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RESUMEN

TITULO: DESARROLLO DE UNA MATRIZ PARA ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI BASADA EN SISTEMAS TIPO FENILENVINILENO Y ACIDOS ACRILICOS*

AUTOR: LAURA JULIANA CASTELLANOS GARCIAf

PALABRAS CLAVE: ESPECTROMETRIA DE MASAS, FENILENVINILENOS, MA-
TRICES MALDL.

DESCRIPCION:

La espectrometria de masas MALDI (Matriz-Assisted Laser Desorption Ionization) es una de las
técnicas analiticas més ttiles en la caracterizacion de macromoléculas como proteinas, péptidos,
polimeros, entre otros. El proceso MALDI estd mediado por una matriz orgdnica, la cual asiste
en la ionizacién y desorcién de los analitos. A la fecha, existen varios problemas asociados al uso de
matrices MALDI tradicionales, como la interferencia en la caracterizaciéon de analitos de bajo peso
molecular debido a la presencia de senales de clusters de la matriz a masas bajas, la formacién de

aductos matriz-analito, y la especificidad hacia la ionizacién de analitos bésicos.

Los fenilenvinilenos y acidos acrilicos son moléculas organicas con alta conjugacién electrénica, que
presentan altas absortividades molares en la regién cercana a la empleada en la ionizacién MALDI.
En este proyecto, se desarrollaron nuevas matrices MALDI basadas en sistemas tipo fenilenvinileno
y 4acidos acrilicos. Para orientar la sintesis de las nuevas matrices se utiliz6 una aproximacién de
diseno racional, utilizando cédlculos de estructura electrénica, que permitieron predecir a priori algu-
nas propiedades fisicoquimicas de las moléculas candidatas como los potenciales de ionizacién y las
afinidades proténicas. Se seleccionaron las estructuras que presentaron las mejores caracteristicas, y
se procedid a su sintesis y caracterizacion. Las moléculas candidatas fueron sintetizadas por el Grupo
de Investigacién en Macromoléculas, de la Universidad Nacional de Colombia. Posteriormente, estas
moléculas se evaluaron como matrices MALDI, usando una serie de analitos modelo. Adicionalmente,
las matrices propuestas se compararon con matrices MALDI tradicionales como el CHCA y el DCTB.
Este trabajo de tesis se enmarcé dentro del macroproyecto ”Desarrollo de una matriz para espec-
trometria de masas MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) basada en sistemas tipo

fenilenvinileno” financiado por COLCIENCIAS mediante la convocatoria 569 de 2012.

*Trabajo de grado
tFacultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Marianny Yajaira Combariza, Quimica
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ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT OF A MASS SPECTROMETRY MALDI MATRIX BASED ON
PHENYLENEVINYLENES AND ACRILIC ACID COMPOUNDS!#

AUTHOR: LAURA JULIANA CASTELLANOS GARCIAS

KEYWORDS: MALDI MATRICES, PHENYLENEVINYLENES, MASS SPECTROME-
TRY.

DESCRIPTION

MALDI Mass Spectrometry (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization) is one of the most useful
analytical techniques in the characterization of macromolecules such as proteins, peptides, polymers,
among others. The MALDI process is mediated by an organic matrix, which assists in the desorption
and ionization of the analytes. There are several problems associated with the use of traditional
MALDI matrices, such as interference in the characterization of analytes of low molecular weight, the
formation of matrix-analyte adducts, and the bias toward basic analytes. In recent years MALDI
matrices research has focused on the development of matrices that avoid the formation of clusters in
the low mass region, and also in more acidic matrices that allow protonation of basic analytes, which

are usually inaccessible.

Phenylenevinylenes and acrylic acids are organic molecules with high electron conjugation, and molar
absorptivities close to the wavelengths used in MALDI. Rational design was used to guide the synthesis
of the new matrices. The use of electronic structure calculations, like ionization potential and proton
affinity, allowed to predict some physicochemical properties of potential candidates. Molecules that
presented the best features were selected, and their synthesis and characterization was performed.
Candidate molecules were synthesized by Macromolecules Research Group, at the National University
of Colombia UNAL. Finally, these MALDI matrices were tested using a series of model analytes.
Additionally, results were compared with traditional MALDI matrices, like CHCA and DCTB. This
thesis is framed within the research project ”Development of a matrix for MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization) based on phenylenevinylene type molecules” funded by COLCIENCIAS
by 569 grant of 2012.

fMastery Thesis
§Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Marianny Yajaira Combariza, Quimica
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas MALDI es una de las técnicas analiticas mas empleadas en
el estudio de macromoléculas, como péptidos, proteinas y polimeros, entre otros [1]. En
la técnica MALDI se requiere el uso de una matriz organica para absorber la radiacién
del laser y asistir la ionizacién y desorcién los analitos de la muestra sélida [1-3]. A
pesar del amplio uso de la técnica, el tipo de matrices usadas ha permanecido invariable
desde hace més de 30 afios [4, 5]. La investigacién en nuevas matrices MALDI ha estado
limitada al uso de andlogos estructurales de las matrices tradicionales, como el acido
a-ciano-4-hidroxi-cindmico [4], el dcido 2,5-dihidroxibenzoico [6] y el dcido sinapinico

[5].

El peso molecular de las matrices MALDI tradicionales varia entre 100 y 200 Da.
Durante el proceso de ionizacién la matriz forma agregados y aductos que se observan
en la region de masas bajas (de m/z 100 a 600). Estos iones generan interferencias que
impiden el uso de la técnica MALDI para el andlisis de analitos de bajo peso molecular
como aminoacidos, alcaloides, carbohidratos, compuestos organometalicos entre otros
[7, 8]. Para solucionar el problema de la superposicién, algunos autores proponen
el desarrollo de matrices con pesos moleculares por encima de 600 Da [9], o el uso de
matrices de bajo peso molecular con diferentes patrones de interferencia en masas bajas,

con el objetivo de evitar la superposicion de las sefiales de un analito especifico [7].

La mayoria de las matrices desarrolladas para MALDI corresponden a moleculas que
permiten reacciones de transferencia proténica como el CHCA, DHB, acido sinapinico,

entre otros. Sin embargo, muy pocas matrices de transferencia electrénica han sido

15



propuestas. Entre los pocos ejemplos se destaca el 9-nitroantraceno [10], 9,10-difenilantraceno
[11] y el trans-2-[3-(4-tert-butilfenil)-2-metil-2-propenilideno (DCTB) [12]. Se han de-
terminado varios inconvenientes asociados al uso de estas matrices, como la presencia
de gran nimero de clusters en la region de masas bajas del DCTB y el 9-nitroantraceno

[13], y la reactividad del DCTB con aminas alifdticas [14].

A pesar de las dificulades mencionadas, las matrices de transferencia electronica tienen
un gran potencial para el andlisis de moléculas con bajo potencial de ionizacion, como
hidrocarburos policiclicos aromaticos, compuestos organometalicos como porfirinas y
ftalocianinas, entre otros [15, 16]. Por lo tanto el desarrollo de nuevas matrices de
transferencia electrénica constituye una importante area de investigacion en MALDI,

con el potencial de expandir significativamente la aplicabilidad de esta técnica.

En este trabajo de investigacion se propuso el desarrollo de nuevas matrices MALDI
basadas en estructuras de tipo fenilenvinileno (F'V) y acidos acrilicos (AA) para la ion-
izacion de analitos modelo. A través de un proceso de diseno racional y caracterizacién
espectroscopica se escogieron un conjunto de moléculas candidatas basadas en estruc-
turas tipo FV y AA y se comprobé su viabilidad como matrices efectivas de transferencia
electronica y protonica. Las moléculas de F'V mostraron potenciales de ionizacién que
oscilan entre 6,89 y 7,96 eV, dependiendo de los sustituyentes asociados al esqueleto
de FV. Se determiné que los sustituyentes electroatractores proveen FV con altos val-
ores de potencial de ionizacién, que son ideales para efectuar la ionizacién de analitos
modelo. Por otro lado los calculos computacionales de la serie de AA mostraron menor

afinidad protoénica en sustituyentes con sustitucién a-CN.

La caracterizacion espectroscopica de los FV mostré muy buenos resultados, ya que se
encontraron moléculas con absortividades molares muy superiores a las reportadas para
el CHCA y DCTB ala longitud de onda del laser de 355 nm. Los valores de absortividad
molar para los derivados de AA mostraron que la presencia de la funcionalidad a-CN

es indispensable para aumentar la absortividad molar a 355 nm. Finalmente, los exper-
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imentos de ionizacién de analitos modelo mostraron que las moleculas de F'V permiten
realizar procesos de transferencia electrénica muy eficientemente. Se determinaron au-
mentos de hasta 57 veces en la senal del analito usando matrices F'V en comparacion
a la senal sin matriz. Adicionalmente, los F'V fueron usados en el analisis de analitos
labiles obteniendose a bajas energias del laser que es posible evitar la fragmentacién del

analito en un 100%
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1 MARCO TEORICO

1.1 MARCO CONCEPTUAL

La técnica de desorcién/ionizacién laser (LDI) fue introducida en los anos 60, algu-
nas moléculas como sales organicas de bajo peso molecular y moléculas organicas con
propiedades absortivas son facilmente detectables por ésta técnica; sin embargo, la ion-
izaciéon de biomoléculas era practicamente imposible por LDI [1]. En la década de los
anos 80, Michael Karas y Koichi Tanaka investigaron simultaneamente la ionizacién
LDI asistida por matriz (MALDI). Karas trabajé en la co-cristalizacién del analito con
una matriz orgénica para la ionizacién de analitos de bajo peso molécular [17] y Tanaka
investigé el efecto de usar polvo fino de cobalto como matriz en la ionizacién de analitos
de alto peso molecular. En 1998 Tanaka logré por primera vez ionizar analitos con pesos
moleculares por encima de los 10.000 Da [18]. A partir de ese momento, MALDI se ha
desarrollado como una técnica de ionizacién suave que ha permitido la caracterizacion

de macromoléculas.

1.1.1 Espectrometria de masas MALDI

El proceso de ionizacion MALDI es comparativamente simple. Inicialmente, un pulso

del laser se enfoca en una pequena zona de la muestra, que estd compuesta principal-
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mente de los analitos co-cristalizados con una matriz que absorbe radiacion a la longitud
de onda de trabajo del laser [3, 19]. Tanto LDI como MALDI emplean la absorcién de
luz en una capa fina de muestra solida, la longitud de onda del laser empleado com-
prende laseres de ultravioleta e infrarrojo. Mediante ciertos procesos que se describiran
méas adelante, se genera una nube densa de iones y moléculas neutras posterior a la
irradiacion de la muestra y los iones son extraidos y enfocados hacia el analizador de
masas [1]. MALDI se acopla tipicamente con analizadores de tiempo de vuelo (TOF), y
debido al amplio rango de masas de estos analizadores, es posible la caracterizacién de
macromoléculas. En la caracterizacién de analitos de masas por debajo de los 20.000 Da
es posible usar un analizador TOF en modo reflectrén, el cual modifica la trayectoria

lineal de los iones, incrementando considerablemente la resolucién de las senales.

1.1.2 Mecanismo de ionizacion MALDI

Como se mencioné anteriormente, la etapa inicial del mecanismo MALDI ocurre por el
impacto del laser sobre la superficie de los cristales de la matriz. El laser ocasiona dos
fenémenos: (1) desorcion e (2) ionizacion, que para efectos practicos se pueden tratar
independientemente. El disparo del laser desorbe de la superficie una nube de moléculas
neutras y cargadas en forma de agregados, que reaccionan entre si, y estan sujetos a un
proceso de expansién adiabatica en la cual hay eliminacién de solvente, rompimiento
de agregados, reacciones de transferencia de protones o cationes, entre muchos otros
fenémenos [1, 2, 20, 21]. La relacién molar entre especies neutras e iones es del orden
de 10* a 10° [1, 22], por lo tanto, la formacién de iones en la nube se puede considerar

un fenémeno minoritario.

Existen algunos modelos que permiten explicar el fenémeno de desorcién. FEn 1991,

se propuso un mecanismo de presién pulsada (debido a la naturaleza pulsada del 14ser
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MALDI) en el cual se genera vapor bajo la superficie del cristal, lo que causa un
gradiente de presién en el s6lido que permite transferir las moléculas a fase gaseosa [23].
En 1993, un modelo hidrodindmico permitié describir el calentamiento instantaneo de
un soélido seguido de un proceso de sublimacién, expansién y enfriamiento de la nube
de vapor [24]. En 2010, el uso de un método fotofisico de dindmica molecular permitié
calcular la temperatura, presion y velocidad de las moléculas durante la vaporizacion,
los resultados obtenidos confirmaron los modelos descritos previamente [25]. La idea
general del proceso de expansion adiabética se ha unificado y el mecanismo de desorcién
se considera muy bien descrito. Entre tanto el mecanismo de formacién de iones en
MALDI es un tema en debate. A la fecha, algunas teorias han sido aceptadas por la
comunidad cientifica, sin embargo, ninguno de los modelos existentes permiten explicar
en su totalidad el mecanismo de ionizacién MALDI. Es usual encontrar en la literatura
que el mecanismo de formacién de iones se presenta en dos procesos separados: (1) la

formacién primaria de iones y (2) las reacciones secundarias de ionizacién [1, 19, 20].

1.1.3 Formacion primaria de iones

La formacién primaria de iones de la matriz transcurre a través de un mecanismo con-
junto en donde se pueden distinguir tres fenémenos fundamentales: (1) excitacién, (2)
fotoionizacién y (3) reacciones fotoquimicas, como se observa en la Figura 1 [26]. Es
usual observar en los espectros MALDI de la matriz: iones protonados, iones deproton-
ados, iones cationizados y cationes radicales [2, 3, 19]. La formacién de cada una de
estas especies depende de las condiciones experimentales y las propiedades intrinsecas
de la matriz, como: potencial de ionizacién, afinidad proténica, entre otros [26]. La
excitacion de las moléculas de la matriz puede alcanzarse por varias rutas descritas

en la Figura 1, las cuales son: (1) ionizacién mutifoténica de un paso (ruta C), (2)
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Figura 1: Mecanismo de formacién primaria de iones. Donde M = Matriz MALDI.
Figura tomada de: Hillenkamp [26].

M M M M M M
hv l lhv hvl 2 hy
Excitacién
" ©
M** + M
- e'/ Y e”
M** M-* Fotoionizacion
H* H* H* -H,
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ionizacion multifoténica de dos pasos (ruta B) o (3) ionizacién por un proceso manco-
munado de energia o pooling (Ruta A) [26]. Es importante resaltar, que a las fluencias
empleadas en MALDI, solo se consideran procesos de ionizacion multifoténicos de hasta
dos fotones [2, 19]. Como producto del proceso de excitaciéon obtenemos una molécula
en un estado excitado (M**) y una molécula en su estado basal (M). Posteriormente,
puede ocurrir otro evento de pooling en el cual la molécula en un estado excitado su-
perior M** puede interactuar con otra molécula en estado excitado M* para rendir un

i6n M* y una molécula en su estado basal [2].

1.1.4 Reacciones secundarias de ionizacion

Una vez formados los iones primarios de la matriz, estos son suceptibles a reaccionar con

las moléculas del analito. Estas reacciones son mediadas por agregados formados en la
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Figura 2: Reacciones secundarias mediadas por agregados. Donde A=Analito,
m=Matriz, R=Contra-ién genérico. Figura tomada de Knochenmuss [2]
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nube de iones, durante el proceso de expansion adiabatica. La Figura 2 permite obser-
var la formacién de agregados propuesta por Knochenmuss [2], donde ocurren ademas
procesos de desolvatacién, neutralizacién, entre otros fenomenos. Las reacciones mas
comunes, que se llevan a cabo en los agregados corresponden a reacciones de transferen-
cia protdnica, reacciones de cationizacién y reacciones de transferencia electrénica. El
tipo de reaccién dominante depende de pardametros fisicoquimicos, tanto de la matriz
como de los analitos involucrados. Las reacciones mas comunes en MALDI son reac-
ciones de transferencia proténica entre un ién protonado de la matriz [M + H]T y un
analito neutro [A] para rendir un ion protonado del analito [A + H|T y una molécula

neutra de la matriz [M], tal como se observa en la Ecuacién 1.1.

M+ H)"+A— M+ [A+ H]" (1.1)

Algunos analitos como péptidos y proteinas en su estado neutro tienen afinidades

proténicas mayores de los 900 kJ/mol. Los valores de afinidad proténica de refer-
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encia para una serie de aminodcidos han sido reportados por Harrison [27], y respaldan
los valores asociados a los péptidos. Las afinidades proténicas de las matrices MALDI
convencionales se encuentran entre los 850 kJ/mol y 900 kJ/mol [28-30]. Debido a la
diferencia en afinidad protdnica entre los péptidos y la matriz, se espera que en fase
gaseosa ocurra una transferencia de protén desde la matriz protonada hacia el analito

neutro, en el caso de aquellos analitos con mayores afinidades proténicas que la matriz.

1.2 ESTADO DEL ARTE

Las investigaciones sobre nuevas matrices de MALDI en modo positivo se basan prin-
cipalmente en modificaciones de las matrices de uso comiun como el CHCA, DHB y
acido sinapinico. A partir de estas moléculas modelo, se han generado estructuras con
diferentes sustituyentes que conservan los grupos funcionales dcidos, pero que presentan
diferentes grados de modificacién estructural [8, 31, 32]. Estas matrices derivadas con-
servan las propiedades de cristalizacién y conjugacion electréonica de las matrices origi-
nales, lo cual las hace aptas para la desorcién y ionizacién de compuestos en MALDI. El
estudio de los mecanismos de cristalizacién de estas moléculas, por medio de difracciéon
de rayos X, senala que la presencia de puentes de hidrégeno, enlaces dipolo-dipolo e
interacciones 7-7 favorecen la cristalizacion de las moléculas susceptibles a ser consid-

eradas como matrices de MALDI [31].

