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Resumen

Titulo: Reactividad en fase gaseosa de sistemas organicos Donor-Aceptor basados en
trifenilamina en MALDI MS*.

Autor: Bryan David Hernandez Baca™

Palabras Clave: Sistemas donor-aceptor, trifenilamina, matriz, transferencia electrénica, MALDI

Descripcion: Los sistemas organicos Donor-Aceptor-(D-A) forman estados separados de carga al
ser irradiados con luz. En este trabajo, se sintetizaron sistemas D-A mediante la reaccion de
Vilsmeier Haack y la condensacion de Knoevenagel utilizando el nicleo de trifenilamina como
sistema donador de electrones y utilizando malononitrilo y dimetilmalonato como sistemas
aceptores. Se midieron algunas propiedades optoelectronicas de los compuestos sintetizados, tales
como: coeficiente de absortividad molar, rendimiento cuantico de fluorescencia, energia de banda,
y energia de ionizacion. Los resultados obtenidos fueron comparables con matrices MALDI de
uso comercial. En los espectros UV-Vis de los sistemas D-A se observaron bandas que
corresponden a transferencias de carga intramolecular (ICT). Los espectros LDI de los sistemas
D-A mostraron la formacién del cation y anion radical con bajo o nulo background confirmando
la transferencia de carga intramolecular en estos compuestos. Los valores teoricos de la energia de
ionizacion (Ei) para los sistemas D-A fluctdan entre 7,58 y 8,05 eV, un rango similar al de las
matrices MALDI convencionales, como el DCTB (8,75 eV). Mediante experimentos MALDI
utilizando como analitos derivados de la clorofila y algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos
se confirmé la capacidad que tienen estos compuestos para promover procesos de ionizacion

mediante transferencia de electrones.

*Trabajo de grado
* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Julio Roberto Pinzén Joya. Quimico Ph.D.
Codirector: Luis Miguel Diaz Sanchez. Quimico, M.Sc.
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Abstract

Title: Gas-phase reactivity of triphenylamine-based organic Donor-Acceptor systems in
MALDI MS*,

Author(s): Bryan David Hernandez Baca**

Key Words: Donor-acceptor systems, triphenylamine, matrix, electron transfer, MALDI

Description: Organic Donor-Acceptor-(D-A) systems form charge-separated states upon
irradiation with light. In this work, D-A systems were synthesized by Vilsmeier Haack reaction
and Knoevenagel condensation using triphenylamine nucleus as electron donor system and using
malononitrile and dimethylmalonate as acceptor systems. Some optoelectronic properties of the
synthesized compounds were measured, such as: molar absorptivity coefficient, fluorescence
quantum yield, band energy, and ionization energy. The results obtained were comparable with
commercially available MALDI arrays. Bands corresponding to intramolecular charge transfer
(ICT) were observed in the UV-Vis spectra of the D-A systems. The LDI spectra of the D-A
systems showed the formation of the radical cation and anion with low or no background
confirming the intramolecular charge transfer in these compounds. The theoretical ionization
energy (Ei) values for the D-A systems ranged from 7.58 to 8.05 eV, a range similar to that of
conventional MALDI arrays such as DCTB (8.75 eV). MALDI experiments using chlorophyll
derivatives and some polycyclic aromatic hydrocarbons as analytes confirmed the ability of these

compounds to promote ionization processes by electron transfer.

*Degree Work
**Faculty of science. Chemistry school. Advisor: Julio Roberto Pinzén Joya, Chemist, Ph.D.
Co-advisor: Luis Miguel Diaz Sanchez. Chemist, M.Sc.
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) es una
técnica analitica ampliamente utilizada en maltiples aplicaciones en la ciencia, tales como: analisis
de farmacos (Jeroen J. A. van Kampen, 2006), microbiologia clinica (Croxatto et al., 2012),
identificacion de bacterias ambientales (Ashfaq et al., 2022), analisis de microalgas y fitoplancton
(Luis M. Diaz-Sanchez, 2023). MALDI es una técnica de ionizacion suave que ha permitido el
analisis de macromoléculas, tales como: proteinas (Andrew N. Krutchinsky, 2001), carbohidratos
(Schmidt De Leon et al., 2019), fullerenos (Ramirez-Pradilla et al., 2019), hidrocarburos
policiclicos aromaticos (Lu et al., 2017), entre otros. La versatilidad de MALDI radica en los
diferentes tipos de matrices que se pueden emplear en el analisis, la cual interactua con el analito
y permite su desorcion/ionizacion, presentando diferentes vias de ionizacion dependiendo de la
molécula de interés. Sin embargo, se realizan constantes estudios enfocados en el desarrollo de
matrices MALDI mas selectivas y eficientes que permitan analizar diversos compuestos de interés

analitico.

El grupo de investigacion GIFTEX adscrito a la Escuela de Quimica de la UIS, ha reportado
sistemas conjugados de nucleos del fenilenvinileno (FV), como matrices MALDI de transferencia
electronica (ET), con ventajas en comparacion a matrices ET estandar como el DCTB. Los
sistemas FV reportados presentan un bajo background en la regién de masas bajas, eficiente
produccidn de iones primarios a bajos umbrales de energia del laser, alta energia de ionizacion (>
8,5 eV), incremento de la sobrevivencia de los iones moleculares, entre otros. Actualmente, en
busqueda de nuevas matrices ET MALDI que permitan la ionizacion efectiva de moléculas de bajo
y mediano peso molecular, el grupo de investigacion GIFTEX ha propuesto la sintesis de

moléculas organicas basadas en sistemas Donor-Aceptor.
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Los espectros de masas LDI de los compuestos tipo D-A basados en TFA mostraron la formacion
de cation y anidn radicales, lo cual confirma la transferencia de carga intramolecular que ocurren
en estos tipos de sistemas push-pull. Asi mismo, Las propiedades optoelectrénicas y
espectroscopicas de estos compuestos basados en el nicleo de trifenilamina han demostrado ser

comparables con otras matrices de transferencia electrénica tradicionales como DCTB.

En esta investigacion se abre una ventana en el estudio del comportamiento en fase gaseosa de
sistemas organicos Donor-Aceptor mediante espectrometria de masas MALDI y su aplicacién
como matrices MALDI de transferencia electrénica -ET-, para el analisis de compuestos labiles y

termoinestables de mediano y bajo peso molecular.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Evaluar sistemas organicos Donor-Aceptor basados en trifenilamina como matrices
MALDI de transferencia electronica en el analisis de compuestos de mediano y bajo peso

molecular.

2.2 Objetivos especificos
Sintetizar y caracterizar sistemas organicos Donor-Aceptor basados en
trifenilamina mediante condensacion de Knoevenagel.
Evaluar el desempefio de los sistemas sintetizados como matrices ET MALDI en el

analisis de pigmentos de origen vegetal de mediano y bajo peso molecular.
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3. Marco Referencial

3.1 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica de andlisis instrumental para
compuestos organicos e inorganicos con incontables aplicaciones que ha venido desarrollandose
y mostrando su constante progreso en muchas areas de la ciencia (Gross, 2017). La MS
proporciona informacion acerca de: 1) composicion elemental de la muestra; 2) estructura
molecular; 3) composicion cuantitativa y cualitativa en mezclas complejas; 4) estructura y
composicion de superficies sélidas, y 5) relaciones isotopicas de los atomos en la muestra (Skoog.

et al., 2009).

El fundamento basico de la espectrometria de masas se basa en la generacion de iones
a partir de compuestos inorganicos u organicos neutros. Las moléculas pueden ser ionizadas
térmicamente (campos eléctricos, iones, fotones) para luego ser separadas por su relacion masa-
carga (m/z), y finalmente ser analizados cualitativa y cuantitativamente mediante un espectro de
masas que relaciona la abundancia de la sefial con m/z (Stashenko. & Martinez., 2009). En
principio, el analisis por espectrometria de masas consiste en la formacién de iones gaseosos del
analito, y dependiendo de la naturaleza de éste se elige el modo y la técnica de ionizacion (Skoog.
et al., 2009). Principalmente existen dos categorias dependiendo del tipo de ionizacion: fuentes de
fase gaseosa y fuentes de desorcidn, en las primeras la muestra se hace vapor y después se ioniza,
y en las fuentes de desorcion la muestra en estado liquido o sélido se transforma directamente en
iones gaseosos (Skoog. et al., 2009). La figura 1 muestra los principales procesos en la

espectrometria de masas (Stashenko. & Martinez., 2009).



SISTEMAS DONOR-ACEPTOR EN MALDI MS 20

. ANALIZADOR MEDICION DE CONSTRUCCION
IONIZACION ——  pEJONES || CORRIENTES |~ DE ESPECTROS
POR m/z IONICAS DE MASAS

Figura 1. Cuatro principales etapas en la espectrometria de masas: lonizacion de las moléculas,
Analizador de iones por su relaciébn masa/carga (m/z), medicion de las corrientes ionicas

detectadas, y la construccion de los espectros de masas. Fuente: el autor.

3.2 lonizacion/Desorcion Léser

La ionizacion/desorcion laser (LDI) fue introducida a finales de la década de los 60’s
(Gross, 2017). EIl desarrollo del laser como fuente de luz de alta intensidad, ha permitido la
ionizacion y vaporizacion de diferentes clases de muestras sélidas, el haz del laser se enfoca sobre
la muestra donde ocurre la desorcion/ionizacion de una parte del analito (Fenner & Daly, 1966).
Los investigadores han utilizado una gran variedad de laseres dependiendo de algunas
consideraciones; 1) que la transferencia de energia a la muestra sea eficiente y controlable, esto
con el fin de que la absorcion de energia por parte de la molécula resuene con la longitud de onda
del laser, 2) que la transferencia de energia sea en un tiempo corto, esto con el fin de evitar la
descomposicién térmica de las moléculas. Por tales razones, en espectrometria de masas de tiempo
de vuelo (TOF) se ha venido utilizando el laser Nd:YAG, ya que su ancho de pulso esta alrededor

de los (1-100 ns) (Hillenkamp, 1991).

3.3 lonizacion/Desorcidn Laser Asistida por una Matriz

La técnica de ionizacibn MALDI (Matrix-assisted Laser Desorption/ionization) fue
desarrollada en los afios 80’s por los profesores Franz Hillelkamp y Michael Karas, Munster,
Alemania, y Koichi Tanaka, Kyoto, Japdn (Karas., 2000). MALDI se basa en la cocristalizacion
del analito con un compuesto organico de caracteristicas fisicoquimicas conocidas denominado

matriz (Gross, 2017). MALDI MS permite el analisis de moléculas labiles, termoinestables, no
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volatiles y de alto peso molecular, aunque en la tltima década ha despertado el interés en el analisis
de compuestos de mediano y bajo peso molecular debido a que es una técnica de ionizacién suave

que garantiza la sobrevivencia del ion molecular (Qiao & Lissel, 2021).

En MALDI MS se aprovecha la capacidad que tiene la matriz de absorber la energia
proveniente de un laser pulsado (cominmente de Nd:YAG, A= 355 nm), lo que provoca la
ionizacion primaria de moléculas de la matriz. Seguidamente, las moléculas ionizadas de la matriz
interactian con los compuestos de interés para formar los iones de estos -ionizacion secundaria-.
Dependiendo de la naturaleza de la matriz y del analito se pueden formar diferentes tipos de iones
a causa de reacciones de transferencia de protones, cationes y/o electrones en fase gaseosa (Karas.

& Bahr, 1991).

3.3.1 lonizacion en MALDI

MALDI MS permite obtener informacion de interés analitico gracias a la formacion de
especies moleculares cargadas ([M]*", [M + H]", [M - H], [M + X]" X: Na, K). El modelo CPCD
(Coupled Physical and Chemical Dynamics) ha sido establecido para la explicacion de la
ionizacion en MALDI, el cual involucra aspectos fotofisicos, cinéticos y termodinamicos, donde
se proponen dos etapas para la ionizacion (Knochenmuss. & Zenobi., 2003). La primera etapa
consiste en la formacion de los iones primarios de la matriz, donde las multiples moléculas de la
matriz son excitadas electronicamente (M*) a causa de la absorcion directa de la fuente de laser.
Seguidamente, se dan fendmenos de acumulacion de energia (M™) para finalmente generar iones

con nimero impar de electrones (cation radical - M*")(Ecuacion 1)(Molin et al., 2012).

