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RESUMEN

TITULO: REACTIVIDAD EN FASE GASEOSA DE
a- CIANOFENILENVINILENOS COMO MATRICES MALDI DE
TRANSFERENCIA ELECTRONICA'.

AUTOR: DAMARIS SULEY GODOY MIRANDA'.

PALABRAS CLAVES: Espectrometria de masas MALDI-TOF, transferencia

electronica, derivados fenilenvinileno, Bracketing.

La espectrometria de masas MALDI es una técnica analitica considerada como el pilar del analisis
de macromoléculas (e.g. polimeros, proteinas, ADN, etc), compuestos labiles y termo-inestables
gue no pueden ser analizados en medios préticos o de limitada solubilidad. La técnica de MALDI
se basa en el uso de compuestos fotoactivos como matrices que absorben eficientemente los
fotones de un laser (Nd:YAG 355 nm o N2 337 nm) en el que se encuentra co-cristalizado el
analito, en consecuencia, la desorcidén y posterior ionizacion conllevan a la obtencién de espectros

de masas en rangos que alcanzan hasta los 500 kDa.

La transferencia de electrones, poco estudiada a la fecha, se basa en reacciones bimoleculares en
la fase gaseosa donde los fendmenos de transferencia de carga de analitos a iones preformados
de la matriz o viceversa conllevan a la formaciéon de especies ionizadas en ausencia de H+ o
metales Na+, K+, etc. Sin embargo, este tipo de mecanismos estan limitados debido al uso de
matrices adecuadas, las cuales deben tener unas caracteristicas fisicoquimicas definidas para su
buen desempefio. En el presente trabajo de investigacion se estudié el marco termodinamico del
proceso de trasferencia electrénica analito-matriz en MALDI, utilizando matrices basadas en
sistemas ciano-fenilenvinilenos y analitos modelo en mezclas 1:1. Los resultados sefialan al a-
CNPV-CH3s como la matriz con mejor desempefio; asimismo, se calculd el potencial de ionizacion
de esta matriz utilizando el método indirecto conocido como bracketing con porcentaje de error del
0.95 cuando se comparan con los valores obtenidos por UPS (Ultraviolet Photoelectron

Spectroscopy).

" Proyecto de Grado
i Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montarfiez, PhD.
Co-director: Juan Sebastian Ramirez Pradilla, M. Sc.
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ABSTRACT

TITTLE: ELECTRON TRANSFER REACTIVITY IN THE GAS-PHASE OF a-
CYANOPHENYLENEVINYLENES AS MATRICES FOR MALDI'

AUTHOR: DAMARIS SULEY GODOY MIRANDA!

KEYWORDS: Mass spectrometry MALDI-TOF, electron transfer, phenylene vinyl

derivatives, Bracketing.

MALDI mass spectrometry is an analytical technique considered as the mainstay of the
analysis of macromolecules (for example, polymers, proteins, DNA, etc.), labile and
thermo-unstable compounds that can not be analysed in protic media or of limited
solubility. The principle of MALDI is based on the use of photoactive compounds as
matrices that efficiently absorb the photons of a coherent laser (Nd: YAG 355 nm or N2
337 nm) in which the analyte is co-crystallized, consequently, desorption and subsequent

ionization leads to the obtaining of mass spectra.

The electron transfer, little studied to date, is based on bimolecular reactions in the gas
phase where the phenomena of charge transfer of analytes to preformed ions of the matrix
or vice versa lead to the formation of ionized species in the absence of H + or metals Na
+, K +, etc. However, this type of mechanisms are limited due to the use of suitable
matrices, which must have defined physicochemical characteristics for their good
performance. In the present research work, the thermodynamic framework of the analyte-
matrix electronic transfer process was studied in MALDI, using matrices based on cyano-
phenylene vinylenes systems and model analytes in 1. 1 mixtures. The results point to a-
CNPV-CHs; as the matrix with the best performance; also, the ionization potential of this
matrix was calculated using the indirect method known as bracketing with an error rate of
0.95 when compared to the values obtained by UPS (Ultraviolet Photoelectron

Spectroscopy).

' Degree Project
" Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Advisor: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD.
Co-advisor: Juan Sebastian Ramirez Pradilla, M.Sc.
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas es una técnica de gran interés en el area de la
qguimica analitica debido a su utilidad para el analisis composicional y la
caracterizacion estructural de mezclas complejast, productos naturales,
biomoléculas y farmacos?, entre otros. Debido a su versatilidad, derivada de
multiples avances instrumentales, la técnica se destaca por ser rapida, sensible y

aplicable a casi cualquier tipo de analito.

A finales de los arfios 80’s, los investigadores Franz Hillenkamp y Michel Karas?
introdujeron la técnica de desorcién laser asistida por una matriz, MALDI (por sus
siglas en inglés), la cual fue el punto de partida para el analisis de macromoléculas
de baja volatilidad como proteinas?® polimeros®, azlcares®, péptidos’ y &cidos
nucleicos®. La técnica MALDI se basa en el uso de una matriz, que cominmente
es un compuesto organico con caracteristicas fisicoquimicas definidas (e.g.
absorcion UV, potencial de ionizacion, afinidad protonica, cristalizacion, entre
otras), que se encuentra co-cristalizada con los analitos en una mezcla que se
irradia con una fuente de energia laser (frecuentemente de Nd:YAG 355 nm). Los
procesos de absorcion, excitacion, ionizacion de la matriz conducen a la formacion
de iones primarios que posteriormente reaccionan, a través de mecanismos de

transferencia de protones, cationes y electrones, con los analitos para conferirles

1 QIAN, K.; et al. Measurement of Total Acid Number (TAN) and TAN Boiling Point Distribution in Petroleum
Products by Electrospray lonization Mass Spectrometry. Anal. Chem. 2008, 80 (3), p4g.849—855.

2 VANDERFORD, B. J.; PEARSON, R. A.; REXING, D. J.; SNYDER, S. A. Analysis of Endocrine Disruptors,
Pharmaceuticals, and Personal Care Products in Water Using Liquid Chromatography/Tandem Mass
Spectrometry. Anal. Chem. 2003, 75 (22), p. 6265-6274.

3 KARAS, M.; BACHMANN, D.; HILLENKAMP, F. Influence of the Wavelength in High-Irradiance Ultraviolet
Laser Desorption Mass Spectrometry of Organic Molecules. Anal. Chem. 1985, 57 (14), p4g.2935-2939.

4 KARAS, M.; HILLENKAMP, F. Laser Desorption lonization of Proteins with Molecular Masses Exceeding
10,000 Daltons. Anal. Chem. 1988, 60 (20), p. 2299-2301.

5 TANAKA, K.; et al. Protein and Polymer Analyses up to M/z 100 000 by Laser lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom. 1988, 2 (8), p.151-153.

6 ROHMER, M.; et al. 3-Aminoquinoline Acting As Matrix and Derivatizing Agent for Maldi Ms Analysis of
Oligosaccharides. Anal. Chem. 2010, 82 (9), p. 3719-3726.

7 CHAURAND, P.; LUETZENKIRCHEN, F.; SPENGLER, B. Peptide and Protein Identification by Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) and MALDI-Post-Source Decay Time-of-Flight Mass
Spectrometry. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1999, 10 (2), p. 91-103.

8 FITZGERALD, M. C.; SMITH, L. M. Nucleic Acids: The Promise of Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonization ( MALDI ) Mass Spectrometry. Instrumentation 1995, 24, p.40-117.



carga. El proceso de transferencia electronica es uno de los menos explorados en
MALDI. La transferencia de electrones (ET) en MALDI-MS, fue introducida por
Costello et al.® con el uso del 9-nitroantraceno como matriz para la caracterizacion
de rutenocenos. Desde entonces, matrices como antraceno, 9-Nitroantraceno?®,
1,4-Benzoquinona!?, Ditranol'?2, DCTB3, entre otras, han sido empleadas para la
caracterizacion de compuestos derivados de fullerenos, complejos
organometalicos, polimeros electrénicos, pigmentos, clorofilas y porfirinas

mediante la formacién de cationes/aniones radicales de moléculas intactas.

Los procesos de ionizacion por ET en MALDI son complejos y dependen de las
caracteristicas fisicoquimicas de la matriz y de los analitos. Consecuentemente, el
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de la matriz y los analitos, asi
como de su reactividad en el marco termodinamico, son fundamentales para el

desarrollo de aplicaciones basadas en ET.

Recientemente el Grupo de Investigacion en Fisicoquimica Teorica y Experimental
GIFTEX-UIS report6 la sintesis de un conjunto de matrices basadas en el nucleo
de FV y su uso como matrices de ET de excelente desempefio cuando se
comparan con matrices comerciales como el DCTB, TPB, 9-nitroantraceno, entre
otras!*15, La caracterizacion fisicoquimica de estos materiales es de fundamental
importancia para determinar su funcion y sus aplicaciones. Por esta razon en este

trabajo de investigacion se estudio la reactividad en fase gaseosa de una serie de

9 JUHASZ, P.; COSTELLO, C. E. Generation of Large Radical lons from Oligometallocenes by Matrix-assisted
Laser Desorption lonization. Rapid Commun. mass ... 1993, 7 (March), p.343-351.

10 MACHA, S. F.; MCCARLEY, T. D.; LIMBACH, P. A. Influence of lonization Energy on Charge-Transfer
lonization in Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Mass Spectrometry. Anal. Chim. Acta 1999, 397 (1-
3), p.235-245.

11 SRINIVASA, N.; et al. Investigation of MALDI TOF Mass Spectrometry of Diverse Synthetic
Metalloporphyrins, Phthalocyanines and Multiporpjyrin Arrays. J. Porphyr. Phthalocyanines 1999, 3, p.283-291.
12 BELU, A. M.; et al. Evaluation of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Mass Spectrometry for
Polymer Characterization. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1996, 7 (1), p.11-24.

13 ULMER, L.; et al. Letter: The Use of 2-[(2E)-3-(4-Tert-Butylphenyl)-2- Methylprop-2-Enylidene]malononitrile
as a Matrix for Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Mass Spectrometry. Eur. J. Mass Spectrom. 2000,
6 (1),p. 49.

14 CRISTANCHO GONZALEZ, L. M. Disefio Racional Y Sintesis de Nuevas Matrices MALDI de Transferencia
Electrénica Basada En 2,7-Dibromofluoreno; 2016.

