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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccién de compuestos de Pneumocandina.
Campo de la invencion
La presente invencién se refiere a procedimientos de deteccion de compuestos de Pneumocandina.
Antecedentes

Las Pneumocandinas son hexapéptidos ciclicos antifingicos con una cadena lateral lipidica (véase Schwarts et al,
1992, Journal of antibiotics, vol. 45, n.° 12, paginas 1853-1866, Masurekar et al, 1992, Journal of Antibiotics, vol. 45,
n.° 12, paginas 1867-1874, Hensens et al, 1992, Journal of Antibiotics, vol. 45, n.° 12, paginas 1875-1885, Schmatz
et al, 1992, Journal of Antibiotics, vol. 45, n.° 12, paginas 1886 - 1891 y Adefarati et al , 1992, Journal of Antibiotics,
vol. 45, n.° 12, paginas 1953-1957 y documento US 5.021.341).

La actividad antifingica de las Pneumocandinas esta relacionada con la inhibicion de la biosintesis de 1,3B-
glucanos. La 1,3B-glucano sintasa, una enzima de mdiltiples subunidades, es responsable de la construccion de la
pared celular fangica, la deposicidon del tabique de divisién y el ensamblaje de la pared de la ascospora. La
subunidad catalitica de este complejo enzimatico, una proteina integral de la membrana, se ha identificado tanto en
las levaduras modelo Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, como en hongos patégenos tales
como especies de Candida, Aspergillus, Cryptococcus y Pneumocystis. (Curr Drug Targets Infect Disord. Agosto de
2001; 1(2): 159-69 por Liu y Balasubramanian).

Las Pneumocandinas y los derivados de Pneumocandina son (tiles como principios farmacéuticos activos (API) y/o
productos intermedios para producir API. Los farmacos que comprenden los API estan previstos para su utilizacion
en el tratamiento terapéutico o profilactico de enfermedades o estados que implican infecciones flngicas.

Por ejemplo, el API caspofungina es un derivado semisintético de Pneumocandina Bo. La caspofungina,
comercializada como Cancidas®, esta indicada en adultos y pacientes pediatricos (3 meses y mayores) para:

- Terapia empirica para supuestas infecciones flngicas en pacientes febriles, neutropénicos.

- Tratamiento de candidemia y las siguientes infecciones por Candida: abscesos intraabdominales, peritonitis e
infecciones del espacio pleural.

- Tratamiento de candidiasis esofagica.

- Tratamiento de aspergilosis invasiva en pacientes que son resistentes o intolerantes a otras terapias.
Por tanto, se requiere una alta pureza del API para la seguridad y eficacia de los farmacos.
Puede utilizarse Pneumocandina B, como material de partida para producir caspofungina. Durante tal produccion, se
considerara Pneumocandina Co como una impureza. Por tanto, es deseable monitorizar y controlar tanto el
contenido de Pneumocandina By asi como el contenido de Pneumocandina Co.
A menudo se produce Pneumocandina Bp, mediante fermentacion del hongo Glarea lozoyensis (anteriormente
clasificado como Zalerion arboricola), pero se producen conjuntamente muchos isémeros y derivados con

propiedades fisicoquimicas similares en los procedimientos de fermentacion.

La Pneumocandina By y la Pneumocandina Co son isomeros que difieren por la posicién de un grupo hidroxilo en un
residuo de prolina Gnicamente:
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Pneumocandina Cg

Pneumocandina Bg
OH

Numero de registro de Chemical abstracts: 135575-42-7 Namero de registro de Chemical abstracts: 144074-96-4

Se conocen varios procedimientos para la deteccion de Pneumocandinas. Sin embargo, generalmente son
engorrosos e ineficaces para la deteccién selectiva de Pneumocandina Bo 0 la deteccion selectiva de
Pneumocandina C,. Por ejemplo, la cristalizacién y la cromatografia de fase inversa no pueden separar
Pneumocandina By de Pneumocandina Cy. La cromatografia de fase normal que utiliza fases moviles de acetato de
etilo/metanol/agua puede separar Pneumocandina By de Pneumocandina Co. Sin embargo, este procedimiento
adolece de una baja solubilidad de la Pneumocandina en la disolucion de carga y también de algo de mala robustez.
Ademas, esta fase moévil no es muy compatible con procedimientos espectrométricos de masas, lo que limita la
utilidad del procedimiento para fines analiticos.