2hv ]
MM — M*M* —> M+ M* + e~ Ecuacion 1
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El modelo CPCD propone que un foton interacciona con un electron del estado electronico
béasico (Se)) de la matriz (M), y este salta al primer estado electronico excitado (S1) (Ecuacion 2).
Posteriormente, las moléculas de la matriz excitadas (M”) interacciona con otra molécula M™ con
el fin de llevar esta molécula a un estado electronico superior (Sn) (Ecuacion 3). Finalmente, una
molécula de la matriz en un estado electronico superior (Sn) interacciona con otra en estado

electronico excitado (S1) para formar un ion (cation radical) (Ecuacion 4) (Knochenmuss, 2016).

So+hv - S, Ecuacion 2
S$51+81 > S0+ S, Ecuacion 3
S1+S,» MT"+M Ecuacion 4

La segunda etapa de ionizacion consiste en la formacion de iones secundarios del analito
que puede tomar diferentes vias, dependiendo de las interacciones entre las moléculas cargadas de
la matriz y las moléculas del analito, produciendo reacciones ya sea de transferencia cationica,
protonica o electrénica (ET)(Knochenmuss. & Zenobi., 2003) (Knochenmuss, 2016). Las figuras

2 y 3, muestran los diferentes mecanismos de ionizacion que se pueden presentar en MALDI MS.

10N e —— 0D — — (O] —— (O] —— —

S

O e— — Sn ——Sn — — Sn — —

= = +
[ — —:>Sl 1 ;dsl — S S — M M
A I\
S B LB S e e S S
@® Matriz c
@ Analito . '

o .°
b

‘4“

Figura 2. Esquema de la ionizacion primaria en MALDI MS. Fuente: el autor.
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Figura 3. Esquema de la fotoionizacidn y las vias de reaccion posteriores en MALDI MS (Karas
& Hillenkamp, 1992). Rutas de fotoexcitacion: A (combinacién de energia), B (excitacion
secuencial de dos fotones) y C (excitacion simultanea de dos fotones). Imagen tomada y adaptada

de Renato Zenobi and Richard Knochenmuss 1998.

3.4 Matrices MALDI

Una matriz MALDI es un compuesto organico con caracteristicas fisicoquimicas
conocidas, que le permiten promover la formacion de iones secundarios del analito de interés en
el proceso de la ionizacion MALDI. Ademas, para que ocurra la transferencia de carga de manera
eficiente, la matriz debe aislar -diluir- las moléculas del analito. En la transferencia de carga en
fase gaseosa la matriz funciona como mediador de la absorcion de energia entre la fuente laser y
el analito target (Gross, 2017). La eleccidn y preparacion adecuada de la matriz puede ser en gran

medida la garantia del éxito en el analisis MALDI, las matrices pueden ser liquidas, s6lidas, de
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dos fases (liquida-sélida), liquidos idnicos y particulas/metales (Jackson & Woods, 2016). Se han
disefiado diferentes clases de matrices MALDI para el analisis de maltiples analitos de interés,
e.g., se ha utilizado alcohol 3-nitrobencilico (NBA) como matriz UV-MALDI en anélisis de
péptidos y proteinas (Kaufmann, 1995). Asimismo, matrices con nicleo de ciano-fenilenvinilenos
(CNPV-CHzs) como matrices de transferencia electronica en analisis de petroporfirinas (Giraldo-
Dévila et al., 2018); el glicerol utilizado como matriz liquida en IR-MALDI para el andlisis de
péptidos y proteinas, entre otras (STEFAN BERKENKAMP & FRANZ HILLENKAMPT, 1996).

En la figura 4, se pueden apreciar algunas moléculas orgéanicas utilizadas como matrices MALDI.

MATRICES UV-MALDI

OH O OH
ANTRACENO DITRANOL
HO.__O
on O
CN
HO

DHB DCTB
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MATRICES IR-MALDI

O O OH
OH

@) @)
Acido Succinico Acido Malico
@)
HO™ > ~OH J§
OH H 2N NH 2
Glicerol Urea

Figura 4. Estructura quimica de algunas matrices comerciales utilizadas para el analisis por

MALDI MS.

Como se menciono anteriormente, la seleccion de la matriz es fundamental en el proceso
MALDI. Es asi como el 2-[(2E)-3-(4-ter-butilfenil)-2-metilprop-2-enilideno]malonitrilo (DCTB)
permite la transferencia electrénica (ET) en fase gaseosa para el analisis de fullerenos, pigmentos
tipo clorofila, y xantofilas, entre otros (Yury V. Vasil’ev et al., 2006). Sin embargo, en otros tipos
de analitos como biomoléculas con aminas secundarias, el DCTB es altamente reactivo, formando
clusters con la muestra y generando sefiales adicionales en el espectro (Giraldo-Davila et al.,
2018). Razdn por la cual, el disefio y la busqueda de matrices MALDI es un area en constante

estudio.

Las matrices de transferencia electronica han permitido la ionizacion de diferentes
compuestos en la ciencia de los materiales, tales como: fullerenos (Ramirez-Pradilla et al., 2019),
polimeros (Randall Skelton et al., 2000), y complejos de coordinacion (Wyatt, 2011), entre otros.

Para que ocurra la transferencia electronica en fase gaseosa, debe cumplirse que la energia de
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ionizacion (Eim) de la matriz sea mayor que la energia de ionizacion del analito (Eia) (Ecuacion
5). Ademas, la matriz debe presentar buena cristalizacion, altos valores de absortividad molar en
estado solido, baja tendencia a formar agregados moleculares, buenas propiedades de solubilidad

y estabilidad (Castellanos-Garcia et al., 2017).
M"+A———>M+ A" E;(M) > E;(A) Ecuacion 5

El grupo de investigacion GIFTEX de la Universidad Industrial de Santander ha reportado
durante los ultimos afios la sintesis y aplicacion de matrices MALDI de transferencia electronica
basadas en nucleos de fluoreno (FL) y fenilenvinileno (FV) con excelente desempefio analitico al
ser comparadas con matrices comerciales como DCTB. Ademas, los autores han evaluado las
matrices en el analisis de porfirinas (Ramirez-Pradilla et al., 2019), petroporfirinas (Ramirez-
Pradilla et al., 2019), compuestos poliaromaticos (Ramirez-Pradilla et al., 2019), complejos
metélicos, ftalocianinas (Castellanos-Garcia et al., 2017) y algunos colorantes a base de
trifenilamina, e incluso algunos colorantes de origen vegetal como clorofilas y carotenoides
(Sanchez, 2019a). En este proyecto de investigacion, se sintetizan sistemas D-A basados en el
nucleo de TFA y se evaltan sus propiedades optoelectrdnicas y espectroscdpicas para su aplicacion

en el campo de espectrometria de masas MALDI como matrices de transferencia electrdnica.

3.5 Sistemas organicos Donor-Aceptor

Los sistemas donor aceptor (D-A) son moléculas cuya estructura permite que ocurra una
separacion de cargas intramolecular. Estos sistemas conformados por un donor (D) y un aceptor
(A) estan unidos covalentemente por un puente (B) (Figura 5), que permite el transporte de

electrones debido a su grado de deslocalizacién de cargas (Gilbert & Albinsson, 2015).
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Figura 5. Funcionamiento general de un sistema donor-aceptor. Fuente: el autor.

Los sistemas D-A como mecanismos de transferencia electronica (ET), han jugado un papel
muy importante en diferentes areas de la ciencia, e.g., transporte biolégico (Ann Magnuson et al.,
2008), celdas solares (Allen J. Bard & Fox, 1995) y dispositivos optoelectronicos (A. Prasanna de

Silva et al., 1997), debido a su capacidad de transporte de electrones.

La teoria aceptada que explica el desarrollo del mecanismo de la transferencia de electrones
en sistemas D-A es la teoria de Marcus (Marcus, 1993). Dicha teoria establece que, para una
reaccion de segundo orden, de transferencia electrdnica, el proceso debe suceder en tres etapas, a
saber: 1) difusién de D y A para formar un complejo precursor (D | A) de la esfera externa
(Ecuacidn 6); 2) reorganizacion del complejo precursor hacia un estado de transicién donde tiene
lugar la ET para formar un complejo precursor (D* | A) (Ecuacion 7); y 3) disociacion del

complejo sucesor para formar los iones productos (D*+ A") (Ecuacién 8)(Bolton & Archer, 1991).

Ka
D+A=D|A Ecuacion 6

Kd
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K—-et
D|A— D*|A- Ecuacion 7
Ket
Ks .y
D*|A~ - DT+ A~ Ecuacion 8

La transferencia de electrones puede ser descrita por la siguiente ecuacion propuesta por Marcus:

s (AG°+1)? .
Kor = [ V2 exp (122220) T
ET thBT/’LV CXP ikt cuacion 9

Donde A hace referencia a la energia de reorganizacion, AG® a la energia libre de reaccion.

La energia de reorganizacion es la diferencia de energia potencial entre el estado inicial y el estado
final tras la excitacién del sistema (Albinsson et al., 2007). Ahora, cabe resaltar que siempre que
ocurra un estado de separacion de cargas también existe la reaccién de recombinacion de cargas,
dada la cercania de sus cargas opuestas. Por lo tanto, existen dos constantes de velocidad; la
primera, Ket, corresponde al proceso de separacion de cargas, y Ker, al proceso de recombinacion
(Figura 6). En un sistema donor-aceptor el rendimiento cuantico de la separacion de cargas del
proceso debe ser lo més alto posible, significa que K¢ << Ker, esto con el fin de que el tiempo de
vida media del estado excitado del sistema sea lo suficientemente largo para que exista un trabajo

quimico (Katrina A. Jolliffe et al., 1999).
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Figura 6. Diagrama de energia general de las posibles vias de transferencia de carga en un sistema

-
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©
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Donor — Aceptor (D-A). Tomada y adaptada de (Katrina A. Jolliffe et al., 1999).
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Los procesos de ionizacion y excitacion en MALDI tienen una duracion de
aproximadamente 10%s (Figura 7), y en la literatura se ha reportado que el tiempo de vida media
de los sistemas cromo6foros D-A tienen una duracion de aproximadamente 10°s (Katrina A. Jolliffe
et al., 1999), lo que indica que esta clase de moléculas puede ionizar efectivamente las moléculas

del analito.

especies en fuente fusntede

de iones de iones
—D
Excitaciéon e P reordenamientos internos

jonizacion g
C «
0 57
= roturas de enlaces Aceleracion
8 ¢ simples z
= ev)=1lmv
> (ev)=1

Figura 7. Escala temporal en la espectrometria de masas. Tomado y adaptado de (Gross, 2017).

Para una eficiente transferencia de carga con sistemas organicos donor-aceptor, se deben
utilizar moléculas rigidas cuya estructura no cambie demasiado cuando suceda el proceso de
recombinacion (Sun et al., 2019; Ye et al., 2019). En cuanto a los grupos funcionales presentes en
la molécula, se requiere que la parte que se va a oxidar posea grupos electro-donores, i.e., con una
alta densidad electrénica. Asimismo, la parte electro-aceptora de la molécula debe presentar

grupos que estabilicen el estado separado de carga una vez éste se haya formado (Marcus, 1956).
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Por otra parte, los puentes o espaciadores que unen covalentemente la parte donora y
aceptora de la molécula juegan un papel muy importante en la eficacia de los procesos de
transferencia de carga del sistema. El puente que actiia como un ‘‘cable molecular’’ no se oxida ni
se reduce, solamente permite la comunicacion electrdnica entre el grupo donante y el grupo aceptor
(Gilbert & Albinsson, 2015). Se han usado diferentes clases de puentes en estos sistemas push-
pull, e.g., puentes conjugados cruzados de tipo m-fenileno y lineales como 2,5-tiofeno (Leu et al.,
2012), puentes tipo m-conjugados para la union de heterociclos donantes-aceptores (Wurthner,
2016) puentes basados en porfirinas (Gilbert & Albinsson, 2015). Cabe sefialar que para cada tipo
de puente la constante de velocidad de transferencia de electrones es diferente (Ecuacion 9). La
eficacia de los puentes basados en sistemas m-conjugados se debe a la capacidad de mediar la

transferencia de electrones (Gilbert & Albinsson, 2015).