15 ROSALES SOLANO, H. F. A. Ensayo de Compuestos Con Nucleo de Fenilenvinileno Como Matrices
MALDI; 2013.
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derivados de a-CNPVs con uso potencial como matrices de ET en MALDI. La
reactividad se determind mediante reacciones bimoleculares en mezclas 1:1

matriz: analito-modelo utilizando el método de bracketing.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el marco termodindmico de los procesos de ionizacion secundaria de

transferencia electronica empleando matrices basadas en a-cianofenilenvinileno

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la sintesis de a-cianofenilenvinilenos (a-CNPVs) a partir de

reacciones tipo Knoevenagel

Caracterizar espectroscopicamente las matrices basadas en a-
cianofenilenvinileno mediante espectroscopia UV-Vis en liquido y soélido y

UPS (ultraviolet photoelectron spectroscopy)

Aplicar el método de Bracketing para estudiar el comportamiento de las

matrices durante los procesos de ionizacion por transferencia electronica

Establecer la matriz de mejor respuesta durante la transferencia electronica
para su aplicacion en procesos de ionizacion selectiva en mezclas

complejas
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2. MARCO TEORICO

2.1 TECNICA DE IONIZACION /DESORCION LASER ASISTIDA POR MATRIZ
(MALDI)

La ionizacion/ desorcién de laser (LDI, por sus siglas en inglés), introducida en los
afios 60s del siglo pasado!®, permitia realizar andlisis de moléculas organicas
estables, de bajo peso molecular con la capacidad de absorber radiaciéon laser
incidente!’. Sin embargo, los andlisis de moléculas complejas —particularmente
biomoléculas- con pesos moleculares por encima de 2000 Da eran imposibles.
Dos décadas después, en los 80’s, los investigadores Michael Karas y Franz
Hillenkamp, reportaron el uso de moléculas organicas volatiles de bajo peso
molecular como “matrices” capaces de absorber radiacion electromagnética
coherente (laser) para promover la desorcion e ionizacion de macromoléculas?.
Simultaneamente, Koichi Tanaka reporto el uso de polvo fino de cobalto para el
andlisis de polimeros y proteinas por encima de los 100 kDa'®. Estos avances
llevaron al desarrollo de la técnica de ionizacién/desorcion laser asistida por una
matriz, comunmente conocida como MALDI.

En la mayoria de los casos, la matriz empleada en MALDI esta constituida por un
compuesto organico con capacidad de absorber fotones provenientes de la fuente
de radiacion usada (laser UV/IR). Esta matriz contribuye tanto a la dispersion de
las moléculas del analito con el que se co-cristaliza, como a la absorcién de
fotones para producir, por medio de reacciones fotoquimicas, iones secundarios
del analito como resultado de procesos de transferencia de carga entre un neutral
(analito) y un i6n primario de la matriz (este proceso para ionizacibn en modo

positivo).

16 CALVANO, C. D.; et al. Electron-Transfer Secondary Reaction Matrices for MALDI MS Analysis of
Bacteriochlorophyll a in Rhodobacter Sphaeroides and Its Zinc and Copper Analogue Pigments. J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 2017, 28 (1), p.125-135.

17 VASTOLA, F. J.; MUMMA, R. O.; PIRONE, A. J.,Analysis of Organic Salts by Laser lonization. Org. Mass
Spectrom. 1970, 3 (1), p. 101-104.

18 KARAS, M.; BACHMANN, D.; HILLENKAMP, Op. Cit. p. 2936.

19 TANAKA, K.; et al.Op. Cit. p.152.
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2.2. PROCESOS DE FORMACION DE IONES EN MALDI

2.2.1 Formacion primaria de iones: El mecanismo de formacién de iones en
MALDI ha sido objeto de estudios extensos debido a su complejidad y a los
diferentes procesos involucrados?. Generalmente, se considera que la formacion
de iones es un proceso de dos etapas consecutivas; la primera consiste en una
combinacién de absorcién y acumulacion de energia por parte de la red cristalina
de la matriz, mediante la formacién de exitones, para eventualmente formar iones
primarios. En la segunda etapa ocurren reacciones ion-molécula entre los iones
primarios de la matriz y las moléculas neutras del analito para formar iones
secundarios.???

En la primera etapa, durante los primeros nanosegundos del proceso, las
moléculas de la matriz absorben energia y la liberan en forma radiativa y no
radiativa. El relajamiento radiativo contribuye al proceso de “pooling” de energia —
responsable de la ionizacion primaria de la matriz- mientras que la relajacion no
radiativa causa expansion de la red cristalina y ablacion del material, tal como se
postula en el modelo CPCD (Coupled Physical and Chemical Dynamics)
introducido por Richard Knochenmuss.?3242526 En MALDI una hipétesis razonable
para la ionizacion primaria seria que la matriz pueda absorber secuencialmente 2
fotones, pero los potenciales de ionizacién de las matrices en MALDI estan en el
rango de 7 a 9 eV (muy por encima de la energia de 2 fotones), por tanto para una
ionizacion eficaz serian necesarios 3 fotones. Ahora bien, la potencia maxima de

los laseres utilizados es demasiado baja para una absorcion directa significativa

20 GROSS, J. H. Mass Spectrometry; 2000; Vol. 16.

21 KARAS, M.; KRUGER, R. lon Formation in MALDI: The Cluster lonization Mechanism. Chem. Rev. 2003,
103 (2), p. 427-439.

22 STUTZMAN, J. R.; MCLUCKEY, S. A. lonfion Reactions of MALDI-Derived Peptide lons: Increased
Sequence Coverage via Covalent and Electrostatic Modification upon Charge Inversion. Anal. Chem. 2012, 84
(24), p. 10679-10685.

23 FUCHS, B.; SUR, R.; SCHILLER, J. An Update of MALDI-TOF Mass Spectrometry in Lipid Research. Prog.
Lipid Res. 2010, 49 (4), p.450-475.

24 KNOCHENMUSS, R.; ZENOBI R. MALDI lonization: The Role of in-Plume Processes. Chem. Rev. 2003,
103 (2), p.441-452.

25 KNOCHENMUSS, R., lon Formation Mechanisms in UV-MALDI, Analyst 2006,131 (9), p.966-986.

26 KNOCHENMUSS, R. MALDI Mechanisms: Wavelength and Matrix Dependence of the Coupled
Photophysical and Chemical Dynamics Model. Analyst 2014, 139 (1), p.147-156.
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de 3 fotones, adicionalmente el proceso muy poco plausible desde el punto de
vista probabilistico. Existe consenso, entre la comunidad MALDI, que la cantidad
de energia necesaria para ionizacion primaria se puede concentrar en una
molécula mediante dos eventos de agrupacion secuencial o pooling. Este proceso
es posible gracias a la capacidad de formacion de exitones de las matrices
MALDI?’. La acumulacién de energia puede ocurrir cuando dos moléculas vecinas
estan lo suficientemente cerca para que sus estados electrénicos interactien. En
las matrices MALDI, esto implica el contacto de los sistemas aromaticos ricos en
electrones m de las moléculas ordenadas apiladas en el sélido. Los vecinos
excitados pueden concentrar energia en una molécula, obteniendo la misma
energia total que la excitacion deslocalizada original. (Ver figura 1) La vida util del
estado electronico excitado de la matriz S; es critica para UV-MALDI, pues la
ionizacion resulta de la combinacion de excitones y saltos?.

Los iones primarios tienen muchas oportunidades de reaccionar con moléculas
neutras, iones y contraiones, para formar nuevos iones, en procesos de ionizacion

secundarios que corresponden a la segunda etapa del modelo de ionizacion.

2T KNOCHENMUSS, R. The Coupled Physical and Chemical Dynamics Model of MALDI. 2016, No. March, p.
1-21.
28bid., p.3-4.
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FORMACION DE IONES EN ET-MALDI

IONIZACION SECUNDARIA

.. hv . M*+A=M+A*
a-® e/ e
. . DESORCION j‘z

1T |
I./' IONIZACION PRIMARIA T e zez S
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e
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Figura 1. Mecanismo de Pooling- lonizacién de la matriz.?% y ionizacion

secundaria (transferencia electronica) donde M: Matriz y A: analito

2.2.2 Transferencia electronica: El desarrollo inicial de MALDI se centré en
procesos de transferencia protonica y catidénica y poco o casi nada se sabia
acerca de la transferencia electronica, y de sus aplicaciones en el estudio de
moléculas altamente conjugadas o analitos que simplemente carecen de sitios
protonables en su estructura. Fue entonces cuando Juhaz & Costello®, en 1993
reportaron el analisis MALDI de oligocenos no polares que contienen en sus
unidades de repeticion ferroceno, ferrocenilnaftaleno y rutenocenilnaftaleno,
empleando como matrices MALDI moléculas con alta absortividad UV como

ditranol, 9-nitroantraceno y quinizarina.

29 KNOCHENMUSS, R.; ZENOBI R, Op.Cit. p.441-452.
S0CASTELLANOS-GARCIA, L. J.; et al,Y. Oligo P-Phenylenevinylene Derivatives as Electron Transfer

Matrices for UV-MALDI. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2017, 28 (12), p. 2548-2560.
31 JUHASZ, P.; COSTELLO, C. E. Op. Cit., p. 343-351.
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Figura 2. Espectros de masas MALDI donde se exhiben los iones-radicales de los
diferentes oligometalocenos: a) Espectro del dimero ferroceno, matriz:ditranol. b)
Espectro del hexarutenoceno, matriz: 9-nitroantraceno. Fuente: Juhaz &

Costello®2.

En estos experimentos se compararon los espectros de los oligometalocenos con
las diferentes matrices, como se puede observar en las Figuras 2 y 3, en donde
las sefiales principales corresponden a los iones moleculares (cationes radicales).
En la Figura 2a se observa el dimero de ferroceno en m/z 1058.71
correspondiente al cation-radical con formula CzoHsoFes. Mientras el espectro en
la Figura 2b muestra diferentes especies correspondientes a cationes-radicales
intactos utilizando la matriz 9-nitroantraceno; las letras A,B y C indican diferentes

sustituyentes. En la Figura 3 se presentan los espectros de polimeros de ferroceno

32 |bid., p.345-347.
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mostrando la distribucién de pesos moleculares utilizando como matrices MALDI

9-nitroantraceno y quinizarina (Figura 32 y 3b, respectivamente).

