadas mediante la técnica LTP-MS 

no requieren del uso de solventes o del tratamiento de la muestra que pueden 

resultar en estrés y en la destrucción de la muestra. Los datos recolectados en las 

mediciones son producto únicamente del sistema biológico y de las condiciones 

ambientales. Al eliminar los sistemas de captura y retención, no se filtran los 

compuestos detectados, cualquier compuesto volátil es candidato a ser detectado 

sin importar sus características físico-químicas. 

Los datos arrojados por LTP-MS normalizados son representativos de la condición 

del organismo en el momento en el que se realizó la medición.  

 

7.5 Monitoreo de COVs in-vivo 
El uso de LTP-MS evita situaciones como poca afinidad de los solventes por 

compuestos específicos, degradación o transformación de la muestra por contacto 
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con condiciones específicas como diferencia de temperatura o pH, conjunto de 

factores que favorecen la modificación del perfil metabólico real de la muestra. Así 

mismo el nulo uso de solventes reduce la alteración en el sistema biológico, 

disminuyendo ruido técnico, que pudieran conllevar a la interpretación errónea de 

los resultados obtenidos, esta misma reducción de intervención con el sistema 

biológico permite realizar mayor número de pruebas ya que el sistema no se ha visto 

modificado por agentes ajenos al fenómeno de interés. 

 

 

7.6 Cinética de metabolitos de interés 
El monitoreo de una o múltiples moléculas a lo largo del tiempo en un sistema 

biológico es de especial interés ya que brinda información de las condiciones en las 

que se encuentra el organismo ya sea que se encuentre sano, o que esté en alguna 

condición de estrés por un agente que pudiera ser de naturaleza biológica o 

ambiental.  

Existen cambios en los perfiles metabólicos en diferentes rangos de tiempo que 

abarcan desde segundos hasta días. El poder monitorear uno o varios metabolitos 

simultáneamente, permite identificar los factores que están alterando al organismo, 

como aquellas variables que favorecen el incremento de moléculas de interés, 

permitiendo maximizar su producción. Es posible encontrar identificadores propios 

de daño específico, que permitirá tomar las medidas adecuadas para combatir o 

disminuir los síntomas y evitar su propagación.  

Es posible determinar el momento en que ocurre el suceso de interés con una alta 

precisión de tiempo y con el uso de técnicas complementarias como la microscopia, 

poder identificar las características morfológicas del o los organismo. 

 

7.7 Estandarización de datos 
La estandarización de datos permite realizar correcciones en las intensidades de 

los iones detectados (figura 12). 

Con los datos normalizados es posible hacer comparaciones directamente entre las 

diferentes mediciones a lo largo del tiempo. Tras obtener una curva de calibración 
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de concentraciones con un estándar es posible medir la concentración de las 

moléculas directamente sin importar del día ni las condiciones de la medición, 

ayudando a tener datos más fieles a los verdaderos. El estándar utilizado para 

normalizar las intensidades, no afecta al sistema biológico ya que las mediciones 

se realizan por separado y en tiempo inferiores a 5s, lo que mantiene las 

condiciones entre ambas mediciones estables. 

 

 

7.8 Monitoreo de COVs en interacción planta-microorganismo en tiempo real 
e in-vivo con una técnica novedosa: LTP-MS 
Estudios previos reportados por Garnica y colaboradores [21] donde utilizan 

técnicas convencionales muestran que T. atroviride comienza la producción de la 

molécula 6-PP 72 horas posteriores a la inoculación 1,000,000 de esporas de 

Trichoderma y 10 plantas de Arabidopsis en condiciones controladas de 

temperatura y luz. 
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Figura 12. Comparación de intensidades del ion 167. Las líneas punteadas muestran las intensidades sin 

normalizar y las líneas solidas las intensidades de las réplicas normalizadas. 
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Contrastantemente con el uso de la técnica de LTP-MS y un adecuado tratamiento 

de datos nosotros detectamos la molécula de 6-PP desde la inoculación con 

Trichoderma, mostrando una mejora técnica importante para el monitoreo de 

volátiles como la molécula de 6-PP. También se logró monitorear la molécula in-vivo 

y en el mismo sistema a lo largo del tiempo, teniendo un mejor acercamiento al 

comportamiento real de los organismos. 

El uso de esta novedosa técnica permitió encontrar el punto de la producción del   

6-PP cerca de la hora 46, 26 horas antes que técnicas convencionales (figura 13), 

resolución temporal importante cuando se estudian las interacciones biológicas 

mediadas por COVs.  