El grupo de investigacion GIFTEX ha centrado su atencidn en estos sistemas organicos
donor-aceptor, ya que al formar estados de separacion se carga pueden ser capaces de ionizar

moléculas tanto en modo positivo como negativo.

3.5.1 Trifenilamina como sistema donador de electrones
La trifenilamina (TFA) es un compuesto organico con un atomo de nitrégeno unido a tres
grupos fenilo. La basicidad de la TFA es muy baja (K < 1071%) debido a la deslocalizacién de

su par de electrones deslocalizados en toda su estructura (Figura 8) (Touraj Manifar, 2004).
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Figura 8. A) Deslocalizacion del par de electrones en la molécula de Trifenilamina, B) Resonancia

de TFA al extraer un electrén. Fuente: Autor.

Las excelentes propiedades optoelectrénicas de la TFA, han permitido la aplicacion de sus
derivados en diferentes campos: como diodos organicos emisores de luz (OLED)(Ha, 2001),
celdas fotovoltaicas (Lin, 2009), fotoconductores (Holroyd, 1984), y también se han utilizado en
células solares sensibilizadas por colorantes (DSSC) para la conversion fotovoltaica de la luz solar
en electricidad (Qin, 2012; Yum, 2011). De igual manera, cabe resaltar el uso de compuestos
basados en TFA como sistemas donantes de electrones, para aumentar la conversion fotoenergética
en sistemas que buscan imitar el proceso de separacion cargas en fotosintesis artificial (Hara, 2005;

Zhang, 2010).

Mediante espectroscopia vibracional en fase gaseosa se ha caracterizado la existencia del
cation radical de la molécula de la TFA al ser excitada con un laser infrarrojo de electrones libres
(Figura 8) (Munshi et al., 2017). Las propiedades fisicoquimicas de la TFA han permitido que se

pueda utilizar como donador de electrones para formar sistemas Push-Pull (M. Belieres, 2018).
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Por tales razones, el grupo de investigacion GIFTEX ha propuesto la sintesis de
compuestos organicos de tipo Donor-Aceptor basados en el nicleo de la TFA para ser aplicados

en el campo de espectrometria de masas MALDI como matrices de transferencia electronica (ET).

3.6 Pigmentos de origen vegetal

Los pigmentos de origen vegetal son ampliamente conocidos por sus excelentes
propiedades bioldgicas, e.g., antioxidantes, antimicrobianas, hipolipemiantes y neuroprotectoras,
entre otras, por lo que tipicamente son incorporados en los productos alimenticios por adicion
directa o indirecta (A. Schieber et al., 2001; Sharma et al., 2021). Las diferentes tonalidades de
diferentes productos se deben principalmente a cuatro grupos de compuestos: clorofilas (verde),
carotenoides (amarillo, naranja, rojo), flavonoides, e.g., las antocianinas (rojo, azul, purpura), y

betalainas (rojo).

Las clorofilas (Chl) son pigmentos naturales presentes en las plantas, algas y otros
organismos fotosintéticos que pueden absorber la luz solar para producir didéxido de carbono y
agua por medio del proceso denominado fotosintesis (Viera et al., 2022). Existen diferentes clases
de clorofilas de acuerdo con su estructura; La Chl a, que se encuentra en plantas superiores, algas,
y cianobacterias, la Chl b, que se encuentra en algas y arboles, la Chl ¢, que se encuentra en
microbios y algas, y la Chl d, que esta presente en cianobacterias donde hay escases de luz solar.
Cada una de este tipo de clorofilas absorbe luz a diferentes longitudes de onda (Figura 9) (Singh

et al., 2020).
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Figura 9. Clasificacion de clorofilas con su respectiva longitud de onda de absorcion. Fuente: el

autor.

Todas las clorofilas naturales son complejos de coordinacion de magnesio (Mg) con
tetrapirroles ciclicos conjugados con un quinto anillo de ciclopentanona y, a menudo, un alcohol
de cadena larga esterificado (Wright & Jeffrey, 2006). La clorofila a y sus derivados presentan un
anillo de clorina en su estructura, que por definicion son dihidroporfirinas. En la Figura 10 se
muestra la estructura de la clorofila a, (CssH»2OsNsMg), que es una 17,18-dihidroporfirina, con
cuatro anillos (A-D) del macrociclo tetrapirrol, un anillo de ciclopentanona (E) junto con el anillo
C y una cadena lateral de acido propidnico, esterificado al alcohol, denominado fitol, también se

muestra la estructura de la clorofila b (CssH700sN4sMg) (Wright & Jeffrey, 2006)
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Figura 10. Estructura quimica de las clorofilas a (CssH»2OsNaMg) y b (CssH700sN4Mg) con su

respectivo espectro de absorcién UV-Vis. Tomado y adaptado de (Makarska-Bialokoz & Kaczor,

2013).

Los pigmentos de origen vegetal estan constituidos casi en su mayoria por moléculas labiles
y termoinestables (Sanchez, 2019a), por lo que para su analisis se deben emplear técnicas suaves

como la técnica Desorcidn/lonizacion Laser Asistida por una Matriz (MALDI, por sus siglas en
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inglés). MALDI al ser una técnica de ionizacidn suave, permite la sobrevivencia del ion molecular

de los pigmentos de origen vegetal.

Ahora bien, la caracterizacion quimica de los pigmentos de origen vegetal se hace por
medio de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), ya que es la técnica analitica estandar
para el analisis de estos tipos de analitos. Sin embargo, mediante HPLC se pueden determinar y
utilizar como marcadores quimiotaxonémicos solo algunos pigmentos, tales como: la Neoxantina,
Violaxantina, Luteina, Crocoxantina, entre otros. Otros pigmentos mayoritarios de tipo clorofila 'y
carotenoide que no se pueden identificar debido a su baja abundancia, pero seguin Serive, et. al
reportan que esta clases de pigmentos, probablemente son los que corresponden a biomarcadores
robustos (Laurie Van Heukelem, 1994). Por tales razones se buscan tecnicas analiticas que
permitan el analisis de esta clase de compuestos de una manera rapida, sencilla y confiable, ya que
el monitoreo de biomarcadores taxondmicos pueden dar informacion interesante sobre géneros o

clases de microorganismos (Sanchez, 2019b; Serive B, 2017).

Los pigmentos de origen vegetal se consideran analitos de bajo y mediano peso molecular
(m/z <1000 Da), por ende, este proyecto busco analizar este tipo de compuestos de interés analitico

mediante el uso de sistemas de tipo Donor-Aceptor basados en TFA como matrices ET.
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4. Metodologia

Este trabajo de investigacion se llevd a cabo con el objetivo de sintetizar moléculas
propuestas como sistemas Donor-Aceptor basadas en el nicleo de trifenilamina, medir algunas de
sus propiedades fisicoquimicas, analizar su comportamiento en fase gaseosa en MALDI, y
evaluarlas como matrices ET MALDI. En la primera etapa, se sintetizaron los compuestos
propuestos mediante dos etapas de sintesis, para la primera se emplearon dos rutas: reaccion de
Hartwig-Buchwald y la reaccion de Vilsmeier Haack, y la segunda una condensacion de
Knoevenagel, seguidamente los compuestos obtenidos se purificaron por cromatografia Flash. En
la segunda etapa, los compuestos fueron caracterizados por espectroscopia ultravioleta visible,
espectroscopia de reflectancia difusa, resonancia magnética nuclear de *H y espectrometria de
masas LDI. Asimismo, se calculd el coeficiente de absortividad molar y se determind el
rendimiento cuantico de fluorescencia. Finalmente, en la tercera etapa del proyecto de
investigacion, se establecio el comportamiento de los sistemas Donor-Aceptor en fase gaseosa bajo
condiciones MALDI. El comportamiento de estos sistemas se compard con otras matrices

comerciales como el DCTB que funcionan como matrices de transferencia electronica.

4.1 Sintesis de los sistemas organicos Donor-Aceptor

Se sintetizaron compuestos basados en trifenilamina, como sistemas donores debido a
que estabilizan de manera efectiva los cationes radicales. Como sistemas aceptores se utilizd
malononitrilo y dimetilmalonato, los cuales estabilizan aniones radicales. Finalmente, como
puentes o sistemas de conexidn se utilizaron sistemas conjugados. Para la sintesis de los sistemas
organicos D-A, se utilizaron las metodologias propuestas por Fu et al., y Wang et al., con algunas

modificaciones (Fu et al., 2020; Wang et al., 2015). Los reactivos y disolventes utilizados fueron
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de grado de pureza para sintesis, de las marcas Merck, Sigma-Aldrich, y fueron usados sin previa
purificacion. Los disolventes utilizados en las sintesis como el tetrahidrofurano (THF) y el tolueno
fueron secados previamente sobre sodio. El avance de cada una de las reacciones se control6 por

cromatografia en capa fina (TLC), sobre cromatoplacas Merck AL TLC de silica gel 60 F2sa.

4.1.1 Sintesis de 4-difenilaminobenzaldehido mediante la reaccion de Hartwig-Buchwald

D PPH,/Pd(OAc),/K,CO;, ©\N/©
+
i ~N Tolueno
H

Br

CHO

—~
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Figura 11. Primer paso de reaccion: sintesis del 4-difenilamino-benzaldehido por medio de una

reaccion de Hartwig-Buchwald.

En un matraz de 50 mL, se disolvieron 1,5 mmoles de difenilamina (750 mg), y 1,46
mmoles de 4-bromobenzaldehido (812,13 mg) en 20 mL de tolueno seco. Luego, se afiadio a la
mezcla Pd(OAc)2 (0,019 mmoles, 12,89 mg), PPhs (0,064 mmoles, 50,025 mg), y K>COs (4
mmoles, 1,617 g) y se calentd el sistema hasta una temperatura de 110 °C bajo atmosfera de Ar,
en agitacion constante, durante 24 h (véase Figura 11). Una vez el sistema alcanzé la temperatura
ambiente, se vertié en 50 mL de salmuera y el producto de interés se extrajo con acetato de etilo
(25 mL, tres veces), luego el producto fue concentrado mediante rotoevaporacion. El residuo
obtenido fue purificado utilizando cromatografia en columna sobre silica gel, con fase mdvil de
hexano/diclorometano 7:3 (v:v) (Wang et al., 2015). El producto obtenido fue un compuesto sélido
de color amarillo claro. Rendimiento de la reaccion: 10%. *H NMR (CDCls, 400 MHz, TMS) &:

9,81 (s, 1H), 7,68 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,36-7,17 (m, 10H), 7,02 (d, J=8,4 Hz, 2H).
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Asimismo, y debido al bajo rendimiento obtenido mediante la reaccion Hartwig-
Buchwald, se explord utilizar la reaccion de Vilsmeier Haack, a partir de trifenilamina, para la

obtencién del 4-difenilamino-benzaldehido, como se muestra a continuacion.

4.1.2 Sintesis de difenilaminabenzaldehido mediante la reaccién de Vilsmeier Haack
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Figura 12. Primer paso de reaccion: sintesis del 4-difenilaminobenzaldehido por medio de una

reaccion de Vilsmeier Haack.

En un matraz de dos bocas de 50 mL, en un bafio de hielo, se disolvieron 16 mmoles de
DMF y 12 mmoles de POCIs. Seguidamente, y bajo continua agitacion se agregaron 4,1 mmoles
(1,0 g) de trifenilamina, se dejé que el sistema alcanzara la temperatura ambiente y luego se
aumento la temperatura hasta alcanzar 80 °C, a reflujo, durante 2 horas (Véase figura 12).
Posteriormente, la mezcla de reaccion se vertié en agua fria, y se llevé a pH=7 con una solucion
de NaOH 2 M. El producto de reaccion se filtro obteniendo un compuesto sélido de color amarillo
claro, que se purificd por cromatografia en columna sobre silica gel, utilizando como fase movil
una mezcla hexano/diclorometano 6:4 (v:v) (Fu et al., 2020). El rendimiento de la reaccion fue de
90%. 'H NMR (CDCls, 400 MHz, TMS) &: 9,81 (s, 1H), 7,68 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,36-7,17 (m,

10H), 7,02 (d, J=8,4 Hz, 2H).
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Seguidamente, se realizd el paso dos de la sintesis propuesta mediante condensacion de

Knoevenagel, como se muestra a continuacion.