Técnica anterior relevante

Documento US 5194377

J Mass Spectrom. Abril de 2007; 42(4):440-9 por Rochat et al. Detection of Caspofungin by LC-EM/EM in plasma.

Rapid Commun Mass Spectrom. 2004; 18(23):2871-7 por Egle et al. Double column-switching technique (LC-LC) for
liquid chromatography/electrospray ionisation tandem mass spectrometry for fully automated analysis of
Caspofungin.

J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 1 de septiembre de 2008; 872(1-2):1-22. Publicacién electrénica 26
de julio de 2008. Quantitative bio analysis of peptides by liquid chromatography coupled to (tandem) mass
spectrometry.

Journal of mass spectrometry: JEM, (julio de 1999) vol. 34, n.° 7, pags. 733-40 por Oin et al. Collision-induced
dissociation of protonated MK-0991: novel ring opening of a cyclic hexapeptide in the gas phase.

J Chromatogr A 1999; 831:217-225 por Osawa et al. Purification of pneumocandins by preparative silica gel high-
performance liquid chromatography.

Las siguientes abreviaturas se utilizan con el significado especificado a lo largo de toda esta memoria descriptiva:
Abreviaturas

API - Principio(s) farmacéutico(s) activo(s)

EM- Espectrometria de masas

EM/EM - Espectrometria de masas en tandem

CL - Cromatografia de liquidos

ACN - Acetonitrilo

AmAc - Acetato de amonio

HILIC - Cromatografia de liquidos de interaccion hidrofila
HPLC - Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Q - Cuadrupolo

TOF - Tiempo de vuelo

EC - Energia de colision
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Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a la deteccion especifica de Pneumocandina Bg y/o la deteccion especifica de
Pneumocandina Cp mediante espectrometria de masas (EM). La invencion se basa en el descubrimiento
sorprendente de un comportamiento de fragmentacion diferente de By en comparacién con Co.

La invencién puede utilizarse para detectar estas moléculas especificamente. También puede utilizarse para
monitorizar la presencia de estas moléculas en una muestra, 0 en un procedimiento industrial. Por tanto, incluso
cuando no se separan cromatograficamente Pneumocandina Bo y Co, un experto en la materia puede analizar el
contenido del compuesto By a menudo deseado durante un procedimiento de fabricaciéon. De manera simultanea o
alternativa, puede analizarse el contenido del compuesto Cy pocas veces deseado durante un procedimiento de
fabricacion. El conocimiento y la documentacion del contenido de estos compuestos son importantes para cualquier
producciéon comercial o cientifica de Pneumocandina Bo o Pneumocandina Co.

Descripcion detallada de la invencion

La deteccion de Pneumocandinas puede realizarse con deteccién UV. Para fines analiticos, se utiliza mas
preferiblemente un detector de EM que puede realizar EM/EM. En el contexto de la presente invencién se descubrio
sorprendentemente, realizando EM/EM en modo de i6n tanto positivo como negativo, que Pneumocandina By y
Pneumocandina Cy se fragmentan de manera diferente cuando se elige el ién molecular desprotonado ([M-H]-) para
EM/EM. De manera notable, pueden encontrarse iones de fragmentos que son especificos para (es decir, que el i6n
del fragmento se produce exclusivamente sélo para uno de los isémeros) o casi especificos para (es decir, que el ién
del fragmento se produce en una abundancia mucho mas alta para uno de los isémeros) Pneumocandina Bo y
Pneumocandina Cop, respectivamente. Para Pneumocandina Bp, estos iones presentan valores de m/z de por
ejemplo 300, 416 y 452. Para Pneumocandina Cy, estos iones presentan valores de m/z de por ejemplo 338, 356 y
360.

Combinando la separacion cromatografica con la monitorizacion de esos fragmentos especificos (preferiblemente
utilizando tecnologia de CL-EM/EM) para Pneumocandina Bo y Pneumocandina Co, es posible detectar y cuantificar
Pneumocandina By y Pneumocandina Cy en muestras fermentadas complejas.