Estos analisis demostraron que es posible ver iones-radicales intactos en un rango
de masas de 1kDa-13k Da. Costello et al. también propusieron un mecanismo
probable de ionizacion para la formacién de iones radicales de los analitos que
involucra una reaccién de intercambio de carga entre un ion precursor de la matriz
(probablemente un cation radical) y el analito en fase gaseosa. Fue entonces
cuando McCarley et al.*® reportaron el primer estudio de reacciones de
transferencia electrénica en MALDI, utilizando tertiofeno y antraceno como
matrices para analizar metalocenos, se reportaron sefiales predominantes

correspondientes a cationes radicales.

33 MCCARLEY, T. D.; MCCARLEY, R. L.; LIMBACH, P. A. Electron-Transfer lonization in Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry. Anal. Chem. 1998, 70 (20), p. 4376—4379.

26



n

- SHCHy)
X C. / it - %@I :

t
f
|
| x
{
|
I

L’LLMUMW ,;Uu il uw w

T T B T
jeco 4000 5000 €C00 7000 2000 9000 10000

e
l k A W""W\J\\i '

5000 7000 9000 11000 13000 15000
miz

r

Figura 3. Espectros de masa MALDI de los diferentes polimeros: ¢) FC15, matriz:

9-nitroantraceno. d) FC30, matriz: quinizarina*. Fuente: Juhaz & Costello3

El d-10 antraceno fue utilizado para comprobar la aparicion de iones por medio de
la trasferencia electronica y no de la transferencia protonica. Asi mismo, McCarley
et al. sugieren que, cuando se usan matrices y analitos que no pueden
experimentar reacciones de transferencia de protones, las reacciones entre los
cationes radicales de matriz y los analitos neutros pueden resultar en procesos de
transferencia de electrones, que finalizan con la produccion de cationes radicales

del analito.

MY +A > M+ A* i PI(M) > PI(A) (D)

34 JUHASZ, P.; COSTELLO, C. E. Op.Cit., p.343-351.
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Para que esta transferencia sea posible es necesario que el potencial de
ionizacién del analito sea menor que el potencial de ionizacion de la matriz, de
acuerdo con la ecuacién (1); bajo estas condiciones habra migracion de carga

hacia la especie termodinamicamente mas favorable, en este caso el analito.

Mas tarde, el DCTB, introducido por Ulmer et al.3> se convierte en una de las
matrices mas utilizadas para el proceso de transferencia electronica. Esta
molécula, no prética, fue inicialmente utilizada en el estudio de derivados de
fullerenos para los cuales se observaron cationes y aniones radicales.
Recientemente, en el grupo de investigacion en fisicoquimica tedrica y
experimental, GIFTEX de la UIS, se han reportado matrices basadas en
fenilenvinileno como alternativa para el analisis por transferencia electronica. Por
ejemplo, Castellanos y col.® utilizaron dichas matrices para el andlisis de

porfirinas, ftalocianinas y compuestos aromaticos.

2.2.3 Transferencia protonica: La transferencia protonica es probablemente la
reaccion secundaria mas importante en MALDI, pues muchas clases de analitos
(especialmente biomoléculas como proteinas y péptidos) se detectan en forma
protonada. Karas et al.®” reportd que las moléculas protonadas del analito [A + H]*
pueden formarse de la siguiente manera: primero ocurre una reaccion ion cation-
radical de la matriz con una molécula neutra de la misma matriz segun la ecuacion
2, posteriormente el ion protonado de la matriz reacciona con una molécula neutra
del analito segun la ecuacion 3.

M**+M - [M—H]" +[M+H]* (2)
Adicionalmente, es fundamental que la afinidad proténica del analito sea mayor
gue la afinidad protonica de la matriz (ecuacién 3).

[M+H]*+A >M+[A+H]" i AP(A) > AP(M) (3)

35 ULMER, L.; MATTAY, J.; TORRES-GARCIA, H.; LUFTMANN, H. Letter: The Use of 2-[(2E)-3-(4-Tert-
Butylphenyl)-2-  Methylprop-2-Enylidene]malononitrile as a Matrix for  Matrix-Assisted  Laser
Desorption/ionization Mass Spectrometry. Eur. J. Mass Spectrom. 2000, 6 (1), p.49.

36 CASTELLANOS-GARCIA, L. J.; et al., Op.Cit. p.2548—2560.

37 EHRING, H.; KARAS, M.; HILLENKAMP, F. Role of Photoionization and Photochemistry in lonization
Processes of Organic Molecules and Relevance for Matrix-assisted Laser Desorption Lonization Mass
Spectrometry. Org. Mass Spectrom. 1992, 27(4), p.472—-480.
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2.2.4 Abstraccién protdénica: En los procesos de ionizacion por MALDI también
es posible formar aniones radicales (modo negativo) gracias a la sustraccion de
protones del analito en el caso de matrices bésicas (ecuacion 4).

[A—(H)]+M-> MH*+ A~ (4)

MALDI en modo negativo se utiliza para el analisis de analitos con elevado
caracter acido y cuyos grupos funcionales presentes facilmente estabilicen el
anion formado®®. Un ejemplo de estos analitos son los compuestos
poliinsaturados, polisacaridos, fosfolipidos, acidos organicos y oligonucleotidos.
Ademas también es posible observar otras especies negativas mediante
reacciones de deprotonacién matriz-analito como se observa en la figura 4%,

donde M es el analito, T: matriz, Cat: cation, Me: metal y B: base.

[M-2H+Cat] + nT
?

[M-H] + 2HB + nT

matrix/a/nalyte preparation

o \ O matrix molecule
. i g (O moleculefion
/ \_/
[M-H]” + base + nT [M-H] + HB+ nT

Figura 4. Vias de formacion de moléculas deprotonadas del analito en MALDI
mono negativo. Fuente: Gross, J. H. Mass Spectrometry; 2000; Vol. 16, 537.

38 KARAS, M.; KRUGER, R., Op.Cit., p. 427-439.
39 ROSS, J. H. Mass Spectrometry; Op.Cit.
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2.3 MATRICES MALDI

Las matrices MALDI son generalmente solidos organicos cristalinos, estables bajo
condiciones de vacio (1x10° bar) y con capacidad de absorber fotones en la
longitud de onda de emision del laser. Estos compuestos tipicamente tienen en su
estructura nucleos aromaticos con alta conjugacion, con el fin de aumentar la
eficiencia de producciéon de iones primarios,*® asimismo es necesario que las
matrices cristalicen homogéneamente para evitar puntos dulces y lograr espectros
reproducibles con buenas relaciones S/N.

La primera matriz UV-MALDI empleada con éxito en el analisis de péptidos y
proteinas fue el acido nicotinico (NA)*, y posteriormente se introdujeron el acido
cinamico, el dihidroxibenzoico y muchos otros que se utilizan rutinariamente para
el analisis de biomoléculas. Con relacion a matrices que promuevan el proceso de
ET, existen algunos reportes como por ejemplo: Macha et al*?, que utilizaron
matrices no-polares como tertiofeno, antraceno, pireno, para estudiar analitos no
polares y encontraron que la formacion del ion molecular (cation radical) depende
de la diferencia en los potenciales de ionizacion entre la matriz y el analito.
Ademés, demostraron que la transferencia electronica es viable para la
caracterizacion de analitos polares, no polares, y dendrimeros funcionalizados.
Mas adelante, Nazim et al.*® utilizaron 9-10-difenilantraceno como matriz de
transferencia electronica para el analisis de clorofila a y retinol, con un alto
rendimiento en los procesos de ionizacion, aunque dicha matriz s6lo se emplea
cuando los analitos tienen potenciales de ionizacion inferiores a 7.0 eV. El DCTB
es la matriz ET mas utilizada*, sin embargo tiene desventajas como la formacion

de agregados “clusters”, alta reactividad con analitos que contengan grupos

40 OVERBERG, A.; KARAS, M.; HIILENKAMP, F. Matrix-Assisted Laser Desorption of Large Biomolecules with
a TEA-CO, -Laser. 1991, 5 (3), p. 128-131.

41 KARAS, M.; HILLENKAMP, F. Op.Cit. p.2299-2301.

42 MACHA, S. F.; MCCARLEY, T. D.; LIMBACH, P. A. Op.Cit.,p. 235-245.

4 NAZIM BOUTAGHOU, M.; COLE, R. B. 9,10-Diphenylanthracene as a Matrix for MALDI-MS Electron
Transfer Secondary Reactions. J. Mass Spectrom. 2012, 47 (8), 995-1003.

4 ULMER, L.; MATTAY, J.; TORRES-GARCIA, H.; LUFTMANN, H. Letter: Op.Cit., p.49.
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amino, y baja estabilidad en condiciones de alto vacio. La Figura 5 muestra las

estructuras de las matrices ET de uso mas comin en MALDI.

OH
e Ol
» \ /
N

AcIDO NICOTINICO TERTIOFENO ANTRACENO
PIRENO 9,10- difenilantraceno DITRANOL
NC CN

'

9-nitroantraceno
DCTB

Figura 5. Estructura de moléculas empleadas como matrices MALDI de
transferencia electronica.

2.4 SISTEMAS FENILENVINILENO

Los sistemas fenilenvinilenos (FVs) poseen una estructura planar altamente
conjugada que puede ser alterada, mediante la adiciéon de sustituyentes®. Los FVs
son moléculas muy versatiles que se utilizan en el campo de la electronica
organica debido a sus propiedades fotoluminiscentes. Numerosos estudios

sustentan las propiedades fotofisicas de estos compuestos. Por ejemplo, Amrutha

45 CASTRO AGUDELO, B. A.; SIERRA AVILA, C. A.Op.Cit.
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y Jayakannan®® investigaron la agregacién molecular en Fvs mediante el
apilamiento 1 para mejorar las propiedades de fotoluminiscencia, y comprobaron
qgue la configuracion estructural juega un papel importante en la intensidad de
luminiscencia en estado sélido. Ademas, estudiaron la capacidad de los sistemas
FVs para someterse a procesos de transferencia de carga fotoinducidos. Hanack
et al*’ report6 la influencia sobre los espectros de absorcion y fluorescencia debido
a la sustitucion del grupo ciano en los FV y el cambio en electroluminiscencia.
Asimismo, Pond et al.*® analizé el efecto que tiene CNPVs en las propiedades
optoelectrénicas produciendo una fluorescencia débil, bajo rendimiento cuantico y
exhibiéndose como colectoras de fotones. También Castellanos et al.*
investigaron una serie de oligdbmeros de FVs con potencial para ser utilizados

como matrices MALDI en el analisis de complejos metalicos y aromaticos.