Reportes recientes acerca de nuevas matrices MALDI en modo positivo incluyen la mod-
ificacion de algunas estructuras tradicionales, como las propuestas por Hopfgartner y
colaboradores [7]. En este trabajo, se sintetizaron andlogos estructurales del CHCA
con dos y tres anillos fusionados. Esta innovacion modifica el patréon de interferencia

de la matriz a masas bajas permitiendo la caracterizaciéon de algunos analitos de bajo
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peso molecular. Recientemente, Schinkovitz y colaboradores [33], propusieron el uso
de diferentes estructuras basadas en anillos de tiofeno para la ionizacién selectiva de
alcaloides, las cuales estan desligadas estructuralmente de las matrices MALDI tradi-
cionales. Zongxiu y colaboradores [9] sintetizaron una molécula totalmente novedosa,
que corresponde al 2,3,4 5-tetrakis(3’,4’-dihidroxilfenil)tiofeno, la cual tiene un peso
molecular superior a 500 Da. Esta molécula es efectiva en la ionizaciéon de una gran
serie de analitos de bajo peso molecular al no presentar ninguna senal en la zona del

espectro correspondiente a masas bajas.

Adicionalmente, se ha investigado el uso de soluciones de baja volatilidad como posibles
matrices MALDI [34]. Estas matrices se componen de una sustancia con alta absorcién
en el UV embebida en un liquido de baja volatilidad como el glicerol. Las nuevas ma-
trices liquidas permiten evitar algunos efectos superficiales caracteristicos de matrices
solidas, como la baja reproducibilidad pulso por pulso y el desgaste de la matriz en
un punto especifico. La condicién para desarrollar este tipo de matrices liquidas es
contar con una sustancia que posea absorciéon en el UV y que se pueda disolver en el
liquido de baja volatilidad. En algunos casos es posible aumentar considerablemente
la solubilidad de la sustancia con absorcién en el UV mediante el uso de agentes que
ayuden en el proceso de disolucién; el uso de estos agentes se favorece, si hay formacién
de pares acido-base entre la sustancia usada como matriz de MALDI y los ayudantes

de disolucion [34].

Se ha reportado el uso de varias moléculas como matrices de transferencia electronica,
la mayoria de ellas son compuestos aromdticos conjugados como el trans-2-[3-(4-ter-
butilfenil)-2-metil-2-propenilideno] malononitrilo (DCTB) y el 9-nitroantraceno. Chait
y colaboradores [16] obtuvieron senales de cationes radicales de ftalocianinas, porfiri-

nas y arreglos multiporfirinicos usando 1,4-benzoquinona como matriz de transferencia
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electrénica; por otro lado, Boltalina y colaboradores [10, 15] estudiaron la ionizacién de
fluorofullerenos sintéticos en modo negativo usando 9-nitroantraceno y observaron en el
espectro LDI perdidas considerables de fluor en los fullerenos fluoro-sustituidos. Adi-
cionalmente, Drewello y colaboradores [13], realizando el mismo experimento en modo
positivo encontraron dos problemas fundamentales asociados al uso del 9-nitroantraceno
como matriz. El primero se relaciona con una reacciéon de transferencia de oxigeno de
la matriz al analito; y el segundo se asocia a la presencia de una cantidad abundante de
clusters formados por interacciones m — 7 en la regién de m/z 220 a 830, interfiriendo

con el analisis de analitos de bajo peso molecular.

En el 2000, Luftmann y colaboradores [12] introdujeron la matriz de transferencia
electrénica mas usada a la fecha, que se conoce comunmente como DCTB, y es titil en
la ionizacién de derivados de fullereno, [10, 12] polimeros [10, 35|, porfirinas [16, 36],
entre otros [37]. Las ventajas del DCTB sobre matrices como el 9-nitroantraceno se
deben a las bajas fluencias requeridas para la formacién de iones de la matriz y su
habilidad para prevenir la fragmentacién de analitos ldbiles [12, 13, 16]. Sin embargo,
se ha determinado que el DCTB puede formar aductos con analitos que contienen grupos
amino. El carbono adyacente a los grupos de di-ciano metileno en el DCTB puede actuar
como un electréfilo con aminas alifdticas primarias y secundarias formando iminas [14],
y dificultando el analisis de estos analitos. Recientemente se reporté el uso del 9,10-
difenilantraceno (9,10-DPA) como matriz MALDI para la ionizacién de analitos como la
clorofila y el retinol [11]. El 9,10-DPA ha sido ampliamente empleado como OLED [38]
y como reactivo en la disociacion por transferencia electronica [39]. No obstante, las
propiedades del 9,10-DPA (potencial de ionizacién 7,0 eV y €355, de 7.220 M~tem™!)
[11], no son superiores a las reportadas para matrices de transferencia electrénica como

el DCTB (potencial de ionizacién 8,2 eV [40] y €355nm de 33.980 M~tem™! [12])
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A la fecha, los sistemas fenilenvinileno (F'V) han estado ausentes de los reportes cientificos
sobre nuevas matrices para MALDI. Este hecho representa una gran oportunidad para
generar nuevo conocimiento con alto potencial tecnolégico. El grupo de investigacién en
macromoléculas de la Universidad Nacional de Colombia, dirigido por el profesor Cesar
Sierra, ha sintetizado un gran nimero de sistemas FV con propiedades optoelectrénicas
finamente ajustadas segun las necesidades fisicoquimicas de la aplicacion tecnoldgica
a desarrollar. Es asi, como sistemas oligémericos FV multicromoféricos han mostrado
gran eficiencia en procesos de transferencia de energia [41, 42]; como fotocatalizadores
de reacciones orgdanicas, y como pelicula activa en emisores de luz para tecnologias
OLED. Los sistemas FV también han mostrado valores de absortividad molar supe-
riores a los 27.000 M~'em™! y capacidad para formar estructuras cristalinas estables
[43]. Todo lo anterior sugiere que los sistemas FV tienen gran potencial como matrices

efectivas en MALDI.
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2 METODOLOGIA

2.1 CALCULOS COMPUTACIONALES

2.1.1 Calculos de potencial de ionizacion

Se calculé el PI de una serie de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), fenilen-
vinilenos (FV), y acidos acrilicos (AA) usando el método Hartree Fock (HF), como
primera aproximacién. Como segunda aproximacion se uso el metodo del propagador
electrénico (Electron Propagator Theory 6 EPT) con el mismo conjunto base. El célculo
HF se inici6 con la optimizacion de geometria HF, posteriormente usando la aproxi-
macién de Koopmans [44, 45] se realizé el calculo de los orbitales moléculares y se tomé
el valor de la energia del HOMO como el valor del PI. Los cédlculos EPT son célculos
de punto sencillo (single point), por lo que se requiere una optimizacién geométrica
inicial, para la cual se tomé la geometria optimizada HF para alimentar el script EPT,
siguiendo la metodologia reportada por Ortiz [46, 47]. Posteriormente se calculé el valor
de energia del HOMO a nivel EPT, que corresponde a la energia de ionizacion de las
moléculas. Adicionalmente, debido a la gran cantidad de electrones que caracterizan
los atomos de yodo, los calculos de moléculas yodadas se realizaron usado el pseudopo-
tencial LANL2DZ para los atomos de yodo y el conjunto base 6-311G(d,p) para los

demds dtomos, tal como se especifica en el método de Filimonov [48].
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2.1.2 Calculos de afinidad protdénica

Los calculos de afinidad proténica de la serie de AA se realizaron usando teoria del
funcional de la densidad (Density functional theory 6 DFT). Se usé el funcional B3LYP
y el conjunto base 6-311G(2d,2p), segtin el método para el calculo de afinidad proténica
de matrices MALDI propuesto por Hoppilliard y Bourcier [49]. El cédlculo se realizd
en fase gaseosa, restando la diferencia energética entre la estructura optimizada del
neutral y la estructura optimizada de la molécula protonada. En los derivados de AA
que contienen mas de un sitio de protonacién, se calculo la afinidad proténica para cada
uno de los respectivos sitios de protonacion. En los célculos de los derivados yodados de
los AA, se usé el pseudopotencial LANL2DZ para los &tomos de yodo como se especificd

anteriormente. Todos los calculos tedricos se realizaron usando el programa de quimica

computacional GAUSSIAN 09 [50].

2.2 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

2.2.1 Espectroscopia ultravioleta-visible

Se prepararon soluciones equimolares de 12,5 yM de los FV y de 100 uM de los AA
en dimetilsulféxido (DMSO) y tetrahidrofurano (THF), respectivamente. Se realiz6 un
barrido espectral de cada una de las soluciones entre 200 a 700 nm, en un espectro-

fotémetro Shimadzu UV-2401C de doble canal, usando DMSO como blanco.
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2.2.2 Absortividad molar

El coeficiente de absortividad molar () para cada molécula se determiné a partir de
la pendiente de la curva linealizada en la grafica de absorbancia vs concentracién. Se
empled la ecuacién de Beer—Lambert para soluciones diluidas, tal como se muestra en
la Ecuacion 2.1, donde A corresponde a la absorbancia, b al camino éptico de la celda,
C a la concentracion molar de la solucion y e al coeficiente de absorcion molar a la

longitud de onda especifica de la medicién (355 nm).

A=cbC (2.1)

Se prepararon una serie de diluciones de cada compuesto en DMSO en el rango de 2 a
25 puM para la serie de FV, y en el rango de 5 uM a 9 mM, para la serie de AA. La
absorbancia de cada una de las soluciones se midié a 355 nm, en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-2401C de doble canal. Se emplearon celdas de cuarzo de 10 mm de

camino 6ptico. Se usé DMSO como blanco en la celda de referencia.

2.2.3 Rendimiento cuantico de fluorescencia

Los rendimientos cudnticos de fluorescencia se calcularon empleando la Ecuacion 2.2,
donde los subindices x y ST denotan la muestra y el estandar, respectivamente; ®
corresponde al rendimiento cuantico de fluorescencia, m es la pendiente al graficar el
area de emisién fluorescente vs absorbancia y n es el indice de refraccién del solvente

[51], tanto de la muestra como de las sustancias referencia.
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Inicialmente se realiz6 un proceso de calibracién, determinando el rendimiento cuantico
del sulfato de quinina usando antraceno como estandar; y viceversa. Después de calibrar
con los compuestos estandar, se determinaron los rendimientos cuanticos de fluorescen-
cia de los FV, calculandolos con respecto a los fluoréforos de referencia. Se prepararon
soluciones diluidas de los FV en dimetilformamida (DMF) de concentraciones entre
2 y 20 uM. Como fluordforos de referencia se usaron antraceno y sulfato de quinina.
Las soluciones de antraceno se prepararon en etanol, mientras las de sulfato de quin-
ina se prepararon en H,SO4 0,1 M. Los rendimientos cuanticos de estas moléculas se
encuentran ampliamente reportados en la literatura para los solventes anteriormente es-
pecificados [51]. La absorbancia de cada una de las soluciones se midié, a 355 nm, en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-2401C de doble canal utilizando celdas de cuarzo de
10 mm de camino 6ptico. Posteriormente, se tomé el espectro de emision de fluorescen-
cia de cada solucion entre 360 nm y 700 nm, empleando 355 nm como longitud de onda
de excitacion. Estas mediciones se realizaron en un espectrofotémetro de fluorescencia

PTI/QM 40 usando una celda de quarzo con camino éptico de 10 mm.

2.3 EXPERIMENTOS MALDI FV

2.3.1 Espectrometria de masas MALDI

Para todos los experimentos MALDI y LDI se us6 un espectrémetro de masas MALDI
TOF-TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Billerica, MA). El instrumento

estd equipado con un ldser Smart Beam de Nd:YAG (355 nm), con frecuencia de 1
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kHz y una salida méaxima de energia de aproximadamente 85 uJ por disparo, un pulso
de duracién de 6 ns con ancho de spot de 10 ym a 100 pm, de acuerdo con las es-
pecificaciones del fabricante. En general los espectros de masas se adquirieron en el
rango de m/z 100 a 3.000 en modo reflectrén usando voltaje de aceleracién de 25 kV,
con un pulso de extraccién de 100 ns. La calibracién del equipo en el rango de masas
especificado se realizo usando las senales del CHCA y la serie de péptidos estandar:
leucina-encefalina, bradiquinina, bombesina y sustrato de renina (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO). El pérfil de energia por pulso del ldser se midié usando un medidor de
atenuacion PowerMax Wand USB (Coherent, Santa Clara, USA). Todos los resultados
de medicion de la energia por pulso del laser se determinaron a partir del promedio de

diez mediciones.

2.3.2 Espectros LDI de los FV

Inicialmente, se prepararon soluciones saturadas de los FV en diferentes solventes:
ACN:H,0 (2:1, v/v), metanol, acetonitrilo, acetona y THF. Se escogi6 THF como
solvente de trabajo debido a que los F'V son mas solubles en este solvente y se obtiene
una capa delgada y uniforme de la matriz en la superficie del portamuestras 6 target de
MALDI. El grosor de la pelicula matriz:analito tiene gran impacto sobre la apariencia
del espectro pues la formacién de capas gruesas de la matriz causa dispersion espacial
de los iones, pérdida de resolucion y contaminacion de la fuente. Para los experimentos
LDI se prepararon soluciones 2,5 mM de cada FV en THF (grado analitico, Merck). 1
pLs de la solucién (2,5 nmoles) se aplicé sobre la superficie del target MALDI y se dejé
secar en la cabina de extraccion. Los espectros LDI (Laser Desorption Ionization) de
iones positivos se adquirieron en modo reflectrén, haciendo un barrido en la region de

m/z 180 a 2000. Se utilizaron energias de laser 5% por encima del umbral de ionizacién
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para cada FV, con el fin de reducir la fragmentacién y aumentar la resolucién. Cada
espectro reportado corresponde a la sumatoria de 2.000 espectros individuales, en 4

adquisiciones de 500 disparos.

2.3.3 Experimentos de protonacién de los FV

Los experimentos de protonacion se realizaron utilizando soluciones de acido trifluo-
roacético (TFA), férmico y acético en ACN:H,O (2:1, v/v). Se usaron dos concentra-
ciones de cada uno de los tres 4cidos estudiados: 5y 10% para el TFA, 10 y 30%, para
el dcido formico, 30 y 60%, para el dcido acético. Se prepararon soluciones saturadas
de los FV en los solventes ACN:H,O (2:1, v/v) acidificados con la cantidad de acido
correspondiente. Posteriormente, se aplico 1 puLi de la solucion del FV sobre el target y

se dejo secar.

2.3.4 Experimentos de cationizacion de los FV

Se prepararon soluciones saturadas de los FV en ACN:H,0O (2:1, v/v). Se escogieron
los cationes mas usados en los procesos de cationizacién en MALDI [52] y se usaron
las sales disponibles en el laboratorio. Se prepararon soluciones 30 mM de AgBFy,
LiOH, Nay;CO3 y KCI en agua desionizada. Se mezclaron iguales volimenes de ambas
soluciones, tanto las soluciones del F'V como las soluciones de cationizacion, la mezcla
se agité en el vortex a 1500 rpm por 15 minutos. Posteriormente, se aplicé 1 pl de la

solucion en el target y se dejé secar.
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2.3.5 Ionizacion de péptidos por transferencia protonica

Se prepararon soluciones saturadas de la matriz (FV) en THF con 0.1% de TFA. Como
analito se usé una mezcla equimolar de los péptidos: leucina-encefalina, bradiquinina,
bombesina y substrato de renina en THF (0,1% TFA). Se mezclaron volimenes iguales
de soluciéon de la matriz y el analito, la mezcla resultante se agité a 1500 rpm durante

15 min y se aplicé 1 ulb de la mezcla sobre el target y se dejé secar.

2.3.6 Curvas de aparicion de iones de los FV

Para construir las curvas de aparicion de iones se tomaron los espectros de cada matriz
variando la energia por pulso del laser entre 0,14 y 2,5 uJ por pulso. Cada espectro
corresponde a la sumatoria de 2.000 espectros individuales acumulados, adquiridos us-
ando el método de autoejecucion que se describe a continuacion. Para las mediciones
se usé el equipo MALDI-TOF descrito en las secciones anteriores. En la determinacién
de las curvas de aparicién de iones se tomaron 5 espectros por cada valor de energia
por pulso (se usaron energias de: 0,14, 0,17, 0,22, 0,27, 0,34, 0,40, 0,47, 0,59, 0,72, 0,88,
1,09, 1,33, 1,61, 1,93 y 2,32 pJ/pulso) con el fin de determinar el promedio y el error

asociado a la medicion.

2.3.7 Mediciones de autoejecucién

Se considera que en condiciones MALDI normales puede existir una variabilidad de las
senales hasta de un 30%. Por lo tanto dos senales que difieran en menos de 30%, en
términos de la relacién senal ruido no pueden considerarse significativamente diferentes.

Con el objetivo de asegurar una toma de datos imparcial se usé un método de autoeje-
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cucién en MALDI que estd incluido en el software FlexControl (Bruker, Billerica, USA)
del instrumento. El método de autoejecucion usa un algoritmo de muestreo aleatorio en
el cual el laser emite 10 pulsos en las mismas coordenadas espaciales, posteriormente el
laser se mueve a otra posicion aleatoria y emite otros 10 pulsos mas, el proceso continua
hasta que se completan la cantidad de pulsos requeridos, en este caso 500. Cuando se
suman los resultados de los 500 pulsos el programa realiza una autoevaluacion del es-
pectro en términos de relacion senal ruido y resolucion de las senales en un rango de
masas definido (relacién senal ruido mayor a 100, resolucién mayor a 100 en el rango de
masas de m/z 100 a 3.000). Si el espectro de 500 pulsos cumple los pardmetros especi-
ficados en el método se adiciona al espectro final, si no cumple con los parametros, el
programa realiza otra adquisicién aleatoria y autoevalua el nuevo espectro, hasta com-
pletar 4 adquisiciones de 500 pulsos que corresponden a 2.000 espectros. Después de 30
intentos fallidos el programa aborta el proceso de adquisicién. El analisis de los datos
se realizé usando el software FlexAnalysis (Bruker, Billerica, MA, USA). El software
reporta automaticamente la relacién senal ruido, abundancia y resolucion, entre otros

parametros.