Deben incluirse patrones de referencia auténticos para Pneumocandina Bo y Pneumocandina Cp en relacién con el
analisis. La identidad del isémero respectivo en la muestra se determina a partir de la comparacion de los tiempos
de retencién y los fragmentos especificos con los patrones de referencia auténticos. Las cuantificaciones de
Pneumocandina Bo y Pneumocandina Co se realizan a partir de la comparacién del area con los patrones de
referencia auténticos (utilizando curvas de calibracion), ya que el area del pico de isdmero respectivo es proporcional
a la cantidad del isémero respectivo.

Para poder crear un procedimiento analitico para analizar el contenido de By y Co en una muestra, era necesario 0
bien separar los dos compuestos cromatograficamente o bien encontrar iones, calificadores o transiciones de
EM/EM especificos de los compuestos. Puesto que ninguno de los patrones de By 0 Co suministrados eran lo
suficientemente puros, tuvo que desarrollarse una separacion rapida de By 0 Co antes de pudiesen realizarse
experimentos de EM adicionales. Puesto que la cromatografia de fase inversa no mostr6 ningin resultado
prometedor, se decidio intentar y establecer un procedimiento basado en cromatografia de fase normal. Se
realizaron pruebas iniciales en una columna Agilent-NH,, con diferentes combinaciones de acetonitrilo (ACN) y
disolucién de acetato de amonio al 0,1% en agua (AmAc) que mostré signos de separacion pero la resolucion estaba
lejos de ser lo suficientemente buena como para proporcionar una separacion de nivel inicial de los dos compuestos.
Entonces se someti6 a prueba una columna de HILIC Ascentis Express, de Sigma-Aldrich basandose en que es un
tipo de columna de “fase normal” y que es conocido que la tecnologia de particulas Fused-Core proporciona una
buena resoluciéon. Tras someter a prueba diferentes combinaciones de ACN y AmAc, se eligié una mezcla de 85/15
(ACN/AmAC). El resultado fue una separacion de nivel inicial de By y Co. El aumento del contenido en ACN
proporciond unos tiempos de retencién mas largos pero picos mas anchos, y el aumento del contenido en AmAc
proporcioné unos tiempos de retencién mas cortos pero menos separacion. Se monitorizaron Bo y Co con ESI/EM en
modo positivo.

La fragmentacion Q-TOF con energias de colision que oscilaban entre 10 y 60 V no dio como resultado fragmentos
especificos en el ién pseudo-molecular [M+H]" o en el aducto de sodio [M+Na]’. Sin embargo, la ionizacién negativa
con energias de colisién que oscilaban entre 10 y 60 V revel6 sorprendentemente fragmentos de By especificos o
casi especificos a pesar de su diferencia menor con respecto a Co.

La invencion se define mediante las reivindicaciones y no mediante los siguientes ejemplos ilustrativos:
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Ejemplos
Ejemplo |

En este experimento, se utilizé un sistema de HPLC Agilent 1200 acoplado a un espectrometro de masas de
cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) Agilent 6520. El sistema de HPLC Agilent 1200 consistia en una bomba
binaria, un desgasificador, un inyector automatico termostatizado y un compartimento de columna termostatizado
(ajustado a 25°C). Se utilizé una columna de HILIC Supelco Ascentis Express de 15 cm x 4,6 mm, 2,7 um. La fase
movil consistia en acetato de amonio al 15% v/v, 0,1% p/p, pH 4,5 y ACN al 85% v/v. La velocidad de flujo era de 1
ml/min. Los parametros de la fuente de iones de EM eran los siguientes: Presién de nebulizador de 50 psig, flujo de
gas de secado de 10 I/min, temp. del gas de secado de 350°C, voltaje de salida del capilar 250 V. Se realiz6 CL-
EM/EM en el modo de i6n negativo en el que se aislaron Pneumocandina Bo 0 Pneumocandina C, desprotonada a
m/z 1063 en el cuadrupolo (Q). Entonces se fragment6 el i6n pseudo-molecular aislado en la célula de colisiéon a una
energia de colisidon de 50 V. Entonces se ajusté el analizador de TOF para explorar entre m/z 100-2200 (figuras 1A-
B) o para monitorizar los iones seleccionados (figuras 2A-C).

