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RESUMEN

TITULO: DISENO RACIONAL Y SINTESIS DE NUEVAS MATRICES MALDI DE TRASFERENCIA
ELECTRONICA BASADAS EN 2,7-DIBROMOFLUORENO!

AUTOR: LAURA MARIA CRISTANCHO GONZALEZ?

PALABRAS CLAVE: Espectrometria de masas, MALDI, matrices, 2,7-dibromofluoreno,
transferencia electrénica, porfirinas, ftalocianinas.

La espectrometria de masas MALDI-TOF es una de las técnicas mas utilizadas para el andlisis de
una amplia gama de compuestos con alto peso molecular, no volétiles y termolabiles como péptidos,
proteinas, carbohidratos, polimeros, estructuras altamente conjugadas y derivados de fullereno.

El proceso de ionizacion en MALDI mediante radiacién de laser requiere el uso de una matriz con
propiedades definidas como absorcion de luz UV, solubilidad, cristalizacion homogénea y estabilidad
quimica y al vacio. Desafortunadamente las matrices convencionales presentan limitaciones que no
permiten un analisis 6ptimo empleando la técnica, especificamente cuando se trata de fendmenos
de transferencia electrénica, siendo este Gltimo mecanismo de ionizacién de gran importancia para
el andlisis de estructuras altamente conjugadas que no pueden ser ionizadas mediante métodos
convencionales de ionizacion quimica.

Las porfirinas y ftalocianinas son de gran interés debido a su uso como colorantes y pigmentos de
contraste, ademas de la actual aplicacion como catalizadores orgénicos, materiales moleculares y
agentes para la terapia fotodindmica del cancer y otras enfermedades, razén por la cual su
caracterizacion e identificacion es indispensable.

En este trabajo se realizd la sintesis, caracterizacién estructural y aplicaciébn de compuestos
derivados de 2,7-dibromofluoreno como matrices MALDI de transferencia electronica. Los
compuestos obtenidos fueron caracterizados a nivel estructural y fisicoquimico. El desempefio de
las matrices sintetizadas se estudié en el modo ion positivo, bajo una secuencia de caracterizacion
de analitos discretos, mezcla de ellos y muestras complejas, comparando la respuesta con la matriz
convencional DCTB, obteniendo en todos los casos un mejor desempefio analitico y quimico.

1 Proyecto de grado
2 Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD.
Codirector: Juan Sebastian Ramirez Pradilla, M.Sc.
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ABSTRACT

TITLE: RATIONAL DESIGN AND SYNTHESIS OF NOVEL 2,7-DIBROMOFLUORENE BASED
MALDI MATRICES FOR ELECTRON TRANSFER IONIZATION?

AUTHOR: LAURA MARIA CRISTANCHO GONZALEZ4

KEYWORDS: Mass Spectrometry, MALDI, matrices, 2,7-dibromofluorene, electron transfer,
porphyrins, phthalocyanines.

MALDI-TOF mass spectrometry is a suitable technique for the analysis of a wide-range of high
molecular weight, non-volatile and termolabile compounds (e.g. peptides, proteins, carbohydrates,
polymers, highly conjugated structures and fullerene derivatives).

lonization process in MALDI trought laser irradiation requires the use of a suitable matrix with well-
known physicochemical properties such as UV absorption, solubility, homogeneus crystallization,
chemical and vacuum stabilities. Unfortunately commercial matrices have dissadvantages and do not
allow an optimal analysis, more specifically with electron transfer phenomena, which has great
importance in highly conjugated structure analysis.

Porphyrins and phtalocyanines are of great interest due to their use as dyes and contrast pigments,
nowadays these structures are used as organic catalyst, organic molecular materials and
photodynamic therapyents in cancer research, facts that support the importance of detection and
identification by MALDI-MS.

In this work we report on synthesis, characterization and applications of 2,7-dibromofluorene
derivatives as ET MALDI matrices. The obtained compounds were characterized and their
optoelectronic properties were measured obtaining good results. The performance of FI's matrices in
MALDI was evaluated in positive ion-mode, under rationally sequence of analysis, starting with
discrete analyte analysis, followed by analyte mixture and petroporphyrin mixture from crude-oil. In
all cases the synthesized matrices showed better analytical performance and better chemical and
vacuum stabilities in comparison with DCTB standard matrix.

8 Proyecto de grado
4 Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD.
Codirector: Juan Sebastian Ramirez Pradilla, M.Sc.
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INTRODUCCION

La técnica de ionizacion MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) fue
introducida a finales de la década de los 80°s junto con ESI (Electrospray ionization)
como resultado de intensos esfuerzos para desarrollar métodos que permitieran la
ionizacion de macromoléculas labiles y no volatiles para su analisis por
espectrometria de masas (MS). Aunque en la década de los 80’s ya existian
técnicas como FAB-MS (Fast atom bombardment) y PD-MS (Plasma desorption),
que generaban espectros de moléculas de peso molecular medio (~ m/z 7000), con
la ionizacion MALDI fue posible el analisis de macromoléculas sintéticas y biol6gicas

(e.g. polimeros, péptidos, proteinas, nucledétidos).*

En el proceso de desorcién asistido por una matriz una mezcla homogénea de
analitos con compuestos organicos (matrices) es irradiada con un laser,
comunmente UV (Nd:YAG o Nz). Las matrices empleadas para este fin suelen ser
compuestos organicos con anillos aroméaticos y alta conjugacion que permiten la
absorcién de fotones provenientes del laser, ademas de presentar caracteristicas
como estabilidad en el vacio, alta solubilidad y volatilidad.? Las matrices MALDI
empleadas en la actualidad fueron introducidas hace dos décadas y no han sido
modificadas, razon por la cual la técnica MALDI con matrices tradicionales presenta
problemas asociados con las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz como
inestabilidad en vacio, reaccion con los analitos, formacion de clusters en la region

de masas bajas, entre otras.

En afios recientes, se ha demostrado un creciente interés y aumento en el nimero
de publicaciones, sobre el uso de nuevos compuestos y materiales organicos e

inorgénicos como matrices MALDI que permitan la incursién de la técnica en nuevas
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areas de analisis. Esto indica que una aproximacion racional al disefio de matrices
MALDI, en contraste con la aproximacion de prueba-error tradicionalmente

empleada, es valida y util para el desarrollo de nuevas aplicaciones.

En MALDI la formacion de iones del analito se produce como consecuencia de
procesos de transferencia proténica, catidnica y electrénica entre iones de la matriz
y moléculas neutras del analito. En el caso de UV-MALDI el disefio racional de
nuevas matrices se orienta a la busqueda de nucleos con alta absortividad UV, por
ejemplo el fluoreno que gracias a su doble anillo conjugado a un metileno activo
brinda no solo alta conjugacion y absorcién de luz UV, sino también gran versatilidad
sintética que permite ajustar sus propiedades electronicas, fotdnicas y morfolégicas

con una adecuada seleccién de sus grupos sustituyentes.®

El enfoque de este trabajo de investigacion es el desarrollo de nuevas matrices de
transferencia electronica basadas en derivados del 2,7-dibromofluoreno que
permitan el analisis de porfirinas y ftalocianinas modelo y muestras reales, para ello

se realizo el disefio racional, sintesis, caracterizacion y estudio de su aplicacion.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La técnica MALDI se desarroll6 como alternativa para el analisis de moléculas de
alto peso molecular, no volatiles y labiles. Actualmente se reportan mas de 3000
publicaciones anuales desde 2006, sobre la aplicacién del método al andlisis de
proteinas, péptidos, carbohidratos, oligonucleétidos y polimeros sintéticos, entre

otros.*

Para llevar a cabo un experimento MALDI se necesita la incorporacion de la muestra
en una matriz organica que facilita la desorcién/ionizacion de la muestra tras la
irradiacién con un laser UV.? Las matrices tradicionales como el acido 3,5-dimetoxi-
4-hidroxicinamico (SA), el &cido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), el acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) y el trans-2-[3-(4-ter-butilfenil)-2-metil-2-
propenilideno]jmalononitrilo (DCTB), entre otras, presentan problemas asociados a
sus propiedades fisicoquimicas y estructurales que en gran medida influyen en los
datos analiticos y en la sensibilidad de la técnica.® Inconvenientes adicionales como
interferencias en la region de masas bajas, < m/z 1000, dificultan el analisis
cualitativo de compuestos de bajo peso molecular como aminoacidos, nucleétidos,
medicamentos y esteroides, entre otros.® Para solucionar este problema, se ha
propuesto el uso de matrices libres de interferencia como el acido cloro-a-
cianocinamico (CI-CCA),” ademas del estudio de las condiciones 6ptimas para el
efecto de supresion de la matriz (MSE) con el fin de incrementar las sefiales de los

analitos y disminuir las de la matriz.8
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2. JUSTIFICACION

La técnica MALDI presenta ventajas sobre otros métodos de ionizacion como alta
tolerancia a impurezas en la muestra, rapidez, alta sensibilidad, alto rendimiento
(high throughput) y uso de minimas cantidades de analito para el analisis; por estas
razones la técnica es muy usada en analisis rutinarios con matrices tradicionales.
Sin embargo, existen aplicaciones emergentes, basadas en el proceso de
transferencia electronica (ET), particularmente para el andlisis de materiales que
requieren del uso de matrices con caracteristicas fisicoquimicas especificas, puesto
que para que el proceso de transferencia electrénica ocurra se necesita que el

potencial de ionizacion del analito sea menor que el de la matriz.

Uno de los factores méas importantes para el disefio de una matriz MALDI de
transferencia electronica es la absortividad molar a la longitud de onda tipica del
laser Nd:YAG (355 nm), uno de los mas comunes en la técnica. El fendbmeno de
desorcién/ionizacion en MALDI depende intrinsecamente de las propiedades
optoelectronicas de la matriz por lo que se requiere de la presencia en la estructura
de sistemas altamente conjugados. La estabilidad quimica y al vacio son también
propiedades importantes que se deben tener en cuenta a la hora de elegir una
matriz, sobre todo para garantizar que los métodos analiticos sean reproducibles en
el tiempo. Debido a que la ionizacion se da a través de una transferencia electronica,
es fundamental que el potencial de ionizacion de la matriz sea suficientemente alto

como para ionizar los analitos de interés.

En la actualidad existen pocas matrices de ET, adicionalmente las utilizadas
convencionalmente como el DCTB presentan problemas de interferencias en el

espectro debido a las sefiales de la matriz y posibles compuestos producto de la
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reaccion entre el DCTB vy el analito, ademés presenta baja estabilidad quimica a
condiciones de alto vacio dificultando la reproducibilidad del analisis en el tiempo.
Por estas razones es importante el estudio de nuevas matrices MALDI-ET, como
por ejemplo las basadas en 2,7-dibromofluoreno. La combinacién de esta unidad
central con sustituyentes adecuados permitird la obtenciébn de moléculas con
valores altos de potencial de ionizacion, con alta absortividad molar y caracteristicas

fisicoquimicas adecuadas para su desempefio en procesos de ET en fase gaseosa.