2.3.8 Ionizacién de naftopireno usando matrices FV

Se prepararon soluciones 2,5 mM de cada una de las matrices F'V en THF. Las soluciones
de FV-COOH, FV-COOH-CHj3 y FV-COOH-OCH3 se sometieron a ultrasonido durante
dos horas, las otras matrices FV se sometieron a ultrasonido por 30 minutos. Se prepard
una solucién stock de naftopireno (NP) 2,5 mM y se diluy6 hasta obtener soluciones
0,25 mM, 25 uM, 2,5 uM y 0,25 pM. Posteriormente se mezclaron iguales volimenes de
la soluciéon de la matriz con la solucion correspondiente del analito, para rendir mezclas

en relaciones molares analito:matriz 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Las mezclas del
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analito con la matriz se agitaron a 1500 rpm durante 15 minutos y posteriormente se

aplicé 1 uli de esta solucion en el target de MALDI.

2.3.9 Ionizacion de analitos modelo por TE

Se prepararon soluciones 2,5 mM de cada una de las matrices de FV en THF. Las
soluciones de FV-COOH-CHj3 y FV-COOH-OCH3; se sometieron a ondas de ultrasonido
durante dos horas para asegurar la disolucion efectiva de los F'V en el solvente. Las
moléculas FV-CN, FV-Cl y DCTB (usado como matriz de referencia) se sometieron a
ultasonido durante 30 min. Se usaron 5 analitos diferentes que corresponden a: porfirina

de cobalto, rubreno, coroneno, ftalocianina de zinc, y ftalocianina.

Se prepararon soluciones 2,5 mM de cada uno de los analitos en THF y se hicieron tres
diluciones de concentraciones 25, 5y 2,5 uM de cada uno de los analitos, con el objetivo
de obtener relaciones molares analito:matriz de 1:100, 1:500, y 1:1000, respectivamente.
Las muestras se prepararon usando el método de gota seca 6 dried droplet, por lo tanto,
se mezclaron 15 uLi de la matriz (2,5 mM), con 15 uL del analito (en cada una de las

tres concentraciones estudiadas) y se mezclaron en el vortex 15 min a 1500 rpm.

Se aplicaron cinco puntos o spots de cada muestra, para cada uno de los analitos, a
cada una de las relaciones molares analizadas. Para la adquisicién automatica de los
espectros de masas se uso el método de autoejecucion previamente descrito. Se tomaron
los espectros de masas en el rango de m/z 100 a 2.000. Cada espectro corresponde a
2.000 espectros, tomados en 4 adquisiciones de 500 disparos cada una. Las graficas de
barras en las que se varié la relacién molar, se realizaron a una energia por pulso de
laser fija de 0,88 uJ, cada valor corresponde a un valor promedio de cinco adquisiciones.

Las curvas de aparicion de iones se construyeron variando la energia del laser de 0,4 a
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1,33 pJ, tomando cinco espectros por cada valor de energia por pulso para cada matriz,
el valor central corresponde al valor promedio con el respectivo error estandar de la

media.

2.3.10 Ionizacion de analitos labiles por TE

Se prepararon soluciones 2,5 mM de cada una de las matrices de FV en THF, y se
sometieron a ultrasonido como se explicd anteriormente. Se usaron 3 analitos labiles
modelo de asfalteno, sintetizados en la universidad de Calgary. Se prepararon solu-
ciones 2,5 mM de cada uno de los analitos en THF y se hicieron tres diluciones de
concentraciones 25 uM, 2,5 uM y 0,25 pM de cada uno de los analitos, con el objetivo
de obtener relaciones molares analito:matriz de 1:10, 1:100, y 1:1000, respectivamente.
Las muestras se prepararon usando el método de gota seca 6 dried droplet, por lo tanto,
se mezclaron 15 pLi de la matriz (2,5 mM), con 15 uL del analito (en cada una de las
tres concentraciones estudiadas) y se mezclaron en el vortex durante 15 min a 1500 rpm.
Se aplicaron cinco spots de cada muestra, para cada uno de los analitos, a cada una de
las relaciones molares. Para la adquisiciéon automatica de los espectros de masas se uso
el método de autoejecucién previamente descrito. Se tomaron los espectros de masas
en el rango de m/z 100 a 3.000. Cada espectro corresponde a 2.000 espectros, tomados
en 4 adquisiciones de 500 disparos cada una. Las curvas de aparicion y sobrevivencia
de iones se construyeron variando la energia del laser de 0,4 pJ a 2,88 pJ, tomando
cinco espectros por cada valor de energia por pulso para cada matriz, el valor central

corresponde al valor promedio con el respectivo error estandar de la media.
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3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE
FENILENVINILENOS Y ACIDOS

ACRILICOS

En este capitulo, se reportan los calculos computacionales de algunas propiedades fisi-
coquimicas de estructuras de FV y AA. Las propiedades calculadas corresponden a los
PI y AP de una serie de FV y AA en fase gaseosa. Adicionalmente, se calcularon estas
propiedades para una serie de analitos de PAH. La determinacién del PI (tedrico) de
las moléculas candidatas y los analitos modelo es fundamental para determinar si los
procesos de transferencia electrénica con los analitos modelo son energéticamente fa-
vorables. De la misma manera se realizaron calculos de AP para moléculas susceptibles
a ser usadas como matrices de transferencia proténica, ya que en MALDI el proceso de
transferencia proténica solo es posible si la AP del analito es mayor que la de la matriz.
Los célculos de PI se llevaron a cabo usando la aproximacién de Koopmans en fase
gaseosa. Con el objetivo de comparar el efecto de la correlacion electrénica, los cédlculos
de PI se realizaron por Hartree-Fock (HF) y Electron Propagator Theory (EPT). Se
observd, que los valores EPT son més cercanos a los valores experimentales reportados
en la base de datos NIST para la serie de PAH. Los cédlculos EPT provéen un valor mas
exacto del PI, debido a que se incluye correlacion electronica en el metodo de calculo.

Los célculos de afinidad proténica se realizaron en fase gaseosa usando DFT.
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3.1 CALCULOS DE PI

Los primeros resultados de los calculos de PI arrojaron que se requiere en promedio 12
veces mas capacidad de computo para los calculos EPT en comparacion a los calculos
HEF'. Debido al costo computacional de los calculos EPT, se decidi6 calcular los valores
EPT de moléculas ya sintetizadas, y usar los calculos HF como un sistema predictivo
para estructuras de F'V susceptibles a ser sintetizadas, que corresponden a un numero
mayor de estructuras en referencia a las estructuras sintetizadas. Los calculos realizados
se dividieron en tres grupos principales, que corresponden a: hidrocarburos policiclicos

aromaticos (PAH), fenilenvinilenos (FV) y dcidos acrilicos (AA).

3.1.1 Potenciales de ionizacion PAH

Como se especifico anteriormente es indispensable determinar los valores de PI de la
matriz y el analito, con el objetivo de predecir si los procesos de transferencia electrénica
en fase gaseosa son favorables. Iniciaremos el analisis de los célculos de potencial de
ionizacion con la serie de PAH debido a que estos valores experimentales se encuentran
ampliamente reportados en la literatura y esto nos permite correlacionar los valores
calculados con los valores experimentales. Las estructuras y los valores de PI calculados
tanto por HF como por EPT con propagador de tercer orden se encuentran reportados

en la Tabla 1.

La Tabla 1 muestra la diferencia entre los valores HF y EPT. Con el objetivo de

determinar cual de los valores provee una mejor approximacion se deben comparar
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Tabla 1: Valores de PI para los PAH

PAH Estructura Pl HF Pl EPT

Antraceno m 7,17 7,42
Dibenz[a,h]Antraceno 7,31 7,44

“ [

<
Benzo[a]Pireno 6,91 7,18
¢
Benzo[b]Fluoranteno 7,70 7,81
<
C
Benzo[k]Fluoranteno % 7,31 7,46
C
Benzo[ghi]Perileno ﬁ 6,95 7,23
c

Nafto[2,3-a]Pireno m 6,61 6,89
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Tabla 2: Valores de PI, HF, EPT y NIST para los PAH

Molecula HF EPT NIST | Error HF | Error EPT

PO [eV] | P2 [eV] | P3 [eV] | [eV] | [eV] ] [%] | [eV] ]| [%]
Antraceno 717 6,95 742 | 743 | 026 | 354 0,01 | 020
Dibenz[a,h]Antraceno 7,31 6,91 7,44 7,39 | 0,08 | 1,13 | 0,05 | 0,64
Benzola]Pireno 6,91 6,64 7,18 7,12 | 0,21 | 3,02 | 0,06 | 0,79
Benzo|b]Fluoranteno 7,70 7,25 7,81 7,80 | 0,10 | 1,25 | 0,01 | 0,18
Benzo[k]Fluoranteno | 7,31 6,04 746 | 748 | 017 | 2,31 0,02 | 0,33
Benzo|ghi]|Perileno 6,95 6,67 7,23 7,17 10,22 | 3,11 | 0,06 | 0,83
Nafto[2,3-a]pireno 6,61 6,34 6,89 6,82 0,21 | 3,01 | 0,07 | 1,08

estos valores con los valores de PI reportados. Tanto los valores calculados por HF
como por EPT corresponden al PI de la transicién vertical en fase gaseosa, tomando
la geometria de la molécula neutra. La espectroscopia fotoelectrénica es el método
ideal para la determinacion experimental de los potenciales de ionizacién vertical, por
esta razon los calculos obtenidos se compararon con los valores experimentales de PI

reportados en la base de datos NIST [53].

La Tabla 2 muestra de forma mas detallada los valores obtenidos tanto por HF como
por EPT a los niveles de perturbacién PO, P2 y P3 con el mismo conjunto base 6-
311G(d,p). La teoria del propagador electrénico EPT permite realizar calculos de
correlacion electrénica a partir de perturbaciones que pueden ser de varios ordenes
PO, P2, P3 y difieren en el ntimero de ecuaciones que describen estas perturbaciones,
siendo las perturbaciones de tercer orden P3 las que mas se acercan al resultado exacto
al incluir més terminos perturbativos [46]. El nivel de célculo HF es una aproximacién
de campo medio, y no tiene en cuenta la correlacion electronica en los calculos, por lo

tanto tiene orden de perturbacién zero y se conoce como PO.

En la Tabla 2 se pueden observar los porcentajes de error asociados al cdlculo HF y

EPT, en referencia a los valores NIST [53], que corresponden a valores determinados
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experimentalmente por espectroscopia fotoelectronica. El error reportado del calculo
EPT se calcula usando el valor P3 en comparacion con el valor NIST. Se encuentra que
el error en el calculo de HF en comparacién al valor experimental oscila entre 1,13%
a 3,54%, mientras el error asociado al valor EPT oscila entre 0,18% a 1,08%. Estos
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, ya que un aumento en el orden
perturbativo hace que los valores se acerquen més al valor real [46, 47]. Los célculos
EPT de tercer orden son los mas exactos y proveen la mejor descripcién posible del

potencial de ionizacién con el menor error asociado.

3.1.2 Potenciales de ionizacion FV

3.1.2.1 Potencial de ionizacién de FV sintetizados

Las estructuras de los FV sintetizados y los valores de PI determinados por EPT y
HF se observan en la Tabla 3. Se encuentra que los valores HF' difieren ampliamente
de los valores EPT. No es posible hacer una correlacion de estos valores con valores
experimentales ya que los PI de transiciones verticales de los FV no se encuentran
reportados en la literatura. Por otro lado, se encontré en la base de datos NIST el valor
del PI correspondiente al estilbeno, el cual posee un fenilo y un puente vinilo menos
que el esqueleto de FV. El valor NIST reportado para el PI del estilbeno corresponde
a 7,70 eV [53], los valores calculados HF y EPT corresponden a 7,63 eV y 7,71 eV,
respectivamente. Se encontré que para el estilbeno el valor EPT es mas exacto que el

valor HF, al igual que para la serie de PAH.
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Tabla 3: Valores de PI para los FV sintetizados

Fenilenvinileno Estructura Pl HF Pl EPT
FV-COOH 7,77 7,78
C
FV-COOH-CH; 7.85 7,80
FV-COOH-OCH; 7.41 7,29
FV-NO, < 7,70 7,60
c v c
Fv-Cl 7,46 7,39
[
C
FV-OH 7,25 7,08
‘ C
(™)
C
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Fenilenvinileno Estructura Pl HF PI EPT
FV-OCH; 7,03 6,88
FV-CN 7,94 7,96
-
FV-PYR 7,47 7,38
¢
©
¢

La Tabla 3 muestra que algunos de los FV sintetizados poseen PI que alcanzan valores
de 7,9 eV, lo que permite realizar procesos de transferencia electrénica efectivos a PAH,
que poseen PI en el orden de 6,0 eV a 7,8 €V, y a porfirinas y ftalocianinas que poseen
Pl en el orden de 6,0 eV a 7,5 eV. La Tabla 3 muestra que los PI de los FV sintetizados
pueden variar entre 6,8 eV hasta 7,9 eV, la variaciéon en el PI de los FV sintetizados
esta en el orden de 1 eV. Estas variaciones se deben a los diferentes sustituyentes de la
estructura de los FV. Segin la Tabla 3 las estructuras con sustituyentes electroatrac-
tores como el FV-COOH, FV-CN y FV-NO,, presentan los PI mas altos de la serie, por
otro lado las estructuras con sustituyentes electrodonadores como los grupos -OCHjz y
-CHj3;, presentan los PI mas bajos. La donacién de densidad electronica por parte de los
grupos electrodonadores permite estabilizar el catién radical resultante por la pérdida

del electron. Por lo tanto, el PI es menor en estructuras con grupos electrodonadores.
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3.1.2.2 Potencial de ionizacién de fenilenvinilenos candidatos

Se calculd el potencial de ionizacién a una serie de fenilenvinilenos candidatos con el
objetivo de guiar la sintesis de los F'V hacia la busqueda de estructuras con alto PIL.
Inicialmente se variaron las conformaciones de dos estructuras de fenilenvinileno que
corresponden a FV-COOH y F-H, se realiz6 el célculo a los isomeros geométricos trans-
trans, trans-cis y cis-cis. Posteriormente se variaron las posiciones de sustitucion y
se realizo el calculo de los isémeros estructurales orto, meta y para de las estructuras
FV-COOH, tal como se observa en la Tabla 4 y se encontr6 en el analisis de estas
moléculas que el potencial de ionizacién no se afecta considerablemente entre isémeros

geométricos ni isémeros estructurales.

El andlisis de los valores de PI de los isémeros geométricos del FV-COOH (ver Tabla
4), mostr6 que el valor de PI varia de 7,77 eV a 7,63 eV entre el isémero de mayor y
menor valor de PI del FV-COOH, es decir entre el isémero trans-trans y el isémero cis-
trans. La diferencia entre ambos potenciales de ionizacion es de 0,14 eV, el cambio en el
PI es pequeno en comparacion con el cambio en el PI al efectuar diversas sustituciones
sobre el esqueleto de F'V, como al adicionar otros grupos sustituyentes. Por otro lado,
los valores correspondientes al PI de los isémeros del FV-H varian entre 7,09 a 7,39
eV para el isdmero trans-trans y el isémero cis-cis, respectivamente, lo que corresponde
a una variacion de 0,3 eV, que es una modificacién pequena del valor de PI entre
estos isomeros. Adicionalmente, se determiné la variacién en el valor del PI entre los
isomeros estructurales orto, meta y para del FV-COOH, se encontré que el valor de PI
oscila entre 7,79 eV y 7,61 eV, para los isomeros meta- y para-, respectivamente, lo que

corresponde a una pequena variacion de 0,18 eV entre el isémero de mayor y menor PI.
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Tabla 4: Valores de PI para los isémeros de FV

Fenilenvinilenos

Candidatos Estructura Pl HF
FV-COOH
7.77
Trans-Trans w
FV-COOH (¥
. 7.63
Cis-Trans
C
FV-COOH
. 7.72
Cis-Cis
FV-H
7.09
Trans-Trans
FV-H
. 7.19
Cis-Trans <
C
FV-H
. [ % 7.39
Cis-Cis

C
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Fenilenvinilenos
Candidatos Estructura PlI HF
FV-COOH-Para 7.61
FV-COOH-Meta 7.79
¢
©
FV-COOH-Orto C 7.73
(e
<
C

Los valores de PI no se modifican considerablemente entre isémeros geométricos o es-
tructurales. Los cambios de PI entre isomeros estructurales y geométricos solo permiten
variaciones en el PI de méaximo 0,3 eV. Por otro lado, mediante la sustitucion del es-
queleto de FV con diferentes grupos funcionales, es posible hacer modificaciones en el
PI mayores a 1 eV, tal como se determiné en los cdlculos de la Tabla 3 y Tabla 5.
Concluimos que sintetizar isomeros estructurales o geométricos de una misma molécula
no es una forma efectiva de modificar el potencial de ionizacién. Adicionalmente, la
sintesis de estructuras tipo cis-cis y cis-trans es problematica debido a que se requiere un
cambio en la ruta de sintesis, se debe pasar de una sintesis de Heck (con rendimientos de
50% a 80%) a realizar una reaccién de Wittig, la cual genera porcentajes de rendimiento
no mayores al 15%, esto debido a la tension estérica imperante en las estructuras cis-cis

y cis-trans, lo cual dificulta la reaccién de sintesis.
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La Tabla 5 muestra una serie de FV candidatos con diferentes grupos sustituyentes.
La primera estructura F'V-H corresponde a la estructura primaria del F'V sin sustituir,
y posee un valor de PI de 7,09 eV, las siguientes tres estructuras FV-Naftaleno, FV-
Antraceno, y FV-Pireno corresponden a derivados de FV policilicos de anillo fusionado,
se observa como a medida de que se aumenta la conjugacion electronica se disminuye
el PI, debido a que es mas facil generar estructuras resonantes que permitan estabilizar

el cation radical resultante.

Sin embargo, los valores de PI para las tres estructuras de anillo fusionado son muy
pequenos para poder ser consideradas como estructuras candidatas a ser matrices
MALDI, ya que idealmente se espera que las moléculas candidatas posean potenciales
de ionizaciéon por encima de 7,5 eV. El rango de PI de las estructuras calculadas esta

en el orden de 6,33 eV a 6,78 eV, y no se cumple el criterio anteriormente expuesto.

Las estructuras FV-Isopropilo, FV-CHO y FV-Acetilo, se diferencian en las sustitu-
ciones en los carbonos 4 y 47, se encuentra que los sustituyentes electrodonadores como
el isopropilo disminuyen el PI en comparacién con el esqueleto de FV (FV-H). Los
grupos electroatractores de densidad electronica como el aldehido y acetilo permiten
aumentar el PI en cerca de 0,5 eV, en comparacion con el potencial de ionizacién del

nucleo de F'V sin sustituir.