2.5 ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA ULTRAVIOLETA (UPS) Y
BRACKETING

La espectroscopia fotoelectrénica ultravioleta (UPS, por sus siglas en inglés) se
basa en el estudio de curvas de distribucion de energia de los electrones emitidos
por una superficie cuando ha sido irradiada por fotones de energia bien definida, al
utilizarse energias del fotbn menores a 40 eV, tipicamente de 21.2 eV los niveles

de valencia son accesibles.

En principio, una fuente de luz (lampara de Helio | con A 58,43 nm y energia de
fotdn de 21.22 eV) se hace incidir sobre la muestra, los electrones emitidos por el

efecto fotoeléctrico, que provienen de la banda de valencia con energia Eg, se

46 AMRUTHA, S. R.; JAYAKANNAN, M. Probing the Pi-Stacking Induced Molecular Aggregation in Pi-
Conjugated Polymers, Oligomers, and Their Blends of P-Phenylenevinylenes. J. Phys. Chem. B 2008, 112 (4),
p.1119-1129.

47 SCHWEIKART, K. Influence of the Cyano-Group on the Optical Properties of Oligomeric. 2002, 417, p. 26—
31.

48 POND, S. J. K.; et al,, One- and Two-Photon Spectroscopy of Donor-Acceptor-Donor Distyrylbenzene
Derivatives: Effect of Cyano Substitution and Distortion from Planarity. J. Phys. Chem. A 2002, 106 (47), p.
11470-11480. i

49 CASTELLANOS-GARCIA, L. J.; et al.,Op.Cit., p.2548-2560.
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analizan con respecto a su energia cinética Ex y el momento P (vector de onda
P/h) en un analizador electrostatico. En un experimento de UPS la energia

cinética es igual a:
E, = hv—e@ — Ej

Donde g es la funcidn de trabajo, esta se puede obtener directamente a partir de
las curvas de distribucion de energia. La maxima energia cinética de los
fotoelectrones vendra dada por (hv — e@), donde hv es la energia del fotbn y eg la

funcion de trabajo de la muestra®.

Para la interpretacion de los experimentos, el llamado modelo de tres pasos ha
demostrado ser extremadamente util (Figura 6). En el modelo de tres pasos, el
experimento se divide en tres procesos distintos e independientes. En el primer
paso se produce la fotoionizacion; localmente el fotdn es absorbido y un electron
es excitado. En el segundo paso, este electron viaja a traves de la muestra hacia
la superficie. Finalmente, en el tercer paso, el electron se escapa a traves de la
superficie hacia el vacio donde se detecta. Esta separacion de etapas es algo
artificial y, en principio, todo el proceso de fotoexcitacion, viaje y escape a travées

de la superficie se debe tratar como un paso.

Como ya se menciond anteriormente, UPS permite calcular el potencial de
ionizacion de las moléculas, pero, ¢qué pasa cuando no contamos con dicha
técnica a la mano? Algunos estudios realizados por Bach y colaboradores®!
permitieron calcular los potenciales de ionizacién de moléculas que contienen 6 a
24 atomos, al observar la ocurrencia 0 no ocurrencia de las reacciones de
transferencia de carga con moléculas neutras de potencial de ionizacién conocido.
El método, es una adaptacion del método cinético de Cooks, y se conoce con el

nombre de “Bracketing”. Utilizando el Bracketing es posible hacer una correlacién

50 HUFNER, S. Photoelectron Spectroscopy Principles and Applications, 3rd ed.; Springer Berlin Heidelberg:
Alemania, 1935.

51 BACH, S. B. H.; EYLER, J. R. Determination of Carbon Cluster lonization Potentials via Charge Transfer
Reactions. J. Chem. Phys. 1990, 92 (1), p. 358-363.

33



lineal entre el logaritmo natural de las abundancias relativas de los analitos de
referencia sobre las abundancias relativas del analito desconocido en funcion de
los potenciales de ionizacion de los analitos de referencia, para asi, al extrapolar
los valores en el eje x de la funcidn lineal, obtener el potencial de ionizacion

desconocido del analito.

Ultraviolet Photoelectron Spectroscopy
TRANSPORTE ESCAPE

Ei+hg a la superficie a través de la superficie
« — —

BANDA DE CONDUCCION

BAND-GAP

FOTOEXITACION

Ei

l

BANDA DE VALENCIA

Figura 6. Modelo de tres pasos para UPS. Fuente: modificado de Hifner, S.
Photoelectron Spectroscopy Principles and Applications, 3rd ed.; Springer Berlin
Heidelberg: Alemania, 1935.
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3. METODOLOGIA

Este trabajo de investigacion tiene como fin el estudio de sistemas a-CNPVs como
nuevas matrices MALDI y la determinacion de su reactividad en fase gaseosa. En
la primera etapa, se realiz6 la sintesis de los a-cianofenilenvinilenos (a-CNPVs)
por medio de la condensacion de Knoevenagel y los derivados obtenidos se
caracterizaron por las técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) e
Infrarrojo (IR). Seguidamente se realizé el estudio de las propiedades de
absorcion de fotones de estos materiales, mediante espectroscopia UV-Vis y UV
en estado sdlido, y finalmente, se estudid su reactividad en fase gaseosa por
medio del método de Bracketing usando una serie de analitos de referencia.

3.1 SINTESIS DE a-CIANOFENILENVINILENOS

Para la obtencion de a-cianofenilenvinilenos (a-CNPVS) se realizé una sintesis en

4 etapas®. Los disolventes empleados en la sintesis son de origen comercial y no

se sometieron a tratamiento previo, a continuacion, se describe el proceso:

3.1.1 Sintesis de precursores

3.1.1.1 Obtencidén de 1,4-fenilendimetanol: En la primera etapa se realizé una
reduccion a partir de una solucién de tereftaldehido (20 mmol) en 100 mL de
metanol con borohidruro de sodio (50 mmol), este fue afiadido en pequefias
porciones durante un periodo de 1 hora con agitacion y a temperatura ambiente. El
proceso de reaccion fue monitoreado por cromatografia de capa delgada TLC
usando una mezcla DCM: MeOH 10:1 como eluyente, una vez se consume todo el

tereftaldehido, el compuesto resultante fue sujeto a extraccién con diclorometano,

52 HUFNER, S. Photoelectron Spectroscopy Principles and Applications, 3rd ed.; Springer Berlin Heidelberg:
Alemania, 1935.
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posteriormente la fase organica fue secada sobre sulfato de magnesio vy
evaporado bajo presion reducida, obteniendo agujas blancas de 1,4-

fenilendimetanol.

3.1.1.2 Obtencidn de 1,4-bis(bromometil)benceno: En la segunda etapa, el 1,4-
fenilendimetanol fue tratado directamente con una solucion de &cido bromhidrico
al 48% (10 mL) y agitado vigorosamente por 2 horas a 40 °C, la mezcla de
reaccion se volvio transparente durante los primeros 10 minutos y luego se
precipité un solido blanco, posteriormente la mezcla fue tratada con agua fria y
filtrada lavando en repetidas ocasiones con una mezcla de agua:MeOH en frio.

3.1.1.3 Obtencion de 2,2'-(1,4-fenileno) diacetonitrilo: En la tercera etapa a
una solucion de 1,4-bis(bromometil)benceno (14mmol) en 40 mL de metanol y 20
mL de agua se adiciond cianuro de potasio (36mmol) en pequefias porciones y
luego se llevé a reflujo durante 2 horas. El proceso de reaccion fue monitoreado
por TLC usando DCM como eluyente, una vez finalizada la reaccion, se realizo la
extraccion de la solucion resultante con diclorometano, la fase organica se redujo
a presion obteniendo un aceite transparente, por ultimo, el 2,2'-(1,4-fenileno)
diacetonitrilo fue purificado en mediante cromatografia flash utilizando

diclorometano como fase movil.

3.1.2 Sintesis de a-cianofenilenvinilenos: La cuarta etapa de sintesis consiste
en la condensacion de Knoevenagel en la cual se tratd6 con cantidades
equimolares una solucion de 2,2'-(1,4-fenileno) diacetonitrilo y el correspondiente
aldehido en 80 mL de metanol, luego se adicioné el hidroxido de potasio como
base (1,5 equivalente) y se dejo en agitacién y a temperatura ambiente por 3
horas. Los a-CNPVs correspondientes fueron purificados por cromatografia flash
utilizando una mezcla DCM: HEPTANO 70:30 como fase movil.
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CH30H, KOH
R: H, CH;, OCHj;, N(CH3),, N(Ph), 3

Esquema 1. Esquema general de la sintesis de a-CNPVs

3.1.3 Caracterizacion estructural de a-cianofenilenvinilenos: Los analisis de
espectroscopia de infrarroja se realizaron en un espectrofotometro FT-IR bruker
tensor 27, y para los analisis de RMN se utilizé un espectrometro Bruker TopSpin
400 MHz utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) a una temperatura de
80°C debido a que los derivados a-CNPVs son parcialmente solubles en dicho

solvente.

3.2 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

3.2.1 Caracterizaciéon UV-vis: La caracterizacion empleando la técnica de
ultravioleta visible, se realiz6 en un espectrofotometro Thermo Scientific
GENESYS 10S UV-Vis, el barrido espectral en la regién entre 270-600 nm se
realizd a velocidad de escaneo media y slit de 1 nm, se empled una celda de
cuarzo de camino 6ptico de 1 cm y una solucion de 50 uM en THF para cada uno
de los a-CNPVs. La ecuacion de Beer-Lambert permite obtener los valores del
coeficiente de absortividad molar a 355 nm (longitud de onda de fotones emitidos
por laser Nd:YAG), para ello se realizé una curva de calibracion con diferentes
diluciones de 5,10,15,20,25y 30 uM.
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3.2.2 Caracterizacion por reflectancia difusa: Los espectros de UV-vis de
reflectancia difusa se midieron en un espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC
con el fin de observar el comportamiento en la absorcion y obtener informacion
sobre la energia del exciton en estado sélido de los compuestos sintetizados, ya
gue estas condiciones permiten una aproximacién a las condiciones operacionales
del equipo en MALDI.

Para la obtencion de los espectros, se utilizé el sulfato de bario (BaSO4) como
blanco con un rango espectral de 200 nm a 900 nm y slit de 1.0 nm,
posteriormente se realiz6 un fondo de 500 mg de sulfato de bario (BaSOa) con el
cual se preparo la pastilla y luego, se colocaron en el centro del portamuestras 5
mg de cada matriz, en la capa realizada previamente, tal como se observa en la

Figura 7.