Una vez establecido el protocolo de sintesis, los compuestos sintetizados se
emplearan como matrices MALDI para el analisis de complejos de coordinacién
como porfirinas y ftalocianinas. Las primeras como clorofila, hemoglobina y
petroporfirinas, entre otras, son importantes en procesos de captura y
transformacion de energia en la biosfera® y como biomarcadores del petréleo en la
determinacién de fuentes biolégicas, medios deposicionales, madurez de la materia
organica y edad geoldgica.'® Por otro lado las ftalocianinas al ser compuestos que
absorben radiacion visible, presentan una alta estabilidad 6ptica lo que les permite
ser empleadas tradicionalmente como colorantes y pigmentos en la industria textil y
de las pinturas; ademas su elevado coeficiente de extincion posibilita su uso como

fotosensibilizadores en la terapia fotodinamica del cancer.!!
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una matriz MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) de
transferencia electrénica a partir de un disefio racional y la sintesis de derivados

del 2,7-dibromofluoreno que abarque un amplio rango de analitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar un disefio racional de moléculas derivadas del 2,7-dibromofluoreno.

e Sintetizar los derivados del 2,7-dibromofluoreno con los mejores potenciales

de ionizacién arrojados por el disefio racional.

e Determinar las propiedades espectroscépicas de los compuestos

sintetizados.

e Caracterizar los compuestos sintetizados por técnicas espectroscopicas.

e Evaluar experimentalmente la capacidad de los compuestos sintetizados

como matrices MALDI de transferencia electrénica frente a analitos modelo

y mezclas de ellos.
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4. MARCO TEORICO

En espectrometria de masas se realiza la ionizacion de especies moleculares y
atoOmicas y se mide su relacion masa-carga (m/z); la técnica es util para el analisis
de muestras simples y complejas, la determinacion de la formulas moleculares e
identificacion de elementos, ademas del estudio de la conectividad entre atomos,
secuencia de constituyentes de macromoléculas, identificacion de grupos
funcionales y la reactividad de especies en fase gaseosa, entre otros.* El principio
basico de la espectrometria de masas es la generacién de iones, mediante
estrategias que involucran el uso de campos eléctricos, impactos (fotones,
electrones, &tomos acelerados), efectos térmicos y de presion, y su separacion de
acuerdo con su relacion m/z mediante tiempo de vuelo, campos eléctricos o

magnéticos.?

Uno de los métodos convencionales de generacion de iones es la desorcion laser
(LDI), gue inicialmente se baso en la irradiacion de una muestra depositada en una
base metélica con un laser, sin embargo, este método presenta limitaciones debido
a que no todos los analitos absorben radiacion a la longitud de onda del laser y a la
excesiva fragmentacion de los que si absorben la radiacién. Las limitaciones de esta
técnica condujeron a la busqueda de materiales que se ionicen eficientemente bajo
las condiciones operacionales del equipo lo que condujo a que la técnica LDI junto
con FAB (Fast Atom Bombardment), evolucionaran en MALDI a finales de 198042
cuando se reporta por primera vez el uso de compuestos organicos para promover

eficientemente la desorcién/ionizacion de macromoléculas.
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4.1 MALDI

La técnica MALDI se desarroll6 simultaneamente por los grupos de investigacion de
los profesores Franz Hillelkamp y Michael Karas de la Universidad de Minster en
Alemania, y Koichi Tanaka de los laboratorios de investigacion de Shimadzu en
Kyoto-Japon. Este ultimo fue ganador del Premio Nobel de Quimica en el afio
2002.1314 MALDI es actualmente uno de los métodos de ionizacién mas importantes
para el analisis de compuestos no volatiles, labiles, termoinestables y de alto peso
molecular como péptidos, proteinas, oligonucleotidos y oligosacaridos, polimeros

sintéticos, fullerenos y sus derivados, y complejos no covalentes, entre otros.*®

Para el desarrollo de un experimento MALDI la muestra se incorpora en una matriz
generalmente de naturaleza organica, sin embargo en estudios recientes se reporta
el uso de nanoparticulas?®, superficies inorganicas?!’ y liquidos iénicos!® que tienen
como funcién absorber energia proveniente del laser, convertir la mayor parte de
ella en calor causando que se desorba la muestra. Adicionalmente la matriz también

protege las moléculas del analito de dafios por radiacién.1®

La mezcla matriz-analito se deposita en un portamuestra que se introduce en la
fuente de ionizacion donde se irradia con un laser (UV) para desorber de la
superficie una pluma de moléculas neutras y cargadas en forma de agregados que
reaccionan entre si, en un proceso adiabatico donde hay eliminacion de solvente,
rompimiento de agregados e ionizacion de las moléculas del analito, comunmente
mediante procesos de transferencia protonica o electronica, que seran discutidos

mas adelante (Figura 1).419
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Figura 1. Esquema del sistema de ionizacion MALDI.
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4.2 MECANISMO DE IONIZACION MALDI

En MALDI en modo positivo se observan tipicamente iones de tipo cation radical,
moléculas protonadas, y aductos de sodio y potasio.*® Los investigadores Zenobi y
Knochenmuss explican el mecanismo de ionizacion en MALDI como un suceso en
dos etapas; la primera involucra la formacién de iones primarios de la matriz(i) y la
segunda la formacion de iones secundarios del analito (ii) por interaccion de los

iones de la matriz en fase gaseosa con las moléculas neutras del analito.?°

La primera etapa puede darse por varias rutas: lonizacidon multifétonica de un paso
(ruta C), ionizacién multifétonica de dos pasos (ruta B), “Pooling” de energia (ruta
A), y modelos multicéntricos donde dos o mas moléculas excitadas de la matriz
combinan su energia para producir un cation radical o una molécula de la matriz

28



altamente excitada (Figura 2). En la segunda etapa los iones primarios reaccionan
con las moléculas neutras del analito formando nuevos iones, en procesos de tipo
ion-molécula, que pueden ser de tres tipos: transferencia proténica, electrénica y

cationica. 1519

Figura 2. Esquema de fotoionizacion y posibles vias de reaccion en MALDI-MS.
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lones observados

La transferencia protonica es de gran importancia debido a que muchas moléculas
aparecen de forma protonada en el espectro de masas, esto se debe a que la matriz
le cede un proton al analito formando especies protonadas [AH]*, esta reaccion
sucede solo si la afinidad proténica del analito es superior a la de la matriz.1® Por su
parte, el proceso de transferencia de electrones (ET) de analitos neutros a iones de
la matriz es el paso secundario que conduce a la formacion de cationes radicales
del analito. El pardmetro termodinamico que explica la ionizacion ET es la diferencia
de los potenciales de ionizacién de la matriz y el o los analitos, el proceso solo se

lleva a cabo si el analito (A) tiene un potencial de ionizacibn menor que el de la
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matriz (M), por esta razén la técnica se utiliza principalmente para el analisis de

compuestos con potenciales de ionizacién bajos (Figura 1).151°

MY +A > M+ A* IP(M) > IP(A)

Ecuacién 1. Reaccién de transferencia electrénica.

Cada uno de los mecanismos de ionizacion discutidos puede ser utilizado como
criterio para el disefio de nuevas matrices partiendo de la formacion de una mayor
densidad de iones primarios. Teniendo en cuenta la aplicacion deseada se buscara
que presenten potenciales de ionizacién altos favoreciendo la transferencia

electrénica del analito a la matriz.

4.3 MATRICES UV-MALDI

Uno de los factores mas importantes para el desarrollo de un experimento MALDI
es la eleccion de la matriz a utilizar, donde se debe tener en cuenta que tipo de
analisis se llevara a cabo, bajo que mecanismo y pardmetros instrumentales. Debido
a que los procesos de ionizacion de la matriz dependen directamente de sus
propiedades fisicoquimicas es necesario determinar que parametros influyen

directamente en el proceso. A continuacion se mencionan los mas importantes:

e Alta absortividad molar a la longitud de onda de los fotones emitidos por el
laser.

e Laabsorcion de energiay la posterior evaporacion de la matriz debe conducir
a la generacién de iones del analito de interés.

e Estabilidad bajo condiciones de alto vacio (1x10-° bar).

¢ Aislamiento de los iones generados, proporcionar un unico aducto del analito

y exhibir una débil tendencia a agruparse.
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e Co-cristalizar con el analito homogéneamente.
e Proporcionar una relacion sefial ruido alta.
e Bajo ruido de fondo (sefiales de la matriz pequefias) con el fin de evitar

interferencias entre la matriz y los iones del analito.?%??

No hay una matriz que cumpla con los requerimientos para ser utilizada en el
analisis de todo tipo de analitos, por tal motivo, el estudio de las matrices se ha
basado en prueba y error con analitos especificos. Por ejemplo, en el andlisis
MALDI de porfirinas y ftalocianinas se ha reportado el uso de 1,4-benzoquinona,??
acido-a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA),?* 1,8,9-antracenotriol (ditranol),1125
acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB),?>2¢ &cido sinapico (SA)?® y trans-2-[3-(4-terc-
butilfenil)-2-metil-2-propenilideno] malononitrilo (DCTB)?5>?7; las estructuras de

estas matrices se muestran en la figura 3.