La figura 1A muestra el espectro de masas de Pneumocandina By (a partir de una muestra que contiene tanto
Pneumocandina B, como Pneumocandina Co) en el que se encontrd un fragmento especifico a m/z 300. La figura 1B
muestra el espectro de masas de Pneumocandina Co (a partir de una muestra que contiene tanto Pneumocandina Bg
como Pneumocandina Co) en el que se encontré un fragmento casi especifico a m/z 356.

La figura 2A muestra que este sistema cromatografico puede separar Pneumocandina By de Pneumocandina Co en
una muestra que contiene ambos isémeros. La figura 2B muestra el poder combinado de la separacion
cromatografica y la deteccidon por EM/EM del fragmento a m/z 300 que es especifico para Pneumocandina Bo. La
figura 2C muestra el poder combinado de la separacién cromatografica y la deteccion por EM/EM del fragmento a
m/z 356 que es casi especifico para Pneumocandina Co.
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Figura 1. Espectros de masas de un experimento de CL-EM/EM en una muestra que contiene tanto Pneumocandina
Bo como Pneumocandina Co. Se aislé6 Pneumocandina By (A) o Pneumocandina Co (B) desprotonada a m/z 1063 en
el cuadrupolo (Q). Entonces se fragmenté el iébn pseudo-molecular aislado en la célula de colisién a una energia de
colision de 50 V. Se ajust6 el analizador de TOF para explorar entre m/z 100-2200. (A) Espectro de masas de
Pneumocandina Bo en el que se encontr6 un fragmento especifico a m/z 300. (B) Espectro de masas de
Pneumocandina Co en el que se encontré un fragmento casi especifico a m/z 356.
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Figura 2. Cromatogramas de masas de un experimento de CL-EM/EM en una muestra que contiene tanto
Pneumocandina By como Pneumocandina Co. Se aislé6 Pneumocandina By 0 Pneumocandina Cy desprotonada a m/z
1063 en el cuadrupolo (Q). Entonces se fragmento6 el i6n pseudo-molecular aislado en la célula de colisién a una
energia de colisién de 50 V. Se ajustd el analizador de TOF para monitorizar iones seleccionados. (A) Separacion
cromatografica de Pneumocandina Bo de Pneumocandina Co en una muestra que contiene ambos isémeros. (B) El
poder combinado de la separacion cromatografica y deteccion por EM/EM del fragmento a m/z 300 que es
especifico para Pneumocandina Bo. (C) El poder combinado de la separacién cromatografica y la deteccion por
EM/EM del fragmento a m/z 356 que es casi especifico para Pneumocandina Co.

Ejemplo Il

En este experimento, se utilizd un sistema de HPLC Surveyor de Thermo Fisher acoplado a un espectrometro de
masas de trampa i6nica lineal LXQ de Thermo Fisher. El sistema de HPLC Surveyor consistia en una bomba
cuaternaria, un desgasificador, un inyector automatico termostatizado y un compartimento de columna
termostatizado (ajustado a 40°C). Se utilizdé una columna de HILIC Ascentis Si de Supelco de 15 cm x 2,1 mm, 5 pm.
La fase movil consistia en acetato de amonio al 13% v/v, 0,1%, p/p pH 4,5 y ACN al 87% v/v. La velocidad de flujo
era de 0,2 ml/min. Los parametros de la fuente de iones de EM eran los siguientes: gas de impulsion 35 (unidades
arbitrarias), gas auxiliar 15 (unidades arbitrarias), temperatura del capilar de 350°C, voltaje de pulverizacion de 5 kV.
Se realiz6 CL-EM/EM en el modo de ién negativo en el que se aislaron Pneumocandina By 0 Pneumocandina Co
desprotonada (a m/z 1063) y fragmentada (a una energia de colision de 13) en la trampa i6nica. Se ajusté la trampa
i6nica para explorar entre m/z 290-1100 (figuras 3A-E) o para monitorizar iones seleccionados (figuras 4A-C).