4.1.3 Sintesis de 4-(2,2-dicianovinil) trifenilamina

WO Q0
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Piperidina, THF
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Figura 13. Segundo paso de reaccion: sintesis de 4-(2,2-dicianovinil) trifenilamina mediante

condensacion de Knoevenagel.

En un matraz de 50 mL, se colocaron 1,1 milimoles de 4-difenilaminobenzaldehido y
0,6 mmoles de malononitrilo en 35 mL de THF, y se agreg0 8 gotas de piperidina. La reaccion se
mantuvo a temperatura ambiente durante 4 horas (Véase figura 13). Finalmente, la mezcla de
reaccion se agrego en 50 mL de agua, se filtro y se lavo. El producto obtenido fue un sélido de
color rojo-anaranjado, el cual se purifico por cromatografia flash utilizando una mezcla de
hexano/acetato de etilo 7:3 (v:v) como fase mdvil (Wang et al., 2015). Rendimiento: 80%.'H NMR
(CDCls, 400 MHz, TMS) 8: 7,73 (d, J=9,2 Hz, 2H), 7,52 (s, 1H), 7.40-7.36 (m, 5H), 7.23-7.18 (m,

5H), 6,94 (d, 2H).
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4.1.3 Sintesis del &cido propanodioico, 2-[[4-(difenilamino)fenillmetileno]-, éster 1,3-dimetil

- A0 5 O

choMOCHg

:
Piperidina, THF O
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Figura 14. Segundo paso de reaccion: sintesis del &cido propanodioico, 2-[[4-

(difenilamino)fenillmetileno]-, éster 1,3-dimetil (ACI) mediante condensacion de Knoevenagel.

En un matraz de 50 mL, se colocaron 1,1 mmoles de difenilaminobenzaldehido y 0,55
mmoles de dimetilmalonato en 35 mL de THF, y se agreg0 8 gotas de piperidina. La reaccion se
dejo a temperatura ambiente durante 4 horas (Véase figura 14). Finalmente, la mezcla de reaccion
se agrego en 50 mL de salmuera, y el producto obtenido se extrajo con diclorometano. Luego de
la extraccion, se obtuvo un sélido de color amarillo, el cual se purificd por cromatografia de
gravedad utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo 8:2 (v:v), como fase movil (Wang et
al., 2015). Rendimiento de la reaccion: 60%. *H NMR (CDCls, 400 MHz, TMS) &: 7,58 (s, 1H),

3,77 (m, 13H), 6,88 (d, 2H), 7.23-7.18 (m, 5H), 3,88 (s,3H), 3,85 (S, 3H).
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4.2 Determinacion y caracterizacion de las propiedades espectroscopicas y optoelectronicas

de los sistemas D-A sintetizados

4.2.1 Resonancia Magnética Nuclear 'H.

La toma de espectros de RMN se realizé en un espectrofotometro Bruker TopSpin 400
MHz utilizando cloroformo deuterado (CDCI3) como solvente. Para ello, se tomaron 10 mg de
cada compuesto sintetizado, se agregd en un tubo de RMN de la marca SIGMA-ALDRICH con
un didmetro de 5 mm, y se disolvié en 6 mL de CDCls (Energy, 2021).
4.2.2 Espectroscopia UV-Vis

Las mediciones de UV-Vis de cada una de las moléculas sintetizadas se realizaron en un
espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-VIS, en un rango de 300-600 nm utilizando
una celda de cuarzo con un paso optico de 1 cm, y THF como blanco en la celda de referencia. A partir
de la pendiente de la curva absorbancia Vs concentracion, se determind el coeficiente de absortividad
molar utilizando la ecuacion de Lambert-Beer para soluciones diluidas (Ver ecuacion 10). Donde; A,
corresponde a la absorbancia medida de la solucion; b, el paso Optico de la celda utilizada; C, la
concentracién molar de la solucién; y &, el coeficiente de absortividad molar a la longitud de onda
especifica (Jaimes, 2022).

A=¢-b-C Ecuacion 10

Para ello, se prepararon 5 soluciones en el rango de 10 a 30 uM en THF, la absorbancia de cada
solucion se midi6 a la longitud de onda especifica de A=355 nm.
4.2.3 Espectroscopia de Reflectancia difusa

Se midié el espectro de reflectancia difusa para conocer la absorcion en estado sélido de
cada una de las moléculas sintetizadas utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401PC con

esfera de integracion. Para ello, se depositaron las muestras en un porta muestras, y se midio en un
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barrido espectral de 200 hasta 900 nm, con un slit de 0,5 nm. Para la medicion del blanco se realizd
con un porta muestras limpio. El band gap de los compuestos sintetizados fueron hallados
mediante el método de Kubelka Munk (Miranda, 2019).
4.2.4 Espectroscopia de Fluorescencia

La toma de espectros de fluorescencia se realiz6 en un espectrofluorimetro Quanta Master
PTI a una longitud de onda de excitacion de 355 nm, en un rango de 400 a 700 nm y un ancho de
hendidura de 1 mm para la excitacion y emision. Para ello, se prepararon 5 soluciones en
diclorometano (CH2Cl) de cada uno de los compuestos sintetizados en un rango de 0,3 a 3,0 uM.
La absorbancia de cada una de las soluciones se tomé en un espectrofotdmetro Thermo Scientific
GENESYS 10S UV-VIS a una longitud de onda especifica A=355 nm en una cubeta de cuarzo de
1 cm de paso optico. El rendimiento cuantico de fluorescencia se calculd utilizando la ecuacion
11, con el fin de conocer la probabilidad de desactivacion de las moléculas sintetizadas de un
estado excitado por mecanismo radiativo (fluorescencia), o no radiativo (Garcia, 2015).

my n}( <
DOy = Dgr (—) (T) Ecuacion 11
mgsr/ \Ngr

Los subindices x y ST corresponden a la muestra y el estandar, respectivamente; &, corresponde
al rendimiento cuantico de fluorescencia; m, a la pendiente luego de graficar area de emision
fluorescente Vs absorbancia y; n, al indice de refraccion del solvente usado para la prepararon de
las muestras. EIl rendimiento cuantico de fluorescencia del antraceno (estandar) se tomé de la

literatura con un valor de 0,29 (Barros, 2019).

4.2.5 Espectrometria de masas LDI
Los ensayos LDl MS (Figura 15) se realizaron en un espectrometro de masas MALDI-

TOF/TOF Bruker Ultraflextreme — Bruker Daltonics, Billerica, MA. Equipado con un laser Smart
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Beam de Nd:YAG (A = 355 nm) con frecuencia de 1 kHz y salida maxima de energia de 85 pJ
aproximadamente por disparo y un pulso de duracion de 6 ns con ancho de spot 10 — 100 um de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. La obtencidn de los espectros de masas se realizo
en un rango de m/z 200 a 600 en modo reflectron positivo y negativo usando un voltaje de
aceleracion de 25 Kv con PIE (pulsed ion extraction) de 100 ns. Asimismo, se realizaron ensayos
LDI a diferentes energias del laser (10 a 100% de atenuacion de la intensidad del laser), y a
diferentes tiempos de extraccion de iones (PIE) (0-250 ns), con el fin de analizar el

comportamiento de las moléculas sintetizadas en fase gaseosa.

IR JAWPN

TFA-COOCH,
(THF, 5 mM)
TFA-CN (THF, Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics,
5 mM) Billerica, MA)

Nd:YAG Smart Beam Solid State Laser ( A =355 nm)

Figura 15. Preparacion de compuestos D-A sintetizados para su analisis LDl empleando una
solucion de TFA-COOCHSs de 5 mM y otra solucion de TFA-CN de 5 mM. Se agregaron 0,8 uL

de cada una al portamuestra de MALDI.

De igual manera se realizaron ensayos de cationizacion para los compuestos D-A, para
esto, se prepararon soluciones de NaCl y KCI a concentraciones entre 10 y 50 mM en MeOH, se
mezclaron en volimenes iguales con soluciones de TFA -CN (5mM en MeOH) y de TFA-
COOCH3 (5mM en MeOH). Se tomd una alicuota de 1 uL y se sembro sobre el portamuestras

MALDI (Jaimes, 2022).
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Asimismo, se realizaron ensayos de protonacion para los compuestos D-A, para esto, se
prepar6 una solucion de &cido férmico en ACN:H20 (2:1, v/v) con concentraciones del 10 y 30 %,
y se mezclaron en volimenes iguales con soluciones de TFA -CN (5mM en THF) y de TFA-
COOCH3 (5mM en THF). Se tom6 una alicuota de 1 uL y se sembré sobre el portamuestras

MALDI (Garcia, 2015).

4.2.6 Célculos de Energia de ionizacién
Para los célculos de energia de ionizacion se hizo uso del programa en quimica cuéntica
ORCA utilizando las instalaciones de alto rendimiento INKARI, ubicado en el "Instituto

Astrondémico y Aeroespacial Pedro Paulet”, Universidad Nacional de San Agustin, Arequipa, Perd.

Las Ei se calcularon utilizando el teorema de Koopmans que establece que en la teoria de Hartree-
Fock (HF), para sistemas de capa cerrada (Closed-Shell), la energia de ionizacion es igual al valor
negativo de la energia orbital de frontera HOMO (Padilla Jaramillo et al., 2021). La representacion

matematica del teorema de Koopmans se representa en las ecuaciones 12 y 13.

EN_EN—IZ hk + %ZI = 1N elec(],'k) _Kik + 2] = 1N elec(],'j) —K,] EcuaCi()n 12

EN_EN—lz h'k +%ZI = 1N elec(],'k) _K/k :Ek EcuaCi()n 13

Donde €, hace referencia a la energia del orbital HOMO. Esta energia €, es el mismo valor
hallado por la ecuacion HF (Ecuacion 14), donde £; es el operador Fock, ¢! es la longitud de onda,

y €; es la energia (EG, 2011).

Fi¢; =€; ¢/ Ecuacion 14


file:///C:/Users/bryan/Documents/INKARI.html
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4.2.7 Experimentos MALDI

Para evaluar el desempefio de los sistemas sintetizados como matrices MALDI de
transferencia electronica se prepararon diferentes soluciones de analitos y matrices (Tabla 1).
Inicialmente, se prepard una solucién de 7,4 x 10~ mM de una mezcla de pigmentos de origen
vegetal (derivados de clorofila en MeOH) y soluciones 3 mM de los compuestos TFA-CN, TFA-
COOCH3 y DCTB -matriz estandar- en MeOH con el fin de comparar los descriptores analiticos
de las matrices bajo condiciones MALDI. Finalmente, se mezclaron las soluciones preparadas a

diferentes relaciones A:M (1:1, 1:10, 1:100) y se depositd 1 uL de la mezcla sobre el porta muestras

de MALDI.

Asimismo, se realizaron ensayos MALDI para el analisis de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), para esto se prepar6 una solucion 1 mM en THF de dos HAP (coroneno, 1,9-
difenilantraceno y hexafenilbenceno) junto con Ni-ftalocianina. Las matrices fueron preparadas en

THF, 3 mM, y el desempefio analitico fue comparado con el de la matriz comercial DCTB.