Por otro lado, se estudié el efecto de usar heterociclos como componentes del FV,
como se observa en las estructuras de FV-Quinolina, FV-Indol, FV-Tiofeno, y FV-
Estiriltiofeno, se encontré que ninguna de estas sustituciones provee una estructura con

el potencial de ionizacion requerido para ser usada como matriz MALDI.
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Tabla 5: Valores de PI para los F'V candidatos

Fenilenvinilenos
Candidatos Estructura PI HE
FV-H 7,08
FV-Naftaleno 678
FV-Antraceno 636
FV-Pireno 623
FV-Isopropilo 6.92
<«
@
FV-CHO 755
o
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Fenilenvinilenos
Candidatos Estructura PI HF
FV-Acetilo 7.47
FV-Quinolina 6.91
FV-Indol 6.43
<€
¢
C
FV-Tiofeno 7.08
(o]
FV-Estiriltiofeno-1 7.00
¢
P, [
FV-Estiriltiofeno-2 P 7.37
C
¢
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3.1.3 Potenciales de ionizacion AA

La Tabla 6 muestra los potenciales de ionizacién calculados para la serie de AA. En
el caso especifico de los AA se busca que el potencial de ionizacién sea lo mas alto
posible con el objetivo de que en las etapas iniciales de interaccion de la matriz con el
laser no se formen cationes radicales y se permita el paso de la especie neutra a fase
gaseosa. Es necesario que se obtengan moleculas neutrales de forma inicial para que
posteriormente puedan ser protonadas en el cluster y permitan realizar la transferencia
del proton al péptido o proteina. Si se forman predominantemente cationes radicales
en la primera etapa del mécanismo MALDI, se disminuye la probabilidad de formar la
especie protonada, ya que en condiciones MALDI es poco probable termodinamicamente
que un cation radical estable sea protonado. Se requiere que el potencial de ionizacion
de los AA se encuentre por encima de los 8,0 €V, con el objetivo de evitar la formacién

de cationes radicales y promover la formacién del neutral de la matriz en fase gaseosa.

En la Tabla 6 se observa que todos los AA, excepto el AA-Indol, presentan potenciales
de ionizacién por encima de 8,0 eV. Adicionalmente, se observa en todos los casos que
la presencia del grupo CN en el carbono alfa aumenta el PI del derivado de AA, en
comparacion con su contraparte sin grupo CN; por ejemplo, el AA-Indol tiene un PI
de 7,52 eV, al introducir un grupo ciano en la posicion alfa de la a-fS-insaturacion la
molecula tendra un PI de 8,03 eV, es decir el PI aumenta en 0,51 eV, al adicionar el
grupo ciano. El aumento en el PI al adicionar grupos CN en una molécula se debe a
la naturaleza electroatractora de los grupos CN, los cuales causan electrodeficiencia en
la estructura electrénica del sistema conjugado, haciendo mas dificil la formacion del
cation radical y por lo tanto aumentando el valor del PI. El aumento del PI al adicionar
grupos CN en la a-f#-insaturacion ocurre con todos los demés derivados -CN analizados,

tal como se puede observar en la Tabla 6

50



Tabla 6: Valores de PI para los AA

Acido Acrilico Estructura PI HF
AA-Quinolina 8.01
[*
AA-CN-Quinolina 8.35
¢
AA-Indol 7.52
C
AA-CN-Indol 8.03
[*
AA-Tiofeno 8.67
C
AA-CN-Tiofeno 9.07
(=
AA-I-Tiofeno 8,60
(W]
AA-CN-I-Tiofeno 8,74
[®
AA-Furano 8,48
[®
AA-CN-Furano 8,96
[#]

o1




3.2 CALCULOS DE AP DE AA

Los valores de afinidad protdnica calculados para los diferentes sitios de protonacion
en la serie de AA se encuentran en la Tabla 7 Para los calculos se consideraron tres
sitios principales de protonacion a saber: el oxigeno del carbonilo, el oxigeno del grupo
hidroxilo y el heteroatomo del ciclo. El valor de AP para cada una de las moléculas
estudiadas corresponde al mayor valor determinado en los sitios mas probables de pro-
tonacién. Por ejemplo en el caso de la AA-Quinolina los valores son: 207,64 kcal/mol
para el oxigeno del carbonilo, 200,99 kcal/mol para el oxigeno del hidroxilo y 226,85
kcal /mol para el nitrégeno heterociclico. Por lo tanto el valor de la AP para la AA-
Quinolina es de 226,85 kcal/mol, ya que corresponde al mayor valor de los tres valores
calculados. Los valores calculados en el sitio mas probable de protonacién se encuentran

tabulados en la tabla Tabla 8.

Considerando como molécula de referencia el CHCA, con afinidad proténica de 199 a
201 kcal/mol [8], el valor calculado para el CHCA (201,02 kcal/mol) difiere entre 1 y
2 kcal/mol de los valores experimentales reportados. Teniendo en mente el desarrollo
de matrices MALDI con mejor desempeno que el CHCA, es entonces necesario que
entre otras caracteristicas las moléculas candidatas presenten AP menores que la del
CHCA (<200 kcal/mol). Esto debido a que una menor AP asegura que la transferencia
prétonica desde la matriz hasta el analito este mas favorecida termodinamicamente
durante el proceso MALDI. De la serie de moléculas estudiadas, solo dos presentaron
afinidades protoénicas inferiores a 200 kcal /mol y estas corresponden al AA-CN-I-Tiofeno
y AA-CN-Furano, ambas poseen sustitucién CN en la a-f-insaturacion. Los grupos
CN crean una deficiencia electronica en el carbono «, disminuyendo la disponibilidad

electronica en el oxigeno del carbonilo para realizar el enlaze con el proton libre.
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Tabla 7: Valores de afinidad proténica para la serie de AA en los diferentes sitios de
protonacién

Molécula Estructura AP [kcal/mol]
CHCA
H en el carbonilo W‘ 201,02
AA-Quinoli
Quino |na. 207,64
H en el carbonilo
(*
AA-Quinolina
H en el hidroxilo W‘ 200,99
AA-Quinolina
H en el nitrégeno heterociclico W 226,85
AA-Indol
H en el carbonilo 214,69
L *]
AA-Indol
H en el hidroxilo 206,92
(%)
C
AA-Indol
H en el nitrégeno heterociclico W 1055
¢ €
AA-Tiofeno ]
H en el carbonilo 208,26
()
AA-Tiofeno
H en el hidroxilo 198,39
(*]
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Molécula Estructura AP [kcal/mol]
AA-Tiofeno
H en el azufre heterociclico 175,82
[
(&)
AA-CN-Tlofen.o 208,07
H en el carbonilo
o
AA-CN-Tiofeno :
H en el hidroxilo 187,96
[ *)
AA-CN-Tiofeno
H en el azufre heterociclico 166,62
[(#]
AA-I-Tiofeno
H en el carbonilo 208,61
(&
AA-l-Tiofeno
H en el hidroxilo 199,95
[
AA-l-Tiofeno
H en el azufre heterociclico 175,53
[«
AA—CN—l—TIOfEI:IO 199,08
H en el carbonilo
&
AA-CN-I-Tiofeno
H en el hidroxilo 186,56
[ *]
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H en el oxigeno heterociclico

Molécula Estructura AP [kcal/mol]
AA-CN-I-Tiofeno
H en el azufre heterociclico 170,06
C
AA-Furano
H en el carbonilo ‘W‘ 208,24
C
AA-Furano ]
H en el hidroxilo hm‘i‘ 197,97
o
b
AA-Furano
H en el oxigeno heterociclico 166,59
[
AA-CN-Furan? 197,96
H en el carbonilo
()
AA-CN-Furano :
H en el hidroxilo 184,13
[*]
AA-CN-Furano 159.80
L #]
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Tabla 8: Valores de AP para la serie de AA

Molécula Sitio preferente de protonacién | AP [kcal/mol]
CHCA Oxigeno del carbonilo 201,02
A A-Quinolina Nitrégeno del heterociclico 226,85
A A-Indol Oxigeno del carbonilo 214,69
A A-Tiofeno Oxigeno del carbonilo 208,26
A A-CN-Tiofeno Oxigeno del carbonilo 208,07
A A-I-Tiofeno Oxigeno del carbonilo 208,61
A A-CN-I-Tiofeno | Oxigeno del carbonilo 199,08
A A-Furano Oxigeno del carbonilo 208,24
A A-CN-Furano Oxigeno del carbonilo 197,96
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4 PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS DE
ACIDOS ACRILICOS Y

FENILENVINILENOS

En este capitulo se analiza el comportamiento espectroscépico de ocho moléculas de
fenilenvinileno FV, y de seis derivados de AA usados como matrices para la ionizacién
MALDI por transferencia electrénica y protonica, respectivamente. El andlisis espec-
troscopico realizado comprende la determinacion de los espectros UV-vis en solucion,
€ a 356nm, y rendimientos cuanticos de fluorescencia a esta misma longitud de onda.
Los espectros UV-vis determinan la longitud de onda de maxima interaccion entre la
radiacion UV-vis y las moléculas estudiadas. El calculo de € permite estimar cuantitati-
vamente la capacidad de interaccién de las moléculas con la radiacién del laser MALDI
de 355 nm, y permite la comparaciéon de estos valores con los reportados para matrices
MALDI de referencia, como el DCTB y el CHCA. La determinacion de los rendimien-
tos cuanticos de fluorescencia da un estimado confiable de los procesos cuanticos no
radiativos que ocurren por interaccion de las moléculas de FV con el laser MALDI.
Se determiné que el maximo de los espectros UV-vis de la mayoria de los FV es muy
cercano a la longitud de onda de 355 nm, y que las € de algunos F'V son superiores a
las reportadas para las matrices MALDI tradicionales. Los espectros UV-vis de los AA

mostraron que la sustituciéon de los grupos ~CN en el carbono alfa de la oo — 8 insatu-
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raciéon tiene un efecto batocrémico sobre el nicleo de AA, que acerca la absorcion de las
moléculas con sustitucion —CN a 355 nm. Las propiedades espectroscopicas de esta serie
de moléculas se correlaciond con su estructura, lo cual permite predecir cuales presen-
taran mejor comportamiento como matrices MALDI a la luz de las teorias propuestas

acerca de su mecanismo.

4.1 FV Y AA SINTETIZADOS

Las estructuras de FV y AA se sintetizaron en el Laboratorio de Macromoléculas de la
Universidad Nacional. La Figura 3 y Figura 4 muestran los ocho FV y los seis AA

estudiados como matrices MALDI de transferencia electrénica y protonica.

4.2 ABSORCION ULTRAVIOLETA VISIBLE

En MALDI-UV la produccién de iones de la matriz depende considerablemente de
las propiedades 6pticas de la matriz y de la longitud de onda del laser [54, 55]. Los
instrumentos comerciales de MALDI permiten la atenuacién de la energia del léaser,
pero operan a valores de longitud de onda fijos de 337 y 355 nm para laser de Ny y
Nd:YAG, respectivamente; por lo tanto el diseno racional de matrices MALDI implica
necesariamente que la longitud de onda de maxima absorcién de la matriz sea lo mas

cercana posible a estos valores.

En la literatura en encuentran algunos reportes de las propiedades 6pticas y fotolu-
miniscentes de algunos oligo FV [43, 56-58]. En general, se encuentra que los tipos de
sustituyentes y su posicion en el nticleo de FV influye fuertemente en sus propiedades

6pticas [56, 57, 59, 60]. Tipicamente, la presencia de grupos alquil o alcoxi en el anillo
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Figura 3: Estructura de las moléculas de FV sintetizadas
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Figura 4: Estructura de las moléculas de AA sintetizadas
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central mejora la solubilidad de estas moléculas en solventes polares [56, 61]; mientras,
que la presencia de estos sustituyentes en los anillos periféricos induce corrimientos en la
absorcién UV-vis y en la emision de fluorescencia. En esta investigacion se utilizé el 1,4-
diestiril benceno (ntcleo de FV) como estructura modelo a la que se introdujeron grupos
electrodonadores (-CHs, -OCHj3, y OC2H,OH) en la unidad fenileno central, y grupos
tanto electrodonadores (-OCHj3) como electroatractores (-Cl, -NO,, -COOH, -CN) en
los anillos periféricos. Para algunas de las estructuras estudiadas, especificamente FV-
COOH, FV-COOH-CHj3 FV-CI, FV-NO,, FV-OH y FV-OCHs;, ya se ha reportado el

mecanismo de sintesis y algunas propiedades optoelectronicas [42, 43, 62-64].

La Figura 5 muestra los espectros de absorcion UV-vis para la serie de F'V. De acuerdo
con los reportes de la literatura los F'V exhiben dos bandas de absorcién caracteristicas
en el rango de 300 a 390 nm y 320 a 520 nm [56, 60]. La presencia y posicién de
varios grupos funcionales en el nicleo de FV causa desplazamientos en las longitudes
de onda de méaxima absorcion, iniciando por el corrimiento al azul en las bandas de
absorcién del FV-COOH-CH; (a 367 nm) y terminando con el corrimiento al rojo en
las bandas del FV-NO, (a 447 nm). Con respecto a la longitud de onda de 355 nm,
todos los FV estudiados presentan un corrimiento batocrémico, tal como se puede
observar en la Figura 5, en donde la linea punteada corresponde a la longitud de
onda de 355 nm. Con el objetivo de estudiar el efecto de la sustitucion del nicleo de
FV (1,4-diestirilbenceno) con los diversos grupos funcionales usados en este estudio, se
calcul6 el corrimiento efectivo en el maximo de la longitud de onda como la diferencia
entre el maximo de absorcién experimental de cada FV en comparacion con el maximo
de absorcién reportado para el FV de referencia o 1,4-diestirilbenceno [60], usando la

Ecuacion 4.1.
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Figura 5: Espectros de absorcién UV-vis de los F'V
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Los valores de los maximos de absorcién, determinados mediante la derivada de espec-
tro y los corrimientos asociados se observan en la Tabla 9. Es posible establecer una
tendencia al examinar los valores de la longitud de onda de méaxima absorciéon para
los espectros de la serie de FV, claramente la presencia de los grupos electroatractores
como —NO,, y —Cl en los fenilenos terminales (posiciones Ry) producen un corrimiento
batocréomico de 66 y 18 nm, respectivamente, con respecto al maximo de absorcién para
el esqueleto del FV (1,4-diestirilbenceno, 381 nm). Este corrimiento es debido proba-
blemente a un incremento en la longitud de la conjugacién efectiva de las nubes 7 en
el estado excitado, como se ha reportado previamente [57, 60]. La presencia de grupos

alcoxi con capacidad electrodonadora media, induce también un corrimiento al rojo
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en la banda de maxima absorcién que corresponde a 17 y 14 nm para las estructuras
FV-OCH3 y FV-OH. Por otro lado, la presencia de grupos -COOH y -CN en los anillos
laterales causa un corrimiento hipsocrémico (al azul) en el maximo de absorcién de 6,
9, vy 14 nm para el FV-COOH, FV-CN y FV-COOH-CHjs, respectivamente. Los cor-
rimientos al azul en general se atribuyen a sustituyentes que previenen la planarizacion,
mediante la reduccién de la longitud de la conjugacién m en el estado excitado [57, 60].
Las moléculas FV-COOH-CHj3 y FV-CN son los FV que presentan valores de \,,,, mas

cercanos a la longitud de onda de 355 nm.

Tabla 9: )\, y corrimientos caracteristicos de los F'V

Corrimiento respecto al niicleo | Corrimiento respecto al laser

Molécula Amaz [0} de FV 381 nm [nm] de Nd:YAG 355 nm [nm)]
FV-COOH-CH; 367 Hipsocrémico 14 Batocrémico 12
FV-CN 372 Hipsocrémico 9 Batocrémico 17
FV-COOH 375 Hipsocrémico 6 Batocrémico 20
FV-OH 395 Batocrémico 14 Batocrémico 39
FV-OCH; 398 Batocrémico 17 Batocrémico 43
FV-Cl 399 Batocrémico 18 Batocrémico 44
FV-COOH-OCH; 408 Batocrémico 27 Batocrémico 53
FV-NO, 447 Batocrémico 66 Batocrémico 91

Los espectros UV-vis de los AA estudiados se muestran en la Figura 6. La linea
punteada de la figura corresponde a la longitud de onda de 355 nm. Las bandas de ab-
sorcion de los AA corresponden a transiciones m—7* al interior de los anillos aromaticos
y la a — 3 insaturacién. La serie de AA es muy interesante ya que corresponde a tres
moléculas de acido acrilico y sus respectivos analogos que difieren en la presencia del
grupo -CN en el carbono alfa (ver Figura 4). La Figura 6 muestra en lineas pun-
teadas los espectros de las moléculas AA-Furano, AA-Tiofeno y AA-I-Tiofeno, por su
parte las lineas solidas corresponden a los espectros UV-vis de estas mismas moléculas,

pero que poseen sustitucién -CN en el carbono alfa y corresponden a AA-CN-Furano,

AA-CN-Tiofeno y AA-CN-I-Tiofeno.
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Figura 6: Espectros de absorcién UV-vis de los AA. Las lineas solidas representan los
AA con grupo -CN, las lineas punteadas representan su contraparte sin el grupo -CN.
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Se calculé la longitud de onda de maxima absorcién para cada uno de los AA mediante
la derivada del espectro de absorcién, los datos se encuentran tabulados en la Tabla
10. A partir de la Figura 6 y la Tabla 10 es posible concluir que la sustitucion de
los grupos -CN en la posicion alfa causa corrimientos hacia el rojo en las tres moléculas
estudiadas con respecto a las moléculas no sustituidas en el carbono alfa de la oo — 8
insaturacion. Por ejemplo, al sustituir AA-Furano con el grupo -CN para formar el
AA-CN-Furano el maximo en el espectro de absorcién se corre 36 nm hacia el rojo. En
el caso del AA-CN-Tiofeno con respecto al AA-Tiofeno el corrimiento hacia el rojo es
de 34 nm, y para el AA-CN-I-Tiofeno es de 38 nm. En general existe un corrimiento
batocromico promedio de 36 nm cuando se introduce un grupo -CN en la posicién
alfa de la estructura de los AA. La Tabla 10 muestra a su vez que los derivados -CN

presentan \,,,, mas cercanas a la longitud de onda de 355 nm.
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Tabla 10: )\, v corrimientos caracteristicos de los AA

Molécula A\ (m] Corrimiento con respecto al
e laser de Nd.YAG 355 nm [nm]
A A-Furano 298 Hipsocrémico Y
A A-Tiofeno 306 Hipsocrémico 49
A A-I-Tiofeno 324 Hipsocrémico 31
A A-CN-Furano 334 Hipsocrémico 21
A A-CN-Tiofeno 340 Hipsocrémico 15
A A-CN-I-Tiofeno 362 Batocrémico 7

4.3 ABSORTIVIDAD MOLAR

En la Figura 7 se muestran las curvas de € obtenidas para los FV. A partir de las curvas
se determinaron los coeficientes de € a 355 nm, valores que se encuentran reportados en
la Tabla 11. Los datos obtenidos son precisos debido a que el coeficiente de correlacion
(R?) de la linealizacién de todas las curvas fue superior a 0,99. La determinacién de las
£ a 355 nm permite la comparacién entre la capacidad de absorcién de la serie de FV y
las matrices MALDI estandar como el DCTB y el CHCA. Los valores experimentales
obtenidos de €355, para el CHCA (15.490 M~tem™!) y el DCTB (30.144 M~em™!)

son similares a los valores reportados en la literatura [12, 54].