La figura 3A muestra que este sistema cromatografico puede separar Pneumocandina By de Pneumocandina Co en
una muestra que contiene ambos isdmeros. Las figuras 3B y 3D (ampliacion de 3B) muestran el espectro de masas
de Pneumocandina By (extraido del experimento mostrado en la figura 3A) en el que se encontraron fragmentos
especificos a m/z 300, 416 y 452. Las figuras 3C y 3E (ampliacion de 3C) muestran el espectro de masas de
Pneumocandina C, (extraido del experimento mostrado en la figura 3A) en el que se encontraron fragmentos
especificos a m/z 338 y 360. La figura 4A muestra que este sistema cromatografico puede separar Pneumocandina

6
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Bo de Pneumocandina Cp en una muestra que contiene ambos isémeros. La figura 4B muestra el poder combinado
de la separacion cromatogréafica y la deteccion por EM/EM del fragmento a m/z 300 que es especifico para
Pneumocandina Bo. La figura 4C muestra el poder combinado de la separacién cromatografica y la deteccion por
EM/EM del fragmento a m/z 338 que es especifico para Pneumocandina Co.
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Figura 3. Cromatograma de TIC y espectros de masas de un experimento de CL-EM/EM en una muestra que
contiene tanto Pneumocandina B, como Pneumocandina Cqy. Se aislaron Pneumocandina By 0 Pneumocandina Cy
desprotonada (a m/z 1063) y fragmentada (a una energia de colisiéon de 13) en la trampa idnica. Se ajustd la trampa
i6nica para explorar entre m/z 290-1100. (A) Separacion cromatografica de Pneumocandina By de Pneumocandina
Co en una muestra que contiene ambos isomeros. (B) Espectro de masas de Pneumocandina By en el que se
encontraron fragmentos especificos a m/z 300, 416 y 452. (C) Espectro de masas de Pneumocandina Co en el que
se encontraron fragmentos especificos a m/z 338 y 360. (D) Ampliacion de 3B. (E) Ampliacion de 3C.



10

15

20

25

ES 2504 967 T3

p.59
A . NL:
342E2
TIC MS
R118_128
g0 -
<] 3 e
2 70 506
R co
o &0y
2 3
% 50—: ;:6
2 407
3 -
= J
< 103
207
10
0 ML:
762E2
B i
300.00-
301 00
3 M
<)
2 70_: R118_ 128
B apd |
3 %3 | -
2 503 !
c 3
2 40 f !Cromatograma selectivo en BO
<
20
0] . .
u_ Lu_ i AL
10u :
= fp 34262
C i i
| 336.00-
! 335.00
—~ Hl S
—4 1
o 705 I RI18_128
2 6o N _70
® J !
5 50 B
[X) - %
e [
T E :  j Cromatograma selectivo ¢n CO
c = H |
g %03 [
a3 /.
20 Loy
3 l’ \
103 ] kY
E / N
e - o,
A A0 LA AL AAML LEA) RAAN Mk A ALAS A Muh) mbbt it LAY ALY LR A ALAR MAAr AR RARE LAAE LA MR bAM SAL LS MU Al ALY RERE WAl AALE LLAS SAM) MAGE LA bk LEAS LAY Mbd RAME MU AAS ML ki Mhd R L |
2 3 4 7 [:]

Tlempe (min)

Figura 4. Cromatogramas de masas de un experimento de CL-EM/EM en una muestra que contiene tanto
Pneumocandina By como Pneumocandina Co. Se aislaron Pneumocandina By 0 Pneumocandina Cy desprotonada (a
m/z 1063) y fragmentada (a una energia de colision de 13) en la trampa idnica. Se ajusté la trampa iénica para
monitorizar iones seleccionados. (A) Separacion cromatografica de Pneumocandina By de Pneumocandina Co en
una muestra que contiene ambos isémeros. (B) El poder combinado de la separaciéon cromatografica y la deteccion
por EM/EM del fragmento a m/z 300 que es especifico para Pneumocandina By. (C) El poder combinado de la
separacion cromatografica y la deteccion por EM/EM del fragmento a m/z 338 que es especifico para
Pneumocandina Co.