Tabla 1. Condiciones de la preparacion de la muestra para el anélisis MALDI de pigmentos de

origen vegetal (derivados de clorofila), hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y Ni-

ftalocianina.
ENSAYO RELACION ANALITO: MATRIZ (A:M)
1:10, 1:100, 1:1000 ~ TFA-CN
Identificacion de derivados de la clorofila  1:10, 1:100, 1:1000 ~ DCTB
(mezcla de pigmentos) 1:10, 1:100, 1:1000 ~ TFA-COOCH3
1:10, 1:100, 1:1000 ~ TFA-CN
Identificacion de hidrocarburos aromaticos  1:10, 1:100, 1:1000 ~ DCTB

policiclicos (HAP) y Ni-ftalocianina 1:10, 1:100, 1:1000 ~ TFA-COOCHz3
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La calibracién del equipo MALDI se realiz6 utilizando una mezcla de bradiquidina,
sustrato de renina, bombesina y leu-encefalina y a-CHCA como matriz MALDI (Signor & Boeri
Erba, 2013). La preparacion de las muestras para MALDI se realizd con el método driep doplet,
las soluciones preparadas se agitaron por 30 segundos a 1500 rpm, y se depositd 1 pL en el

portamuestras MALDI, por triplicado.
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5. Discusion de resultados

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de la investigacion, los cuales se dividieron

en tres etapas (figura 16).
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sisternas D-A espéctroscopica os sistemas D-
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Figura 16. Etapas de los resultados obtenidos durante el proyecto de investigacion.

5.1 Sintesis de sistemas organicos Donor-Aceptor
A continuacion, se muestra el esquema de reaccion para la obtencion del 4-
difenilaminobenzaldehido, el cual ha sido reportado previamente por otros autores en la literatura

(Fu et al., 2020; Wang et al., 2015).
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Figura 17. Esquema de sintesis del 4-difenilaminobenzaldehido utilizando la reaccion de

Vilsmeier con un rendimiento del 90 %.

La sintesis del compuesto 4-difenilaminobenzaldehido (DFA-BZO) se realizé6 mediante la
reaccion de Vilsmeier-Haack (Figura 17), la cual convierte un anillo aromatico de alta densidad

electronica en un aldehido de arilo. La reaccién se llevo a cabo en fase acuosa utilizando DMF y
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un cloruro de &cido como el POCIs. EI mecanismo (Figura 18) comienza con la formacion del

reactivo de Vilsmeier, una sal de iminio que se forma por la reaccion entre la DMF y el oxicloruro

de fosforo.
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Figura 18. Mecanismo de la reaccion de Vilsmeier-Haack para la preparacion del

difenilaminobenzaldehido haciendo uso de oxicloruro de fésforo (Haack, 1927).

Seguidamente, ocurre una sustitucion electrofilica aromatica sobre uno de los anillos
aromaticos del nucleo de la trifenilamina, neutralizando el nitrogeno de la sal de iminio. La
sustitucion electrofilica aromatica termina con la pérdida de un protén del intermediario formado,

restaurando la aromaticidad. Seguidamente, el par solitario de electrones del nitrégeno expulsan
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al cloro formando otro ion de iminio. Finalmente, el tratamiento acuoso conduce a la formacion

del aldehido de arilo (DFA-BZO) (Vilsmeier, 1927).

Mediante al analisis por RMN-'H del DFA-BZO (Figura 19) se observaron las sefiales
caracteristicas de los protones de la molécula, destacando la sefial singlete del proton del aldehido
a un desplazamiento quimico de 9,81 ppm. Los protones de los aldehidos tienen desplazamientos
quimicos caracteristicos entre 10-9 ppm. Los hidrégenos unidos a los anillos aromaticos
monosustituidos (10H) se observan en desplazamientos quimicos entre 7,36 y 7,17 ppm,
consistente con los desplazamientos quimicos caracteristicos entre 8,5-6,5 ppm. Finalmente, los
protones de arilo unidos al anillo del benzaldehido tienen distintos ambientes quimicos debido a
que un par se localiza cerca al nitrogeno, y el otro par se localiza cerca al carbono carbonilico.
Estos protones de arilo presentaron una sefial de doblete en un espectro de primer orden para los
hidrogenos 2’ y 3”7, en un desplazamiento quimico de 7,68 ppm, y presentaron una sefial doblete
para los hidrogenos 17’ y 4’°, a un desplazamiento quimico de 7,02 ppm. Estas sefiales
caracteristicas del DFA-BZO ya han sido reportadas por otros autores mediante RMN (FRANCO,

2014; Fu et al., 2020).
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Figura 19. Espectro de RMN-!H del DFA-BZO con sus respectivos desplazamientos quimicos y

constantes de acoplamiento para cada una de las sefiales.

Para la sintesis de los compuestos TFA-CN y TFA-COOCH; (Figura 20) se realizd una

condensacion de Knoevenagel en presencia de piperidina.
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Figura 20. Esquema de la sintesis de TFA-CN y TFA-COOCH3s mediante la condensacion de
Knoevenagel. Se muestran los rendimientos de reaccion para cada uno de los sistemas sintetizados:

80 % para TFA-CN y un 60 % para TFA-COOCHz.

El mecanismo (Figura 21) de reaccion empieza por la deprotonacion del metileno
complejo (malononitrilo o dimetilmalonato) por parte de la base de amina (piperidina) formando
un anion. Este anion luego actia como un nucleéfilo y se une a la molécula aceptora del carbonilo
para formar un producto alddlico. Finalmente, se produce una deshidratacion obteniendo el

producto de interés (Figura 21) (Dalessandro et al., 2017).
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Figura 21. Mecanismo de condensacién de Knoevenagel en presencia de piperidina para la

formacion de TFA-COOCHj3 (Dalessandro et al., 2017).
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Los sistemas D-A sintetizados fueron caracterizados estructuralmente mediante ‘H-
RMN. Para la TFA-CN (Figura 22) se pudo observar la sefial del singlete del protén vinilico (6)
a un desplazamiento quimico de 7,52 ppm, y para los protones méas cercanos al nitrogeno del
ndcleo de la trifenilamina se observaron en sefiales multipletes de 7,15 ppm a 7,40 ppm. Los
protones mas desprotegidos son los hidrégenos méas cercanos al grupo ciano (-CN) de uno de los
fenilos a un desplazamiento quimico de 7,73 ppm. Las sefiales observadas en el espectro *H-RMN

ya han sido reportadas anteriormente por Wang et al.

1-5, 1°-5°,3-3" (8: 7,23-7,18ppm) 17-4(3: 6,94 ppm)
m, 6H m, 2H

27-3(5: 7,73 ppm) 6 (6: 7,52 ppm) 2-4, 2°-4”(8: 7,40-7,36 ppm)
D,J=9.2 Hz, 2H s, IH m, 4H

‘ / A AN VA' ) LM ' O

T T T T T T T T T T . T T T .
775 770 765 7.60 755 750 745 740 735 730 725 720 715  7.10 705 7.00 695  6.90
f1 (ppm)

Figura 22. Espectro de RMN-'H de la TFA-CN

Para la molécula de TFA-COOCHs3 (figura 23) sus sefiales caracteristicas fueron el singlete
del protdn vinilico (6) con un desplazamiento quimico de 7,58 ppm. Otras sefiales caracteristicas
son la de los protones 7 y 8 que se encuentran en los carbonos adyacentes del grupo carbonilo, i.e.,
los protones de los grupos metilos, aparecen a sefiales de 3,84 y 3,87 ppm como dos singletes, esto

se debe a que los dos protones un ambiente magnético diferente.
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Figura 23. Espectro de RMN-'H de la TFA-COOCHs

Luego de la caracterizacion estructural realizada mediante resonancia magnética
nuclear (RMN) se procedio a realizar la medicion de las propiedades optoelectronicas de los

derivados sintetizados previamente, como se muestra a continuacion.

5.2 Determinacion y caracterizacion de las propiedades espectroscéopicas y optoelectronicas
de los sistemas D-A sintetizados.
5.2.1 Espectroscopia UV-Vis

El espectro UV-Vis brinda informacion acerca de las transiciones electronicas presentes en
la molécula. EIl espectro de absorcion UV-Vis del nacleo de la TFA (Figura 24) muestra una
transicion electrdnica principal (region visible) entre el orbital HOMO (n) y el orbital LUMO (n*)
a una longitud de onda maxima de 300 nm, es decir, una transicion electronica n— 7*, dicha
transicion ocurre por la presencia de electrones m en los anillos aromaticos de la TFA

(Balasaravanan et al., 2015).
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Figura 24. Espectro de absorcion UV-Vis de la TFA, TFA-CN y TFA-COOCHs. El espectro de
absorcion muestra la transicion electrénica #1 — =n* y la banda de absorcion a causa de la

transferencia de carga intramolecular (ICT) de los sistemas D-A.

Al comparar el espectro de absorcion UV-Vis de la TFA con los sistemas D-A sintetizados
se pudo observar la aparicion de una nueva banda de absorcion (Figura 24). La banda de absorcién
mencionada para la TFA-CN presenta una longitud de onda maxima de 450 nm y para la TFA-
COOCH?3 una longitud de onda maxima de 384 nm. La nueva banda de absorcion observada para
los sistemas D-A es atribuida a una transferencia de carga intramolecular (ICT) ya reportada
anteriormente al realizar experimentos de solvatocromismo con la molécula de TFA-CN (Tang et
al., 2010). En la literatura, se han reportado las bandas de absorcién maxima para el estado ICT de
la molécula de TFA-CN en un solvente apolar como el hexano (427 nm), y en un solvente polar
como el diclorometano (440 nm), los resultados reportados son comparables con la longitud de
onda de absorcion maxima obtenida de la TFA-CN en un solvente polar como el THF (434 nm)
(Tang et al., 2010). Los efectos de solvatocromismo demuestran la existencia de la especie D-A,
ya que los procesos de absorcion en las especies que sufren procesos de transferencia de carga son

perturbados por la polaridad del disolvente (Ripaud et al., 2011).
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Ahora bien, se calcularon los coeficientes de absortividad molar para los compuestos
D-A sintetizados a una longitud de onda de 355 nm, ya que el laser utilizado en MALDI emite
radiacion a esta longitud de onda. En la Figura 25 se observa la tendencia lineal y los coeficientes
de absortividad molar para la TFA-CN (g355 = 2300 L.mol™'.cm™1) y para la TFA-COOCHjs

€355 = 10920 L.mol™t.cm™1).
(€355
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Figura 25. Calculo del coeficiente de absortividad molar para los sistemas D-A, a) TFA-CN b)

TFA-COOCHs.
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Cabe resaltar que el sistema conjugado de electrones m que poseen estos compuestos les
brinda caracteristicas cromoforicas. EI grupo TFA no posee color en solucién, pero la TFA-CN
tiene un color rojo-anaranjado y la TFA-COOCHs3 tiene un color amarillo claro, esto debido a la
presencia de los grupos -CN y -COOCH3 que alteran la capacidad de absorcion de la molécula
(Sek et al., 2019; Wurthner, 2016). La diferencia de los valores obtenidos de los coeficientes de
absortividad molar de los compuestos va en que el grupo -CN es un grupo atractor mas fuerte que
el grupo -COOCHg3, y los grupos entres mas atractores sean, generan desplazamientos hacia al rojo
del espectro UV-Vis (Desplazamiento batocromico) (Tahir et al., 2019). Por ende, la TFA-CN
posee un valor del coeficiente de absortividad molar menor que la del TFA-COOCHs3, ya que su
espectro de UV-Vis (Figura 24) al tener un desplazamiento mayor hacia al rojo disminuye la

capacidad de absorcion a 355 nm.

Las matrices ET comerciales como el DCTB que tiene un coeficiente de absortividad
molar de 30,144 M*cm, o algunos sistemas basados en FV como FV-CN, FV-OH, FV-COOCH;
que han sido propuestos como matrices ET poseen valores de absortividad molar mayores al
DCTB (Garcia, 2015). Sin embargo, los valores obtenidos para los compuestos sintetizados son

menores comparados con las moléculas mencionadas anteriormente.

Asimismo, y debido a que en MALDI los procesos de ionizacion ocurren en fase condensada, y a
que el desempefio de las matrices depende de las propiedades fisicoquimicas medidas en estado

solido, se procedi6 a medir las propiedades espectroscopicas en fase solida.