Todos los derivados de FV, con excepcion del FV-OCHs, tienen valores de €355, por
encima del valor del CHCA (>15.490 M~'em™1), por otro lado el FV-CN, FV-COOH-
CHj3 y el FV-OH poseen valores de e355,,, mayores que los valores correspondientes
al DCTB (>30.144 M~'em™!). Cuantitativamente, en comparacién con el CHCA y
DCTB, el incremento en la €355, del FV-CN corresponde a 366% y 140%, respectiva-
mente. Con base en estos resultados es posible concluir que la capacidad de absorciéon

de fotones del FV-CN es superior a las matrices tradicionales.
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Figura 7: Curvas de e355,,, de los FV
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La formacién primaria de iones en UV-MALDI generalmente se entiende en términos
del modelo de fotoexcitacion y pooling. Debido a que la transferencia electronica en
UV-MALDI requiere la fotoexcitacion/fotoionizacion de la matriz, las propiedades op-
toelectrénicas de la matriz juegan un papel crucial en la generacién primaria de iones

a través de procesos de excitacién, migracion y concentracion de energia [65].

Se ha reportado que el aumento de la ¢ de la matriz a la longitud de onda de trabajo de
laser conduce a un aumento considerable en la cantidad de iones de la matriz y el analito
que se detectan [6]. En una matriz con alta ¢ la densidad energética en la superficie
de la muestra se puede incrementar, debido a la absorcion eficiente de fotones, lo que
producird més iones primarios de la matriz [66, 67] que serdn usados para la formacién

de iones del analito.
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Tabla 11: e355,,, de los FV y algunas moléculas de referencia

Molécula €355nm M Tem ™1
FV-CN 72.242
FV-COOH-CH; 42.499
FV-OH 33.728
FV-COOH 22.987
FV-Cl 22.655
FV-COOH-OCH; 19.336
FV-NO, 17.637
FV-OCH; 15.482
CHCA 15.490
DCTB 30.144
Antraceno 4.993

Con relacién a las propiedades de € para la serie de AA, se encontré que existe una
amplia diferencia entre los derivados de AA y sus contrapartes con grupo -CN. Las
curvas y los valores de €355,,, para estas moléculas se observan en la Figura 8 y en la
Tabla 12. Los espectros UV-vis (Figura 6) muestran que la presencia del grupo a-CN
ocasiona un corrimiento batocrémico en la longitud de onda de maxima absorcién de los
AA, acercandolos a la longitud de onda del laser (355 nm). Los valores de €355, siguen
esta misma tendencia. Mientras las €355, de los AA sin grupos -CN oscilan entre 2.583
y 51 M~tem™!, las €3550, de los derivados con -CN aumentan considerablemente con
valores entre 25.398 y 12.845 M~!lem™!. De estas moléculas solo el AA-CN-I-Tiofeno

(25.398 M~'em™1) presenta una absortividad mayor a la del CHCA (15.490 M~tem™).

Tabla 12: e355,,, de los AA

Molécula e [M'em™!]
A A-CN-I-Tiofeno 25.398

A A-CN-Tiofeno 14.440

A A-CN-Furano 12.845

A A-I-Tiofeno 2.583

A A-Tiofeno 81

A A-Furano 51
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Figura 8: Curvas de €355, de los AA

4.4 RENDIMIENTO CUANTICO

Tal como se especifico en la metodologia, inicialmente se realizé una calibracion del
método, determinando el rendimiento cuantico del sulfato de quinina usando antra-
ceno como estandar; y viceversa. Los valores obtenidos experimentalmente de ambos
estandares concuerdan con los valores reportados en la literatura, con un error menor
al 5%. Después de la calibracién con los compuestos estandar se procedié a determinar
los rendimientos cuanticos de fluorescencia de los FV, con respecto a cada fluoréforo de
referencia. Los valores de rendimiento cuantico radiativo y no radiativo para los FV y

las moléculas de referencia se reportan en la Figura 9

Los decaimientos cudnticos de fluorescencia, tanto radiativos (®g) como no-radiativos
(Png), de la serie de FV dependen de la estructura molecular del derivado. En com-

paracion con el nicleo de 1,4-diestirilbenceno, reportado como altamente fluorescente

68



Rendimientos cuanticos de fluorescencia radiativos y |:| Radiativo
1 o No-radiativos B No-radiativo
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Figura 9: & y ®yr para los FV a 355 nm. *FV=1,4-diestirilbenceno.

en solucién (Px=0,9) [60], los derivados estudiados presentan una dramética reduccién
en los valores de fluorescencia tal y como se observa en la Figura 9. El FV-CN y los
FV acidos (FV-COOH, FV-COOH-CH; y FV-COOH-OCHj3) exhiben valores de ® de
0,27, 0,29 y 0,38, 0,40, respectivamente. Estas moléculas experimentan la reduccién
mas significativa del rendimiento cuantico radiativo de todos los FV analizados. Los
bajos valores de ®g, o altos valores de ® g, se atribuyen mayoritariamente a una severa
deformacién de la estructura planar de los FV [56, 60]. Bajos valores de ¢z promueven
un camino de relajacién predominantemente térmico, un efecto importante durante el
proceso de desorcién en MALDI debido a que se relaciona con el calentamiento, ex-
pansion e incremento en la desorcion de la matriz asociado con un mejoramiento en la
liberacién de iones a la fase de gas [66, 67]. Desde el punto de vista de la espectrometria
de masas ambos rendimientos cudnticos (tanto radiativos @z como no radiativos ®np)
son importantes dependiendo del tipo de analito a ser ionizado. En analitos labiles, si

el camino de relajacion de la matriz es predominantemente térmico, se puede favorecer
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la fragmentaciéon del analito. En analitos no-labiles las matrices con mayor rendimiento
cuantico no radiativo son ideales debido a que se mejora la liberacién de iones a fase
gaseosa. Una reduccion de la longitud de conjugacién 7 efectiva y la disminucién de la
planaridad en las estructuras FV-CN, FV-COOH, FV-COOH-CH3 y FV-COOH-OCHj;
explica las observaciones de bajos valores de @ y los corrimientos hipsocromicos en el

espectro UV-vis de estos derivados.

Por otro lado, las moléculas FV-Cl, FV-OCHj3 y FV-OH exhiben 5 de 0,52, 0,53, y
0,55, casi equivalentes a @ yr. A pesar de que hay una reduccion de ® g para esas estruc-
turas en comparacion con el nucleo de 1,4-diestirilbenceno, aparentemente la presencia
de los grupos —Cl y —OCH3 no interfieren considerablemente con la planaridad del sis-
tema. Algunas observaciones hechas por Sierra [43] y Heller [60] indican la posibilidad
de la formacion de puentes intramoleculares de hidrégeno en los analogos FV-OH y FV-
OCH3;, que involucran el oxigeno en las unidades -OH y ~OCH3 del anillo central con los
hidrégenos de los grupos vinilenos adyacentes. Estos enlaces de hidrogeno mantienen
la planaridad del sistema, lo que permite explicar porque los valores de ®z no cambian
tan drésticamente. Adicionalmente, un incremento en la longitud de la conjugacién
7 efectiva y un incremento en la planaridad del FV-Cl, FV-OCH3 y FV-OH explica
los altos valores de @y y el corrimiento batocrémico en el espectro UV-vis para estos
derivados de FV. Finalmente, debido a que el FV-NO,, presenta una longitud de onda
de maxima absorcién muy corrida al rojo (447 nm), esta molécula no mostré emisién
fluorescente a la longitud de onda de excitacién de 355 nm; por esta razon el valor de

®y para este derivado no se incluye en la Figura 9.
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5 ESTUDIO DE LA IONIZACION MALDI CON

MATRICES DE FENILENVINILENO

En esta seccién se reporta el desempeno de la serie de FV como matrices MALDI. El
analisis de los espectros MALDI-TOF de las moléculas puras o en presencia de acidos o
cationes metalicos demuestra que no es posible obtener moléculas de FV protonadas o
sus aductos con cationes metalicos. Al someter los F'V a las condiciones del experimento
MALDI siempre se observa la formacién de cationes radicales. Consecuentemente los
derivados de FV no son efectivos en procesos de ionizacién que requieran transferencia
o abstraccién proténica, como los comtinmente observados en la ionizacion de péptidos.
Adicionalmente, en este capitulo se reportan las curvas de aparicion de iones a difer-
entes energias por pulso del laser para cada uno de los F'V. Debido a que los espectros
MALDI de las matrices FV, exhiben unicamente formacién del cation radical de la
matriz, los iones moleculares de FV resultan ser efectivos en procesos de ionizacién
por transferencia electronica. Los FV se utilizaron en la ionizacién de analitos con
tendencia a formar catiénes radicales, como las moléculas con estructura de anillo fu-
sionado, porfirinas y ftalocianinas. Se observé que las matrices F'V realizan un proceso
de transferencia electrénica efectivo a los analitos modelo, y que este proceso depende
de la energia de ionizacién del derivado FV y de sus caracteristicas optoelectronicas.

El derivado FV-CN exhibe el mejor desempeno como matriz MALDI pues permite au-
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mentos en la senal de hasta 56 veces, en comparacion con la senal sin matriz o LDI. A
su vez, el uso de la matriz FV-CN disminuye considerablemente el limite de deteccién
del analito que en la mayoria de los casos alcanza valores de 2,5 fmol usando matriz
FV-CN. Se determiné adicionalmente que el uso de las matrices F'V evita consider-
ablemente la fragmentacion de analitos labiles como estructuras modelo de asfaltenos,
con sobrevivencias que alcanzan el 100% para los iones monisotépicos de estos analitos

usando FV-CI.

5.1 ESPECTROS LDI DE LOS FV

La Figura 10 muestra los espectros de masas LDI de la serie de FV estudiados, usando
2,5 nmol de cada compuesto en target. Los espectros de masas poseen pocas senales
pues no se observan agregados tal y como sucede con matrices tradicionales como el
CHCA, antraceno, 9-nitroantraceno y DCTB (ver Figura 11). El ion més abundante
en los espectros de masas de los F'V corresponde en todos los casos al catién radical

M-, como se observa en la Figura 10.

Los FV acidos FV-COOH, FV-COOH-CH3 y FV-COOH-OCHj3 se caracterizan por la
pérdida del radical hidroxilo (‘OH) y formacién del catién [M-OH] T de baja abundancia.
El FV-COOH (Figura 10a) exhibe las senales en m/z 370 y 353 correspondientes al
ion molécular M*- y el fragmento [M-OH]", respectivamente. Un comportamiento
similar se observa en los espectros del FV-COOH-CHj3 (Figura 10b) y el FV-COOH-
OCH; (Figura 10c) en donde se observa el catién radical M™ en m/z 398 y 430
respectivamente, y la pérdida del radical hidroxilo para formar el catién [M-OH]* en

m/z 381 y 413, respectivamente.
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Figura 10: Espectros de masas de los FV. a) FV-COOH, b) FV-COOH-CH3, ¢) FV-

COOH-OCH3, d) FV-CN, e) FV-Cl, e) FV-NO,, f) FV-OCH; y g) FV-OH
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Por otro lado, los derivados FV-CN, FV-CIl, FV-NO,, FV-OCH;3 y FV-OH (Figuras 10
d,e,f,g,h), no exhiben fragmentacion y se observan principalmente los cationes radicales
en m/z 332, 410, 432, 582 y 522, respectivamente. Los patrones isotépicos de todos los
FV coinciden con los patrones isotopicos calculados. Las senales de los espectros de los

FV no evidencian la formaciéon de agregados, o de oligdmeros en fase gaseosa.

Las matrices de transferencia electrénica tradicionales en MALDI como el DCTB y
el 9-nitroantraceno muestran una formacion extensiva de aductos en MALDI, lo cual
interfiere con el andlisis de analitos de bajo peso molecular [10, 15]. Los espectros del
DCTB en modo positivo muestran no solo la formaciéon del cation radical, sino a su
vez los aductos [M+H]", [M+Na|*, [2M+H]", entre otras senales, las cuales dominan
el espectro en masas bajas [12] tal como se observa en la Figura 11. Por otro lado, el
9-nitroantraceno produce aductos por m — 7 stacking, que se detectan en el rango de
m/z 200 a 800 [15]. Por su parte los FV, pueden ser potencialmente usados en la carac-
terizacion de analitos de bajo y alto peso molecular, ya que no presentan interferencia

en ninguna de estas regiones del espectro.

5.2 PROTONACION Y CATIONIZACION

El mecanismo de ionizacion MALDI de transferencia proténica implica el paso de la
matriz (M) a fase gaseosa y la formacién en fase gaseosa de un aducto [M+H]". Es
indispensable que la matriz posea una afinidad protonica baja, que permita la formacion
de la especie [M+H]" y la posterior transferencia del protén al analito [2]. En el
analisis de los espectros de masas se observo que los FV presentan senales debidas
exclusivamente a la formacién del catién radical M. Con el objetivo de observar si

es posible la formacion de moléculas protonadas de los FV, se realizaron experimentos
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Figura 11: Espectros de masas de las matrices MALDI tradicionales. a) DCTB, b)
CHCA
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en los cuales los F'V se cristalizaron en presencia de acidos organicos como fuente de
protones. En todos los casos los espectros de masas obtenidos en los experimentos
de acidificacion, variando el tipo y la concentracion del acido, son iguales a los de las
muestras a las que no se les agregd acido. Se concluye que incluso en condiciones
dcidas extremas no es posible formar el i6n protonado de los FV o [M+H]". Esta
caracteristica implica que existe poca viabilidad para el uso de matrices FV como

matrices de transferencia proténica.

Por otra parte algunas matrices MALDI pueden ionizar analitos, como polimeros, carbo-
hidratos y algunas macromoléculas, mediante un mecanismo de transferencia cationica
[52, 68]. El proceso de transferencia catiénica es andlogo al de transferencia proténica;
para que la transferencia ocurra la matriz debe adquirir un cation en fase gaseosa y

transferirlo al analito. Para los experimentos de cationizacién se usaron los cationes
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Na®, K*, Lit y Ag™, tal y como se describe en la seccién experimental. En los experi-
mentos de cationizacion con los FV no se observaron iones correspondientes a moléculas
cationizadas. De acuerdo con estos resultados es posible afirmar que los F'V estudiados

no se pueden utilizar como matrices de transferencia proténica o catiénica.

5.3 CURVAS DE APARICION DE IONES DE LA

MATRIZ

En esta seccion se discute el efecto del cambio de la energia por pulso del laser en la
apariencia general de los espectros de masas de los FV. Para simplificar la discusion
se presentan los datos para el F'V-CI pues los resultados son similares a los obtenidos
con los demas derivados. En la Figura 12 se muestran los espectros de masas del
FV-CI en modo positivo, utilizando energia por pulso de 0,47, 1,08 y 2,32 pJ. A medida
que se aumenta la energia por pulso del laser, se incrementa la abundancia del i6n
molecular (en el caso del FV-Cl el ién en m/z 410). En el caso especifico del FV-CI,
la abundancia del i6n molecular aumenta de 1,6x10* (0,47 pJ) a 1,2x10° (2,32 uJ).
Sin embargo, usos de valores superiores a 0,47 uJ por pulso provocan la aparicién de

fragmentos y agregados de la matriz.

En la Figura 13 se observan las curvas de apariciéon de los iones moleculares de los
FV. Para la construccion de la curva se varié la energia por pulso del laser y se observé
su efecto sobre la abundancia de la senal del ion molecular M para cada FV. En
las curvas se considera la especie M que corresponde a la senial mds abundante de los
espectros de masas de los F'V y adicionalmente, en procesos de transferencia electronica,
es la responsable de la ionizacion del analito. En los experimentos se utilizé la misma

cantidad de cada derivado de FV y de la matriz de referencia DCTB (2,5 nmol en
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Figura 12: Espectros del FV-CI a diferentes energias del laser
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target); la energia por pulso del laser se incrementé de 0,14 a 2,4 pJ.

La energia de apariciéon para una matriz MALDI se define como la energia por pulso
requerida para obtener una senal con relacién senal ruido S/N>3. Bajo las mismas
condiciones experimentales se puede observar, en la Figura 13, que las energias de
aparicion de los F'V son mucho mas bajas que las de el DCTB. Las moléculas FV-OCH3,
FV-Cl y FV-OH exhiben energias de aparicién de 0,14, 0,17 y 0,22 pJ, respectivamente,
mientras el FV-COOH-CH3, FV-COOH y FV-NO, muestran energias de aparicion mas

altas de 0,27, 0,27 y 0,34 uJ, respectivamente.