Figura 3. Estructuras de moléculas empleadas como matrices MALDI para el
andlisis de porfirinas y ftalocianinas.
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4.4 ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO (TOF)

El tiempo de vuelo es un analizador simple, econémico, con un ciclo de barrido
rapido y un rango de masa alto, hasta 500 kDa. Su principio se basa en medir el
tiempo que tarda un ion en viajar desde la fuente de iones a un detector fijoa 1 0 2
m del punto de partida. Todos los iones reciben la misma energia cinética durante
la aceleracion instantanea pero adquieren distintas velocidades dependiendo de su
relacion m/z por lo que el tiempo en recorrer el “campo libre”, regién entre la fuente
de iones y el detector, varia.?® Los iones con relacion m/z mas baja alcanzan el
detector antes de los iones con relacibn m/z mas alta puesto que estos ultimos
tienen menor velocidad como se observa en la figura 4.2° La resolucién del
analizador TOF fue mejorada con la adicion del reflectron (Re-TOF), el cual actua
como un espejo que centra iones de diferentes energias cinéticas en el tiempo
corrigiendo la dispersion en la velocidad de los iones de la misma masa, derivada

del proceso de ionizacion.*28

Un reflectron sencillo consiste en un una serie de electrodos en forma de anillo que
producen un campo eléctrico de retardo detras de la regién de campo libre en
oposicion a la fuente de iones. Los iones penetran en el alcanzando una energia
cinética cero, luego son expulsados del reflector en direccion opuesta por lo que la
trayectoria de vuelo varia en funcion de las diferencias de energia cinética. Los
iones que transportan mas energia cinética volaran mas profundamente en el
campo de desaceleracion, y asi pasaran mas tiempo dentro del reflector que los

iones menos energéticos (Figura 4).*
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Figura 4. Esquema de un analizador de tiempo de vuelo-reflectrén (Re-TOF).4
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4.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ULTRAVIOLETA Y VISIBLE

La absorciéon de radiacién ultravioleta o visible por una especie atobmica o molecular
(M) es un proceso que se puede considerar en dos etapas: (i) en primer lugar se
genera una especie excitada electronicamente a partir de la reaccion entre la
especie molecular y un fotdn, (ii) y en segundo lugar ocurren los distintos procesos
de relajacion ya sea por emision de calor o por medio de una reaccién fotoquimica

dando lugar a nuevas especies.3°

i) M+hv - M*
(i). M* - M + calor

Todos los compuestos organicos son capaces de absorber radiaciéon
electromagnética porque contienen electrones de valencia que pueden ser
excitados a niveles de energia superiores. La absorcion a longitudes de onda largas
ocurre cuando existen grupos funcionales con electrones de valencia con energias

de excitacion relativamente bajas a los que se les llama croméforos. Los electrones
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que contribuyen a la absorcién son aquellos que participan directamente en la
formacion del enlace entre atomos (o y 1) y los electrones no enlazantes (n) que se
encuentran localizados alrededor de atomos como O, S, N, X por medio de cuatro

tipo de transiciones electrénicas: 0— o*, n— o*, n—»m* y T— 1*.30

Los analisis por espectroscopia UV-Vis en sdlido y liquido permiten encontrar la
longitud de onda de maxima absorcion para las matrices sintetizadas, lo ideal
es que este valor sea cercano a la longitud del laser de Nd:YAG (355 nm)
confirmando asi la absorcion de la mayor parte de la radiacion laser.'?

4.5.1 Espectroscopia de reflectancia difusa
Cuando la luz incide sobre una muestra, cierta cantidad de fotones son trasmitidos
a través de la muestra y el resto es reflejado o absorbido por enlaces covalentes
que actian como resortes oscilantes que se acoplan con la longitud de onda exacta
de la radiacién luminica (figura 5).3!

La absorcion de luz se determina mediante la diferencia entre la luz incidente (Li) y
la reflejada (Lr) y trasmitida (L:); cuando se trabaja en modo reflexion el material es
lo suficientemente opaco por lo que la luz reflejada es igual a cero dando como

resultado la ecuacion 2.31

Ly=Li—L,

Ecuacién 2. Luz absorbida por una muestra en reflectancia difusa.
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En el modo de reflexion, la absorbancia se define como el log(1/R) siendo R la suma
de la reflexién especular y la reflexion difusa que finalmente es la que suministra

informacién (til sobre la naturaleza y composicion de la muestra.3!

Figura 5. Efectos de la radiacion incidente sobre una muestra.
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4.6 ESTADO DEL ARTE

Con frecuencia se observan en los espectros de masas MALDI en modo positivo,
iones producto de transferencia protonica, sin embargo, existen analitos que no se
pueden protonar facilmente debido a una baja afinidad proténica, poca polaridad, o
a la carencia de grupos funcionales polares. Por esta razon es importante el estudio
de matrices que permitan ionizar dichos analitos mediante procesos alternativos

como la transferencia electrénica, que promueve la formacién de cationes radicales.

La obtencion de cationes radicales empleando matrices de transferencia electronica
fue reportada por primera vez en el afio 1993 por los investigadores Peter Juhasz y
Catherine Costello®? usando matrices derivadas del antraceno como ditranol, 9-
nitroantraceno y quinizarina para caracterizacion de ferroceno, oligomeros de

rutenoceno y polimeros de hasta m/z 10000. Los autores reportaron que las sefiales

35



de los analitos en el espectro de MS-MALDI correspondian a iones moleculares de

tipo cation radical que hasta el momento no habian sido observados.

Leszek Michalak et al. (1994)%3 reportaron el uso del fullereno Ceo como matriz
MALDI en modo positivo y negativo, como una alternativa para el analisis de
moléculas biolégicas de gran tamafio (insulina, citocromo c y albumina de suero
bovino), los autores asignaron en los espectros de cada proteina analizada,
especies de tipo catibn o anion radical segun el modo operacional. La matriz
presentd inconvenientes como baja solubilidad en medio acuoso lo que dificulta el

analisis de analitos hidrofilicos.

La investigacion sobre el desarrollo de matrices de transferencia electronica ha
crecido en los ultimos afios debido a la creciente demanda para el analisis de
polimeros y materiales moleculares organicos. Por ejemplo, Heinrich Luftmann et
al. (2000)° reportaron uso de trans-2-[3-(4-terc-butilfenil)-2-metil-2-propenilideno]
malononitrilo (DCTB) como matriz MALDI de transferencia electronica para
compuestos labiles, que permitia el analisis de moléculas basadas en fullereno
produciendo aniones o cationes radicales dependiendo del modo de operacién. En
la figura 6 se observa el espectro de masas MALDI en modo positivo de un derivado
de fullereno usando 2,5 acido dihidroxibenzoico (DHB), 9-nitroantraceno (9NA) y
DCTB como matrices. La figura 6 demuestra el buen desempefio que presenta el
DCTB en el modo ion positivo para la caracterizacion del derivado de fullereno,
adicionalmente los autores reportaron un excelente comportamiento analitico, el

cual no habia sido observado con anterioridad en ET-MALDI.

El DCTB se establecié como una matriz idonea de transferencia electronica, lo que

condujo un estudio mas profundo sobre sus caracteristicas fisicoquimicas y la
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relacion que estas tienen sobre el proceso de desorcion/ionizacion. Yury Vasiliev et
al. (2006)3* determinaron experimentalmente la energia de ionizacioén (IE) del DCTB
(8.54 + 0.05 eV) corroborando el amplio rango de analitos que puede analizar de
acuerdo con la ecuacion 1. El analisis para fenantreno arrojo sefal de analito puesto
que presenta un IE de 7,9 eV, menor que el de DCTB, en cambio para analitos de
tipo fluorofullerenos (FF) no se observa sefial debido al alto IE de estas especies
(12 eV). Este reporte demuestra que para que sea termoquimicamente factible la
desorcion/ionizacion del analito en procesos de transferencia de electrones es

necesario de energias de ionizacion menores a la matriz.

Figura 6. Espectros MALDI positivo del bis(4-metoxifenil)metano[60]fullereno con

diferentes matrices.>
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Por otra parte Mark Wyatt et al.(2006)?° reportaron la ionizacién de una variedad de
compuestos optoelectronicos, incluyendo derivados organometalicos, organicos
conjugados (porfirinas y ftalocianinas), hidratos de carbono, entre otros, utilizando
DCTB. Los resultados exhibidos, demostraron que el DCTB es una matriz efectiva
en términos de produccién de cationes o aniones radicales de los analitos a bajas
fluencias del laser. Sin embargo, las interferencias por formacion de aductos,
descomposicion quimica y reactividad con los analitos (ruido de fondo significativo
de la matriz) generan alta variabilidad en los resultados obtenidos. Estas
desventajas también fueron reportadas por los investigadores, quienes
adicionalmente observaron que el DCTB no es conveniente para el analisis de
moléculas solubles en agua o de naturaleza bioldgica, presenta baja estabilidad
quimica lo que requiere de almacenamiento bajo atmosfera inerte a baja
temperatura y exhibe baja estabilidad al vacio lo que imposibilita el andlisis
prolongado bajo las condiciones operacionales de alto vacio en el equipo MALDI.

Como una alternativa al DCTB, Michael Meier et al. (2007)%° estudiaron la
posibilidad de varios compuestos de actuar como matriz en modo positivo para
polimeros sintéticos por medio de transferencia de protones, transferencia de
cationes o transferencia electronica. Los autores reportaron al menos 10 nuevas
matrices MS-MALDI-TOF prometedoras para el analisis de diferentes polimeros. La
tabla 1, resume la lista de los compuestos nuevos y prometedores como matrices
MALDI que proporcionaron valores de S/N mayores a 10 para el analisis del

polimero PMMA con un peso molecular de 14kDa.

Mas reciéntemente Haruki Kouchi et al. (2012)% reportaron el uso de aq,B-
difenilfumaronitrilo (DPF) como matriz MALDI para el analisis de Clusters de Oro
(Au- CLs) en modo negativo mediante ionizacion por transferencia de electrones.

Los autores obtuvieron menor fragmentacion y sefiales de mayor abundancia en
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comparacion con el DCTB. En este mismo afio, Nazim Boutaghou y Richard Cole3’
investigaron el desemperio del 9,10-difenilantraceno (9,10-DPA) para el analisis de
compuestos modelo como clorofila a, retinol y protoporfirina de Zinc entre otros. El
9,10-DPA tiene, sin embargo, un bajo potencial de ionizacion (7,04 eV) razon por la
cual no ioniza analitos que tengan un valor superior de potencial. Finalmente,
Cosima Calvano et al. (2015)%® realizaron un estudio del 1,5-diaminonaftaleno
(DAN) como matriz de reaccion secundaria de transferencia de electrones para la
identificacion de clorofilas y sus derivados por medio de espectrometria de masas
MALDI, el DAN supera matrices convencionales como a-CHCA, ditranol y antraceno

en estas aplicaciones.

Tabla 1. Relacion S/N para el polimero PMMA 14kDa utilizando 10 nuevas
matrices MALDI descubiertas con un enfoque de seleccion screening/rational.3®

. Relacion S/N
Nombre Mejor solvente
(PMMA 4kDa)
galvinoxil (radical libre) Acetona 23.1
acrilato rojo disperso N° 13 Cloroformo 20.6
disperso rojo N° 1 Cloroformo 19.2
acrilato rojo disperso N° 1 Acetona 18.4
metacrilato rojo disperso N° 1 Cloroformo 17.4
4,4'-metilenbis(N,N-diglicidilanilina) Cloroformo 15.7
ester dietilico del acido N-(4-
) ) ) Cloroformo 15.2
nitrobenzoil)-L-glutamico
(S)-(+)-2-metilbutil 4-(4-deciloxi-
. _ _ Cloroformo 14.4
bencilidenamino) cinamato
a-naftolftaleina Cloroformo 14.1
2,4-di-terc-butil-6- (5-cloro-2H-
Cloroformo 12.6

benzotriazol-2-il)fenol
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En la actualidad el grupo de investigacion GIFTEX de la Universidad Industrial de
Santander, junto con el grupo de Macromoléculas de la Universidad Nacional de
Colombia, investigan en nuevos sistemas fenilenvinileno (FV) como matrices MALDI
de transferencia electrénica. Estos compuestos tienen caracteristicas
optoelectronicas definidas, altos valores de absortividad molar, alto potencial de
ionizacion y capacidad para formar iones estables, sin fragmentacion en la fuente,
estabilidad quimica y al vacio y por supuesto un desempefio excepcional como
matrices MALDI.3°

Los articulos reportados evidencian la constante busqueda y estudio en el campo
de matrices MALDI con el fin de suplir los andlisis de diferentes tipos de analito y
mejorar los resultados obtenidos con las matrices convencionales, por esta razén
se pensé en un disefio racional que direccione la sintesis, hacia la obtencion de
compuestos prometedores para su uso como matriz, usando como base estructural
el fluoreno debido a su alta conjugacion, sus propiedades optoelectrénicas y facil

acceso.