5.2.2 Espectroscopia de reflectancia difusa (DRS)
La técnica espectroscopica molecular de reflectancia difusa es una espectroscopia de
absorcion en UV-Vis en estado solido. Esta técnica brinda informacion de la energia absorbida y

reflejada del compuesto de interés, por lo cual el espectro de UV-Vis medido en espedo liquido
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complementa el espectro obtenido en reflectancia difusa, ya que la energia absorbida en el espectro
de UV-Vis es reflejada en el espectro de reflectancia, y viceversa (Hecht, (1976)). De igual manera,
los espectros de reflectancia proporcionan informacion de las transiciones electronicas entre los
orbitales HOMO y LUMO, esto se evidencia por el aumento lineal de la absorbancia en una

longitud de onda especifica.

La figura 26 muestra los espectros de reflectancia difusa para los sistemas D-A sintetizados en un

rango de 200 a 800 nm.

>0 355 nm

40 —— TFA-COOCH3
—— TFA-CN

Intensidad relativa reflejada [AU]

v T v T v T v T v T v 1
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda [nm]

Figura 26. Espectro de reflectancia difusa de los sistemas D-A sintetizados.

El método Kubelka-Munk permite hallar la energia de banda denominada Band Gap
(Eg). El Band Gap (Eg) tiene un significado muy importante en la quimica de los materiales
semiconductores, ya que esta se define como la diferencia entre la energia maxima de un estado
de la banda de valencia (BV) y el minimo de un estado de conduccién (BC) (Figura 27) (Orea,

2018).
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Figura 27. Representacion grafica simplificada de la estructura electronica de bandas.

Ahora bien, con el método Kubelka-Munk se puede hacer una analogia con materiales
absorbentes como las matrices MALDI, permitiendo calcular la energia minima necesaria para
Ilevar un electron de su estado de valencia a un estado excitado, i.e., de su estado HOMO a su
estado LUMO. En MALDI la ionizacion de las moléculas esté relacionada con la formacion de
estados excitados intermedios, por lo tanto, el band gap esta relacionado con la probabilidad de
formar estos estados. EIl band gap sugiere que los compuestos con menores band gap son mas

faciles de ionizar (Miranda, 2019).

El valor del band gap de los sistemas sintetizados se obtuvo utilizando el método
Kubelka-Munk a partir de la transformacion de los datos de reflectancia difusa. EI método
Kubelka-Munk permite relacionar la magnitud (F(R)hv)*2, que es la funcion de Kubelka-Munk y
hace referencia a la transicion indirecta entre el estado HOMO y LUMO vs la energia de la fuente
de radiacion. La figura 28 muestra el band gap para la TFA-CN que fue de 2,21 eV y de la TFA-

COOCHs3 que fue de 2,55 eV. Cabe resaltar que la fuente del laser en MALDI de 355 nm tiene una
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energia de 3,49 eV, con lo que se puede concluir que la absorcion de un fotén en MALDI por parte

de las moléculas permite la formacion del excitén molecular.
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(F(R)hv)?
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a) b)
Figura 28. Valores Band gap obtenidos por el método de Kubelka-Munk a) TFA-COOCH3 b)

TFA-CN

Se han reportado valores de Band gap para moléculas basadas en a-cianofenilenvinilenos
como matrices MALDI ET con valores que varian entre 1,93-2,97 eV. Para la a-CNFV-CH3 que
tuvo el mejor comportamiento en condiciones MALDI en el analisis de HAP se obtuvo un Band
Gap igual a 2,58 eV (Miranda, 2019). Lo que indica que los Band gap obtenidos para los
compuestos sintetizados son comparables con otras clases de moléculas que exhiben

comportamientos de transferencia electrénica.

5.2.3 Espectroscopia de fluorescencia molecular

La espectroscopia de fluorescencia molecular o también llamada fluorimetria, es una
técnica espectroscopica de emision que consiste en un tipo de luminiscencia producida por la
absorcion de un fotdn en el estado fundamental de singlete de la molécula, llevandola a un estado

excitado de singlete. Cuando la molécula se relaja del estado excitado a su estado fundamental
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emite un foton de menor energia, que corresponde a una longitud de onda mas larga que el foton

absorbido (Lakowicz, 2006).

El rendimiento cuantico de fluorescencia (FQY), relaciona el niamero de fotones
absorbidos con el nimero de fotones emitidos por parte de la molécula, i.e., el FQY proporciona
informacién acerca de la probabilidad con que una molécula excitada regrese a su estado
fundamental con emision de fotones (Rurack & Spieles, 2011). Asi mismo, el FQY se relaciona
con la capacidad que tiene un so6lido para calentarse, expandirse y emitir fotones, procesos
importantes en la ionizacion en MALDI (Castellanos-Garcia et al., 2017). El anélisis del FQY se
realizé de acuerdo con la metodologia planteada en la seccion 4.2.4. En la figura 29 se muestran

los espectros de fluorescencia de los sistemas D-A sintetizados y del estandar utilizado (antraceno).

10000 -
——— Antraceno
8000 —— TFA-CN
E— TFA—COOCH3

6000

4000
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400 450 500 550 600 650 700
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Figura 29. Espectro de fluorescencia de los sistemas D-A sintetizados y del estandar utilizado

(antraceno), a una longitud de onda de excitacion de 355 nm.
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El FQY se calculd por el método reportado por Williams y colaboradores (Williams et
al., 1983). Para el calculo del FQY se hizo uso de la ecuacidén 11 que se encuentra en la seccién
4.2.4 de la metodologia. En la figura 30 se muestran los decaimientos cuénticos de fluorescencia

radiativos (@ ) y no radiativos (@y ) de los sistemas D-A sintetizados.

I Radiativo
[ INo Radiativo

1,04 . —

0,8
0,6
0,4

0,2

Rendimiento cuantico de fluoresencia

0,0

T T
TFA-CN TFA-COOCH3
Sistemas D-A

Figura 30. @, y @y para TFA-CN y TFA-COOCH3 a 355 nm.

La TFA-CN exhibe un valor de ¢; = 0,13 y la TFA-COOCH;3 exhibe un valor de
®p = 0,025, i.e, en los sistemas D-A sintetizados predominan decaimientos cuanticos de
fluorescencia no radiativos a una longitud de onda de excitacion de 355 nm. Lo anterior es
interesante, ya que en espectrometria de masas bajos valores de @, 0 en su defecto altos valores
de @z, promueven un camino de relajacion térmico que favorece la liberacion de iones a la fase

gaseosa, permitiendo asi mecanismos de transferencia de electrones (Hoteling et al., 2017).

Ahora bien, en los sistemas donde ocurren transferencias de carga intramolecular (ICT)
como los compuestos Donor-Aceptor, se ha estudiado que, al aumentar la permitividad relativa del
disolvente hay un decaimiento del rendimiento cuantico de fluorescencia, es decir que la polaridad

del disolvente interviene en el tiempo de vida media de la fluorescencia de la molécula
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(Wildervanck et al., 2022). Asi mismo, la deformidad de la estructura planar de estos compuestos
afecta el FQY, disminuyendo los valores de @, (Castellanos-Garcia et al., 2017; Tang et al., 2010).
Los espectros de fluorescencia se midieron una longitud de onda de excitacion A= 355 nm, debido

a que esta es la longitud de onda en la que opera el laser del equipo MALDI MS.

5.2.4 Espectrometria de masas LDI

En los experimentos espectroscopicos donde se necesita disolver la muestra en
diferentes disolventes, como en UV-Vis que se disolvieron los compuestos sintetizados en THF, o
en fluorescencia que se disolvieron en diclorometano. Los disolventes juegan un papel importante
al estudiar los sistemas D-A, ya que el disolvente interacttia con la molécula y dependiendo de sus
caracteristicas fisicoquimicas como su temperatura, polaridad, viscosidad, pueden alterar el
comportamiento de transferencia de carga en los sistemas push-pull (Wildervanck et al., 2022).
Ahora, es sabido que en espectrometria de masas MALDI las reacciones son en fase gaseosa, la
ionizacidn se da gracias a la capacidad que tienen las moléculas o la matriz para desorber en la
camara de ionizacion debido a la interaccion de estas con la fuente de radiacion (Gross, 2017; Qiao
& Lissel, 2021). Los espectros LDI de los compuestos sintetizados se tomaron de acuerdo con la

metodologia planteada en la seccion 4.2.5.

Los espectros LDI de los compuestos D-A sintetizados mostraron la existencia de las
especies cation y anion radical para cada molécula (Tabla 2), evidenciando la existencia de la
transferencia de carga intramolecular en fase gaseosa. La TFA-CN (CzHisN3) con masa
monoisotopica 321,1264 u, mostré en LDI en modo positivo (Figura 32) la existencia del ion
molecular con una relacion masa-carga (m/z) de 321,1270, con una relacion Sefial-Ruido (S/N) de
5503 y una resolucion (R) de 654. De acuerdo con la regla del nitrdgeno en espectrometria de

masas (Figura 31) la relacion m/z obtenida para la TFA-CN sugiere la formacion del cation-
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radical, ya que la TFA-CN (C22H15N3), tiene una masa impar (321,1264 u) y su férmula molecular

nos indica que tiene un nimero impar de nitrégenos.

La regla del nitrégeno

Masa : Catién-Radical I Cation
I
| . o I . . .
| 1. No tiene Nitrogeno I Tiene numero impar
Par [ Tiene nimero par de I de atomos de
I atomos de Nitrogeno I nitréogeno
——————— P
: Tiene nimero impar I' 1. No tiene Nitrégeno
Impar : de atomos de : 2. Tiene numero par de
| |

nitrogeno atomos de Nitrogeno

Figura 31. Regla del nitrgeno

También se compard el patron isotopico del cation radical con el patron isotopico
calculado obtenido a partir del programa IsotopePattern (Tabla 2). Asi mismo, la figura 33
muestra el espectro LDI en modo negativo de la TFA-CN, que demuestra la existencia del anién

radical con una relacién masa-carga (m/z) de 321,1270, con S/N de 901,8 y una R de 7150.

Tabla 2. Comparacion de las abundancias relativas obtenidas de la TFA-CN en el ensayo LDI en

modo positivo comparada con la abundancia relativa calculada en el programa IsotopePattern.

Abundancia Relativa Abundancia relativa

# Isotopdlogo calculada experimental
1 100 100
2 25,063 27,42

3 3,01 3,2
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Tabla 3. Identificacion de compuestos D-A en LDI modo positivo y negativo con su formula

molecular, masa experimental, masa calculada, exactitud de masa relativa y su relacion S/N.

Especie Férmula Masa Masa A ppm Relacion
molecular experimental calculada S/IN
TFA™ — CN C2oH15N3 321,1270 321,1264 1,87 654
TFA™ = COOCH;  CysHo1NO4 387,1471 387, 1468 0,76 4530,1
TFA—-CN™  CyH21NO4 321,1270 321,1264 1,87 901,8
TFA—COOCH3;  Cy4H»1NO4 387,1470 387, 1468 0,51 7028

14000 - 321,1270 @L@
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2 ]
4000 - 0 !
1 a1 a2 a23
m/z
2000 -
0 . : " Ll LI ' }u . ; )\ . ,
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Figura 32. Espectro de masas LDI en modo iones positivo de la TFA-CN a una concentracion de
5 mM en un rango de m/z 0 a 1000, con energia del laser al 40%, y un volumen igual a 0,8 pL
depositado sobre el porta muestras MALDI. El acercamiento corresponde al patron isotdpico del
ion molecular, y se compara con el patron isotopico calculado. El espectro LDI muestra la

formacién del cation radical de la TFA-CN.
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Figura 33. Espectro de masas LDI en modo iones negativo de la TFA-CN a una concentracion de
5 mM en un rango de m/z 0 a 1000, con energia del laser al 40%, y un volumen igual a 0,8 pL
depositado sobre el porta muestras MALDI. El acercamiento corresponde al patron isotépico del
ion molecular, y se compara con el patron isotopico calculado. El espectro LDI muestra la

formacién del anion radical de la TFA-CN.

En el espectro de masas de la TFA-CN en LDI modo positivo, se observo la sobrevivencia
de un ion con una relacién m/z alrededor de 514,168. Para analizar el comportamiento del ion se
varié el tiempo de extraccion de iones PIE (0-400 ns), lo que mostrd la sobrevivencia de este ion
al aumentar el tiempo de extraccion de iones (Figura 34). Probablemente este ion corresponda a
la formacion del cation radical de la Bencenamina, 4,4'-(1E)-1,2-etendibis[N,N-difenil- (9Cl,
ACI), como derivado de la sintesis. En la literatura se ha reportado metodologias de sintesis para

sintetizar esta molécula a partir del DFA-BZO (Wang, 2001). Esta molécula con férmula
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molecular de CssH3oN2, tiene una masa monoisotopica de 514, 2409 u. Se comparé el patron

isotopico de la sefial obtenida del ion, con el patrén isotdpico calculado (Figura 35).