Ejemplo IlI

En este experimento, se utilizé un sistema de HPLC Agilent 1200 acoplado a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo (QQQ) Agilent 6410. El sistema de HPLC Agilent 1200 consistia en una bomba binaria, un
desgasificador, un inyector automatico termostatizado y un compartimento de columna termostatizado (ajustado a
25°C). Se utiliz6 una columna de HILIC Ascentis Express de Supelco de 15 cm x 4,6 mm, 2,7 um. La fase movil
consistia en acetato de amonio al 15% v/v, 0,1% p/p, pH 4,5 y ACN al 85% v/v. La velocidad de flujo era de 1 ml/min.
Los parametros de la fuente de iones de EM eran los siguientes: presién de nebulizador de 50 psig, flujo de gas de
secado de 10 I/min, temp. del gas de secado de 325°C, voltaje de salida del capilar de 4000 V. Se realiz6 CL-EM/EM
en el modo de i6n negativo en el que se aislaron Pneumocandina By 0 Pneumocandina C, desprotonada a m/z 1063
en el primer cuadrupolo (Q). Entonces se fragmentd el i6n pseudo-molecular aislado en el segundo
cuadrupolo/célula de colision (Q) a una energia de colision de 35-60 V. Entonces se ajusto el tercer cuadrupolo (Q)
para explorar entre m/z 60-1100.

Las figuras 5A-L muestran los espectros de masas correspondientes de Pneumocandina Bo y Pneumocandina Cy (a
partir de una muestra que contiene tanto Pneumocandina B, como Pneumocandina Co) a energias de colisién de 35-
60 V. Estas figuras muestran que en cada energia de colision, pueden encontrarse fragmentos especificos para
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Pneumocandina B y Pneumocandina Co. Algunos de estos fragmentos especificos aparecen a lo largo de un amplio
intervalo de energias de colision, mientras que otros estan restringidos a un intervalo mas pequefio. Algunos
ejemplos de fragmentos especificos para Pneumocandina Bo son m/z 300, 439 y 469 a energias de colisién de 35-60
V, m/z 724 a energias de colision de 35-45 V y m/z 326 a una energia de colisién de 55 V. Algunos ejemplos de
fragmentos especificos para Pneumocandina Co son m/z 507 a energias de colisién de 45-60 V y m/z 139, 280 y 338
a una energia de colision de 60 V.
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5 Figura 5. Espectros de masas de un experimento de CL-EM/EM en una muestra que contiene tanto Pneumocandina
Bo como Pneumocandina Co. Se aislaron Pneumocandina By (A, C, E, G, |1 y K) o Pneumocandina Co (B, D, F, H, Jy
L) desprotonada a m/z 1063 en el primer cuadrupolo (Q). Entonces se fragmento el ién pseudo-molecular aislado en
el segundo cuadrupolo (Q) a una energia de colision de 35V (AyB), 40V (CyD), 45V (EyF),50V (GyH),55(ly
J)y 60 V (KyL). Entonces se ajusto el tercer cuadrupolo (Q) para explorar entre m/z 60-1100. En cada energia de
colisién, pueden encontrarse fragmentos especificos para Pneumocandina Bo y Pneumocandina Co. Algunos de
estos fragmentos especificos aparecen a lo largo de un amplio intervalo de energias de colision, mientras que otros
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estan restringidos a un intervalo mas pequefio. Véase el texto para mas detalles.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccién de Pneumocandina By y/o Pneumocandina Co en una muestra, en el que se
detecta(n) un fragmento especifico de Pneumocandina By y/o un fragmento especifico de Pneumocandina Co

utilizando espectrometria de masas en tAndem en modo negativo.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Bg
aproximadamente m/z 300, 439 o 469.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la energia de colision es de aproximadamente 35-60 V.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Bg
aproximadamente m/z 724.

5. Procedimiento segln la reivindicacion 4, en el que la energia de colisién es de aproximadamente 35-45 V.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Bg
aproximadamente m/z 326.

7. Procedimiento segln la reivindicacion 6, en el que la energia de colisién es de aproximadamente 55 V.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Co
aproximadamente m/z 507 a una energia de colisién de aproximadamente 45-60 V.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Cg
aproximadamente m/z 139, 280 o 338.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la energia de colisién es de aproximadamente 60 V.

11. Procedimiento segln la reivindicacion 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina By
aproximadamente m/z 300, 416 o 452.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el fragmento especifico para Pneumocandina Co
aproximadamente m/z 338 o 360.
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