En los ultimos afios el fluoreno ha sido altamente estudiado para aplicaciones como
celdas solares, OLED’s y sensores. Con relacion a la sintesis de derivados de
fluoreno, M. John Plater et al. (2000)*° publicaron un estudio de derivados del 4,5-
Diazafluoreno donde se reporta una metodologia para sintetizar el 2,7-Dibromo-9-
(1-fenilmetileno)-9H-fluoreno bajo condiciones rapidas, economicas y amigables al

medio ambiente con un alto porcentaje de rendimiento.

Un amplio conocimiento de las relaciones entre estructura y propiedades permite el

disefio racional de materiales organicos de emision. Fluorenos conjugados y
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polifluorenos han mostrado ser prometedores como materiales emisores de luz azul
(B-OLEDs). Por ejemplo, Rathnayake et al. (2006)3 reportaron el estudio en las
propiedades electronicas, fotonicas y morfolégicas por modificacion de
sustituyentes del fluoreno para optimizar las propiedades OLED’s del 2,7-
Bis(feniletenil)fluorenos. Atul Goel et al. (2009)** reportaron el uso de sustituyentes
cromoforos de tipo donador-aceptor en el esqueleto de fluorenos y fluorenonas para
solucionar el efecto de emisidn verde y convertir dicha luz en luz azul para el uso

comercial en B-OLED’s.

Frente a problematicas energéticas y el tema del calentamiento global han surgido
estudios sobre el desarrollo de energias renovables a partir de colorantes organicos
libres de metales partiendo de su alto coeficiente molar, bajo costo y relativamente
alta eficiencia. Los investigadores Wengin Li et al. (2011)*? reportaron el disefio y
sintesis de una serie de colorantes organicos con unidades de fluoreno utilizados
como puentes para su aplicacidon como celdas solares sensibilizada por colorante
(DSSC).

El disefio y preparaciéon de sensores fluorescentes para especies moleculares
biol6gicamente importantes, es de primordial interés en biorganica. Adachi et al.
(2014)* sintetizaron dendrimeros de fluoreno con terminales de naftaleno que
funcionaron de manera eficaz como sensores quimicos de la vitamina K4 atil para
la prevencién de enfermedades por carencia de vitaminas en la dieta. Mientras que
Hosseinzadeh et al. (2015)** sintetizaron un acido bérico a base de fluoreno para

observar cambios de fluorescencia tras la adicion de sacaridos a pH fisiologico.

41



5. METODOLOGIA

5.1 CALCULOS COMPUTACIONALES

El pardmetro mas importante para realizar un disefio racional de moléculas
candidatas a matrices MALDI, es el potencial de ionizacion. El potencial de
ionizacion (PI) esta estrechamente relacionado con la ionizacion de la moléculay la
capacidad de ionizar analitos, siguiendo el parametro discutido previamente

(ecuacion 1).

Antes de llevar a cabo la sintesis de las moléculas disefiadas in-silico, se utiliz6 el
método de Koopmans basado en calculos Hartree-Fock (HF) que establece que el
Pl es el negativo de la energia del orbital desocupado de mas baja energia (LUMO),
dicho valor fue obtenido de los orbitales virtuales (LUMO) después de realizar una
optimizacién de geometria para buscar el minimo de energia, parametro requerido
para conocer el potencial. Los experimentos se llevaron a cabo mediante el uso del
programa GAUSSIAN 09.4°

Figura 7. Estructuras de los compuestos candidatos.

R=H, CI, CN, CHs3, OCH,
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5.2 SINTESIS DE FLs

Los compuestos fueron sintetizados a partir del 2,7- dibromofluoreno vy
benzaldehido en relacion 1:1 en presencia de hidroxido de potasio (KOH)
empleando la ruta sintética publicada por Plater, M. et al.*° La sintesis del FL-CN se

obtuvo utilizando metilpiperidina como base (Esquema 1).

Los compuestos se prepararon a partir de 1 mmol de 2,7-dibromofluoreno, 1 mmol
de benzaldehido, KOH y 20 mL de etanol a reflujo y agitacion constante. Posterior
al tiempo de reaccion establecido se filtrd, se lavé con etanol y se purifico por
cromatografia FLASH utilizando una relacion diclorometano-hexano 3:1. Los
valores de rendimiento y tiempo de reaccidn se muestran en la tabla 3. (Los datos
experimentales de la caracterizacion estructural de las moléculas sintetizadas, se

encuentran reportados en los anexos A-J).

5.3 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE FLs

El andlisis de espectroscopia infrarroja se realizaron en un espectrofotometro FTIR
bruker tensor 27. Los analisis de RMN se realizaron en un espectrometro Bruker
TopSpin 400 MHz utilizando dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds), no se efectud
para los compuestos FL-H y FL-CI, debido a que fueron descartados para su
evaluacion como matrices MALDI. Los espectros de masas LDI-MS se obtuvieron
empleando un espectrometro de masas Bruker UltrafleXtreme operado con un laser

de estado solido de Nd:YAG con analizador de reflectron/tiempo de vuelo (rTOF).

5.4 CARACTERIZACION OPTOELECTRONICA DE FLs
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5.4.1 Determinacion de los coeficientes de absortividad molar
Los espectros de absorcion UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotometro Thermo
Scientific GENESYS 10S UV-VIS. El barrido espectral en la region entre 200-700
nm se realiz6 a velocidad de escaneo media y slit de 1 nm. Se empled una celda de
cuarzo de camino Optico de 1 cm. Se prepard una curva de calibracion para cada
una de las matrices (FL-H, FL-CI, FL-CN, FL-CHs, FL-OCHs) en THF con
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mM a las que se les midi6 la absorbancia
a 355 nm, por medio de la ecuacion de Lambert-Beer se determinaron los
respectivos coeficientes. Ademas se realizé un barrido espectral entre 200-700 nm

a las soluciones de concentracién 5mM.

Figura 8. Portamuestra para analisis por reflectancia difusa.

5.4.2 Anédlisis de Reflectancia Difusa
Los espectros de reflectancia difusa se midieron en un espectrofotometro Shimadzu
UV-2401PC. El blanco usado correspondié a sulfato de bario, compuesto que
también tiene la funcion de material soporte para las muestras solidas de los
compuestos. Se realizo un barrido espectral de 200-900 nm, a velocidad de escaneo
media y slit de 1 nm. Para determinar la Amax en fase sdlida se realizdé un fondo en
el portamuestra con 2 g de sulfato de bario (BaSOa4). Por aparte fueron pesados 0,7
g de BaSO4 y 0,3 g de la muestra de matriz, los cuales se homogeneizaron en un

mortero y se depositaron uniformemente sobre la capa realizada previamente hasta
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obtener un sdlido compacto (figura 15). Finalmente fueron tomados los espectros
en modo de reflectancia utilizando como blanco BaSOa.

5.5 MALDI-MS

5.5.1 Preparacion de la muestra
El proceso de cristalizacion es un parametro critico en la preparacion de la muestra
para andlisis por LDI y MALDLI.# El método de co-cristalizacion convencional y mas
utilizado es el dried droplet razén por la que se llevd a cabo los andlisis por dicho

método.

LDI: Se prepar6 una solucion de cada uno de los compuestos sintetizado en THF a
una concentracion de 5SmM. Se tomo 1 pL de la solucidn y se depositd en el target

empleando el método de dried droplet.

MALDI: Se prepararon soluciones stock de todos los analitos empleados a una
concentracion Unica de 5mM para todos los experimentos. A partir de la solucién
stock de analitos, se llevo a cabo una serie de diluciones con el fin de evaluar las
diferentes relaciones matriz:analito (100:1, 1000:1 y 100000:1). Las muestras fueron

depositadas en el target mediante el método dried droplet.

5.5.2 Experimentos de masas
Los experimentos se realizaron en un espectrdmetro de masas Bruker
UltraFlextreme MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA) equipado con un

laser Nd:YAG (355 nm). Las energias reales del laser se midieron conforme el
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avance de los experimentos empleando un sensor laser PowerMax-USB UV/vis
Wand (Coherent, Santa Clara, USA), teniendo en cuenta que el laser de operacién

sufre desgaste a través del tiempo.

5.5.2.1 Experimentos LDI-MS
Se estudi6 la dependencia de la ionizacion en funcidén de la energia del laser, para
cada matriz de fluoreno a una concentracion de 5mM, para lo cual se tomaron un
total de 5 espectros (2000 disparos del laser), con el fin de obtener un analisis

estadistico, a diferentes energias del laser de Nd:YAG (355 nm).

5.5.2.2 Experimentos MALDI-MS con analito modelo
Como analito modelo se empled porfirina de cobalto (tetrametoxifenilporfirina de
cobalto) utilizando como matrices FL-CN, FL-CHs, FL-OCHs y DCTB a diferentes
energias del laser (5 espectros/ energia, 2000 disparos del laser/ espectro) con una
relacion molar matriz:analito 1000:1, experimentos variando la relacion molar
matriz:analito manteniendo constante la energia del laser (1,24 uJ/pulso) y
experimentos con valores fijos de relacion matriz:analito y energia del laser (1000:1,

1,24 pJ/pulso) a diferente tiempo después de ingresado el target.

5.5.2.3 Experimentos MALDI-MS con mezcla de analitos modelo
Se realiz6 el andlisis de una mezcla de porfirinas y ftalocianinas modelo utilizando
como matrices FL-CN, FL-OCHs y DCTB a una relacion molar matriz:analito 1000:1,

energia del laser 1,24 pJ/pulso, 2000 disparos del laser/ espectro.

5.5.2.4 Experimentos MALDI-MS con muestra real
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Se tomaron espectros de una fraccion de petroporfirinas extraidas de un crudo
pesado colombiano utilizando como matrices FL-CN, FL-OCHs y DCTB a una

relacion molar matriz:analito 10:1, energia del laser 1,24 pJ/pulso, 2000 disparos

del laser/ espectro.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 DISENO RACIONAL DE FLs

El fluoreno como base estructural, ha sido un pilar importante en la quimica de los
materiales moleculares organicos, su alta conjugacion permite obtener estructuras
ricas en electrones empleadas en la construccion de OLED’s,3#! sensores, 434446

celdas solares*247, entre otros.