La técnica de LTP-MS para el monitoreo de COVs en tiempo real propuesta en este 

trabajo permite realizar cinéticas de compuestos volátiles con resoluciones 

temporales en el orden de segundos, es decir tenemos el comportamiento de una(s) 

molécula(s) cercano a la realidad, abriendo un sin fin de posibilidades para poder 

comprender de mejor manera como se dan las interacciones biológicas y así poder 

aprovechar estas interacciones para fines que convengan a la sociedad. 

Figura 13. Comparación de resolución temporal entre técnicas MEFS-GC-MS y LTP-MS. El uso de LTP-MS  

permite obtener la cantidad mediciones que se deseen con resoluciones de alrededor de 200 ms, y es posible 

detectar el comienzo de la producción de 6-PP. Mientras que la técnica MEFS-GC-MS solu muestra una línea 

recta entre dos mediciones. Con resolución mínima de 1 hora. 
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  8 Conclusiones 
El monitoreo de perfiles de COVs en tiempo real e in-vivo resulta de especial interés 

cuando se trabaja con organismos vivos, ya que nos permite conocer su condición 

biológica.  

Las técnicas convencionales para el monitoreo de COVs, no permiten conocer el 

comportamiento de volátiles de manera fiel a la realidad por alguna de las siguientes 

razones; alteran las condiciones en que se encuentra el organismo al usar solventes 

o tratar la muestra, los métodos de captura de COVs son altamente selectivos y no 

es posible obtener una muestra representativa, o requieren tiempos prolongados 

para realizar la captura y separación de los compuestos volátiles, teniendo como 

consecuencia la pérdida de información temporal de un momento específico. 

El desarrollo de técnicas novedosas como el LTP-MS, permite conocer el 

comportamiento temporal de COVs, sin alterar el sistema biológico. Al tratarse de 

una técnica de ionización ambiental es preciso eliminar los ruidos producidos por 

las condiciones ambientales, para ello se desarrolló un software que permite 

comprar los datos de forma directa, entre cada medición. 

El desarrollo del presente trabajo permitió monitorear la molécula 6-PP en la 

interacción Trichoderma-Arabidopsis, a lo largo del tiempo y fue posible detectar el 

comienzo de su producción alrededor de las 43 horas tras la inoculación con 

Trihcoderma, 26 horas antes de lo reportado.  

La utilización de LTP-MS en el monitoreo de moléculas en el que su comportamiento 

se relaciona temporalmente con alguna función biológica, como en la colonización 

por hongos, permite conocer con mayor precisión como ocurren las interacciones 

en la naturaleza.  
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9 Perspectivas 
Gracias al avance en la estandarización de la sonda del LTP, ahora los datos 

obtenidos en los análisis son replicables, además el tratamiento de datos permite 

realizar monitoreo de COVs en tiempo real con una alta aproximación a la realidad 

tanto en tiempo como en concentraciones de estos compuestos, por tanto, esta 

técnica abre un nuevo panorama para el estudio de moléculas en sistemas 

biológicos, algunas de las cuales son enlistadas a continuación. 

• Miniaturización del equipo de espectrometría de masas y acoplamiento a la 

técnica de ionización ambiental, que permita monitorear la salud de un cultivo 

para tomar las medidas adecuadas en caso de alguna condición dado como 

enfermedad o estrés biótico o abiótico del cultivo, con el fin de prevenir 

pérdidas económicas. 

• Expandir el uso de la técnica de LTP-MS para el monitoreo de COVs con 

tiempos de emisión biológicamente relevantes. 
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11 Productos científicos 
El trabajo realizado a lo largo de este proyecto hasta el momento ha permitido 

obtener 3 productos científicos para divulgación, un artículo como coautor y 2 

posters como primer autor. El artículo describe la estandarización de la sonda de 

LTP y fue publicado en la revista Analytical Chemistry en el 2016. Por su parte los 

posters fueron presentados en congresos (XXXI congreso nacional de bioquímica 

2016, en Aguascalientes, México y Plant Biology 2017 en Honolulu Hawaii) ambos 

posters pretenden divulgar el uso de la técnica LTP-MS para el monitoreo de VOC 

en tiempo real e in-vio utilizando la interacción Trichoderma-Arabidopsis como 

modelo biológico. Los tres trabajos son adjuntados en las siguientes secciones. 
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11.1 Artículo  
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11.2 Poster XXXI Congreso Nacional de Bioquímica, Aguascalientes, 2016. 