Ahora bien, los ensayos de variacion del PIE para analizar el comportamiento del ion con

m/z de 514,68 mostréd aumento de la abundancia al aumentar el PIE. Sin embargo, al aumentar el

tiempo de extraccion de iones hay una disminucion de la sefial correspondiente a la TFA-CN (m/z:

321,1270). Esto quiere decir que probablemente la TFA-CN esté participando en reacciones en

fase gaseosa para formar el ion con m/z de 514,68.

Q

w0y
1490 - Q e, 321,1273 5811;*1’_129
] IE: 0 S/N: 89,1 N:
co |~ 1=0 VNS R: 3776 R: 6249
200 -
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S i M+ 321,1267 514,168
S =0iPIE: 200 ns| S/N: 406,1 S/N: 193,5
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Figura 34. Espectro LDI de TFA-CN en modo ion positivo con variacion del PIE a 0 ns, 200 ns,

y 400 ns. Los espectros LDI a diferentes tiempos de extraccion de iones muestran la aparicion del

ion con una relacion m/z alrededor de 514,169.
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Figura 35. Comparacion del patron isétopico experimental y el calculado para el ion propuesto de
relacion m/z de 514,168. Asimismo, se comparan las abundancias experimentales y calculadas para

el ion que se observa en el espectro LDI de la TFA-CN en modo positivo.

Para la TFA-COOCHS3 (C24H2:NO4), masa monoisotopica de 387,1468 u, mostro en su
espectro LDI en modo positivo (Figura 36) la existencia del ion molecular con m/z de 387, 1471,
S/N de 4530,1 y R de 4777. Ademas, se comparo el patron isotdpico del ion molecular con el
patrén isotopico calculado (Tabla 4). Asi mismo, la figura 37 muestra el espectro LDI en modo

negativo de la molécula, que demuestra la existencia del anion radical con m/z de 387,1470, con
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relacion S/N de 387,0 y R de 7028. Cabe resaltar que en el espectro LDI de esta molécula se

observa una sefial a una m/z de 356,185 que se debe a la pérdida de un grupo -OCHs.

Tabla 4. Comparacion de las abundancias relativas obtenidas de la TFA-COOCHs en el ensayo

LDl en modo positivo comparada con la abundancia relativa calculada en el programa

IsotopePattern.
Abundancia Relativa Abundancia relativa
# Isotopologo calculada experimental
1 100 100
2 26,717 28,92
3 4,250 4,02
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Figura 36. Espectro de masas LDI en modo iones positivo de la TFA-COOCHsz a una
concentracion de 5 mM en un rango de m/z 0 a 1000, con energia del laser al 40%, y un volumen
igual a 0,8 pL depositado sobre el porta muestras MALDI. El acercamiento corresponde al patron
isotopico del ion molecular, y se compara con el patrén isotdpico calculado. El espectro LDI

muestra la formacién del cation radical de la TFA-COOCHs.
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Figura 37. Espectro de masas LDI en modo iones negativo de la TFA-COOCHs3 a una
concentracion de 5 mM en un rango de m/z 0 a 1000, con energia del laser al 40%, y un volumen
igual a 0,8 pL depositado sobre el porta muestras MALDI. El acercamiento corresponde al patron
isotopico del ion molecular, y se compara con el patrén isotdpico calculado. El espectro LDI

muestra la formacién del anion radical de la TFA-COOCH:s.

Cabe resaltar que el comportamiento de la TFA-COOCH;3 tuvo mejor comportamiento en
condiciones MALDI, la relacion S/N obtenida en modo positivo fue mejor que la obtenida en el
LDI de la TFA-CN. La abundancia del cation-radical de la TFA-COOCH3 es mucho mayor que la
abundancia del catién-radical de la TFA-CN, esto quiere decir que en fase gaseosa la molécula de

TFA-COOCH?3 tiene mejor estabilidad y comportamiento.

En la literatura no se encontrd reporte de analisis por MALDI de estas moléculas, sin
embargo, si se han caracterizado sistemas D-A basados en el ntcleo de trifenilamina con diferentes
puentes espaciadores con varias unidades de dicianovivinil, mostrando la formacién del cation-

radical por MALDI TOF (Ripaud et al., 2011).
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En el proceso de ionizacion secundaria en MALDI pueden ocurrir otras vias de
reacciones secundarias como la cationizacion, y protonacion tal como lo muestra la figura 3 en la
seccion del marco tedrico. En los procesos de transferencia protonica, las moléculas de la matriz
(M) en fase gaseosa conllevan a la formacién de un aducto [M + H]*, para esto es indispensable
que las moléculas de la matriz posean una afinidad proténica menor que a la afinidad proténica
del analito. Y en cuanto a los procesos de transferencia cationica, las moléculas de la matriz (M)
interaccionan con cationes como Na*, K*, Ag*, para formar aductos o agregados moleculares

(Garcia, 2015).

Los ensayos de cationizacion y protonacion se realizaron de acuerdo con la metodologia
descrita en la seccion 4.2.5. Los experimentos LDI de cationizacion se realizaron con cationes de
Na*, y K*, en los resultados no se observo la formacion de iones correspondientes a moléculas
cationizadas para la TFA-CN y para la TFA-COOCHs. A su vez para los ensayos LDI de
protonacién, donde se dejaron las moléculas D-A cristalizadas en presencia de acido formico a
diferentes concentraciones, no se observo la presencia de iones protonados en los espectros LDI.
Por lo tanto, se concluye que es poco probable que ocurran procesos de transferencia catidnica y
protonica para los sistemas D-A sintetizados en condiciones MALDI, i.e., que los resultados
muestran que la TFA-CN y TFA-COOCHs3 no se recomiendan para ser utilizadas como matrices

MALDI de transferencia protonica o catidnica.

5.2.5 Curvas de aparicion de iones

Una matriz MALDI debe tener un buen desempefio para formar iones primarios. En
esta seccidn se discute la capacidad que tienen los compuestos D-A sintetizados de formar iones
primarios en condiciones MALDI. Para lo anterior, se relaciond la energia del laser con la

abundancia, la relacién sefial ruido y la resolucion de los espectros LDI de TFA-CN y TFA-
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COOCH:s. Entre las caracteristicas de una matriz MALDI se encuentra la energia necesaria para la
formacion de iones primarios, preferiblemente a bajas energias del laser esto con el fin de mejorar
la resolucion de los resultados, y a su vez se disminuye la contaminacion de las superficies internas
del equipo, y se aumenta la vida util del laser (Garcia, 2015; Miranda, 2019). En la figura 38 se
relaciona la abundancia del ion molecular en modo ion positivo vs la energia del laser de los

compuestos sintetizados.
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Figura 38. Curva de aparicion de iones para la TFA-COOCH;3 (5 mM) y para la TFA-CN (5 mM)

en modo ion positivo, teniendo como observable la abundancia de iones medida.

De acuerdo con la gréafica de aparicion de iones de la TFA-CN y TFA-COOCH;3 (Figura
37) es posible ajustar la seccion lineal a una funcion potencial de tipo Y~H™, donde Y hace
referencia a la abundancia del ion, H a la energia del laser, y m es un pardmetro que depende del
desempefio de la matriz (Castellanos-Garcia et al., 2017). En la tabla 5 se observan las pendientes

(m) ajustadas a la funcion Y~H™ de los compuestos sintetizados y de algunos compuestos



SISTEMAS DONOR-ACEPTOR EN MALDI MS 73

sintetizados y reportados como matrices ET MALDI por el grupo de investigacién en
Fisicoquimica Teorica y Experimental (GIFTEX) adscrito a la escuela de Quimica, de la
Universidad Industrial de Santander. Asimismo, se muestra el valor de la pendiente para una matriz
de transferencia electrénica comercial (DCTB) (Miranda, 2019; Ramirez-Pradilla et al., 2019;

Ramirez-Pradilla et al., 2019).

Compuestos  Pendiente (m)

TFA-CN 5,612
TFA-COOCH3 6,980
a-CNPV-H 4,60
a-CNPV-CI 5,46
a-CNPV-OCH3 6,74
DCTB 4,75

Tabla 5. Valores de la pendiente m para los compuestos D-A sintetizados (TFA-CN y TFA-
COOCHz3), algunos compuestos basados en a-cianofenilenvinilenos, y una matriz comercial

DCTB (Miranda, 2019).

Altos valores de m, significa que la molécula tiene mayor capacidad de absorber la
energia del laser y producir iones (Dreisewerd, 2003). Por lo tanto, se puede observar que las
moléculas basadas en el nicleo de TFA tienen una buena capacidad de producir iones primarios,

en comparacion al DCTB.

La figura 39 muestra espectros LDI de la TFA-COOCHsa diferentes energias del laser,
donde se puede evidenciar como varian los espectros de masas a medida que se aumenta la energia
del laser. Como se observé en la curva de aparicion de iones (Figura 37) al aumentar la energia
del laser la abundancia del ion aumenta hasta cierto punto, sin embargo, hay apariciones de nuevas
sefiales debidas a la fragmentacion de la misma molécula: perdidas de -OCHs, rearreglos

McLafferty caracteristicas de los grupos acetatos (JONES, 1964), e incluso fragmentaciones
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debidas al nacleo TFA (Hivick, 2019) . Por lo tanto, la TFA-COOCHSstiene mejor comportamiento

a bajas energias del laser, lo cual es bueno en cuanto al desempefio como matriz MALDI.
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Figura 39. Espectros LDI de la TFA-COOCH:; a energias del laser de 0,25 uJ, 0,625 pJ, 1,6 uJ en

modo ion positivo. El acercamiento corresponde a relaciones m/z de 200 a 400.

En la figura 40 observamos la evolucion de la S/N vy la resolucion del catién radical de la TFA-

CN y al TFA-COOCHs3 al aumentar la energia del laser.
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Figura 40. Curva de aparicion de iones para los sistemas D-A sintetizados evaluando los

parametros de relacion Sefial Ruido (S/N) y la resolucién (R) en modo ion positivo.

Se observa que S/N aumenta hasta llegar a un punto maximo, despueés la relacion S/N
va cayendo considerablemente, esto se debe a la aparicion del ruido en el espectro LDI de los
compuestos D-A a medida que se aumenta la energia del laser. La TFA-COOCH;3 exhibe un valor
maximo de S/N a 0,35 uJ (S/N: 3998,9), y la TFA-CN a 0,725 uJ (S/N: 1683,6). Se ha reportado
que el DCTB tiene una S/N maxima de 74,5 a una energia de 1,09 uJ, con lo que podemos deducir
que las moléculas sintetizadas tienen mejor comportamiento de ionizacién en comparacion a una

matriz de transferencia electronica comercial como el DCTB (Castellanos-Garcia et al., 2017).

Por otro lado, al aumentar la energia de laser se observa que la resolucion de la sefial
del catién radical disminuye, esto se debe a la distribucién de la energia cinética de los iones que
se forman en la camara de ionizacion. Esto quiere decir que los iones formados en la camara de
ionizacidn al interactuar con una alta energia del laser tendran una distribucion de energia cinética
variable, y por lo tanto la velocidad de los iones sera diferente. Por ende, el tiempo en que lleguen
al detector sera diferente y esto afectaria el ancho de la sefial, en otras palabras, la resolucién en el

espectro de masas (Ahn et al., 2011; Gross, 2017).
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5.2.6 Célculos de Energia de ionizacion (Ei)

La energia de ionizacion (Ei) se define como la energia minima necesaria para separar
un electrén de una molécula neutra, en su estado fundamental y en estado gaseoso (Britannica,
2023). En la ecuacion 5 de la seccion 3.4 del marco referencial vemos la importancia del valor de
la Ei, ya que para matrices de transferencia electronica el valor de Ei debe ser mayor que la Ei de
los compuestos analizar (analitos). Los valores de energia de ionizacién se calcularon usando
célculos DFT (Teoria de funcionales de la densidad), utilizando el método Hartree-Fock (HF),
seguido del uso de la aproximacién de Koopmans para calcular la energia de los orbitales
molecular, y tomar el valor negativo de la energia del orbital HOMO como el valor Ei (Padilla
Jaramillo et al., 2021). La tabla 6 muestra las energias de ionizacion calculadas para los sistemas

D-A sintetizados y para el DCTB.