Figura 7. Portamuestra con matriz para analisis por reflectancia difusa.
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3.2.3 Caracterizacion por espectrometria de masas MALDI: EIl analisis por
espectrometria de masas de las moléculas sintetizadas se realiz6 en un
espectrémetro Bruker UltraFlextreme MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics, Billerica,
MA) equipado con un laser Nd:YAG (355 nm). Los experimentos de MALDI se
hicieron en modo ion-positivo y se procesaron empleando el software FlexAnalysis
(Bruker Daltonics, Billerica MA, USA) el cual permite extraer informacion acerca de
las abundancias, relaciones sefial ruido (S/N), resolucion de los picos y los valores
de masa monoisotdpicos para las matrices evaluadas.

Como primer ensayo se registraron los LDI de las matrices calculandose luego, los
potenciales de ionizacion mediante un ajuste en el método de Bracketing, para
esto se emplearon analitos de referencia (Naphtho [2,3-b]pyrene, Coroneno, 9,10-
difenilantraceno, antraceno, fullereno Ceso, 9-nitroantraceno, fluorenona y DCTB)
gue se disolvieron en cantidades equimolares junto con las matrices,
posteriormente 1 pL de la mezcla de solucion se colocd sobre un target de acero
pulido (MALDI- TARGET Bruker, Billerica, MA). Para observar la reactividad en fase
gaseosa se compararon las intensidades tanto de los analitos de referencia como

de las matrices en las mezclas realizadas.

3.2.4. Espectroscopia fotoelectronica ultravioleta (UPS): Se obtuvieron los
valores de los potenciales de ionizacion de las matrices mediante la interaccidon de
una muestra derivada purificada con un haz de fotones coherente de una lampara
He; la energia de los fotoelectrones emitidos, desde la banda de valencia,
corresponde al IP de la molécula. Estos andlisis se hicieron en el Laboratorio
Nacional de Brookhaven de Estados Unidos con la colaboracion del doctor Dmytro

Nykypanchuk.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 SINTESIS DE a-CNPVs

La reaccion de condensacion de Knoevenagel es una metodologia atractiva para
obtener acoplamientos carbono-carbono, bajo condiciones amigables con el medio
ambiente. La reaccién es ademas menos drastica, cuando se compara con otro
tipo de reacciones de acoplamiento en las que se favorecen la formacion de

productos insaturados mas estables y de menor energia con geometria tipo z.

Para que se lleve a cabo la condensacion de Knoevenagel es necesario emplear
un metileno activo y un carbonilo en presencia de una base como el hidroxido de
potasio. EI mecanismo de reaccion involucra la abstraccion de un proton acido del
2,2'-(1,4-fenileno) diacetonitrilo por parte de la base (compuesto 1) como se
observa en el esquema 2 para generar el carbanién 12. Este a su vez, realiza un
ataque nucleofilico sobre el carbono electrodeficiente del carbonilo formando el
anion 2, luego la participacion de los cuatros centros permite el acoplamiento
carbono-carbono y la eliminacion del grupo OH para dar el compuesto 3. Debido a
gue el precursor con sustituyentes ciano tiene dos metilenos activos es posible
producir un nuevo acoplamiento que sigue los mismos pasos anteriormente

nombrados para originar un enlace vinilico como el compuesto 5 final.

COMPUESTO PESO MOLECULAR RENDIMIENTO TIEMPO
a-CNPV - CHs 360.1626 g/mol 48% 3h
a-CNPV — OCHs 392.1524 g/mol 39% 4h
a-CNPV - ClI 400.0534 g/mol 52% 2h
a-CNPV - H 332.1313 g/mol 47% 1h
a-CNPV — N(CHa)2 418.2157 g/mol 41% 2h
a-CNPV - N(Ph)2 666.2784 g/mol 60% 2h

Tabla 1. Rendimientos y tiempo de reaccion para la obtencion de a-CNPVs
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En la Tabla 1 se observan buenos rendimientos de los compuestos obtenidos en
tiempos de reaccion relativamente cortos, que varian dependiendo del tipo de
sustituyente. Por ejemplo, los grupos electrodonadores demoran mas tiempo en
reaccionar, debido a que proveen mayor densidad electronica al carbonilo
disminuyendo su reactividad frente al carbanion previamente formado y por tanto
aumentando la energia de activacion mientras que los grupos electroatractores

tienen tiempos de reaccion cortos, gracias a que disminuyen la energia de

activacion.
© H o)
H OH |)
H ©=cN
CN NC +
NC — H R
H
H Y 1 1a

Esquema 2. Mecanismo de reaccién para la obtencion de sistemas fenilenvinileno
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4.1 CARACTERIZACION FOTOQUIMICA

4.1.1 Espectroscopia ultravioleta- visible: Los sistemas FV tienen diversas
aplicaciones gracias a sus propiedades fotofisicas y quimicas, que en turno
dependen del tipo de sustituyente y su posicién en el nucleo base.

Para estudiar el efecto de los sustituyentes en el nucleo de fenilenvinileno ciano
sustituido, se realizaron experimentos UV-Vis en solucién. En la Figura 8 se
observa la banda de absorcion UV normalizada de los diferentes derivados a-
CNPVs, que corresponde mayoritariamente a transiciones m—1*. El nacleo de
referencia a-CNPV-H presenta Amax de 339 nm; mientras los derivados a-CNPV-
N(CHz)2 y a-CNPV-N(Ph)2 con grupos auxocromos como sustituyentes, exhibieron
un corrimiento batocrémico de 41nm y 102 nm respectivamente, debido a los
pares de electrones libres (no enlazados) del nitrogeno que estan disponibles para

interactuar con la nube de electrones 1 del ndcleo fenilenvinileno®3-54,

De manera analoga sucede un corrimiento hacia el rojo para los derivados con
grupos sustituyentes electrodonadores como el metoxi y el metil. Por ejemplo, en
el derivado a-CNPV-OCHz3 se observa un corrimiento de 19 nm influenciado por el
par de electrones libres del oxigeno que interactia con la densidad electronica del
nacleo permitiendo que la energia del HOMO se eleve y la energia del LUMO
disminuya y aumentando asi la longitud de onda maxima. El a-CNPV-CH3s exhibe
un corrimiento suave de 9 nm, también el a-CNPV-CI presenta un desplazamiento
hacia longitudes de onda mas largas debido a la sustitucion de un heteroatomo en
el nlcleo FV®. Por otra parte, los derivados a-CNPV-CHs y a-CNPV-CI presentan
maximos de absorcion cercanos a 355 nm, indicando su mayor capacidad de
interaccion con los fotones emitidos por el laser MALDI, perfilandose como

compuestos con buen desempefio fotoquimico.

5 POND, S. J. K.; et al. Op. Cit. p.11470-11480.

54 LI, C.; HANIF, M,; et al. Effect of Cyano-Substitution in Distyrylbenzene Derivatives on Their Fluorescence
and Electroluminescence Properties. J. Mater. Chem. C 2016, 4 (31), p. 7478-7484.

5 CASTELLANOS-GARCIA, L. J.; et al. Op. Cit. p.2548—2560.
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Figura 8. Espectros de absorcion UV-Vis de a-CNPVs-CHs, a-CNPVs-OCHs, a-
CNPV-H, a-CNPV-CI, a-CNPV-N(CHz3)2 y a-CNPV-N(Ph)2 a una concentracion de
50 uM en THF.

4.1.2 Determinacion del coeficiente de absortividad molar (€): Los coeficientes
de absortividad molar de los diferentes derivados a-CNPVs se determinaron
mediante la ecuacion de Lambert-Beer utilizando una serie de diluciones en rango
de concentracion entre 5 uM a 30 uM en THF.

En la Figura 9 se observa la tendencia lineal y los coeficientes de absortividad
molar para cada a-CNPVs. Se destacan, el a-CNPV-CHs3 (con €355=70000 L.mol
lem!) y a-CNPV-OCHs (con €355=41000 L.mol*cmt), en comparacién con el DCTB
(€355=33980 L.mol*cm?) a una longitud de 355 nm. Estos valores indican que los
a-CNPVs tienen, una buena eficiencia de absorcion de fotones a la longitud de

onda del laser MALDI en fase liquida. Sin embargo, es bien sabido que los
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procesos de ionizacion ocurren en fase condensada y que el desempefio de las

matrices depende de sus propiedades fotoquimicas en estado sélido.

0.8

@® o -CNPVs- CH, €355 =70000 R 2=0.997
®
® o-CNPVs-H €355 = 38 000 R?=0.997
® o -CNPvs- N(CH,),  &355=9000 R?=0.993 ® °
06 ® o-CNPvs- OCH, g 355 = 41 000 R2=0.989
® a-CNPVs-N(Ph), €355 =13000 R’=0.996 [
— 2 _
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O
cC ®
I o
o 0.4 -
S
2 o o o
Q0 i S
< ®
®
P ()
0.2 - o
® o
i ()
J
o
° [
$ . o
O'O 7 . T T T T T
5 10 15 20 25 30

Concentracion [uM]

Figura 9. Absortividad molar de los derivados a-CNPVs a A= 355 nm
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4.1.3 Espectroscopia ultravioleta- visible de reflectancia difusa: La técnica
de reflectancia difusa describe el comportamiento electrénico en la estructura de
un solido, donde a través de los espectros de absorcion; proporciona informacién
sobre las transiciones electronicas de los diferentes orbitales en un solido, dicho
esto, la excitacion de los electrones desde el estado HOMO al estado LUMO se
evidencia por un aumento en la absorbancia a una longitud de onda dada.

La Figura 10 exhibe las curvas de decaimiento de reflectancia para los diferentes
derivados o-CNPVs en el rango de 250 a 600 nm. Se selecciond este rango
debido a que la aplicacion de estos sistemas como matrices MALDI requiere su

interaccion efectiva con una fuente de radiacion laser de 355 nm.