 
  



 47 

11.3 Poster Plant Biology, Honolulu, Hawaii, 2017. 
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12 Anexos 
Anexo I: Programa de normalización de datos en R 
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Anexo II: Parámetros de impresión para los diferentes filamentos 

Material: PLA 

Parámetro Valor Observación 
Altura de capa (mm) 0.28  

Grosor de pared (mm) 0.8  

Activar retracción  Si 
Cuando se atora el filamento es 

recomendable desactivar esta opción 

Altura de primera y última 

capa (mm) 
0.8 

Cuando se rellena el modelo al 100%, 

se omite esta opción 

Densidad de relleno (%) 100 

Se recomienda rellenar al 100% para 

prototipos finales. Si se desea ahorrar 

material se puede imprimir desde 10 % 

Velocidad de impresión 

(mm/s) 
50 

Puede variar de 40 a 60 dependiendo 

de la calidad de la impresión, a menor 

velocidad, mayor definición. 

Temperatura de impresión 

(ºC) 
210 

El mejor resultado se obtuvo con 210 

ºC, su rango va desde 170 ºC a 230 ºC 

Temperatura de la cama 

(ºC) 
60  

Soporte 
Tocar 

superficie 

Activar solo para piezas con partes 

aéreas 

Adhesión a la plataforma  Brim 
Se recomienda activar siempre esta 

opción (al menos 10 vueltas) 

Diámetro del filamento 

(mm) 
2.95 Para filamentos con diámetro de 3 mm 

Flujo (%) 100 
Incrementar flujo si se taba la boquilla 

de extrusión  

Tamaño de la boquilla 

(mm) 
.4 Boquilla de la impresora 
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Velocidad de retracción 

(mm/s) 
25  

Distancia (mm) 8  

Capa inicial (mm) 0.2  

Relleno de capa inicial (%) 100  

Cortar objeto a la altura 

(mm) 
0 

No se recomienda imprimir las piezas 

por partes 

Sobrelapado de extrusión 

(mm) 
0.15  

Velocidad de viaje (mm/s) 60 
Usar velocidad máxima posible según 

el modelo de impresora 

Velocidad de primera capa 

(mm/s) 
28 

Entre mas bajo el valor, ayuda a 

obtener una mejor pieza al tener un 

buen soporte en la base. 

Enfriamiento (s) 0 
Iniciar enfriamiento al momento de 

comenzar a imprimir 

Activar enfriamiento de 

ventilador 
Si  

 

 

Material: ABS 

Parámetro Valor Observación 
Altura de capa (mm) 0.1  

Grosor de pared (mm) 1.2  

Activar retracción  No 
Si se activa puede causar tapones en la 

boquilla 

Altura de primera y última 

capa (mm) 
1.2 

Cuando se rellena el modelo al 100%, 

se omite esta opción 
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Densidad de relleno (%) 100 

Se recomienda rellenar al 100% para 

prototipos finales. Si se desea ahorrar 

material se puede imprimir desde 10 % 

Velocidad de impresión 

(mm/s) 
40 

Puede variar de 40 a 60 dependiendo 

de la calidad de la impresión, a menor 

velocidad, mayor definición. 

Temperatura de impresión 

(ºC) 
230 

El mejor resultado se obtuvo con 230 

ºC, su rango va desde 210 ºC a 270 ºC 

Temperatura de la cama 

(ºC) 
80  

Soporte 
Tocar 

superficie 

Activar solo para piezas con partes 

aéreas 

Adhesión a la plataforma  Brim 
Se recomienda activar siempre esta 

opción (al menos 10 vueltas) 

Diámetro del filamento 

(mm) 
2.95 Para filamentos con diámetro de 3 mm 

Flujo (%) 100 
Incrementar flujo si se taba la boquilla 

de extrusión  

Tamaño de la boquilla 

(mm) 
.4 Boquilla de la impresora 

Velocidad de retracción 

(mm/s) 
20  

Distancia (mm) 6  

Capa inicial (mm) 0.3  

Relleno de capa inicial (%) 100  

Cortar objeto a la altura 

(mm) 
0 

No se recomienda imprimir las piezas 

por partes 

Sobrelapado de extrusión 

(mm) 
0.15  

Velocidad de viaje (mm/s) 60 
Usar velocidad máxima posible según 

el modelo de impresora 
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Velocidad de primera capa 

(mm/s) 
30 

Entre mas bajo el valor, ayuda a 

obtener una mejor pieza al tener un 

buen soporte en la base. 

Enfriamiento (s) 0 
Iniciar enfriamiento al momento de 

comenzar a imprimir 

Activar enfriamiento de 

ventilador 
No 

No activar ventilación ya que provoca 

deformación en las piezas por el 

choque de temperatura. 