Bajo las condiciones experimentales usadas la energia de aparicion del DCTB corre-
sponde a 0,58 pJ. En MALDI se recomienda usar energias de trabajo, para las matrices,
de dos a tres veces su potencial de aparicién. Las energias de aparicién de los F'V son

extremadamente bajas, en comparacion con la matriz estandar DCTB, por lo tanto
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Figura 13: Curvas de aparicion de iones de los FV evaluando la abundancia
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el desarrollo de aplicaciones analiticas con estas matrices requerird menor energia del
laser. El uso de bajas energias es beneficioso, no sélo porque se disminuye la contam-
inacion de las superficies internas del equipo y se aumenta la vida 1til del laser, sino

porque se mejoran los resultados en términos de sensibilidad y resolucién.

Por encima de las energias de apariciéon la abundancia de iones crece rapidamente
con el incremento de la energia del laser y posteriormente su crecimiento se detiene,
probablemente debido a la saturacién del detector [69], tal como se observa en la Figura
13. La seccién lineal en la curva de aparicion de iones puede ajustarse a una funcién
del tipo Y~H" donde Y corresponde a la abundancia del ion, H es la energia del laser
y m es un parametro que depende del desempeno de la matriz [69]. Para los FV usados
el valor de m varia de 5,5 a 9,5; mientras que para el DCTB m corresponde a 4,5.
Un alto valor de m, implica una alta producciéon de iones al aumentar la energia del
laser. Claramente bajo condiciones experimentales idénticas, los FV no solo tienen la

habilidad de absorber energia del laser mas eficientemente, a su vez producen mucho
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Figura 14: Curvas de aparicién de iones de los

relacién senal ruido y resoluciéon

6x10*
[
5x10* ’\\
I
{0
[e) - I §
8 4x10 ! \\
2 ! \ @
) N
[ AR 5
S ax10'4 LD D
»n ] / ii g
! ] -
S A SN i"—{§\§\ 3
3 R AN s |
S ox10'4 1 L/ 1€ g NE
& ] I 5/ P \\\f\ \i
~ ~ N
[ ] I’, ;E/ \\i\\ r TN
4 ’Il ,/ 4 \ \\ \\\E\\
1x10" l{ 'l ® }1\\ -3
/ ‘,’_ - \E \\i:\
= s N
g ., g
0 #F o o-o--0--0--06---0--=
T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

FV evaluando los

parametros de

1,8x10*
L —e- FV-COOH
\ -e- FV-COOH-CH3
\ FV-COOH-OCH3
4| —e- FV-CN
1,5x10 i\ I
\ - - FV-NO2
E\ —o- FV-OCH3
g —e- FV-OH
1,2x10* A 3 -e- DCTB
!#\ \‘
g=m\
W& \\i
Xy B\
9,0x10° !\“\;‘* N
\
i\; \\ \
s N
3 \\i RN i\ -
6,0x10° NSNS
} \ - \\i - i
‘:\ S IV L T ~< -
o % N "\-:i -1 :i
3,0x10° NECR O Es g T~
e T~ i Bl '!
~& - - - ‘i-
-a ~-_ 4
N,
0’0 T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Energia por pulso [uJ]

mas iones en comparacion al DCTB.

La Figura 14 muestra la evolucién de la relacién senal ruido (S/N) y la resolucién de

la senal del cation radical de la serie de los F'V a medida que se aumenta la energia del

laser. Segun lo esperado el valor de S/N se incrementa considerablemente y alcanza

un maximo en cerca de dos a tres veces por encima de las energias de aparicién de las

senales para cada uno de los FV, a partir de este punto, a medida que se aumenta la

energia del laser el valor de S/N disminuye.

Como se puede observar en la Figura 13 la abundancia aumenta con la energia del léser

o permanece constante, por lo tanto la disminucién del valor de S/N se debe tinicamente

a un aumento en el ruido espectral, producido por los procesos de fragmentacion de la

matriz a altas energias de ldser. Los derivados de FV exhiben valores maximos de S/N

a 0,59 pJ (S/N: 55.600) para el FV-OCHj3 0,89 uJ (S/N: 25.900) para el FV-OH, 0,80

pJ (S/N: 38.000) para el FV-CI, 0,89 pJ (S/N: 20.600) para el FV-NOy, 0,89 pJ (S/N:
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26.900) para el FV-COOH-CHj y 1,61 pJ (S/N: 25.781) para el FV-COOH. Para el
DCTB un valor maximo de S/N: 74,5 se observé a 1,09 pJ. Por otro lado, el aumento
de la energia del laser promueve una disminucion en la resolucién de las senales debido
a un incremento en el ensanchamiento temporal, espacial y de distribucién de energia

cinética.

5.4 IONIZACION DEL NAFTOPIRENO USANDO

MATRICES FV

Debido a que los FV se ionizan formando cationes radicales, se decidié usar como analito
una molécula susceptible a ionizacién por transferencia electrénica: el nafto[2,3-a]pireno
(naftopireno, NP). Los andlisis se realizaron utilizando relaciones molares analito:matriz
1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. A primera vista se observé un aumento considerable de
la senal del NP, en comparacién con el experimento LDI, al usar algunos de los FV. La
Figura 15 muestra los espectros de masas para el NP sin matriz (LDI) y con matriz

FV-CN y FV-COOH-CHj3 usando 25 pmol de NP en target.

Se encontré que la molécula en si misma se ioniza sin necesidad de matriz (Figura
15a), sin embargo el uso de matriz aumenta considerablemente la senal del analito,
como se puede observar en la Figura 15b y Figura 15c. La abundancia de la senal
del NP aumenta de 8x10° en LDI a 4,8x10° y 9,5x10* usando FV-CN y FV-COOH-
CHjs, respectivamente, esto corresponde a un incremento en la abundancia de 56 y 11
veces, en comparacion con la senal LDI. Estos resultados demuestran inequivocamente
que con las matrices FV-CN y FV-COOH-CHj es posible realizar la ionizacién por

transferencia electréonica del NP.
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Figura 15: Espectros de masas del NP (12,5 pmol, 1,3 pxJ por pulso, relaciéon molar
analito:matriz 1:100). a) Espectro LDI, b) Espectro del NP usando FV-CN como
matriz, ¢) Espectro del NP usando FV-COOH-CHj como matriz. Los espectros de la
derecha corresponden a un acercamiento a la senal en m/z 302 correspondiente al catién
radical del NP
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Se ha determinado que los procesos de transferencia electronica en fase gaseosa ocurren
mediante un mecanismo de dos pasos, donde inicialmente la matriz (M) se fotoioniza
para producir un cation radical de acuerdo a la Ecuacion 5.1, y posteriormente el cation
radical de la matriz sufre un proceso de trasferencia electrénica con el analito (A), para
producir un cation radical del analito y un neutral de la molécula de la matriz de

acuerdo a la Ecuacién 5.2 [2, 66].

M +nhy — M* (5.1)

MY+ A— M+ AT (5.2)

Limbach y colaboradores [67] postularon que la formacion del cation radical del analito
solamente ocurre si la energia de recombinacion de la matriz excede a la energia de
recombinacion del analito. Aproximando la energia de recombinacion de la matriz y el
analito al PI vertical, se debe cumplir el criterio PI; > PI4 para que los procesos de
transferencia electrénica sean favorables a la formacion del cation radical del analito.
Adicionalmente, los autores observaron que las abundancias de iones del analito estan
directamente relacionadas con las diferencias de PI entre la matriz y el analito; con
diferencias més altas se genera un proceso de transferencia electrénica mas favorable [66,
67]. Por lo tanto, la determinacién del PI de las matrices y los analitos es fundamental

para las aplicaciones analiticas en MALDI de transferencia electrénica.

La Figura 16 muestra los PI de las matrices FV y el analito de NP. Se observa que
el FV-CN puede realizar un proceso de transferencia electrénica eficiente con el NP,
ya que se cumple la condicién Plgpy_cny > Plyp, esto mismo ocurre para las matrices
que tienen potencial de ionizacion por encima de 6,89 eV que corresponde al PI del

NP. Por otro lado, la molécula FV-OCHj3 no puede realizar un proceso de transferencia
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Figura 16: Célculos EPT del potencial de ionizacién de los FV y el NP. El valor
calculado para el NP es 6,89 eV por EPT, el valor reportado en la NIST corresponde a
6,82 eV
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electronica efectivo para la ionizacién del NP, ya que Plyp > Plpy_ocns, en este caso
la matriz de FV-OCHj actia suprimiendo la senal del NP, ya que termodinamicamente

es mas probable la formacién del catién radical del FV-OCH3 y el neutral del NP.

Las matrices de transferencia electrénica en MALDI poseen valores altos de PI, sin
embargo los PI no pueden ser tan altos, que el proceso de fotoionizaciéon no ocurra
a condiciones MALDI. Comunmente los valores de PI para matrices comerciales de
MALDI de transferencia electrénica varian de 7,0 eV para el 9,10-difenilantraceno [11]
a 8,22 eV para el DCTB [66]. Los cédlculos realizados indican que el PI para la serie
de FV varia entre 6,88 eV para el FV-OCH3, hasta 7,96 eV para el FV-CN. Los altos
valores de PI del FV-CN y FV-COOH-CHj3 permiten el uso de estas moléculas en

reacciones de transferencia electrénica.

La Figura 17 muestra el cambio en la relacion senal ruido del cation radical del NP
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(m/z 302) mediante el uso de la serie de matrices FV y la matriz estindar DCTB.
Usando una relacién molar analito:matriz de 1:10 (125 pmol de NP en target, Figura
17a) se observa un enriquecimiento en la sefial del ion molecular del NP, en referencia
al espectro LDI, de 56%, 68%, 116%, 124% y 157% con las matrices FV-Cl, FV-CN,
FV-NO,, FV-COOH y FV-COOH-CHs, respectivamente. El incremento en S/N cor-
relaciona perfectamente con las diferencias en potencial de ionizacién entre el analito y
la matriz. Diferencias de 0,58, 1,1, 0,78, 0,96 y 0,98 ¢V entre el NP y el FV-Cl, FV-CN,
FV-NO,, FV-COOH y FV-COOH-CHj3;, respectivamente, aseguran un proceso eficiente

de transferencia electrénica.

Las moléculas FV-COOH-OCHj3;, FV-OH y FV-OCHj3 no permiten el aumento de S/N
del NP debido probablemente a los bajos valores de PI de 7,29, 7,09 y 6,88 eV, los cuales
son muy cercanos al valor del NP (6,89 eV calculado por EPT y 6,82 eV el reportado
por la base de datos NIST [53]) previniendo una transferencia electrénica efectiva y la
formacion del catién radical del analito. Con el DCTB la S/N para el NP corresponde

solamente al 8.1% de la senal con LDI.

A una relaciéon matriz analito de 1:100 (12,5 pmol de NP en target) se observé un
aumento en S/N del ion molecular NP, con respecto al experimento LDI de 141, 208,
434, 993 v 994% con FV-COOH, FV-NO,, FV-CIl, FV-COOH-CH3;, y FV-CN, respec-
tivamente. Con el FV-COOH-OCHj; se registré un aumento del 25% que estd en el
rango de error de MALDI, por lo tanto se considera que la senal permanece invariable.
Se observaron valores de S/N mucho menores que la sefial por LDI al usar FV-OH y
FV-OCH3 como matrices, esto implica que la senal LDI fue suprimida por el uso de
las matrices FV-OCH3 y FV-OH. El valor del PI del FV-OCHj3 es menor al del NP
y el del FV-OH es muy cercano al valor del NP, lo que no permitiria un proceso de

transferencia electronica favorable a la formacién del cation radical del analito. No se
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Figura 17: Variacién de la relacién senal ruido para la senal del NP (m/z 302) usando
MALDI con la serie de FV a diferente relacién molar analito:matriz a). 1:10 (125 pmol
de NP); b). 1:100 (12,5 pmol de NP); ¢). 1:1000 (1,25 pmol de NP); d). 1:10000 (125
fmol NP).
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observ6 un enriquecimiento de S/N con DCTB, y su desempeno es comparable con el

observado en LDI.

Con una relacién analito:matriz de 1:1000 (1,25 pmol de NP en target) se registraron
relaciones S/N promedio para el ion molecular del NP de 361, 364, 583, 2.487 y 4.455
con FV-COOH, FV-NO,, FV-Cl, FV-COOH-CH3s, y FV-CN, respectivamente. No se
detect6 senal del analito cuando se us6 FV-OH y FV-OCHj3 como matrices, debido a
la razén anteriormente mencionada. Para el DCTB el promedio de S/N para el NP es
967, més alto que para el FV-COOH, FV-NO, y FV-CI. Sin embargo, el S/N promedio
para el NP con FV-CN y FV-COOH-CHj; es todavia 4,6 y 2,5 veces mayor que para
el DCTB. Con una relacién analito:matriz de 1:1000 (125 fmol de NP en target) se
observ6 una relaciéon S/N promedio de 13, 27, 29, 138 y 512 para el ion molecular del
NP usando FV-NO,, FV-Cl, FV-COOH, FV-COOH-CHj3 y FV-CN, respectivamente.
No se detectaron senales del analito cuando se usaron los derivados de FV-OH y FV-
OCHj como matrices. La relacion S/N para el NP con DCTB es 9, esto corresponde a

un incremento en las senales de 1,4, 3,0, 3,2, 15,3 y 57 veces cuando se usa FV-NOs,,

FV-Cl, FV-COOH, FV-COOH-CH; y FV-CN.

A modo de resumen, se determiné que tres de los ocho derivados de FV (FV-NO, FV-Cl,
FV-COOH) tienen desempetios comparables a las matrices de MALDI de transferen-
cia electronica tradicionales como el DCTB, y que el FV-CN y el FV-COOH-CH3; se
destacan como firmes candidatos para procesos de transferencia electrénica en MALDI.
Una combinacién de sus propiedades fisicoquimicas como el maximo de absorcién UV
cercano a 355 nm, alta absortividad molar a 355 nm, los potenciales de ionizacién mas
altos de la serie y alta eficiencia de decaimiento no radiativo, hacen del FV-CN y el FV-
COOH-CHj3 las moléculas con mayor potencial en la serie para el estudio de procesos

de transferencia electrénica.
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5.5 IONIZACION DE ANALITOS MODELO POR

TE

Los experimentos MALDI de ionizacién por transferencia electréonica del NP mostraron
que es posible realizar procesos de transferencia electronica usando algunos derivados de
FV. Con base en los resultados preliminares con el NP se seleccionaron los derivados F'V-
CN, FV-COOH-CHs, FV-Cl y FV-COOH-OCHj3 como matrices MALDI para estudiar
un nuevo set de analitos. Las moléculas FV-OCH3, FV-OH, FV-COOH y FV-NO,
se eliminaron debido a diversas causas. Por ejemplo, el FV-OCH3 y FV-OH no son
adecuados como matrices MALDI de transferencia electronica debido a su bajo potencial
de ionizacion. Por otra parte, a pesar de que las moléculas FV-COOH y FV-NO, poseen
un potencial de ionizacién relativamente alto, propiedades como baja solubilidad (FV-
COOH) y baja absortividad molar a la longitud de onda del laser (FV-NO,) limitan su
aplicacion como matrices MALDI. Como analitos modelo se escogieron los compuestos

que se observan en la Figura 18.

5.5.1 Porfirina de Cobalto

En la Figura 19 se observa la gréfica de variacion de la relacion S/N del cation radical
de la porfirina de cobalto (m/z 791) usando FV-CN, FV-COOH-CHj3, FV-COOH-
OCH3, FV-Cl y DCTB como matrices, a diferentes relaciones molares analito:matriz.
Para cada matriz se usé un coédigo de colores y los datos con el mismo color corresponden
a datos del analito tomados con la misma matriz. Todos los experimentos se realizaron
por quintuplicado a una energia por pulso de laser de 0,88 1J, el valor de S/N reportado

corresponde al promedio de las cinco mediciones.
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Figura 18:

Estructura de los analitos de transferencia electronica y su masa

monoisotépica. a) Porfirina de cobalto (m/z 791.21), b) Rubreno (m/z 532.22) ¢) Coro-
neno (m/z 300.09), d) Ftalocianina de zinc (m/z 576.08)
m/z)

e) Ftalocianina (m/z 514.17
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Figura 19: Relacion senal-ruido del catién-radical de la porfirina de cobalto (m/z791)

)
usando diferentes matrices MALDI FV a diferentes relaciones molares analito:matriz
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En la Figura 19 se observa la ausencia de senales del analito en los experimentos
LDI, y en los experimentos MALDI empleando DCTB y FV-COOH-OCH3 para todas
las relaciones molares analito:matriz. Sin embargo, mediante el uso de las matrices
FV-CN, FV-Cl y FV-COOH-CHj; es posible observar senial de la porfirina de cobalto a
relaciones molares 1:100, 1:500 y 1:1000. La matriz FV-CN permite obtener el mayor
valor de S/N entre todas las relaciones molares estudiadas. La Figura 20 muestra
la apariencia final del espectro de masas usando las matrices FV-CN, FV-Cl y FV-
COOH-CHj3 en relacién molar de analito:matriz de 1:500. A la derecha de los tres
espectros se encuentra un acercamiento a la senal de m/z 791 correspondiente al catién
radical de la porfirina de cobalto. La senal de la porfirina con FV-CN exhibe una
abundancia del orden de 1.5x10°, por otro lado, las abundancias del catién radical del
analito con matrices FV-Cl y FV-COOH-CHj3 alcanzan valores de 6,5x10% y 3.8x10?,
respectivamente. Consecuentemente se observa un incremento de 2 y 4 veces en la
senal de la porfirina con FV-CN en comparacién con el FV-Cl y el FV-COOH-CHs,

respectivamente.