355

a—-CNPVs - CH

a—CNPVs - Cl
a-CNPVs - H
—— a—CNPVs -

—— 0-CNPVs -
—— 0o-CNPVs -
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o
]
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o
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o
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o
o
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Figura 10. Reflectancia Difusa de los derivados a-CNPVSs.
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Estudios realizados a diferentes solidos conductores y semiconductores sugieren
que el andlisis de la seccion lineal en los espectros de reflectancia difusa,
utiizando una funcibn modificada del método de Kubelka-Munk, permite
determinar la energia del espacio de banda denominada Egap. Este método se
aplica generalmente a materiales altamente dispersantes de luz y a particulas
absorbentes en una matriz por lo que es posible hacer una analogia con las
matrices MALDI y obtener la energia del espacio de banda o energia del excitén
molecular, que corresponde a la energia necesaria para excitar un electrén de la
capa de valencia de la red organica a la banda de conduccién, en este caso, el
HOMO al LUMO de una molécula de la matriz. Considerando que los procesos de
ionizacion en MALDI involucran estados excitados intermedios, la probabilidad de
formarlos esta relacionada con el Egap de las matrices y la formacion primaria de
iones, lo cual sugiere, que compuestos con menor energia son mas faciles de

excitar.

Transformacion de los espectros de reflectancia difusa, aplicando el método de
Kubelka-Munk, a diagramas donde la magnitud (F(R)*hv)*? correspondiente a, la
transicion indirecta entre el estado electrénico de valencia de menor energia y el
estado electronico excitado de mayor energia se grafica vs la energia (hv) de la
fuente de radiacion; el valor de la energia del espacio de banda se obtiene por

extrapolacion.>6:>7

La Figura 11 muestra que los derivados con sustituyentes electrodonadores como
a-CNPV —CHz y a-CNPV - O(CHs). exhiben las mas altas energias,
correspondientes a 2.44 eV y 2.27 eV respectivamente. Los derivados con
sustituyentes amino como lo son a-CNPV — N(CHz)2 y a-CNPV — N(Ph)2 exhiben

bajas energias de exciton correspondientes a 2.10 eV y 2.15 eV respectivamente,

56 STANKOVIC, A. RSC Advances Simultaneous Enhancement of Natural Sunlight- and Arti Fi Cial UV-Driven
Photocatalytic Activity of a Mechanically Activated ZnO / SnO 2 Composite. 2017, 7, p. 42725-42737.

57 LOPEZ, R.; GOMEZ, R. Band-Gap Energy Estimation from Diffuse Reflectance Measurements on Sol — Gel
and Commercial TiO 2: A Comparative Study. 2012, p. 1-7.
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debido probablemente a que presentan mayor conjugacion lo que promueve la
disminucion del Egap. Finalmente, a-CNPV — Cl y a-CNPV — H presentan energias
de 2.29 eV y 1.93eV, respectivamente. Como se puede observar anteriormente la
energia del espacio de banda de los derivados a-CNPVs oscila entre 1.93 y 2.44
eV, muy por debajo de la energia de un foton de la fuente de laser de 355 nm cuya
energia es de 3.49 eV para formar el exciton. Esto significa que la absorcién de un
foton es suficiente para promover electrones de la banda de valencia de la

molécula a la banda de conduccién y asi generar excitones moleculares.
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4.1.4 Espectroscopia fotoelectrénica ultravioleta (UPS): En la Figura 12 se
observan las distribuciones de energia cinética o la funcion trabajo para los a-
CNPVs. Para obtener el potencial de ionizacién es necesario realizar una resta
entre la energia de excitacibn que es 21.22eV proveniente de una fuente
ultravioleta (Helio 1) y la diferencia entre: la posicion limite y el inicio de la banda
de valencia. Los potenciales de ionizacion mas bajos corresponden al a-CNPV-
N(CHzs)2 (7.7eV) y a-CNPV-N(Ph). (8.22 eV) que son los derivados con alta
conjugaciéon en su estructura. Bajos IP limitan las aplicaciones de estos
compuestos como matrices MALDI de ET. Por otra parte, el a-CNPV-CHz y a-
CNPV-OCHzs tienen IP de 8.42 y 8.30 eV respectivamente; valores altos de IP en
una matriz de ET permiten aplicaciones a mayor namero de analitos. Lo mismo
ocurre con los derivados a-CNPV-H con IP de 8.62eV y a-CNPV-CI con 8.92 eV.

] a~CNPV-CI
1,2x10" 7 0—CNPV-H
a-CNPV-CH,
1,0x10° - a-CNPV-OCH,
a-CNPV-N(CH,),
a 80x10° 1 a~CNPV-N(Ph),
S
g 6,0x10°
[11]
=
= 4,0x10° 1
2,0x10° -
0,0 —

8 16 14 12 10 8 6 4 2 0
eV
Figura 12. Distribucion de energia UPS para a-CNPVSs.
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4.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI

4.2.1 Experimentos LDI-MS: Los espectros LDI-MS se tomaron para todos los a-
CNPVs en THF a una concentracién de 2.5 mM en modo ion positivo. Este tipo de
experimentos es esencial para conocer el comportamiento que tienen los
compuestos que seran utilizados como matrices MALDI en su estado solido;
debido a que es de suma importancia la ionizacién de las matrices bajo las
condiciones operacionales del equipo sin presentar degradacién por la presién de
vacio o los procesos térmicos en su espectro base. Es necesario que no exhiban
formacion de clusters que conlleven a una caracterizacion equivocada de los
analitos utilizando las matrices propuestas.

En la Figura 13, los espectros LDI de los derivados a-CNPVs tomados a 0.89
pJ/pulso energia del laser muestran sefales correspondientes a cationes radicales
[M]* con contribuciéon de especies protonadas [M+H]* (Ver anexos 8-13 de
patrones isotépicos simulados). En fase gaseosa ocurren diferentes reacciones
gue pueden originar la formacion de especies protonadas y iones primarios de la

matriz como:
M* +M > [M—-H]"+[M+H]*
M+hy > M*™ + e~

En los espectros de los derivados a-CNPV-CHz, a-CNPV-OCHs y a-CNPV-N(Ph)2
no hay presencia de: clusters, iones multicargados, excesiva fragmentacion ni
presencia de aductos como [M+Na]® y [M+K]*. Lo que implica que dichos
compuestos logren estabilizar la carga generada por el proceso de ionizacidon
debido a su alta conjugacidén, generando un espectro limpio y sin fondo
especialmente en las regiones de masas bajas. Lo que posibilita que sean utiles
como matrices MALDI especialmente los derivados a-CNPV-CHs, a-CNPV-OCHs
por tener potenciales de ionizacion altos que permitan analizar una amplia gama

de analitos. A diferencia de los derivados a-CNPV-H y a-CNPV-CI que exhiben en
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su espectro fragmentacion en las regiones de masas bajas producto de la

degradacion.

Los derivados a-CNPV-CHsz y a-CNPV-H tienen mayor contribucion de la sefial
correspondiente a [M+H]" en m/z 361.172 y m/z 333.139, probablemente debido a
reacciones bimoleculares. Por el contrario, los derivados a-CNPV-OCHs, a-CNPV-
N(Ph)2y a-CNPV-N(CHs)2 presentan pequefias contribuciones del [M+H]* debido a
gue estos grupos son electro-donadores fuertes y tienen un par de electrones
libres que permiten deslocalizar la carga por resonancia haciendo mas estable el

cation-radical.

COMPUESTO FORMULA MASA EXACTA
MOLECULAR

a-CNPV — CH3 CoeH20N> 0.27 ppm
o-CNPV — OCHz3 Co6H20N20> 0.18 ppm
a-CNPV - Cl C24H14N2Cl2 0.36 ppm
a-CNPV - H Ca4H16N> 0.60 ppm
a-CNPV — N(CHs)2 C2sH26N4 0.47 ppm
a-CNPV — N(Ph), CagH34N4 0.30 ppm

Tabla 2. Mass Accuracy de los derivados a-CNPVs.

El derivado a-CNPV-N(CHs)2 presenta en su espectro la sefial de cation- radical
[M]*™ m/z 418.216, asi mismo, se observa una sefial en m/z 287.171 cation- radical
correspondiente al mono-derivado del a-CNPV-N(CHz3)2 puesto que en el proceso
de purificacion tanto el mono como di-sustituido del a-CNPV-N(CHz3)2 co-eluyen,
por tanto, es dificil efectuar un proceso de purificacion eficaz. En la Tabla 2. Se
muestran las masas exactas para los diferentes derivados en un rango de 0.18 a

0.60 ppm.
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Figura 13. Espectros LDI y perfiles isotopicos experimentales de las matrices

sintetizadas.
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4.2.2 Curva de aparicion de iones: El desempefio de una matriz en MALDI esta
relacionado con su capacidad para formar iones primarios. La fuente de energia
utilizada en los experimentos MALDI puede modularse para emitir pulsos entre
0.39 a 2.80 uJ; idealmente una matriz debe formar iones primarios, a bajas
energias por pulso. En la Figura 14 se observa la relacién entra la energia por
pulso del laser y la abundancia de iones primarios de los derivados o-CNPVs
investigados en este trabajo®e.

Las curvas de aparicion de iones tienen una estructura similar para todos los
compuestos investigados. Por encima del umbral de deteccion, la abundancia de
iones aumenta rapidamente con el incremento de la energia por pulso del laser
hasta 1.5 pJ por pulso. Para una matriz MALDI se considera que la energia de
trabajo debe estar 2 0 3 veces por encima de la energia umbral; valores de trabajo
mas altos causan fragmentacion extensa, disminucion en la resolucion y

saturacion del detector®®.

La seccion lineal de la curva de aparicion se puede ajustar a una funcion de
potencia de tipo Y ~ H™, 4 donde Y es abundancia de iones, H se relaciona con la
energia del pulso y m es la pendiente que describe el desempefio de la matriz en
términos de produccion de iones primarios. Para los derivados a-CNPVs, m varia
entre 4.60 para el a-CNPV-H y 7.64 para el derivado a-CNPV-CHzs. En contraste,
el DCTB presenta una pendiente de 4.75.

Estos valores indican que, bajo condiciones experimentales idénticas, cinco de los
seis derivados o-CNPVs analizados tienen capacidad de absorber energia de
manera eficiente, y producir mas iones, en comparacion con una matriz estandar

de transferencia electréonica como DCTB.

58 WESTMACOTT, G.; ENS, W.; HILLENKAMP, F.; DREISEWERD, K.; SCHURENBERG, M. The Influence of
Laser Fluence on lon Yield in Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Mass Spectrometry. 2002, 221, 67—
81.

59 DREISEWERD, K. The Desorption Process in MALDI; 2003.
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4.3 DESEMPENO TERMODINAMICO EN LA FASE GASEOSA DE LOS CNPVs

Las reacciones de transferencia electrénica en espectrometria de masas MALDI
dependen directamente de la diferencia entre los valores de potencial de
ionizacion entre la matriz y los analitos. En 1998, McCarley et al®®, demostraron
experimentalmente que la diferencia de potenciales de ionizacién es fundamental
para la transferencia. Posteriormente, Vasil’'ev et al®!, empleando el DCTB como
matriz, realizaron un estudio detallado de la termodindmica de la transferencia

electrénica utilizando antraceno, fenantreno, y fluorofullereno como analitos.