 

Material: PC 

Parámetro Valor Observación 
Altura de capa (mm) 0.32  

Grosor de pared (mm) 1.2  

Activar retracción  Si 
Cuando se atora el filamento es 

recomendable desactivar esta opción 

Altura de primera y última 

capa (mm) 
1.2 

Cuando se rellena el modelo al 100%, 

se omite esta opción 

Densidad de relleno (%) 100 

Se recomienda rellenar al 100% para 

prototipos finales. Si se desea ahorrar 

material se puede imprimir desde 10 % 

Velocidad de impresión 

(mm/s) 
20 

Puede variar de 40 a 60 dependiendo 

de la calidad de la impresión, a menor 

velocidad, mayor definición. 

Temperatura de impresión 

(ºC) 
280 

El mejor resultado se obtuvo con 280 

ºC, su rango va desde 270 ºC a 300 ºC 

Temperatura de la cama 

(ºC) 
80 

Se recomienda 100 ºC sin embargo 

nuestra impresora no alcanza la 

temperatura pero bastó con 80 ºC. 

Soporte 
Tocar 

superficie 

Activar solo para piezas con partes 

aéreas 
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Adhesión a la plataforma  Brim 
Se recomienda activar siempre esta 

opción (10 vueltas) 

Diámetro del filamento 

(mm) 
2.89 Para filamentos con diámetro de 3 mm 

Flujo (%) 90 
Incrementar flujo si se taba la boquilla 

de extrusión  

Tamaño de la boquilla 

(mm) 
.4 Boquilla de la impresora 

Velocidad de retracción 

(mm/s) 
20  

Distancia (mm) 6  

Capa inicial (mm) 0.3  

Relleno de capa inicial (%) 100  

Cortar objeto a la altura 

(mm) 
0 

No se recomienda imprimir las piezas 

por partes 

Sobrelapado de extrusión 

(mm) 
0.15  

Velocidad de viaje (mm/s) 60 
Usar velocidad máxima posible según 

el modelo de impresora 

Velocidad de primera capa 

(mm/s) 
30 

Entre mas bajo el valor, ayuda a 

obtener una mejor pieza al tener un 

buen soporte en la base. 

Enfriamiento (s) 0 
Iniciar enfriamiento al momento de 

comenzar a imprimir 

Activar enfriamiento de 

ventilador 
No 

No activar ventilación ya que provoca 

deformación en las piezas por el 

choque de temperatura. 

 

Material: NINJAFlex 

Parámetro Valor Observación 
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Altura de capa (mm) 0.1  

Grosor de pared (mm) 0.8  

Activar retracción  Si 
Cuando se atora el filamento es 

recomendable desactivar esta opción 

Altura de primera y última 

capa (mm) 
0.8 

Cuando se rellena el modelo al 100%, se 

omite esta opción 

Densidad de relleno (%) 100 

Se recomienda rellenar al 100% para 

prototipos finales. Si se desea ahorrar 

material se puede imprimir desde 10 % 

Velocidad de impresión 

(mm/s) 
20 

Puede variar de 40 a 60 dependiendo de 

la calidad de la impresión, a menor 

velocidad, mayor definición. 

Temperatura de impresión 

(ºC) 
217 El mejor resultado se obtuvo con 217 ºC. 

Temperatura de la cama 

(ºC) 
50  

Soporte No 

Debido a su configuración elástica es 

sumamente difícil desprender las 

rebabas. 

Adhesión a la plataforma  Brim 
Se recomienda activar siempre esta 

opción (10 vueltas) 

Diámetro del filamento (mm) 2.85 Para filamentos con diámetro de 3 mm 

Flujo (%) 100 
Incrementar flujo si se taba la boquilla de 

extrusión  

Tamaño de la boquilla (mm) .4 Boquilla de la impresora 

Velocidad de retracción 

(mm/s) 
15  

Distancia (mm) 3  

Capa inicial (mm) 0.3  

Relleno de capa inicial (%) 100  
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Cortar objeto a la altura 

(mm) 
0 

No se recomienda imprimir las piezas por 

partes 

Sobrelapado de extrusión 

(mm) 
0.15  

Velocidad de viaje (mm/s) 150 
Usar velocidad máxima posible según el 

modelo de impresora 

Velocidad de primera capa 

(mm/s) 
20 

Entre mas bajo el valor, ayuda a obtener 

una mejor pieza al tener un buen soporte 

en la base. 

Enfriamiento (s) 0 
Iniciar enfriamiento al momento de 

comenzar a imprimir 

Activar enfriamiento de 

ventilador 
No 

No activar ventilación ya que provoca 

deformación en las piezas por el choque 

de temperatura. 

	