Adicionalmente, se construyeron curvas de apariciéon de iones para la senal del cation
radical del analito (m/z 791) a diferentes energias del laser con la serie de matrices FV.
Se evaluaron los pardmetros: S/N, abundancia y resolucién. Las graficas correspondi-
entes se pueden observar en la Figura 21. En términos de S/N se determiné que a
bajas energias de ldser hay un aumento exponencial en el valor S/N de los iones del
analito, lo que correlaciona con las curvas de aparicion de iones de la matriz, donde un
aumento en la energia del laser permite aumentar la desorcién de iones de la matriz, y
por lo tanto la aparicién de iones del analito por reacciones secundarias en la nube de
iones. Sin embargo, cuando las energias del laser son muy altas se induce fragmentacion
de los iones del analito y la matriz, lo que conduce a un aumento en el ruido, y por lo

tanto a una disminucién en el valor de S/N. La grafica de abundancia posee un compor-
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Figura 20: Espectros de masas de la porfirina de cobalto (analito:matriz 1:500) usando
a) FV-CN, b) FV-Cl y ¢) FV-COOH-CHj3 como matrices. Los espectros de la derecha
corresponden a un acercamiento en la regiéon de m/z 791. Los datos se tomaron a
energia de laser de 0,88 pJ
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Figura 21: Curvas de aparicién de iones para la senal m/z 791 que corresponde al
cation radical de la porfirina de cobalto. Se evaluaron los parametros: relaciéon senal-
ruido, abundancia y resolucién. Se usé relaciéon analito:matriz 1:500.
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tamiento exponencial, igual al reportado por Dreisewerd [69] y correlaciona con la curva
de aparicion de iones de la matriz. La grafica de resolucion muestra como disminuye la
resolucién cuando se aumenta la energia del laser. Un aumento en la energia del laser
implica mayor desorcién de iones del analito, ya sea por formacion directa del ion del
analito o por procesos secundarios de ionizacion en los cuales intervienen moléculas de
la matriz. El aumento en la cantidad de iones del analito en una nube muy densa de

iones crea dispersion en las energias de los iones, lo que se traduce en una disminuciéon

de la resolucién.

5.5.2 Rubreno

El rubreno es un hidrocarburo policilico aromatico sustituido (ver Figura 18b) que

posee una masa monoisotépica de 532 Da y un potencial de ionizacién de 6,41 eV [53].
Se realiz6 un seguimiento a la variaciéon de S/N del i6n m/z 532 con la serie de FV y los

resultados se observan en la Figura 22. Los FV proveen valores de S/N superiores a los
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Figura 22: Relacién senal-ruido del catién radical del rubreno (m/z 532), usando
diferentes matrices MALDI FV a diferentes relaciones molares analito:matriz. Los
datos se tomaron a energia de laser de 0,88 puJ

determinados con LDI, el cual present6 senal inicamente a relacién molar 1:100. No fue
posible obtener senal del analito usando DCTB como matriz. Debido a que el rubreno
posee un potencial de ionizacion de 6,41 eV, es posible realizar procesos de transferencia
electrénica usando la serie de moléculas FV, ya que el PI de estas moléculas oscila entre
7,96 eV a 7,29 eV, y se cumple la condicién PI; > PI4 (M=Matriz, A=Analito). En
relacion molar 1:100, se observa un valor de S/N de 6.498 para el rubreno usando FV-
CN, por otro lado, sin usar matriz o en modo LDI se observa un valor de S/N de 558.
Mediante el uso de la matriz FV-CN se encuentra un aumento en el valor de S/N de 11
veces con respecto a la senial en LDI. En relacion molar 1:500 no se observa senal del
rubreno en LDI, y usando FV-CN como matriz MALDI se observa un valor de S/N de
2.693.

La Figura 23 muestra el espectro de masas del rubreno usando FV-CN como matriz en
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Figura 23: Espectro de masas del rubreno (analito:matriz 1:500) usando FV-CN como
matriz. El espectro de la derecha corresponde a un acercamiento en la regién de m/z
532. Los datos se tomaron a energia del laser de 0,88 uJ
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relacién molar 1:500. No se muestran los espectros en LDI ya que a esta concentracion
(2,5 pmol en target) el rubreno no es detectable. En el espectro se observa que a pesar
de que hay una molécula de rubreno por 500 moléculas de FV-CN, las abundancias
de las senales tanto del rubreno como de la matriz FV-CN son muy similares, lo cual
es una prueba cualitativa del proceso de transferencia electronica. Se observa que el
rubreno alcanza abundancias del orden de 1,5x10°, mientras en LDI no se observa senal

alguna.

Se construyeron las graficas correspondientes a las curvas de aparicion de iones de la
senal del cation radical del rubreno, las cuales se muestran en la Figura 24. Las
mejores senales y abundancias se obtienen usando FV-CN como matriz, y poca senal
se obtiene con FV-Cl, FV-COOH-OCH3 y FV-COOH-CHj3;, estas curvas refuerzan los
resultados encontrados en la figura de barras (ver Figura 22), donde se muestra un

aumento considerable del valor de relaciéon senal-ruido, usando FV-CN como matriz.

La curva del cambio del valor S/N del rubreno usando FV-CN como matriz a diferentes

energias del laser (Figura 24) muestra como incialmente ocurre un crecimiento rapido
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Figura 24: Curvas de aparicién de iones para la senal m/z 532 que corresponde al
catién-radical del rubreno. Se evaluaron los pardametros: relacién senal-ruido, abundan-

cia y resolucién. Se usé relacion analito:matriz 1:500.
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del valor de S/N, conforme se aumenta la energia del laser hasta alcanzar un méaximo

a una energia de 0,88 pJ, a energias més altas ocurre una disminucién del pardmetro

de relacion senal ruido.

A partir de la grafica de abundancia se observa que por encima de 0,88 pJ existe un
crecimiento muy leve del valor de abundancia conforme se aumenta la energia del léser.
Es posible concluir que la disminucién del pardmetro S/N se debe mayoritariamente al

aumento del ruido, ya que la abundancia del ion permanece practicamente invariable

por encima de energias de laser de 0,88 uJ.

El aumento en el ruido se debe a procesos de fragmentacion de la matriz y el anal-
ito que ocurren a altas energias del laser (en el caso de los FV estas corresponden a
energias mayores a 0,88 pJ). Este fenémeno descrito es andlogo al reportado para la
curva de aparicion de iones de la matriz, donde por encima de energias de 0,88 uJ se
observa fragmentacion extensiva. La curva de resolucion muestra una disminucion de

la resolucién conforme se aumenta la energia del laser.
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5.5.3 Coroneno

El coroneno es un PAH (ver Figura 18c) que posee una masa monoisotépica de 300
Da y un potencial de ionizacién de 7,29 eV [53]. La Figura 25 muestra la variacién
del valor de S/N de los experimentos realizados con coroneno y la serie de matrices
FV. En la Figura 25 se observa que solo se obtuvo ionizacién efectiva del coroneno
usando FV-CN como matriz, esto ocurre debido a que el PI del coroneno es bastante
alto (7,29 eV) y el PI de algunas matrices como el FV-COOH-OCHj (7,29 eV) y el FV-
Cl1 (7,39 eV) no es suficientemente alto como para permitir un proceso de transferencia
electronica efectivo, ya que la diferencia de PI entre el coroneno y el FV-COOH-OCHj5

y FV-Cles 0y 0,1 eV, respectivamente.

Por otro lado, el FV-CN (7,96 eV) posee un PI que es 0,67 eV mayor que el PI
del coroneno, lo cual permite termodinamicamente realizar el proceso de transferen-
cia electrénica. A pesar de que el FV-COOH-CH; (7,8 eV) tiene un PI que es 0,51
eV mayor que el del coroneno, la transferencia electrénica no es muy efectiva. Es
posible que la baja solubilidad de la matriz FV-COOH-CHj3 no permita una correcta
co-cristalizacién con los analitos y por lo tanto dificulte la transferencia electrénica en

fase gaseosa.

Los espectros de masas en relacién molar 1:500 (2,5 pmol del analito en target) a 0,88
p1J muestran que el coroneno presenta senal en LDI a estas condiciones, sin embargo la
sefial es muy baja y se observa una gran cantidad de ruido (ver Figura 26a). En LDI,
la senal del coroneno presenta un valor de S/N de 91 (abundancia de 480), mediante
el uso de la matriz FV-CN (ver Figura 26b) se obtiene un valor de S/N de 2.300
(abundancia 2,4x10°), lo que implica que el valor S/N del coroneno con matriz FV-CN

es 25 veces mayor que el valor de S/N sin matriz.
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Figura 25: Relacién senal-ruido del catién radical del coroneno (m/z 300), usando
diferentes matrices MALDI FV a diferentes relaciones molares analito:matriz. Los
datos se tomaron a energia del laser de 0,88 pJ
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Figura 26: Espectros de masas del coroneno (analito:matriz 1:500) usando a) LDI, b)
FV-CN. Los espectros de la derecha corresponden a un acercamiento en la regién de
m/z 300. Los datos se tomaron a energfa de laser de 0,88 p.J
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Las curvas de aparicién de iones del coroneno, muestran un maximo valor de S/N a 0,88
i de energia. Las curvas muestran indiscutiblemente que se obtiene una mejor senal
del coroneno usando FV-CN como matriz y que se observa poca abundancia de iones
con otras matrices. En estas graficas se observa algo interesante con respecto a la senal
LDI y con DCTB. La Figura 27 esta construida a 0,88 uJ, que en la escala relativa
del laser MALDI corresponde a 20% del laser, a esta energia del ldser no se observa
senal LDI y usando DCTB como matriz, sin embargo la curva de aparicién de iones se
realizé hasta valores de energia de 1,33 pJ (30% en escala relativa del laser), y a esta
energia a la misma concentracion se observa senal del analito sin matriz y con DCTB,
los cuales son los dos puntos que aparecen al final de la Figura 27. A energias mas
altas se observa senal en LDI y con DCTB, sin embargo a estas energias las matrices
FV no funcionan correctamente porque se generan senales muy abundantes de la matriz

que pueden saturar el detector y catalizar la fragmentacion de los analitos.
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Figura 27: Curvas de aparicién de iones para la senal m/z 300 que corresponde al
cation radical del coroneno. Se evaluaron los pardmetros: relacion senal-ruido, abun-
dancia y resolucion. Se uso relacién analito:matriz 1:500.
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En otras palabras el rango de energias de trabajo ideales para las matrices FV (0,8 pJ
0 20% en escala relativa) es diferente al rango de trabajo de matrices como el CHCA,
DCTB y DHB, que funcionan apenas a energias por encima de 1.5 pJ (por encima de
30% del laser en escala relativa). Trabajar a energias de ldser mucho menores representa
una ventaja muy grande para las matrices FV, debido a que permiten aumentar los
tiempos de vida del laser, generan menor contaminacion de la fuente y a menor energia

del laser, la fragmentacion de analitos labiles se disminuye considerablemente.

5.5.4 Ftalocianina de zinc

La ftalocianina de zinc usada en esta serie de experimentos corresponde a la estructura
especificada en la Figura 18.d. Esta molécula posee un potencial de ionizacién de
7,37 eV [53] y una masa monoisotépica de 576 Da. La variacién del valor de S/N de
este analito se observa en la Figura 28. El PI de este analito (7,37 V) no permite

que matrices como el FV-COOH-OCH; (7,29 eV) y el FV-CI (7,39 eV) puedan realizar
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procesos de transferencia electronica a este compuesto, ya que los PI de estas matrices
estdn muy cercanos o estan por debajo del PI del analito. Sin embargo, el uso de una
matriz con alto PI como el FV-CN (7,96 eV) permite aumentar la senial del analito
considerablemente. En relacién molar 1:500, la senal LDI presenta un valor de S/N
1.242, por otro lado, mediante el uso del FV-CN, este valor aumenta hasta 3.067, lo
que corresponde a un aumento de mas del doble del valor en referencia a la senal en

LDIL

La Figura 29 muestra los espectros de masas en relaciéon molar 1:500, se contrasta
el espectro LDI con el espectro usando FV-CN. Se encuentra que el espectro LDI
rinde buena sefial y que la abundancia del ion m/z 576 corresponde a 1x10%, por otro
lado mediante el uso de matriz FV-CN la sefal posee una abundancia de 2,4x10°,
lo que corresponde a un aumento de 24 veces la senal con respecto a la senal LDI.
Adicionalmente, los espectros de la derecha de la Figura 29 muestran que se conserva el
patron isotépico del idn molecular, con respecto al patron isotopico calculado. Cuando
se usan matrices de naturaleza acida como el CHCA, los patrones isotépicos de los
analitos no se conservan debido a que estas matrices pueden protonar los analitos de
porfirina, y ocurre una superposicion de los patrones isotépicos del cation radical y el

ion protonado del analito [16].

5.5.5 Ftalocianina

La ftalocianina corresponde a la estructura mostrada en la Figura 18e. Esta molécula
posee un potencial de ionizacién de 7,36 eV [53] y masa monosiotdépica de 514 Da. La
Figura 30 muestra que no se observa la senal correspondiente del catién radical m/z

514 usando LDI o DCTB.
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Figura 28: Relacién senal-ruido del catién radical de la ftalocianina de zinc (m/z 576),
usando diferentes matrices MALDI FV a diferentes relaciones molares analito:matriz.
Los datos se tomaron a energia de laser de 0,88 uJ

Figura 29: Espectro de masas de la ftalocianina de zinc (analito:matriz 1:500) usando
a) LDI y b) FV-CN. Los espectros de la derecha corresponden a un acercamiento en la
regién de m/z 576. Los datos se tomaron a energia del ldser de 0,88 pJ
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Figura 30: Relacion senal-ruido del cation radical de la ftalocianina (514 m/z), usando
diferentes matrices MALDI FV a diferentes relaciones molares analito:matriz.Los datos
se tomaron a energia de laser de 0,88 pJ

Figura 31: Espectro de masas de la ftalocianina (analito:matriz 1:500) usando a) FV-
CN y b) FV-CIL. Los espectros de la derecha corresponden un acercamiento en la regién
de m/z 514. Los datos se tomaron a energia del laser de 0,88 1]
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La Figura 31 muestra los espectros de masas correspondientes a la ftalocianina, usando
FV-CN y FV-CI como matrices. A relacién molar 1:500 (5 pmol de analito en target)
no se observo senal en LDI ni con DCTB, sin embargo, a estas mismas condiciones
mediante el uso de la matriz FV-CN se alcanza una abundancia de iones de la senal
m/z 514 de 2x10°. Adicionalmente, mediante el uso de la matriz FV-Cl se observa una
sefial en el orden de 8x10%, demostrandose que el proceso de transferencia electrénica

se lleva a cabo eficientemente.

5.6 LIMITES DE DETECCION

Se determinaron los limites de deteccion para los analitos propuestos usando las matri-
ces FV-CN, FV-Cl y FV-COOH-CHj3, los resultados se encuentran en la Tabla 13. Se
determiné que las matrices F'V permiten alcanzar menores limites de deteccién en com-
paracion con los limites de deteccion alcanzados en LDI. De las matrices estudiadas se
destaca el FV-CN, ya que en tres de los cuatro analitos estudiados fue posible detectar

el ion molecular de la matriz hasta en cantidades de 2,5 fmol.

Tabla 13: Limites de deteccion usando matrices FV

Analito LDI FV-CN | FV-Cl | FV-COOH-CH;
Porfirina Cobalto 1,25 nmol | 2,5 fmol | 2,5 fmol 12,5 fmol
Rubreno 12,5 pmol | 2,5 fmol | 125 fmol 250 fmol
Coroneno 2,5 pmol | 12,5 fmol | 2,5 pmol 1,25 pmol
Ftalocianina de Zinc | 125 fmol | 2,5 fmol | 125 fmol 1,25 pmol
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5.7 IONIZACION DE ANALITOS LABILES

Los experimentos anteriores permitieron determinar que se requiere mucha menor en-
ergia de laser para efectuar la ionizaciéon de moléculas de fenilenvinileno, y que por lo
tanto es posible ionizar analitos modelo con matrices F'V a menor energia del laser.
Esto tiene una implicacién importante en el analisis de analitos labiles, ya que a menor
energia del laser es posible evitar la fragmentacién de los analitos. Con este objetivo
se usaron los derivados FV-COOH, FV-COOH-CHj;, FV-COOH-OCH3 como matrices
MALDI para el analisis de los analitos labiles representados en la Figura 32. Estos
analitos corresponden a estructuras modelo de asfalteno sintetizadas en la Universidad
de Calgary. La Figura 32 muestra a su vez los procesos de fragmentacion més proba-
bles que sufren estas moléculas, tal como ha sido previamente reportado por Kenttamaa
y colaboradores [70, 71]. Estos analitos labiles tienden a formar inicialmente un catién

radical (A™") que posteriormente se fragmenta de acuerdo con el diagrama especificado.

5.7.1 Porfirina Ph-Ni[ET-Py]

De acuerdo con la Figura 32 la porfirina Ph-Ni[ET-Py] de masa monoisotdpica m/z
898 se fragmenta formando un radical de metil pireno de masa m/z 215 y un fragmento
porfirinico de masa m/z 683. En la Figura 32 se observa que la carga correspondiente,
despues de la fragmentacion del catién radical de masa m/z 898, se sittia en el fragmento
de porfirina m/z 683 y se forma el radical m/z 215. Sin embargo, es probable que la
fragmentacion del ién m/z 898 ocurra dejando la carga resultante en el fragmento de
metil pireno m/z 215, y generando un radical del fragmento m/z 683. El fragmento mas
probable corresponde al m/z 683, pues este fragmento presenta mayor deslocalizacién

electrénica y permite estabilizar la carga positiva mas facilmente.
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Figura 32: Analitos labiles y sus correspondientes fragmentos, las moléculas corre-
sponden a: a) Porfirina Ph-Ni[ET-Py], b) porfirina Ni[Bu-Ph], ¢)[ET-Py].
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Ni[Bu-Ph] m/z 1079.45
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Las curvas de aparicion de iones para la senal correspondiente al ion monoisotépico de la
porfirina Ph-Ni[ET-Py]| (m/z 898), se encuentran en la Figura 33. Los experimentos se
realizaron variando la energia del laser de 0,33 a 2,8 uJ por pulso, utilizando relaciones
molares analito:matriz de 1:10, 1:100 y 1:1000. Para cada una de estas relaciones mo-
lares se evaluaron tres parametros diferentes que son: relacién senal-ruido, abundancia
y resolucién. La senal del analito por LDI (sin matriz) se observé dnicamente usando
125 pmol del analito en target, lo que corresponde a una relacion molar analito:matriz
de 1:10. Usando concentraciones 12,5 pmol y 1,25 pmol, la cantidad de analito es tan
pequena que no se observan senales en el espectro LDI. Esto nos permite suponer que la
aparicién de senales de analito a concentraciones de 12,5 pmol (relacién molar 1:100) y
1,25 pmol (relacién molar 1:1000) es causada por procesos de transferencia electrénica

analito-matriz.