Las caracteristicas fisicoquimicas y optoelectrénicas de estos compuestos
motivaron por ende el disefo de las estructuras basadas en fluoreno para su uso
como matriz MALDI, dada la relacion estrecha de la conjugacién y propiedades de

absorcion con la eficiencia de ionizacion en MALDI.21:22

Figura 9. Estructura molecular de las matrices FLs.

C A A

- FL-CI FL-CN
BrBr BrBr
H;C O H;CO O
FL-CH; FL-OCH;
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El Pl se define como la minima cantidad de energia que requiere absorber un atomo
0 molécula en sus estados fundamentales vibracionales y electronicos para formar
un ion.* Los valores de potencial de ionizaciéon (PI) obtenidos con el software
Gaussian 09 para los FLs (figura 9) se reportan en la tabla 2. Los compuestos de
estudio presentan un PI similar al de la matriz convencional (DCTB) por lo que es
de esperarse que sean buenos candidatos a matrices MALDI. Recordando que para
que ocurra el proceso de transferencia electronica el Pl(Matriz) > PI(Analito) se
espera que el FL-CN permita un rango mayor de analitos puesto que tedricamente

su Pl es el mayor en el grupo.

Tabla 2. PI calculados mediante empleando la teoria de Koopmans.

Compuesto Potencial de lonizacion
(eV)
FL-H 8.5
FL-CI 8.6
FL-CN 8.7
FL-CHs 8.3
FL-OCHs 8.3
DCTB 8.5434

6.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DERIVADOS DE FLUORENO
En esta seccién se discutird la sintesis de los derivados de fluoreno obtenidos,

meétodos de purificacion y caracterizacion estructural.

6.2.1 Sintesis
Los compuestos basados en fluoreno presentan propiedades fisicoquimicas y
optoelectrénicas ampliamente estudiadas.*~*44647 De acuerdo a la tabla 2, los
potenciales de ionizacion de todas las moléculas presentaron valores superiores a

8.0 eV, por lo cual se llevo a cabo la sintesis de todas las moléculas partiendo de
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2,7-dibromofluoreno 1 y aldehidos sustituidos 2a-e en posicidn para como se

observa en el Esquema 1.

Los compuestos se obtuvieron con tiempos de reaccién cortos y rendimientos
buenos (ver tabla 3). La reaccién transcurrio bajo un mecanismo de tipo
condensacion alddlica donde la base extrae uno de los protones acidos del fluoreno,
los protones en posicion C-9 tienen este caracter debido a que la carga negativa

generada, se estabiliza por resonancia en los dos anillos aromaticos.

Esquema 1. Esquema general de la reaccién para la sintesis de derivados del 2,7-
dibromofluoreno.

O\
oot
O’ * EtOH
Br
R
1 2a-e

R = -H (a), -Cl (b), -CHs (c), -OCHs (d), -CN (e)

Tabla 3. Rendimientos y tiempos de reaccién para la serie de compuestos 3a-e.

Sustituyente Peso Molecular Rendimiento  Tiempo de

Compuesto
(R) (g/mol) (%) Reaccion
32 -H 412,12 53 30 min.
3b -Cl 446,57 33 30 min.
3c -CHs 426,15 55 60 min.
3d -OCHs 442,15 57 60 min.
3e -CN* 437,13 36 24 h.
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*El derivado FL-CN se sintetiz6 mediante el uso de 4-metilpiperidina como
catalizador debido a descomposicién en presencia de KOH.

El carbanién 1a generado es un nucledfilo fuerte que ataca el carbono carbonilico
del aldehido a través de una condensacion tipo alddlica, generando el intermediario
2" el cual se deshidrata rapidamente para formar los derivados de fluoreno 3a-e. En
el caso particular de la obtencion del compuesto 3e (FL-CN) se utilizé 4-
metilpiperidina como catalizador basico, debido a que la reaccion exhibia
descomposicion con KOH por ataque nucleofilico del hidréxido OH- al grupo ciano
electrodeficiente, llevando a la formacion de una amida, a través de un mecanismo

de hidrdlisis.

Esquema 2. Mecanismo de reaccion para la obtencion de los derivados de
fluoreno 3a-e.
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6.2.2 Caracterizaciéon de FLs

La caracterizacion de los compuestos se realizO mediante las técnicas
espectroscopicas FT-IR, RMN-'H, 3C, experimentos bidimensionales vy
espectrometria de masas LDI-TOF. ElI compuesto FL-CN fue elegido como
representante de la serie de compuestos para ser discutida su caracterizacion

estructural.

En la figura 10 se muestra el espectro infrarrojo del FL-CN con las bandas
caracteristicas sefialadas. En la regién comprendida entre 3100-3000 cm™ se
observan bandas débiles pertenecientes a la vibracién C-H en compuestos de tipo
aromatico, en 1593 cm una banda media lo que implica la presencia de 1-4
disustitucion aromatica ademas de una banda fuerte en 803 cm por la flexién C-H
fuera del plano para compuestos aromaticos con sustitucién para, bandas débiles
por vibraciones del anillo aromatico debido a enlaces C=C en 1504 cmy
vibraciones C-Br en 445 cm, finalmente y confirmando la presencia del grupo

sustituyente ciano, una banda en 2230 cm* debido a la flexion —CN.

En la figura 11 se muestran los espectros RMN-'H y RMN-13C correspondientes al
compuesto FL-CN. Como prueba determinante de que la reaccion transcurrié con
éxito, se observa en el espectro RMN-!H dos sefiales correspondientes al sistema
de sustitucion “para” con constantes de acoplamiento 3J = 8.15 Hz que integra para
dos protones a un desplazamiento de 8.01 (B) y 7.79 ppm (C) respectivamente, este
sistema proviene del aldehido base 4-cianobenzaldehido. Otra sefial determinante,
es la correspondiente al proton vinilico que se encuentra desplazada a 8.12 ppm (A)
y se expresa como una sefial tipo singlete, debido a que no existe acoplamiento

vecinal, esta sefial garantizé que la union de los dos sistemas fue exitosa.
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Por medio de los espectros LDI de los derivados de fluoreno (ver figura 15) se
observo la distribucion isotopica experimental, la cual corresponde estrechamente
a la distribucion isotopica tedrica, ademas los valores de mass accuracy <100ppm
reportados en la tabla 4, indican la alta precision en la medicion de la masa

experimental corroborando la correcta sintesis de los compuestos.

Figura 10 . Espectro IR del FL-CN.

100 e ,

95 vCar-H

90 -
1,4
85 Tension CN disustitucion

80
vC-Br

75

% Transmitancia

70

65 Flexién C-H
fuera del plano

60

i I i I i I i I i I i I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

Figura 11. Espectros RMN-'H y RMN-13C del FL-CN.
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Para la correcta elucidacion de los sistemas de protones X y Y se llevo a cabo un
espectro de correlacion por efecto nuclear Overhauser NOESY. En la figura 12, se
observa una correlacion espacial entre el proton Hxi y el proton vinilico a través del
espacio lo que sugiere una rigidez del sistema y diferenciacion de los anillos. La
sefal correspondiente a los protones orto, exhiben una correlacion espacial con los

protones Hyi. Estas sefales son las més importantes y determinan la geometria de

la molécula.
Figura 12. Espectro NOESY del FL-CN.
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Con respecto al experimento de 13C se observa en la figura 11, parte inferior, dos
seflales de mayor intensidad correspondientes a los carbonos “orto” y “meta”
desplazadas a 130.4 y 133.1 ppm, respectivamente. A 130.3 ppm se observa la

sefial de 13C correspondiente al carbono vinilico, la cual corrobora la unién de los
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dos sistemas. En la figura 13, se observa el espectro HMQC que correlaciona cada

sefal de protones con su respectivo carbono 13.

Figura 13. Espectro HMQC del FL-CN.
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El experimento HMBC (figura 14) se empled para elucidar la estructura, siendo las
sefiales determinantes en 119.1 ppm correspondiente al 3C del grupo ciano (D), la
sefial a 135.4 ppm para el *3C en la posicién z de la estructura, identificada por su
acoplamiento con el proton vinilico Ha a 2 enlaces, ademas de sefiales en 137.5y
139.5 ppm para los 13C cuaternarios de las posiciones x2'y y2 respectivamente.
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Figura 14. Espectro HMBC del FL-CN.
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6.3 CARACTERIZACION OPTOELECTRONICA DE FLs

6.3.1 Longitud de maxima absorcion
Los FLs sintetizados presentan multiples maximos de absorcidon, un maximo de
absorcion cercano a la region de 355 nm y los demas desplazados a longitudes de
onda menores como se observa en la figura 15; el corrimiento y diferencias entre
las bandas de absorcion de los compuestos se deben a la naturaleza quimica que
le confieren los distintos grupos funcionales unidos al nucleo de fluoreno. Estas
bandas corresponden a transiciones de tipo n—1* y m— 1* debido a la estructura
molecular altamente conjugada y la presencia de electrones no enlazantes

localizados en atomos como O, N, Cly Br.%0
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Figura 15. Espectros de absorcion UV-Vis de FL-H, FL-CI, FL-CN, FL-CHs y FL-
OCHs a una concentracion de 5mM.
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En la figura 15, se observa que las matrices que tienen en la posicién para (p) un
sustituyente electrodonador como el FL-CH3s y el FL-OCHzs presentan un maximo de
absorcién a longitudes de onda mayores, para el caso del sustituyente metoxi se
debe a que es un grupo auxocromo que al tener un par de electrones n capaces de
interaccionar con los electrones 1 del anillo tiene el efecto de estabilizar el estado
", disminuyendo su energia y provocando un desplazamiento batocrémico;
mientras que los sustituyentes electroatractores como el —CN Y el -Cl provocan lo
opuesto, desplazando los maximos de absorcidon hacia longitudes de onda menores

(efecto hipsocrémico).*°

Las moléculas FL-CHs y FL-OCHs poseen los maximos de absorcion mas cercanos

a la longitud de onda del laser de Nd:YAG (355 nm) ademas presentan coeficientes
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de absortividad molar altos a dicha longitud de onda por lo que se espera que Su
desempefio como matrices MALDI se destaque respecto al grupo de moléculas

sintetizadas.

6.3.2 Determinacion de coeficientes de absortividad molar (g)
Las curvas de calibracion de las matrices sintetizadas se muestran en la figura 16
con su correspondiente coeficiente de absortividad molar a 355 nm. Los valores
fueron determinados utilizando la ecuacion de Lambert-Beer por medio de
soluciones diluidas de las matrices en THF a concentraciones de 5, 10,15, 20, 25y
30 pM.