Para estudiar el marco termodinamico de las reacciones de transferencia
electronica usando los a-CNPVs, se eligid un conjunto de analitos modelo con
diferentes potenciales de ionizacién que van desde 6.8 eV hasta 8.54 eV, %%y se
realizaron los experimentos bajo condiciones experimentales controladas con;
relaciones molares M:A 1:1, energia del laser de 0.89 pJ/pulso. El analito de
potencial de ionizacion mas bajo naftopireno; 6.82 eV arroja valores de AIP
(diferencia entre el potencial de ionizacién de la matriz y el analito) desde 0.95
hasta 2.1 eV, de acuerdo a la Tabla 3. Como se puede observar en la Figura 15,
las abundancias relativas correspondientes al cation radical del naftopireno [NP]™
y las matrices [a-CNPV]™, exhibieron un comportamiento acorde a la
termodinamica de la reaccion. Por ejemplo, las matrices de potencial de ionizacion
mas bajo: a-CNPV-N(CHs)2 y a-CNPV-N(Ph2). presentaron abundancias relativas
de 3.6 y 36 respectivamente, mientras que el decaimiento de la sefial de la matriz

para a-CNPV —OCHzs, a-CNPV -CHz, a-CNPV-CIl y a-CNPV-H demostraron que a

mayor AIP la transferencia electronica estuvo mas favorecida.

60 MCCARLEY, T. D.; MCCARLEY, R. L.; LIMBACH, P. A., Op. Cit., p.4376-4379.

61 VASIL, Y. V; et al. Electron Transfer Reactivity in Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization ( MALDI ):
lonization Energy , Electron Affinity and Performance of the DCTB Matrix within the Thermochemical
Framework. 2006, No. reaction 2, p.5967-5972.
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COMPUESTO 9,10 DPA Coronene DCTB NapthoP. C60

aCNPV-N(Ph):  A(0.52eV) A(0.48eV) A(-0.77eV) A(0.95eV)  A(-0.03eV)
a-CNPV-N(CH2  A(0.97eV) A(0.93eV) A(-0.32eV)  A(1.4eV)  A(0.42eV)
aCNPV-OCHs  A(1.05eV) A(1.01eV) A(-0.24eV) A(1.48eV)  A(0.5eV)

a-CNPV - CHs
a-CNPV - Cl

a-CNPV —H

A(1.17eV) A(1.13eV) A(-0.12eV)  A(1.6eV)  A(0.62eV)
A(1.37eV) A(1.33eV) A(0.08eV)  A(1.8eV)  A(0.82eV)
A(1.67eV) A(1.63eV) A(0.38eV)  A(2.1eV)  A(1.12eV)

Tabla 3. Diferencias entre los potenciales de ionizacion de los derivados y los

analitos modelo.

100 -+

ABUNDANCIA NORMALIZADA

[ Imatriz [l Naphthopyrene IP =6.82 eV

80

60

40 -

20 +

Figura 15.

Naftopireno.

N(Ph,), N(CH,, OCH,
7.77 eV 8.22 eV 830eV 84ZeV 86ZeV 892eV

Comportamiento termodinamico de las matrices a-CNPVS con
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[ IMatriz [l 9,10 DPA IP=7.25 eV

100 +

80 +

60

40 -

20

ABUNDANCIA NORMALIZADA

N(Ph,), N(CH;), OCH, CH, H Cl
7.77 eV 8.22eV 8.30eV 842eV 8.62eV 8.92eV

Figura 16. Comportamiento termodinamico de las matrices a-CNPVS con 9-10-

difenilantraceno.

Cuando se empled 9,10-DPA como analito (IP 7.25 eV), el marco termodinamico
presentd un comportamiento similar (figura 16), las matrices de potencial de
ionizacién mas baja; a-CNPV-N(Ph2)2 y a-CNPV-N(CHz)2 exhibieron abundancias
relativas de 100 y 23 respectivamente, mientras que el decaimiento de la sefial de
la matriz para a-CNPV-OCH3s, a-CNPV-CHs3, a-CNPV-ClI demostraron que a
mayor AlIP la transferencia electronica estuvo favorecida evidenciandose el efecto
de supresiéon de la matriz, mientras que a-CNPV-H mostré una abundancia relativa
de 10 debido a que dicha matriz no cristaliza de forma homogénea con el analito
9,10-DPA.
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I Matriz [ ] Coronene IP=7.29 eV

100 +

80

60 +

40 -

20 +

ABUNDANCIA NORMALIZADA

—
N(Ph,), N(CH,), OCH, CH, H Cl
7.77eV 8.22eV 830eV 842eV 8.62eV 8.92eV

Figura 17. Comportamiento termodinamico de las matrices a-CNPVS con

Coroneno.

De manera analoga, cuando el coroneno (IP 7.29) se escogié como analito (figura
17), las matrices con potencial de ionizacién mas bajo y AIP menor como a-CNPV-
N(Ph2)2 y a-CNPV-N(CHs)2 exhibieron abundancias relativas de 100 y 19
respectivamente mientras que las matrices con mayor AIP como a-CNPV-OCHj3,
a-CNPV-CHz y a-CNPV-H con AIP 1.01, AIP 1.13 y AIP 1.33 favorecieron la
transferencia electrénica, opuesto a la matriz a-CNPV-Cl que no co-cristalizé

homogéneamente con el analito y presentd abundancia de 30.
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[ Mmatriz [l Fullerene IP=7.80 eV

100 +

80 -+

60

40

20

ABUNDANCIA NORMALIZADA

N(Ph,), N(CH), OCH, CH, H Cl
7.77 eV 8.22eV 830eV 842eV 8.62eV 8.92eV

Figura 18. Comportamiento termodinamico de las matrices a-CNPVS con

Fullereno.

En el comportamiento termodinamico del fullereno con IP de 7.80 eV (figura 18) se
observa que la matriz a-CNPV-N(Ph2) tiene un AIP negativo -0.03 con potencial
de ionizacion 7.77, en este caso es posible que el fullereno medie la formacién del
cation-radical de la matriz [a-CNPV- N(Phz)2]+¢, por el contrario, al aumentar AIP la
abundancia relativa del analito aumenta y la abundancia relativa de la matriz

disminuye.
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I Matriz[ |DCTB IP=8.54 eV

100 -~
80-
60-
40-
20-
"TNEn), -

N(CH;), OCH, Cl
7776V 8226V 8306V 8.42 ev 8.62 eV 8.92eV

Figura 19. Comportamiento termodinamico de las matrices a-CNPVS con DCTB.

ABUNDANCIA NORMALIZADA

En la figura 19 donde el compuesto de referencia es el DCTB hay contribucién de
las abundancias relativas de 100, 100, 100 y 93 respectivamente para los
derivados a-CNPV-N(Phy)2, a-CNPV-N(CHz)2, a-CNPV-OCH3z y a-CNPV-CHz. En
vista de que estos presentan potenciales de ionizacion bajos, el papel de la matriz
lo desempefia el DCTB acorde a la termodinamica de reaccion; en que el potencial
de ionizacién de la matriz debe ser mayor que el potencial de ionizacién del
analito. Mientras que en derivados como o-CNPV-H y o-CNPV-ClI hay
competencia puesto que sus potenciales de ionizacidn son cercanos y estan en

una proporciéon molar 1:1.
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Una vez efectuado los analisis, es factible elegir al derivado a-CNPV-CH3 como
posible matriz MALDI. Debido a sus buenas propiedades optoelectronicas;
absorbe en el rango de 355 nm (longitud de onda a la que opera el laser),
presenta el coeficiente de absortividad molar mas alto, que permite vislumbrar la
cantidad de fotones que puede absorber, ademas, tiene Egap menor que la
energia emitida por un solo foton proveniente de la fuente de ionizacién. Lo que
implica un excelente rendimiento en la formacion primaria de iones, esto se puede
comprobar al observar en la figura 14, con un rendimiento de iones (m = 7.64)
superior al de la matriz comercial DCTB. Asimismo, a-CNPV-CHz tiene un
potencial de ionizacion de 8.42 eV, lo cual abarca un rango amplio de analitos
para analizar. En el estudio del marco termodinamico en fase gaseosa, exhibio el
efecto de supresion de matriz mas alto, y los espectros obtenidos no muestran
formacion de cluster ni sefiales a masas bajas, logrando obtener asi espectros

limpios.

4.3.1 Bracketing: En espectrometria de masas, el método de bracketing es una
herramienta basada en el método cinético de Cooks que permite determinar
propiedades fisicoquimicas en fase gaseosa como la afinidad proténica, afinidad
cationica, potencial de ionizacion, entre otras.’%63 Partiendo de reacciones
bimoleculares de transferencia electronica entre analitos con potencial de
ionizacion conocida y absorcién UV, se realiz6 el método indirecto del bracketing
con el fin de predecir el potencial de ionizacion a través de espectrometria de
masas MALDI. En este es posible correlacionar el logaritmo natural de las
abundancias del analito modelo y la matriz vs los potenciales de ionizacién de los
analitos modelos con el fin de obtener el potencial de ionizacion desconocido de la

matriz al extrapolar en el eje x los valores de la recta obtenida.

62 WONG, P. S.; MA, S.; COOKS, R. G. lonization Energy Determination by the Kinetic Method. Anal. Chem.
1996, 68 (23), p. 4254—-4256.