En la Figura 33 se evaluaron los parametros de relacion senal ruido, abundancia y
resolucién, para el catién radical del Ph-Ni[ET-Py| (m/z 898) a diferentes relaciones
molares analito:matriz (1:10, 1:100, y 1:1000). Las curvas de aparicién evaluando el
cambio en el valor de S/N se presentan en la primera fila de la Figura 33. Se observa
que el valor de S/N del Ph-Ni[ET-Py] con las matrices FV-Cl, FV-COOH-CH; y FV-
COOH-OCHj3 presenta un aumento exponencial, hasta alcanzar un valor maximo a 0,8
p1d por pulso. Por otro lado, el DCTB presenta valores maximos de la senal del Ph-
Ni[ET-Py] a energias de ldser cercanas a 1,5 uJ por pulso. Las curvas de aparicién
de iones de la matriz, demostraron que se requiere una menor energia del laser para
ionizar los FV en comparacién con la requerida para ionizar el DCTB, esto se traduce
en la posibilidad de formacién de iones del Ph-Ni[ET-Py] a energias mas bajas, usando
matrices F'V. Por encima de energias de laser por pulso de 0,8 uJ, el valor S/N del Ph-
Ni[ET-Py] decrece, probablemente debido al aumento del ruido y a la fragmentacién

del analito.
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Figura 33: Curva de aparicién de iones para el ién molecular del Ph-Ni[ET-Py]) (m/z
898.26) evaluando los pardmetros S/N, abundancia y resolucién
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Los valores S/N del Ph-Ni[ET-Py] de relacién 1:10, son muy similares a los valores
en relacion molar 1:100, mostrando que se esta llevando a cabo un proceso de trans-
ferencia electrénica efectivo, ya que a pesar de que existe una dilucién de diez veces
mas del analito en relacién 1:100, con respecto a la relacion molar 1:10, la senal del
analito permanece practicamente constante. Es importante recordar que la transferen-
cia electronica es mas favorable a mayores relaciones molares debido a que el analito
se encuentra totalmente cubierto por la matriz y hay una mayor probabilidad de for-
macion de iones secundarios del analito. Las graficas de abundancia muestran que
hay un crecimiento exponencial en la abundancia del ion molecular a bajas energias y
posteriormente el valor de abundancia no se modifica considerablemente, las mayores
abundancias de iones se obtuvieron para la matriz FV-Cl. Las graficas de resolucion
de la Figura 33 muestran una disminucién en la resoluciéon conforme se aumenta la

energia del laser.

Las curvas de aparicion de la Figura 33 permiten observar el efecto de la energia por
pulso sobre descriptores analiticos como S/N, abundancia y resolucién. Sin embargo
todas estas observaciones se hacen con base en el cation radical del analito y no ilustran
el efecto del aumento de la energia del pulso sobre la integridad del analito. Por ejemplo
los espectros de masas LDI y MALDI, usando FV-Cl como matriz, de la porfirina Ph-
Ni[ET-Py] presentan grandes diferencias como se observa en la Figura 34. En el
espectro LDI (Figura 34a) el pico de base es el i6n m/z 683 que corresponde a un
catién del Ph-Ni[ET-Py] que se forma por la pérdida del radical metil pireno, mientras
el i6n molecular del analito en m/z 898 se observa en baja abundancia. Por otra parte
en el espectro MALDI con FV-Cl, Figura 34b, se observa que el pico de base del
espectro corresponde al catién radical de la porfirina en m/z 898, acompanado por la
senal de la matriz (FV-Cl) en m/z 410. A simple vista se observa que el uso de la

matriz FV-CI evita la fragmentacion del analito. Las bajas energias de aparicién de

107



Figura 34: Espectros de masas del Ph-Ni|[ET-Py] a)LDI y b) MALDI, usando FV-Cl
como matriz. Relaciéon Analito:Matriz (1:10)
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los derivados FV unidas a sus excepcionales propiedades épticas (absortividad molar,
eficiencias cuédnticas (radiativas o no radiativas), etc.) hacen posible su desempeno como
matrices de transferencia electronica a bajas energias por pulso, lo que causa incremento
en la sobrevivencia de los iones moleculares del analito. Es posible determinar de forma
mas cuantitativa el efecto de la matriz y de la energia del laser sobre la estabilidad del
i6on molecular mediante diagramas de sobrevivencia de iones. Para el caso del analito
Ph-Ni[ET-Py] el porcentaje de sobrevivencia del ién molecular se calculé a partir de la

Ecuacion 5.3.

Am z
/898 2100% (5.3)

%Sobrevivencia =
Arnyaso8 + Amyzess + Apyzois

Donde m/z 898 corresponde a la senal del i6n molecular, m/z 683 corresponde al

fragmento porfirinico y m/z 215 corresponde a la senal del fragmento de metil pireno.
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Figura 35: Curva de supervivencia de iones del Ph-Ni[ET-Py]| variando la energia por
pulso del laser y la relacion analito:matriz
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Las graficas de sobrevivencia de iones se observan en la Figura 35. A energias por pulso
menores de 0,5 pJ, las matrices FV-Cl, FV-COOH-CH3 y FV-COOH-OCH3; permiten
la deteccion del iéon molecular de la porfirina con un porcentaje de sobrevivencia del
100% que implica que no se observan senales de fragmentos del analito en el espectro.
Por otra parte la matriz de referencia, DCTB que tiene potenciales de aparicién mucho
mas altos que los de los F'V, también protege el analito en la region de energia por pulso
adecuada para su desempeno como matriz. Sin embargo el DCTB no produce senales
del analito a relaciones molares superiores a 1:100, mientras los FV, particularmente el
FV-Cly el FV-COOH-OCHj3, se desempenan bien a altas diluciones del analito (1:1000,
ver también Figura 33). Finalmente, es posible concluir que con el FV-CI se alcanza
mayor sobrevivencia y abundancia del ién molecular en comparaciéon con la matriz de

referencia DCTB.
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5.7.2 Porfirina Ni[Bu-Ph]

La Figura 36 muestra las curvas de aparicién de iones para la segunda porfirina
Ni[Bu-Ph]. Se realizé un seguimiento a la senal del ién molecular de este analito que
corresponde a la senal m/z 1198,5. Las curvas de relacién senal-ruido, abundancia y
resolucién siguen el comportamiento descrito anteriormente para la molécula Ph-Ni[ET-
Py]. El valor de S/N méaximo para la senial del Ni[Bu-Ph]| se observa a un valor de energia
de 0,88 pJ, usando las matrices FV-Cl, FV-COOH-CH3; y FV-COOH-OCHj3;, por otro
lado la matiz de DCTB presenta valores méximos del Ni|Bu-Ph| a energia de laser de
3 pd, es decir se requiere mucha menor energia de laser para realizar la ionizacién del
Ni[Bu-Ph] con matrices FV. Se observa que el FV-CI presenta el mejor rendimiento de

toda la serie, en términos de aumento de la relacién senal-ruido y abundancia.

La Figura 37 muestra los espectros de masas del analito Ni[Bu-Ph]| sin matriz (Figura
37a) y con matriz de FV-Cl (Figura 37b). El espectro sin matriz muestra la sefal
m/z 1198,5 que corresponde al catién radical de la molécula intacta, y un fragmento,
que corresponde a la senal m/z 1079,5 (ver Figura 32). Por otro lado, el espectro del
Ni[Bu-Ph] con matriz de FV-CIl muestra unicamente la senal del i6n molecular intacto
m/z 1198,5 y la senal de la matriz FV-Cl (m/z 410). Mediante el uso de la matriz
FV-CI es posible obtener el i6n molecular intacto del Ni[Bu-Ph] con un porcentaje
de sobrevivencia del 100% a bajas fluencias de ldser. Con el objetivo de evaluar el
cambio en la sobrevivencia del ién molecular del analito, se calculé el porcentaje de

sobrevivencia del Ni[Bu-Ph] segin la Ecuacién 5.4.

Am/z1198,5

2100% (5.4)

%Sobrevivencia =
Apzi98s + Amyzi0m95 + Amyz119,00

Donde m/z 1198,5 corresponde a la senal del i6n molecular, m/z 1079,5 al fragmento
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Figura 36: Curva de aparicién de iones para el ién molecular del Ni|Bu-Ph] (m/z
1198.5) evaluando los pardmetros relacién senal ruido, abundancia y resolucién
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Figura 37: Espectros de masas del Ni[Bu-Ph] a) LDI y b) MALDI, usando FV-Cl
como matriz. Relacién Analito:Matriz (1:10)
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Figura 38: Curva de sobrevivencia de iones del Ni[Bu-Ph] variando la energia por
pulso del laser y la relacion analito:matriz
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de porfirina y m/z 119,1 a la senal del fragmento de propil benceno (ver Figura 32).
La Figura 38 muestra que a bajas energias del laser, el FV-CI permite conservar el ién
molecular del analito intacto. Se observa que a medida que se aumenta la energia del
laser ocurre un aumento en la fragmentacion y por lo tanto una disminucion en la sobre-
vivencia del i6n molecular. Comparando las diferentes relaciones molares se encuentra
que a medida que se aumenta la relaciéon matriz:analito, se aumenta la proteccion a
los analitos labiles, ya que los porcentajes de sobrevivencia se hacen cada vez mayores,
esto se debe a que un aumento en la relacién analito:matriz implica un aumento en
la cantidad de matriz disponible que servirda como medio para evitar una interaccion

directa del analito con el laser y una mayor fragmentacion.

5.7.3 Porfirina [ET-Py]

La Figura 39 muestra las curvas de aparicion de iones correspondientes al analito
[ET-Py|. Las curvas de aparicién muestran que la ionizacién se efectiia principalmente
usando DCTB como matriz y que la formacién de iones con FV-Cl es mucho menor.
Los PI calculados de las porfirinas Ph-Ni[ET-Py] y Ni[Bu-Ph| corresponden a 5,92 eV y
5,11 eV, por lo tanto el proceso de transferencia electrénica con matrices F'V es efectivo
yva que los F'V poseen potenciales de ionizacion entre 7,29 eV a 7,8 eV. En el caso de
la molécula [ET-Py| que tiene un PI de 7,23 eV, el proceso de transferencia electrénica
con las matrices FV-COOH-OCH3 (7,29 ¢V) y FV-CI (7,39 eV) no puede considerarse
efectivo. Es por esta razén que no se observa un aumento en la senial del ion molecular
con FV-CI. Sin embargo, fue posible medir el porcentaje de supervivencia de los iones
del [ET-Py], (ver Figura 40) y se encontré que a bajas energias de laser es posible

prevenir su fragmentacion.
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Figura 39: Curva de aparicién de iones para el ién molecular del [ET-Py] (m/z 458,2)
a relacién molar 1:10 evaluando los parametros: S/N, abundancia y resolucién
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6 CONCLUSIONES

Es fundamental calcular los valores de PI tanto de los analitos como de las matrices para
determinar si es posible realizar un proceso de transferencia electrénica entre un analito
y una matriz determinada. Los cédlculos de PI de los PAH requieren el uso de métodos
de correlacion electréonica como EPT, que permiten calcular el PI con errores de hasta
0,07 eV (1 % de error). Métodos de no correlacién, como HF, rinden valores con errores
hasta de 0,26 eV (3,5 % de error) en comparacién a los valores experimentales. Los
calculos de PI de los FV pueden determinarse en una buena aproximacion por HF, este
método rinde valores que se encuentran cerca de 0,2 eV por debajo del valor EPT. Sin
embargo, los valores EPT proveen valores mucho méas exactos a un costo computacional

mas alto.

Los valores de afinidad proténica calculados a las matrices de AA por el método DFT
mostraron valores de AP superiores al CHCA (200 kcal/mol), solo dos de las matrices
de AA evaluadas AA-CN-I-Tiofeno y AA-CN-furano presentaron AP menores de 200
kcal/mol. En general, los AA con sustitucién a-CN presentaron valores de AP menores.
Se determiné que los grupos CN generan deficiencia electrénica en el carbono alfa,
disminuyendo la disponibilidad electrénica en el oxigeno del carbonilo para realizar el

enlace con el proton libre, lo que se traduce en una disminucién del valor de AP.

Los espectros de absorcion UV-Vis permitieron determinar que el maximo de absorcion
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de los F'V se encuentra en valores cercanos a la longitud de onda del laser MALDI (355
nm). Las moléculas de FV-COOH, FV-COOH-CH;3 y FV-CN son las moléculas que
presentan absorcién mas cercana a esta longitud de onda, y por lo tanto poseen una
mayor interaccién con el laser MALDI. Esto se comprobd mediante la determinacién

cuantitativa de la absortividad molar.

En general, las absortividades molares de los F'V son superiores a las determinadas
para las matrices MALDI convencionales como el CHCA, el antraceno y el DCTB. Las
moléculas FV-COOH-CHj3 y FV-CN presentaron las mayores absortividades molares

de la serie, tal como se predijo con los espectros UV-vis.

Las moléculas de FV-COOH-CHj y FV-CN presentaron los parametros més favorables
de toda la serie de F'V. Estas moléculas presentan la longitud de onda mas cercana a la
longitud de onda del laser. Los valores de absortividad molar para estas dos moléculas
son los mas altos de la serie comprobando que la interaccion con el laser es méaxima.
Adicional a esto, presentan los decaimientos cuanticos no radiativos mas altos de la serie,
haciendo que su proceso de desorcién sea el mas favorable de la serie. Finalmente, el
FV-COOH-CHj3 y FV-CN presentan los potenciales de ionizacién mas altos de la serie de
FV, permitiendo que estos F'V se comporten como excelentes matrices de transferencia
electrénica. Por lo tanto, FV-COOH-CHj3 y FV-CN son los candidatos mas probables

para ser usados como matrices MALDI.

Los derivados de AA con sustitucién a—CN presentaron las longitudes de onda de
maxima absorcién mas cercanas a 355 nm. Este efecto se observa a su vez en sus
absortividades molares. En general, la sustitucién de AA con grupos a—CN permiten
un corrimiento hacia la absorcion UV a 355 nm y aumenta considerablemente las ab-

sortividades molares de estas moléculas a 355 nm.
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Los oligémeros de fenilenvinileno (con 3 unidades aromadticas) no son ttiles como ma-
trices de transferencia de protones o de cationes, puesto que estas estructuras no son
susceptibles de protonacién o cationizacién bajo las condiciones experimentales. El pro-
ceso de cationizacién (incluyendo la protonacién) de la matriz es de vital importancia
en la generacién de iones protonados del analito. La reaccién primaria de cationizacion
de la matriz determina las reacciones secundarias por las que se han de obtener iones

de los analitos.

Las estructuras de FV resultan ser muy prometedoras para la ionizacién de analitos
por procesos de transferencia electronica. Utilizando analitos modelo susceptibles a
transferencia electrénica se comprobé que los aumentos de las senales en algunos casos
son de hasta 57 veces en comparacion con las senales LDI y que es posible disminuir
considerablemente los limites de deteccién y la fragmentacion de analitos modelo us-
ando matrices F'V. Esta nueva técnica de ionizacién es bastante 1til en el analisis de

hidrocarburos policiclicos aromaticos, analitos labiles y compuestos organometélicos.

Se observd que los potenciales de aparicién de las moléculas FV son bajos en com-
paracion con los de una matriz de transferencia electrénica tradicional como el DCTB.
Esto significa que cuando se utilizan los FV como matrices MALDI de transferencia
electronica las condiciones de operacion del equipo -como potencia del laser — son mu-
cho mas suaves, lo que equivale no solo a incrementar la vida util del laser y a evitar la
contaminacion de las superficies internas; sino también a mejorar la resolucién en los

espectros de masas.
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7 DIVULGACION DE RESULTADOS

Los resultados de este proyecto se han presentado en seis conferencias que se especi-

ficaran a continuacién

1. 61st Annual ASMS American Society for Mass Spectrometry Conference Minneapo-
lis.

Titulo: Phenylenevinylene derivatives as MALDI matrices

Autores: Castellanos, L.J.; Rosales, H.; Sierra-Avila, C.A.; Blanco, C.; Combariza,

M.Y.

2. 62nd Annual ASMS American Society for Mass Spectrometry Conference Baltimore,
Maryland.

Titulo: Increased survival yields of labile molecules using new electron transfer MALDI
matrices

Autores: Castellanos, L.J.; Castro, B.; Rosales, H.; Sierra-Avila, C.A.; Blanco-Tirado,

C.; Combariza, M.Y.

3. 62nd Annual ASMS American Society for Mass Spectrometry Conference Baltimore,
Maryland.

Titulo: Phenylenevinylene derivatives as MALDI matrices for electron transfer ioniza-
tion of asphaltene model compounds

Autores: Castellanos, L.J.; Chacén-Patino M.L.; Castro, B.; Sherer, A.; Tan, X;
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Tykwinski, R.R.; Gray, M.R.; Sierra-Avila, C.A.; Blanco-Tirado, C.; Combariza, M.Y.

4. 31st Congreso Latinoamericano de Quimica Lima, Per.

Titulo: Oligo fenilenvinilenos como posibles matrices de transferencia electrénica en
MALDI

Autores: Cely-Pinto, M.; Castro, B.; Castellanos, L.J.; Combariza, M.Y.; Blanco-

Tirado, C.; Ochoa-Puentes, C.; Sierra-Avila, C.A.

5. V Encuentro Nacional de Quimicos Teodricos y Computacionales V-ENQTC Guatapé,
Antioquia

Titulo: Célculos de potencial de Ionizacion para predecir la efectividad de sistemas
tipo fenilenvinileno como matrices MALDI de transferencia electrénica

Autores: Castellanos, L.J.; Castro, B; Sierra-Avila, C.; Combariza, M.Y.; Blanco-

Tirado, C.;

6. 63rd Annual ASMS American Society for Mass Spectrometry Conference St. Louis,
Missouri.

El trabajo fue aprobado y se presentard en la conferencia en junio de este afio

Titulo: Cyano-phenylenevinylene oligomer as a novel electron transfer ionization MALDI
matrix Autores: Castellanos, L..J.; Cely, M.; Sierra-Avila, C.; Blanco-Tirado, C.; Com-
bariza, M.Y.;
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