Durante el proceso de ionizacion MALDI, se absorbe la energia del laser por la
matriz, dando lugar a su excitacién y luego ionizacion como se indicé en la figura 1.
Por lo tanto una matriz adecuada debe tener una fuerte absorbancia a la longitud
de onda de trabajo del laser Nd: YAG (355 nm).” En la figura 16 se evidencia que el
FL-OCHgs junto con el FL-CI presentan los valores de absortividad molar mas altos
entre las matrices sintetizadas indicando que para dichos compuestos la energia
suministrada a la longitud de onda de 355 nm es eficientemente absorbida por lo
gue se puede esperar que actuen como buenas matrices MALDI al favorecerse la

formacion de iones primarios.

El DCTB presenta un coeficiente de absortividad molar de 33980 a una longitud de
onda de 355 nm,*® superando las absortividades de los compuestos sintetizados;
partiendo de que las moléculas del fluoreno ademéas de presentar una banda de
absorcion cercana a la longitud de onda de trabajo, tienen maximos de absorcion
intensos en la regién de 200-300 nm, por lo que se espera que a dichas longitudes

de onda la absorcion sea alta (figura 15). Una alta absortividad molar es una de las
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propiedades que debe presentar una matriz MALDI pero no la Unica, por lo que se
requiere de experimentos con analitos para observar su rendimiento a la hora del

analisis.

Figura 16. Curvas de calibracion de las matrices sintetizadas.
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6.3.3 Reflectancia difusa
El analisis de reflectancia difusa (RD) exhibié el comportamiento de las matrices en
estado solido. Este resultado es aproximado al desempefio real de la matriz, debido
a que los experimentos MALDI y la ionizacion de las matrices se realizan sobre un
target metalico en estado sélido. En la figura 17 se observa una linea recta en la
zona comprendida entre 550-700 nm la cual representa la luz incidente que paso a
través de la muestra, luego se observa un descenso rapido y una abrupta caida

generando un pozo de minima reflectancia en la regién espectral de 200-400 nm

60



puesto que los compuestos derivados del 2,7-dibromofluoreno presentan maximos

de absorbancia en esta region, ver figura 15.

Figura 17. Espectros de reflectancia difusa para FL-H, FL-CI, FL-CN, FL-CHs, FL-
OCHsy DCTB.
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6.4 EVALUACION DE DERIVADOS DE FLUORENO COMO MATRICES ET-
MALDI

6.4.1 Experimentos LDI-MS
Un aspecto de suma importancia que se debe tener en cuenta en el momento de
elegir una matriz para un analisis MALDI es su espectro base. El espectro base
debe exhibir el menor nimero de sefales posibles de la matriz, fragmentos o
agregados, con el fin de garantizar que las sefiales producidas en un experimento

MALDI correspondan inequivocamente a los analitos.
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Los espectros LDI brindan informacién sobre la capacidad que tiene un compuesto
puro (en estado solido) de ionizarse bajo las condiciones operacionales del equipo,
por tal razon, se adquirieron los espectros LDI de los fluorenos sintetizados en el
modo ion-positivo. En la figura 18 se observan los espectros LDI correspondientes
a las matrices de fluoreno, donde se detecté con mayor abundancia (pico base) el
ion correspondiente al cation radical molecular (M*') respectivo de cada compuesto,
en la tabla 4 se registran los valores de relacibn S/N y mass accuracy para dicho

pico.

En la figura 18, también se observa que los espectros obtenidos no presentan
sefales diferentes a la correspondiente al cation radical molecular (M*), lo que
indica una efectiva ionizacion de los compuestos sin presencia de fragmentos y/o
formacion de aductos, a diferencia del DCTB. Los altos valores de relacion S/N
(tabla 4) y abundancia indican que los compuestos FL-CN, FL-CHsy FL-OCHs se
ionizan con mayor facilidad que el FL-H y FL-CI utilizando una misma energia del
laser, por lo que se esta garantizando la formacion de la mayor cantidad de iones
primarios de la matriz que finalmente permitiran la ionizacién del analito. Por la razén
expuesta anteriormente se eligieron el FL-CN, FL-CHsy FL-OCHzs para realizar los

ensayos con analitos.

Se tomaron espectros a diferentes energias del laser de Nd:YAG para las matrices
sintetizadas, a partir de los resultados obtenidos se construyeron graficas de

abundancia de iones, relacion sefial/ruido y resolucion, ver figura 19.4°

Como se observa en la figura 19a, los iones de las matrices se registran a una
energia del laser de 0.83 pJ/pulso, dicha energia no corresponde al umbral, con

valores de abundancia y relacion S/N bajos (figura 19b), a medida que la energia
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del laser aumenta, la abundancia del ion molecular (M*') también aumenta hasta

valores altos de energia donde permanece constante.

A valores bajos de energia hay poca cantidad de iones moleculares presentes, este
hecho hace que el pico se encuentre mas cercano al background del espectro y por
consiguiente la relacion S/N sea baja, al aumentar la energia y por tanto la
abundancia de iones la relacion S/N aumenta presentando un pico maximo a una

energia del laser de 1,24 pJ/pulso aproximadamente (Figura 19b).

A medida que se aumenta la energia del laser, se incrementa la abundancia de los
iones y por ende el numero de sefiales en el espectro. Las sefiales que aparecen a
energias mayores a 1,24 uJ/pulso corresponden a fragmentos y aductos debido a
gue se dan mayor numero de reacciones y fragmentaciones al ser suministrada
mayor energia por unidad de area (ver figura 20), este hecho repercute en la
resolucién del espectro que se ve afectada por el aumento en las sefiales del

background y por tanto baja relacion S/N (Figura 19b-19c).

Tabla 4. Valores de relacion S/N y mass accuracy para ion molecular de las
matrices sintetizadas y DCTB.

MATRIZ RELACION S/N MASS ACCURACY
(PPM)

FL-H 935 87

FL-CL 360 99

FL-CN 9662 20

FL-CHs 1774 80
FL-OCHs 8490 15

DCTB 105 120
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Figura 18. Espectros LDl y perfiles isotopicos experimentales de las matrices sintetizadas
FL-H, FL-CI, FL-CN, FL-CH3z y FL-OCHs.
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Figura 19. (a) Curva de aparicion de iones, (b) Relacion S/N y (c) Resolucion para
el ion molecular de las matrices.
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Es importante resaltar la diferencia entre el comportamiento de las matrices
sintetizadas frente a la matriz convencional DCTB, en la figura 19 se observan las
desventajas en términos de valores aleatorios de abundancia de iones ademas de

valores bajos de resolucion y relacion S/N a cualquier valor de energia del laser.

El espectro de masas LDI de la molécula FL-OCHs en modo positivo a diferentes
energias del laser se muestra en la figura 20. A una energia de 0.83 pJ/pulso se

detect6 Unicamente el ion molecular con una abundancia de aproximadamente
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4x102?y ruido de fondo; utilizando una energia del laser de 3.3 uJ/pulso, el espectro
presenta gran cantidad de sefiales provenientes de la fragmentacion y la formacion
de aductos por la alta energia suministrada al sistema, mientras que a una energia
de 1,24 pJ/pulso, el espectro se observa libre de ruido de fondo y con una

abundancia del pico de base de aproximadamente 5x10°.

Figura 20. Espectros LDI del FL-OCHz a energias del laser de 0.83, 1.24y 3.3
uJd/pulso.
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Los mejores espectros en MALDI en términos de resolucion y baja fragmentacion
se consiguen ligeramente por encima del umbral de formacién de iones,* pero

debido a que a dicha energia la relacion S/N es baja se determind que las
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condiciones mas favorables se obtienen a una energia del laser de 1,24 uJ/pulso
basandose en los valores obtenidos experimentalmente (figura 19b) y visualizacion
del espectro (figura 20), por lo que se escogio dicho valor para realizar los analisis

posteriores.

6.4.2 Experimentos MALDI-MS con analito modelo
En base a los resultados obtenidos por LDI-MS se utilizaron los compuestos FL-CN,
FL-CHs y FL-OCHgs para el experimento con analito. Se llevo a cabo el andlisis para
la porfirina de cobalto (tetrametoxifenilporfirina de cobalto) (figura 21), la cual fue
ionizada mediante transferencia electronica empleando las matrices elegidas y la
matriz convencional trans-2-[3-(4-terc-butilfenil)-2-metil-2-propenilideno]
malononitrilo (DCTB), se realizaron curvas de aparicion de iones, relacion S/N y
resolucion para el ion molecular del analito a diferentes energias del laser y

utilizando una relacion matriz:analito 1000:1 (Figura 23).

Figura 21. Estructura de la porfirina de Cobalto C4gH3sC0ON4Oa.
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Los espectros correspondientes a la porfirina de cobalto, LDI y utilizando como
matrices DCTB, FL-CN, FL-CHs y FL-OCHs a una relacion matriz:analito 1000:1 se
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muestran en la figura 22. El LDI de la porfirina muestra que la molécula se ioniza
facilmente sin el uso de una matriz debido a su alta conjugacion, con la desventaja
de una relacion S/N baja y presencia de ruido en la linea base; utilizando como
matriz DCTB se obtiene la mejor respuesta en términos de abundancia del ion
molecular pero registrando gran cantidad de picos que corresponden posiblemente
a fragmentaciones, aductos y sefiales de fondo provenientes de la matriz. El mejor
espectro en términos de abundancia, relacién S/N, resolucion y carencia de ruido
en la linea base se obtuvo con la matriz FL-CN ademas, presenta un valor de mass
accuracy de 25 ppm (tabla 5) lo que indica la alta precisién en la medicion de la
masa experimental, cabe resaltar que con las matrices FL-CHs y el FL-OCHs

también se obtienen espectros con mejores resultados que el DCTB.

Tabla 5. Valores de relacion S/N y mass accuracy para ion molecular de la
porfirina de cobalto (M*).

MATRIZ RELACIONS/N  MASS ACCURACY
(PPM)
- 131.4 76
DCTB 3373.8 53
FL-CN 11317.3 28
FL-CH3 3860.8 35
FL-OCHs3 8942.3 69

Como se observa en la figura 23, el comportamiento es comparable con los
resultados obtenidos para el ion molecular de las matrices (LDI) de la figura 19, con
lo que se puede concluir que los FLs permiten de manera eficiente la ionizacion de
la porfirina de Cobalto (analito modelo) mejorando los espectros obtenidos
utilizando DCTB como matriz, este comportamiento se evidencia en los altos valores

de abundancia de iones, relacion S/N y resolucion de los espectros. A partir de
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dichas graficas se escogio una energia del laser de 1.24 yJ/pulso para realizar los
experimentos con analitos, puesto que es la minima energia requerida con la que
se consigue una buena calidad en los espectros desgastando menos el laser de
Nd:YAG.