Tabla 6. Valores de Ei calculados por el método HF para el DCTB, y los compuestos D-A basados

en el nicleo de trifenilamina.

Energia de ionizacion

Matrices ET (Ei)
DCTB 8,7569 eV
TFA-CN 7,9768 eV
TFA-COOCH3 7,4755 eV

Las matrices MALDI ET de uso tradicional tienen valores de Ei que varian desde 7,0
eV para el 9,10-difenilantraceno (Boutaghou & Cole, 2012) a 8,5 eV para el DCTB (Yury V.
Vasil’ev & Sotirios G. Kotsiris, 2006). Para los sistemas basados en TFA sintetizados vemos que
las energias de ionizacién son 7,9768 eV para la TFA-CN y 7,4755 eV para la TFA-COOCHz, lo
cual son resultados comparables con matrices MALDI ET de uso tradicional. Los valores Ei de los

compuestos D-A sintetizados permiten el uso de estas moléculas como matrices MALDI de
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transferencia electronica, para el anélisis de compuestos de interés analitico que tengan energias

de ionizacidbn menores a las calculadas.

5.3 Evaluacién de los sistemas D-A como matrices MALDI de transferencia electronica-ET.
En la seccion 4.2.6 de la metodologia se encuentra de forma detallada de la preparacion
de las muestras para los analisis MALDI. A continuacion, se muestran los resultados de los analisis

de pigmentos tipo clorofila utilizando sistemas D-A como matrices ET MALDI.

5.3.1 Identificacién de pigmentos derivados de clorofila

Los ensayos MALDI confirmaron que los sistemas D-A sintetizados basados en TFA
permiten la desorcién y la ionizacion via transferencia electrénica en fase gaseosa a analitos como
los pigmentos de tipo clorofila. En el espectro MALDI se logré observar cationes radicales de la
clorofila a y clorofila b, y algunos de sus derivados. Las clorofilas son pigmentos labiles y
termoinestables que requieren de una matriz para el proceso de desorcidn/ionizacion como ha sido
reportados previamente por otros autores (Calvano et al., 2015; Luis M. Diaz-Sanchez, 2023;

Sanchez, 2019b).

El espectro de masas MALDI de la mezcla de pigmentos utilizando TFA-COOCH3
como matriz (Figura 41) mostrd la formacion de los cationes radicales para la clorofila a (m/z
892,5346) y la clorofila b (m/z 906.5434). Ademas, se observaron sefiales de algunos derivados de

la clorofila como la feofitina a, M** (m/z 870,4583) y la clorofilida a, M*™ (m/z 614,2123).
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Figura 41. Espectro de masas MALDI del analisis de derivados de clorofila (mezcla de pigmentos)

con TFA-COOCH3 como matriz, en una relacion de 1:1000 , 40% de la energia del laser, en modo

ion positivo.

Tabla 7. Identificacion de los derivados de la clorofila (mezcla de pigmentos) utilizando TFA-

COOCH3 como matriz de transferencia electronica, con la masa molecular de cada especie, la

masa experimental, masa calculada,

y la relacion S/N de la sefial observada en el espectro de

masas.
Especie Formula Masa Masa calculada Relacion S/N
molecular experimental
Clorofila a CssH720sNsMg 892,5346 892,5347 4,9
Clorofilab CssH7006N4Mg 906,5434 906,5140 7,6
Feofitina a Cs5H7405N4 870,4583 870,5653 6,9
Clorofilida a C3s5H34MgN4Os 614,2123 614,2374 1174
TFA-COOCH;3 C24H21NO4 387,1473 387,1465 1655,3
M-[OCH3] C23H1sNO3 356,1440 356,1281 355,4
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Los analisis MALDI de la mezcla de pigmentos se hicieron a diferentes relaciones
analito: matriz (A:M) (véase seccion 4.2.7). La relacion 1:1000 mostré mejores resultados en

términos de relacion S/N en comparacion con las otras relaciones de A:M.

Se han reportado céalculos de energia de ionizacion para la clorofila a y la clorofila b
donde se han hallado valores de 6,32 eV y 6,74 eV respectivamente (Padilla Jaramillo et al., 2021),
lo que indica que la energia de ionizacion de la TFA-COOCHz3es mayor que la de estas especies,
por lo tanto de acuerdo a las energias de ionizacion y a los resultados observados en el espectro de
masas MALDI podemos concluir que esta molécula puede interaccionar con esta clase de analitos

mediante transferencia electrénica.

Los resultados reportados en este proyecto de investigacion son comparables con la
deteccion de clorofilas utilizando matrices ET comerciales como el DCTB. Aun asi, también se ha
reportado que el DCTB es una matriz altamente reactiva con los analitos, con alto background lo
que dificulta la asignacion de sefiales en zonas de masas bajas del espectro (Sanchez, 2019b). Por
lo anterior, el uso de matrices basadas en sistemas D-A permitiria el analisis de moléculas de
mediano y bajo peso molecular, labiles y termoinestables como los pigmentos derivados de la

clorofila, sin los problemas asociados con matrices tradicionales como el DCTB.

5.3.2 Identificacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
Adicionalmente, se realizaron experimentos MALDI para la identificacion de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) utilizando TFA-COOCH3 como matriz. La figura

42 muestra el espectro obtenido y la tabla 8 muestra analisis de las sefiales observadas.
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Figura 42. Espectros de masas MALDI para el analisis de HAP, y Ni-ftalocianina con TFA-

COOCHzy DCTB, con una relacion A:M de 1:100, y usando un 40 % de la energia del laser en

modo ion positivo.
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Tabla 8. Identificacion de dos HAP y de Ni-Ftalocianina con TFA-COOCHs y DCTB como

matrices de transferencia electronica, y con uso de un 40 % de la energia del laser.

‘ TEA-COOCH- Formula Masa Masa Relacion

molecular calculada  experimental S/N
Analito

Coroneno Ca4H12 300,0939 300,0862 323,1
1,9-difenilantraceno CasH1s 330,1408 330,1408 1083,3
Ni-Ftalocianina Cs2H16NgNi 570,0851 570,0218 245,1

mm) DCTB Formula Masa Masa Relacion
Analito molecular  experimental  calculada S/N
Coroneno Ca4H12 300,359 300,0939 201,0
1,9-difenilantraceno CasH1s 330,436 330,1408 588,4
Ni-Ftalocianina C3z2H16NsNi 570,495 570,0851 16,8

Como se pudo observar en los experimentos MALDI, los espectros de masas de la
clorofila y algunos HAP, son comparables con una matriz de transferencia electrénica de uso
comercial (DCTB). Los anéalisis MALDI con relacién de 1:100 de A:M mostraron mejores
resultados en comparacion con las otras relaciones A:M utilizadas (véase Seccion 4.2.7), en

términos de relacion S/N.

En la literatura se han reportado andlisis MALDI de HAP utilizando a-
cianofenilenvinilenos como matrices MALDI de transferencia electronica (Ramirez-Pradilla et al.,
2019). La tabla 9 muestra las relaciones S/N para los HAP analizados, comparados con otras

matrices.
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Tabla 9. Comparacion de relaciones S/N de los analitos analizados por MALDI en modo ion
positivo utilizando DCTB y TFA-COOCHs como matrices de transferencia electronica.
Asimismo, se tomaron datos de andlisis de estos compuestos con CNPV-CHs y CNPV-OCH3

como matrices ET (Ramirez-Pradilla et al., 2019).

Relacién Sefal-Ruido (S/N)

Analito m/z | Ei(eV) |DCTB | *CNPV-CH3z | *CNPV-OCHs| TFA-COOCHj3
Coroneno 300,09 7,29 201,0 173,0 21,0 323,1
1,9-difenilantraceno 330,14 7,25 588,4 395,0 171,0 1083,3
Ni-Ftalocianina 570,49 6,56 16,8 67,0 26,0 245,1

Los dos HAP y la Ni-ftalocianina analizados con TFA-COOCHj3 por MALDI, muestran
valores de relaciones S/N comparables con otras matrices de transferencia electronica. Asimismo,
se muestran los valores Ei de los compuestos analizados, reportados en la literatura (Ramirez-
Pradilla et al., 2019). La TFA-COOCHj3 al tener un valor Ei mayor a estos compuestos promueve

la via de transferencia electronica para el analisis por MALDI.

Al proponer sistemas organicos Donor-Aceptor como matrices ET, se esperaba que este
tipo de moléculas al formar estados de separacion de carga debido a la absorcion de la energia del
laser en MALDI, lograran ionizar analitos sin que se observaran sefiales de la misma matriz. Esto
quiere decir, que este tipo de moléculas al interactuar con las moléculas del analito en modo
positivo, quedarian cargadas negativamente, y por lo tanto no se observarian sefiales de la matriz
en el espectro de masas (Figura 43). Sin embargo, en los ensayos LDl y MALDI se pudo observar
sefales de los sistemas D-A: cation radical en modo positivo y anién radical en modo negativo.
Ahora bien, el comportamiento de estos sistemas en fase gaseosa tiene un excelente
comportamiento, ya que desorben de manera eficiente y sus propiedades optoelectrdnicas son

comparables con matrices ET de uso comercial. Por lo tanto, se abre una ventana para la aplicacion
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de estos sistemas de tipo push-pull en espectrometria de masas MALDI, buscando entender un

poco mas el comportamiento de estas moléculas en fase gaseosa.
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Figura 43. Propuesta de ionizacion de sistemas D-A basado en TFA hacia la molécula del analito

(Clorofila).
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6. Conclusiones

Se sintetizaron sistemas D-A basados en el nlcleo de trifenilamina utilizando como primer paso
la reaccion de Vilsmeier Haack y como segundo paso la condensacion de Knoevenagel con
rendimiento de 60 % para la TFA-COOCHz3 y de 80 % para la TFA-CN. Los espectros de masas
LDI mostraron la formacién de cation y anién radical para las moléculas TFA-CN y TFA-

COOCHEs.

Las propiedades optoelectronicas de los dos compuestos sintetizados (TFA-CN y TFA-COOCH),
tales como: coeficiente de absortividad molar (2300 L.mol™1.cm~1y 10920 L.mol™'.cm™1),
rendimiento cuantico de fluorescencia (0,13 y 0,025), energia de banda prohibida (2,21 eV y 2,55
eV), y la energia de ionizacion mostraron resultados similares al de matrices de transferencia

electronica convencionales como el DCTB.

Los experimentos MALDI para el analisis de derivados de clorofila y de algunos HAP mostraron
que los sistemas D-A evaluados promueven la ionizacion via transferencia de electrones, los cuales
se compararon con matrices convencionales en términos de S/N, resolucion y rendimientos de

supervivencia ionica.
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7. Recomendaciones

De acuerdo con la revision bibliogréfica se encontr6 que hay poca informacion sobre el
comportamiento de sistemas D-A en fase gaseosa por medio de MALDI MS, por lo que se
recomienda evaluar otros tipos de sistemas push-pull con el fin de analizar su reactividad en fase

gaseosa.

Se sugiere el uso de estas moléculas sintetizadas agregando diferentes sustituyentes a los anillos
fenilos de las moléculas, o variar el puente que une el sistema donor del aceptor, con el fin de
observar el cambio de absorcion en la region UV-Vis y por lo tanto mirar su comportamiento en

fase gaseosa por MALDI MS.

Se propone el nucleo de carbazol como sistema donor de electrones para el estudio de esta clase
compuestos D-A. El nucleo de carbazol ha tenido ciertas aplicaciones como sistema push-pull, por
lo que se recomienda estudiar estos compuestos en fase gaseosa por MALDI MS (M. Belieres,

2018).
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