63 CHEN, Guodong; COOKS, G. JMS Letters. Estimation of lonization Energies of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons Using the Kinetic Method. J. Mass Spectrom. 1997, 31 (November 1996), p.1996-1998.
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Figura 20. Método indirecto de Bracketing para el derivado a-CNPV-CHzs

A continuacion, se escogieron diferentes analitos como Naftopireno, 9-
nitroantraceno , fullereno (Ceo), coroneno, DCTB vy fluorenona, y se mezclé cada
uno en una relacién molar 1:1 con la matriz a-CNPV-CH3 que exhibié el mejor
desemperiio termodinamico de transferencia electronica, el potecial experimental
encontrado es cercana al potencial de ionizacion calculado en UPS, la figura 20
muestra la regresion lineal con ecuacion y = 25.909 — 3.107x con un R?= 0.906 al
extrapolar con el eje x el resultado es 8.34 eV que seria el potencial de ionizacion
experimental, este resultado es sorprendente pues muestra un %error de 0.95 lo
gue permite concluir que es posible determinar el potencial de ionizacién en

MALDI a través de un método indirecto.
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4.3.2 Aplicacion: Hasta la fecha, las aplicaciones de transferencia electronica
estan limitadas. Debido a la eleccion de la matriz, lo cual depende, entre otras
caracteristicas, de la interaccion con la fuente de radiacion laser y la formacion
primaria de iones. Hasta este punto, la matriz a-CNPV-CHs ha demostrado un
excelente desempefio y una buena correlacibn entre las propiedades
optoelectrénicas y quimicas con su funcionamiento como matriz de MALDI. Una
de las aplicaciones que han sido previamente demostradas en el grupo de
investigacion GIFTEX, es la ionizacion de muestras enriquecidas con porfirinas de
niquel y vanadio a partir de petréleo®.

Una de las caracteristicas del crudo es su complejidad y el numero de
componentes que se encuentran divididos en sub clases (e.g. saturados,
aromaticos, resinas y asfaltenos). En particular, las fracciones mas pesadas
contienen informacion valiosa sobre las caracteristicas del crudo, madurez y
génesis. Historicamente han requerido diferentes metodologias para su analisis
incluyendo optimizacion en los procesos de fraccionamiento, aislamiento y
purificacion como también en los métodos de ionizacion. En la actualidad, el
analisis directo de componentes especificos del petréleo se mantiene como un
reto para la quimica analitica debido a la complejidad de la muestra. Sin embargo,
la alta selectividad de la espectrometria de masas MALDI por transferencia
electronica puede ser una alternativa que conduzca al analisis direccionado de
componentes de interés. Las petroporfirinas de niquel y vanadio en crudos,
contienen informacion valiosa sobre su génesis y madurez. Asi pues, conocer este
tipo de informacién, mediante un analisis directo que no involucre el uso de
solventes y cromatografia es posible gracias a la ionizacion eficiente ET-MALDI

con una matriz adecuada.

64 GIRALDO-DAVILA, D.; CHACON-PATINO, M. L.; RAMIREZ-PRADILLA, J. S.; BLANCO-TIRADO, C.
Selective lonization by Electron-Transfer MALDI-MS of Vanadyl Porphyrins from Crude Oils. Fuel 2018, 226
(January), p. 103-111.
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Para demostrar la hipétesis de ionizacion selectiva, se escogieron dos analitos
arométicos policiclicos con estructura analoga a los PAHs (Polycyclic Aromatic
Hydrocarbon) y un estandar de porfirina. Estos compuestos se mezclaron, debido

a que muestras como el crudo, contiene este tipo de componentes.

En la figura 21 se observa el espectro de masas que exhibe sefiales en m/z 178
correspondiente al antraceno, el ion m/z 330 del 9,10-difenilantraceno con una
abundancia de 3.0x10° y el ion correspondiente a la matriz en m/z 360; alli se
comprueba la dependencia que tiene el potencial de ionizacién para la formacion
de cationes-radicales. Ya que la diferencia de potencial de ionizacion entre la
matriz y 9,10 difenilantraceno es de 1.17 mientras que AIP de la matriz con
antraceno es de 0.96. Por tanto, entre mayor AIP la formacién de iones se ve
favorecida, indicando la capacidad de la matriz a-CNPV-CH3s para ionizar analitos

aromaticos.

Cuando se realiza el dopaje de la mezcla de hidrocarburos aromaticos con una
cantidad equimolar de porfirina de niquel, los resultados cambian sustancialmente.
En la figura 22, el espectro de masas exhibe una sefial m/z en 590
correspondiente a la porfirina de niquel (Nickel octaethylporphyrin 6.38 eV)® con
una abundancia superior a 3.0x10°. En este caso, la ionizacién por transferencia
electronica de la porfirina de niquel es altamente favorecida debido a la diferencia
entre los potenciales de ionizacion (AIE de 2.04 eV). Cabe resaltar que, 9,10-
difenilantraceno y antraceno pueden mediar la ionizacion de la porfirina y
promover competencia entre los diferentes potenciales, manifestandose de tal
manera la supresion de los analitos. También el espectro muestra perdidas
sucesivas de 15 unidades de m/z (-CHs) mientras que la sefal del antraceno
desaparece y se observa una supresion considerable de la matriz, también exhibe

la sefial m/z en 330 del 9,10-difenilantraceno.

65 KITAGAWA, susumu; MORISHIMA, Isao; YONEZAWA, T. Photoelectron Spectroscopic Study on
Metallooctaethylporphyrins. 1979, 18 (5), p.0-4.
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Figura 21.Espectro de masas MALDI con mezcla de analitos: Antraceno y 9,10-

difenilantraceno.
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Figura 22. Espectro de masas MALDI con mezcla: Antraceno, 9,10-difenilantraceno

y porfirina de niquel.

Una vez realizado estos estudios, se infiere que la matriz tiene mayor preferencia

por compuestos cuyo delta de potencial de ionizacidon sean mayores, en este caso

las porfirinas, por tener potencial de ionizacion bajos. Tradicionalmente, el andlisis

de estas por espectrometria de masas se ha realizado después de purificaciones

exhaustivas empleando HPLC, SPE o soxhlet-ciclografia. En la figura 23, se

puede observar dos espectros MALDI-FT-ICR de alta resolucién correspondientes

a una fraccién polar de crudo de petréleo empleando LDI y MALDI-FTICR con la

matriz a-CNPV-CHs. Donde una clara distribucion correspondiente a las porfirinas
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de niquel y vanadio se observé en un rango de masa de m/z 450 a 650 cuando se
empled la matriz. La diferencia significativa entre los espectros de LDl y MALDI
radica en la termodinamica de las reacciones de ionizacion en fase gaseosa; por
ejemplo, durante los experimentos de LDI, las moléculas interaccionan
indistintamente con los fotones provenientes del laser Nd:YAG. Por el contrario,
con la presencia de la matriz, la cual se ioniza favorablemente debido a sus
caracteristicas optoelectrénicas, la termodinamica en la ionizacion de los
componentes de la mezcla compleja esta supeditada a la diferencia entre los

potenciales de ionizacion.

Por consiguiente y como se menciond en la discusion de las figuras 21y 22. Las
porfirinas de niquel y vanadio que estan presentes en la mezcla compleja fueron
selectivamente ionizadas durante los experimentos empleando la matriz a-CNPV-
CHs. Adicionalmente, una expansion a m/z 513 de los espectros, muestra las
diferencias significativas en la ionizacion selectiva. Donde el espectro de LDI
exhibe sefiales correspondientes a compuestos aromaticos de las familias N1, que
pueden ser de naturaleza quinolinica o carbazoélica con alta densidad electronica
lo cual permite que sean facilmente ionizados por LDI. Contrariamente, la
expansion correspondiente a los experimentos de ET-MALDI exhibe una baja
contribucion de estas especies aromaticas y la sefial correspondiente a la porfirina
de vanadio con formula CsoH30N4VO mostréo un incremento significativo en la

relacion sefial/ruido de 80 a 100.
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Figura 23. Espectros LDI y MALDI de alta resolucion, de una fraccion de crudo.
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5. CONCLUSIONES

Los compuestos sintetizados basados en sistemas fenilenvinilenos
absorben eficientemente los fotones UV a 355 nm con coeficientes de
absortividad mayores a 40000.

Los derivados a-CNPVs exhibieron energias homo-lumo “Egap” entre 2.10
a 2.67 ev, lo que permite una mayor favorabilidad en la formacion de

especies excitadas involucradas en los procesos de formacién primaria.

El derivado a-CNPV-CHs exhibié una mayor eficiencia en la formacion

primaria de iones tipo cation radical.

El desempeifio termodinamico en las reacciones de transferencia
electronica con analitos modelo estableciéo la matriz a-CNPV-CHs como
candidata para la ionizacion selectiva de analitos de bajo potencial de

ionizacion.
Se puede conocer el potencial de ionizacibn experimental en

espectrometria de masas MALDI, utilizando el método de Bracketing y

empleando analitos modelo.
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6. RECOMENDACIONES

% Analizar muestras complejas empleando la matriz a-CNPV-CHs teniendo en

cuenta el estudio del marco termodinamico previamente realizado.
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ANEXOS

ANEXO A: Espectro RMN- H del derivado a-CNPV-CHj3

RMN-!H (400 MHz, DMSO) : &
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Q \ O on (d, J = 7.85 Hz, 4H) , 8.00 (s, J
3| =218 Hz, 2H), 7.37 (d, J =

4.00 Hz, 4H)

ol I
NC

DG15-ONPVS-CHA/L
iH DG-15 <3 en DNSO < bt
80°C ERE 5N 5§ 3¢

T e T e S T T et T S e o = T SRR

A4 _J

6.05 [;.:

T T T T 1
80 75 70 65 &0 55 S0 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -0

5 140 I35 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85
f1 (ppm)

77



ANEXO B: Espectro de infrarrojo del a-CNPV-CHs

100
95 4 v CAr -H 1
3053 - 3034 cm
vC=C,
© vCN ;1594 cm
=) 90 2215 cm
Q ] Flexién en
&) el plano
C
@ CH, 1
= 854 1371 cm
=
)
C
© 80
| S
—
Flexién fuera
75 1 del plano
C-H ,
831 cm
70 -

! I ! I ! I ! I ! I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de onda (cm™)

78



ANEXO C: Espectro de infrarrojo del a-CNPV- OCH3s
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ANEXO D: Espectro de infrarrojo del a-CNPV- N(CHs)2
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ANEXO E: Espectro de infrarrojo del a-CNPV- N(Ph)2
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ANEXO F: Espectro de infrarrojo del a-CNPV- Cl
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ANEXO G: Espectro de infrarrojo del a-CNPV-H
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ANEXO H: Espectro simulado del ion cation radical e ion protonado a-CNPV-CH3
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ANEXO I: Espectro simulado del ion cation radical e ion protonado a-CNPV-OCH3
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ANEXO J: Espectro simulado del ion cation radical e ion protonado a-CNPV-H
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ANEXO K: Espectro simulado del ion cation radical e ion protonado a-CNPV-CI
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ANEXO L: Espectro simulado del ion catién radical e ion protonado a-CNPV-
N(CHs)2
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Espectro simulado del ion cation radical e ion protonado a-CNPV-N(Ph2)2
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