Figura 22. Espectros de la porfirina de Cobalto C4sH3sCoN4O4 a) LDI y utilizando
como matrices b) DCTB, c¢) FL-CN, d) FL-CHz y €) FL-OCHa.
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Figura 23. (a) Curva de aparicion de iones, (b) Relacion S/N y (c) Resolucion para
el ion molecular de la porfirina de cobalto.
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Se evalu6 el cambio de la relacion S/N para relaciones matriz:analito de 1000:1,
10000:1 y 100000:1 correspondiente a concentraciones del analito de 1,25 pmol,
0,125 pmol y 12,5 fmol respectivamente. La grafica permiti6 conocer la minima
concentracion requerida para la obtencion de buenos espectros en términos de
relacion S/N. Se utilizé 1,24 uJ/pulso como energia del laser arrojando la grafica de

la figura 24.
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Se conoce que la abundancia de iones incrementa a bajas concentraciones, esto
se puede deber a una disminucién de la eficiencia de deteccion, debido a que un
mayor volumen de material tiene que ser sometido a ablacién para generar un
ndamero suficiente de iones de analito. A altas concentraciones de analito, la
absorcién de energia por volumen se reduce puesto que la matriz se encuentra en
menos proporcion, causando que se requiera de una mayor energia para permitir la
eficiente ionizacion.* El experimento se realizé para valores de relaciéon S/N ya que
brinda mayor informacion referente a la abundancia del ion molecular del analito con
respecto a la abundancia de los demas picos presentes en el espectro, es por esto,
gue la tendencia esperada en el incremento de abundancia de iones a menor
concentracion de analito no se observa en este caso, este hecho puede ser atribuido
a que la abundancia de sefiales no correspondientes al analito reflejan una

disminucién en la relacién S/N.

Figura 24. Grafica de relacion S/N vs relacién molar matriz:analito utilizando como
matriz FL-CN, FL-CHs, FL-OCHz y DCTB.
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Se observa en la figura 24 que a medida que la relacion matriz:analito aumenta la
relacion S/N decrece hasta una concentracion de 12,5 fmol donde se registra sefial
del ion molecular pero con una baja relacion S/N. Los FLs presentan un mejor
rendimiento como matriz en comparacion con el DCTB siendo el FL-CN la matriz
con la que mejores resultados se obtienen para el analisis de porfirinas. Con lo que
finalmente se puede concluir que una relacion matriz: analito de 1000:1 es Optima

para el proceso.

Como ultimo experimento con analito discreto se evalu6 el comportamiento de las
diferentes matrices (relaciéon S/N) en funcion del tiempo obteniendo una gréfica de
decaimiento de la sefial de la porfirina de cobalto por sublimacion de las matrices
en el vacio, con el fin de observar el rendimiento de la matriz al ser utilizadas en
procedimientos que requieran de un tiempo prolongado para su realizacion, como
es el caso de MALDI imagenes. Se aplico sobre el target una relacion molar
matriz:analito de 1000:1 y utilizando una energia del laser de 1,24 pJ/pulso (Figura
25).

El resultado obtenido demuestra que el DCTB tiene baja estabilidad en el vacio
corroborando los reportes sobre este hecho,?® razén por la que a partir del tiempo
cero la relacion S/N decae drasticamente, este hecho perjudica la obtencion de
espectros puesto que varian con el tiempo afectando la reproducibilidad de estos.
Con respecto a los FLs se puede observar su alta estabilidad resaltando la matriz

FL-CN, mostrando al minuto 210 un valor de relaciéon S/N atil para el analisis.
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Figura 25. Decaimiento de la relacién S/N en funcién del tiempo empleando como
matrices FL-CN, FL-CHs, FL-OCH3z y DCTB.
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6.4.3 Experimentos MALDI-MS con mezcla de analitos modelo
Debido a los excelentes resultados exhibidos por las matrices basadas en fluoreno:
espectros sin interferencias, capacidad de ionizacion de analitos y términos
analiticos, se extrapolo el estudio de la ionizacion. Las matrices seleccionadas para
el analisis se consideraron a partir de los datos proporcionados por la tabla 4, los
compuestos FL-CN y FL-OCHs presentan valores mayores de relacion S/N y mass
accuracy indicando la efectiva ionizacion, formacion de iones primarios de la matriz
(alta abundancia de iones) y alta precision en la medicion de masa, razon por la que

fueron escogidos.



El analisis fue realizado para una mezcla de porfirinas y ftalocianinas debido al
reporte y desarrollo de multiples aplicaciones. Estos sistemas arométicos son de
gran intereses en temas como celdas solares organicas, dispositivos electro-
opticos, formaciéon de complejos idnicos y reacciones redox biolégicas.®® Las
porfirinas sintéticas han sido estudiadas como modelos biomiméticos, catalizadores,
sensores y agentes terapéuticos, ademas de la conocida aplicacion de las
ftalocianinas como colorantes utilizados en tintas, materiales fotograficos, textiles,

plasticos, pinturas, entre otros.?351

Se llevo a cabo el analisis de una mezcla de porfirinas y ftalocianinas para un total
de 10 analitos (figura 26). En la figura 27 se muestran los espectros LDI y utilizando
como matrices DCTB, FL-CN y FL-OCHs con una relacién matriz:analito de 1000:1
(5 pmol de cada analito), utilizando 1,24 pJ/pulso como energia del laser. Se
encuentran sefialados los picos pertenecientes a las porfirinas y ftalocianinas
presentes en la muestra y en la parte superior las respectivas estructuras ordenadas

de menor a mayor masa molecular.

Se evidencia la necesidad del uso de una matriz para la identificacion de la mayor
cantidad de analitos de la muestra o en el mejor de los casos en su totalidad, puesto
que en el espectro LDI, no se registra picos correspondientes a los cationes

radicales de los analitos.

Con el fin de comparar el rendimiento de los FLs y la matriz convencional DCTB se
calculo el porcentaje de cobertura correspondiente a la cantidad de sefiales
asignadas al cation radical molecular de cada analito. Las matrices de fluoreno
permitieron la ionizacion de todos los analitos presentes en la mezcla, demostrando

su buena respuesta con valores de mass accuracy bajos, en la mayoria de casos
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mejorando los valores conseguidos utilizando DCTB, asegurando una mejor
precision en la medicion de la masa (tabla 6).

La no presencia de analitos en el espectro o las diferencias de abundancia entre
estos se debe a que reacciones secundarias no solo modifican la sefial de la matriz
en presencia de una analito, también puede afectar fuertemente las intensidades de
los multiples analitos. La supresion de analitos (ASE) se da por dos vias (i) si B
reacciona de manera mas eficiente que A con el cation radical de la matriz (M*),
entonces la abundancia de (A*’) sera menor a la que seria en ausencia de B, (ii)
por transferencia de carga directamente entre analitos, cumpliendo con un
P1(A)>PI(B).%° Al utilizar como matriz DCTB, estan siendo ionizados los analitos con
Pl mas bajo por medio de las dos vias explicadas anteriormente, causando
supresion de analitos con Pl mayor. Ademas, el DCTB presenta sefiales que no
corresponden a los analitos, muchos de estos provienen del LDI de la matriz o
debido a reacciones matriz:analito por labilidad de los analitos generando sefiales

indeseables.?®

(i) Mt +A-> M+ A"
M¥™+B->M+ BY
(ii) A +B > A+ B*

En los anexos K-T se muestra una ampliacion de la regién de iones moleculares de
los analitos junto con una distribucion isotopica tedrica (linea roja) y el experimental
(linea negra) donde se comprueba que con las matrices DCTB, FL-CN y FL-OCHs
se consigue un perfil isotopico muy cercano al tedrico, fuerte evidencia de que

coincide con la formula molecular de los analitos.
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Figura 26. Estructuras de las porfirinas y ftalocianinas de la mezcla analizada por MALDI.
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Figura 27. Espectros de la mezcla de porfirinas y ftalocianinas a) LDI y utilizando como matriz b) DCTB, c) FL-CN, d) FL-OCHs.
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Tabla 6. Valores de mass accuracy para porfirinas y ftalocinaninas presentes en la
muestra analizada por MALDI.

Analito Formula Masa Mass Accuracy (ppm)
Molecular monoisotopica DCTB FL-CN  FL-OCHs
1 C32H1sNs 514.165 * 9.7 3.8
2 Cs2H16NsNi 570.085 71.9 17.5 3.5
3 Cs2H16NsZn 576.078 88.5 17.5 5.2
4 C35H34N406 606.247 * 97 82
5 Ca4H31Ns5 629.257 79.4 7.9 6.35
6 CasH26Ns 714.228 * 11.4 2.8
7 CasH36C0ON4O4 791.206 94.7 6.3 2.52
8 CeaHs2NsOs 1090.625 22.9 11 9.16
9 CsoHooNsOs 1290.688 54 3.0 7.7
10 CosH146N8Os 1539.126 11.6 40 16.8
Cobertura de analitos 70% 100% 100%

6.4.4 Experimentos MALDI-MS con muestra real
Los experimentos realizados con una mezcla de porfirinas, evidenciaron que las
matrices de fluoreno pueden ser utilizadas para la ionizacibn de muestras
complejas. Partiendo de estos resultados y del constante desarrollo de la industria
petrolera que requiere de enfoques analiticos para el estudio y caracterizacion de
mezclas complejas, provenientes de la extraccion de aceites pesados de crudo,
betunes y arenas bituminosas, se busca el uso de técnicas de facil manejo, rapidez
y menores costos operativos, propiedades que identifican a la técnica MALDI, para
el andlisis de fracciones del petrdleo como las petroporfirinas. Debido a su
complejidad molecular, en la actualidad su analisis se realiza mediante técnicas de
ionizacion como la fotoionizacion a presion atmosférica (APPI) e ionizacién por

electrospray (ESI).%2
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Se realizo el andlisis de una fraccidbn de petroporfirinas extraidas de un crudo
pesado colombiano, la extraccion se llevé a cabo en el grupo de investigacion

GIFTEX utilizando la metodologia reportada por Combariza et al.>?

En la figura 28 se muestran los espectros de abundancia relativa (%) vs relacion
m/z correspondientes al analisis por APPI, LDI y MALDI utilizando como matrices
DCTB, FL-CN, FL-OCHs, en cada espectro se resalta el perfil isotopico experimental
(linea negra) junto con el tedrico (linea roja) de la porfirina con mayor abundancia
C29H30N4OV, masa monoisotopica: 501.185; las matrices FL-CN y FL-OCHs
presentan una alta relacion demostrando que coincide con la formula molecular

propuesta para los analitos.

Se compararon las sefales observadas por APPIl y MALDI indicando con un (+) las
sefales presentes en el espectro y con un (-) las sefales no registradas para las 50
petroporfirinas caracterizadas por APPI-FT-ICR-MS (anexo U) y se calcul6 el
porcentaje de cobertura para cada una de las matrices presentando un mejor

comportamiento el FL-OCHs por encima de las otras matrices estudiadas (tabla 7).

Cabe resaltar que la cobertura de las matrices se debe a que el software del equipo
no detecta los iones debido a que la complejidad de la muestra, genera un espectro
con demasiado ruido, lo que conlleva a que la relacion S/N sea baja a pesar de la
abundancia de iones. Para muchas sefiales no se obtuvo una relacion S/N >3,
necesaria para proporcionar una asignacion. Lo anteriormente expuesto, evidencia
gue MALDI puede llegar a ser una técnica de ionizacion alterativa para el analisis

de mezclas complejas de tipo porfirinico.
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Tabla 7. Cobertura de las matrices MALDI para el andlisis de petroporfirinas de un
crudo colombiano.

MATRIZ DCTB FL-CN FL-OCH3

COBERTURA 48% 58% 82%
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Figura 28. Espectros APPI, LDl y MALDI de petroporfirinas de crudo colombiano

Abundancia Relativa (%)

utilizando como matrices DCTB, FL-CN y FL-OCHs.
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7. CONCLUSIONES

Las moléculas derivadas del 2,7- dibromofluoreno presentan excelentes propiedades
fisicoquimicas; absorcién UV, Potencial de lonizacion y estabilidad quimica y al vacio,

que las establecen como potenciales matrices MALDI de transferencia electrénica.

Las matrices sintetizadas mostraron un buen comportamiento en términos analiticos;
abundancia, relacién sefal/ruido y resolucion, espectros sin interferencias debido a

fragmentaciones, formacién de aductos o iones producto de la reaccién matriz-analito.

Las matrices de fluoreno ionizaron eficientemente analitos modelo, mezcla de porfirinas
y ftalocianinas, y petroporfirinas, conduciendo a resultados que no han sido reportados

previamente en la literatura.

Los compuestos FL-CN y FL-OCHs; presentaron el mejor desempefio como matrices
MALDI de transferencia electrénica, superando en términos analiticos, fisicoquimicos y

de estabilidad a la matriz convencional DCTB.
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8. RECOMENDACIONES

Calcular los potenciales de ionizacién experimentales de las matrices sintetizadas para

corroborar los valores teoricos obtenidos.

Abarcar experimentos que permitan obtener informacién mas detallada de la relacion

estructura-ionizacion.

Realizar estudios de ionizacion con una variedad de analitos para observar su

respuesta frente a estos.

Realizar modificaciones en el nacleo de fluoreno para mejorar sus propiedades

espectroscopicas y de esta forma mejorar la calidad de los espectros.
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ANEXOS

Anexo A. Caracterizacion FT-IR y RMN de derivados del 2,7-dibromofluoreno.

Br

2,7-dibromofluoreno
FT-IR v(cm): 3050-2900 (Car-H), 803 (C-H fuera del
plano), 420 (C-Br) (anexo 2).

9-bencilideno-2,7-dibromofluoreno (FL-H)

FT-IR v(cm™): 3100-3000 (Car-H), 1593 (1,4-disustitucion
aromatica), 803 (C-H fuera del plano), 432 (C-Br) (anexo
3).

9-(4-clorobencilideno)-2,7-dibromofluoreno (FL-CI)
FT-IR v(cm™): 3000-2900 (Car-H), 1593 (1,4-disustitucion
aromatica), 803 (C-H fuera del plano), 430 (C-Br) (anexo
4).

9-(4-cianobencilideno)-2,7-dibromofluoreno (FL-CN)

FT-IR v(cm™): 3100-3000 (Car-H), 1593 (1,4-disustitucién
aromatica), 1504 (C=C), 803 (C-H fuera del plano), 445
(C-Br) (anexo 5). RMN-'H (400 MHz, DMSO): d 8.24
(d,J=1.6 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 8.01 (d, J =8.15 Hz, 2H),
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7.85 (m, J = 8.0 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.15 Hz, 2H), 7.61 (dd, J = 8.15, 1.5 Hz, 1H),
7.58 (dd, J = 8.15, 1.6 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 1.6 Hz, 1H). RMN-13C (101 MHz, DMSO):
5 141.13, 140.96, 139.56, 137.50, 137.13, 135.40, 133.17, 132.47, 132.11, 130.47,
130.31, 126.77, 124.80, 123.01, 122.61, 121.53, 120.68, 119.12, 111.66 (anexo 8)

I
Br A

-
=

I

HyC ™~

™, =

—

)
/_)____j;, Br
o

-

9-(4-metilbencilideno)-2,7-dibromofluoreno (FL-CHa)
FT-IR v(cm™t): 3000-2800 (Car-H), 1598 (1,4-disustitucion
aromatica), 1507 (C=C), 803 (C-H fuera del plano), 432
(C-Br) (anexo 6). RMN-H (400 MHz, DMSO): 6 8.23 (s,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.86 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H),

7.57 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 7.1 Hz, 1H) 2.41 (s,
3H). RMN-13C (101 MHz, DMSO): & 141.47, 139.21, 138.00, 136.70, 133.26, 133.01,
132.77, 131.81, 131.41, 129.80, 129.64, 126.55, 124.38, 122.81, 122.46, 121.37,
120.52, 40.63, 40.42, 40.21, 40.00, 39.79, 39.59, 39.38, 21.52 (anexo 9).

9-(4-metoxibencilideno)-2,7-dibromofluoreno

(FL-OCHs) FT-IR v(cm™): 3100-3000 (Car-H), 1593 (1,4-
disustitucion aromatica), 803 (C-H fuera del plano), 432
(C-Br) (anexo 7). RMN-H (400 MHz, DMSO): 5 8.18 (d,
J=1.3 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.89 — 7.78 (m,

2H), 7.77 (s, 1H), 7.54 (m, 4H), 7.09 (m, 2H), 3.86 (s, 3H). RMN-13C (101 MHz,
DMSO): 5 160.40, 141.62, 138.99, 138.01, 136.51, 132.62, 132.40, 131.58, 131.52,
131.12, 127.98, 126.33, 124.16, 122.71, 122.36, 121.28, 120.49, 114.65, 55.82,
40.64, 40.43, 40.22, 40.01, 39.80, 39.59, 39.38 (anexo 10).
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Anexo B. Espectro infrarrojo del 2,7-dibromofluoreno.
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Anexo C. Espectro infrarrojo del FL-H.
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100

Anexo D. Espectro infrarrojo del FL-CI.
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Anexo E. Espectro IR del FL-CN.
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Anexo F. Espectro infrarrojo del FL-CHs.
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Anexo G. Espectro infrarrojo del FL-OCHa.
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Anexo H. Espectro RMN-'H y RMN-13C del FL-CN.
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Anexo |. Espectro RMN-1H y RMN-13C del FL-CHs.
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Anexo J. Espectro RMN-1H y RMN-13C del FL-OCHs.
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Anexo K. Perfiles isotopicos del cation radical de la porfirina C32H1gNs utilizando

Abundancia Relativa(%)

Anexo L. Perfiles isotopicos del cation radical de la porfirina Cz2H1sNgNi utilizando
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Anexo M. Perfiles isotopicos del catidn radical de la porfirina C3z2H1eNsZn
utilizando como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHza.
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Anexo N. Perfiles isotopicos del cation radical de la porfirina CzsHzsN4Os utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHzs.
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Anexo O. Perfiles isotdpicos del cation radical de la porfirina C4sH31Ns utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHzs.
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Anexo P. Perfiles isotépicos del cation radical de la porfirina CasH2sNs utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHza.
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Anexo Q. Perfiles isotdpicos del cation radical de la porfirina C4gH3sC0oN4Oa4
utilizando como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHza.
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Anexo R. Perfiles isotdpicos del cation radical de la porfirina CesHg2NgOs utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHza.
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Anexo S. Perfiles isotdpicos del catién radical de la porfirina CgoHaoNgOs utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHzs.
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Anexo T. Perfiles isotdpicos del cation radical de la porfirina CgoHgoNgOs utilizando
como matrices DCTB, FL-CN, FL-OCHs.
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Anexo U. Tabla de compuestos observados por MALDI para petroporfirinas de crudo colombiano utilizando como
matrices DCTB, FL-CN y FL-OCHsa.

Compuesto Masa Picos observados Compuesto Masa Picos observados
(APPI-FTACR-MS) | monoisotopica | DCTB FL-CN | FL-OCH. | | (APPI-FTACR-MS) | monoisotdpica DCTE FL-CN | FL-OCH.
CoaHN.OV £35327 _ _ _ CHN.OV 5401853 _ _ _
CaaHzaN.OV 4801384 ¥ _ s CH=N.OV 551.20M0 ¥ ¥ ry
CarHzaN.OV £71.1334 _ _ + CaH=aN.OV BE3 216G + + +

CoHmN.OV 4721540 _ + _ CayH=N.OV BEE 2323 + +

CaaHzN.OV 4311237 _ ¥ + CH=N.OV 5E7.2470 + i

CaaHzmMN.OV 4351540 _ ¥ + CoH=N.OV 5E2.20M0 _ _ +
CoHzN.OV 37 1807 + ¥ + CoH=N.OV BEE 2166 ¥ ¥ ry
CaaHzaMNOV £05 1334 _ * + CaaHzN.OV BET.2323 + +

CaaHzMN.OV 07,1540 _ _ s CaaHN.OV BE0.2470 ¥ + Y
CraHmN.OV 4001807 + _ + CoHuN.OV 571.2838 + i +
CraHaN.OV B01.1853 ¥ ¥ s CoH-N.OV 577.2168 _ _

CaaHzmMN.OV B00.1540 + * + CaaH=N.OV 5212470 _ _ +
CaaHzMN.OV 511.1807 _ * _ CaaHaN.OV E3. 2638 + + +
CoaHaN.OV 5131853 + ¥ + CaH=N.OV 501.2323 _ _ +
CoaHN.OV 515.2010 _ ¥ + CaaH=N.OV 5022470 + _ +
CoHmMN.OV 521.1540 + ¥ + CaHea MOV 505 2838 _ _ +
CaHuN.OV 531807 + ¥ + CaHoN.OV BO7 2702 _ _ +
CaHoN.OV 5251853 _ ¥ + CH=N.OV 6052470 _ _ ry
CaHN.OV 6272010 + ¥ s CarHagN.OV 607 2636 _ _

CaoHzaNOV 5202164 + ¥ s CaHeN.OV B00.27a1 _ _ Y
CoHmN.OV 5351807 _ ¥ s C-HN.OV 611.2040 _ _ +
CrHaN.OV 371853 ¥ - s CaaHuN.OV 6102838 _ _ _
CrHuN.OV 5302070 + * + CaHoN.OV 6212702 _ _ _
CraHzaNOV 5412168 + * + CaHoN.OV 5412166 _ _ _
CrHzMN.OV 5432323 + * + CagHagNOV 5432323 _ _ _
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