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Resumen

Titulo: SINTESIS DE MATRICES MALDI BASADAS EN UN NUCLEO DE
TRIFENILAMINA PARA EL ANALISIS DE COMPUESTOS LABILES Y
TERMOINESTABLES"

Autor: Anderson Rodriguez Mantilla™

Palabras Clave: Sistemas donor-aceptor, Trifenilamina, Sintesis, MS, MALDI.

Descripcion: En vista del aumento en el desorden de los ciclos biogeoquimicos es menester
monitorear como estan las situaciones actuales de dichos ciclos (ciclo del carbono, ciclo del
agua, ciclo del nitrégeno, entre otros) y con base a esos datos poder emitir prondsticos.
Monitoreos tales como la medicion de bienestar del fitoplancton a través del analisis de sus
pigmentos, los cuales requieren el mejoramiento de las condiciones en las mediciones como
las que se realizan mediante la técnica MALDI, en la cual la matriz juega un papel crucial.
Esta matriz se puede modificar para mejorar el alcance y la precision en los andlisis, vy,
dependiendo de sus propiedades se establece su enfoque, con esta pauta, en este trabajo se
propuso sintetizar una serie de matrices MALDI, derivadas de trifenilamina con forme a
resultados de calculos tedricos de su E;, las matrices sintetizadas fueron: TFA-BCA, TFA-
BCACH3 y TFA-BCAOCH;3 , las cuales se sometieron a mediciones de propiedades
fisicoquimicas y optoelectronicas, esta evaluacion de sus propiedades confirmé el correcto
desarrollo de la sintesis, la correlacion entre los célculos tedricos y la experimentacion, vy,
definio sus respectivos modos de analisis en Espectrometria de Masas, mostrando tendencia

a la transferencia protonica y la transferencia electronica.

* 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: SYNTHESIS OF MALDI MATRICES BASED ON A TRIPHENYLAMINE
NUCLEUS FOR THE ANALYSIS OF LABILE AND THERMOINSTABLE
COMPOUNDS *

Author: Anderson Rodriguez Mantilla!

Key Words: Donor-acceptor systems, Tripphenylamine, Synthesis, MS, MALDI.

Description: In view of the increase in the disorder of biogeochemical cycles, it is necessary
to monitor the current situation of these cycles (carbon cycle, water cycle, nitrogen cycle,
among others) and, based on these data, to be able to issue forecasts. Monitoring such as the
measurement of phytoplankton welfare through the analysis of their pigments, which require
the improvement of the conditions in the measurements such as those made by the MALDI
technique, in which the matrix plays a crucial role. This matrix can be modified to improve
the scope and precision in the analyses, and, depending on its properties its approach is
established, with this guideline, in this work it was proposed to synthesize a series of MALDI
matrices, derived from triphenylamine according to results of theoretical calculations of its
Ei, the synthesized matrices were: TFA-BCA, TFA-BCACH3 and TFA-BCAOCH3 , which
were subjected to physicochemical and optoelectronic properties measurements, this
evaluation of their properties confirmed the correct development of the synthesis, the
correlation between theoretical calculations and experimentation, and, defined their
respective modes of analysis in Mass Spectrometry, showing tendency to protonic transfer

and electronic transfer.

* Degree Work
!'Science Faculty. School of Chemistry. Director: Julio Roberto Pinzén Joya. Chemist, Ph.D. Co-director: Luis
Miguel Diaz Sanchez, Chemist. M.S.
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Introduccion

Desde el desarrollo de la técnica analitica MALDI, en los afios 80’s, esta se ha
convertido en una herramienta ampliamente utilizada en los laboratorios del mundo para la
deteccion de una amplia gama de compuestos e.g., pigmentos y proteinas en clorosomas y
células de bacterias fotosintéticas (Carrasco & Quesada, 2007). La versatilidad de MALDI
radica en que se puede escoger la matriz organica a utilizar en los experimentos. Por lo que,
desde su desarrollo, se ha trabajado en mejorar las propiedades fisicoquimicas de las matrices
empleadas, i.e., disefiar, sintetizar y obtener una matriz que permita un analisis integral los
compuestos de interés, la eleccion de la matriz es de vital importancia pues de esta depende

la ionizacidn efectiva de los analitos.

Recientemente, algunos autores han reportado el andlisis de pigmentos propios de
microorganismos fitoplanctonicos utilizando espectrometria de masas (MS) MALDI
(Carrasco & Quesada, 2007). Los pigmentos fitoplanctonicos difieren bastante en su
estructura molecular y abarcan un amplio rango de polaridades. Sin embargo, en algunos
pigmentos su variacion es tan pequeiia como la posicion de un doble enlace, esto hace que la
separacion, deteccion e identificacion sea compleja cuando se utilizan técnicas
convencionales como HPLC. En la separacion de pigmentos la técnica mas usada es HPLC,
aln asi algunos autores reportan el analisis de pigmentos fitoplanctonicos utilizando LC-MS
cons analizadores de masas como: trampa de iones, TOF y combinaciones como QqQ y

QTOF. (Roy et al., 2011)

Debido a las caracteristicas evolutivas relacionadas con una eficiente captacion de fotones

para el proceso de la fotosintesis, los microorganismos que constituyen el fitoplancton
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contienen en general una gran variedad de pigmentos, comparados con las plantas vasculares

(Mora et al., 2015), lo que los hace analitos mas complejos por su diversidad intrinseca.

El fitoplancton es una comunidad de organismos autotrofos que pertenecen al plancton. Entre
las funciones mas relevantes de este conjunto de microorganismos se destaca que es el primer
escalon de la red alimenticia acudtica, i.e. alimentan a gran variedad de especies, desde el
zooplancton minusculo -krill- hasta ballenas de varias toneladas. Otra de las importancias del
fitoplancton radica en el clima y el ciclo del carbono, ya que mediante la fotosintesis consume
diéxido de carbono (CO»), y transfiere cerca de 10 gigatoneladas de carbono de la atmoésfera
al océano profundo por ano. (What Are Phytoplankton?, 2010) Sin embargo, se debe
mantener un equilibrio entre la proliferacion de biomasa fitoplanctonica y su degradacion
natural, pues al haber un aumento excesivo en la produccion de la misma, pueden ocurrir
floraciones de algas nocivas, lo que destruye la vida marina y tiene consecuencias nocivas
sobre el ecosistema. Debido a lo anterior, las comunidades de fitoplancton son monitoreadas
constantemente alrededor del mundo; dichos seguimientos se basan en el andlisis de
compuestos coloreados, que absorben radiacion en la region visible del espectro

electromagnético (Roy et al., 2011).

El grupo de investigacion GIFTEX, ha trabajado y reportado sistemas conjugados basados
en un nucleo de fenilenvinileno (FV) (Castellanos-Garcia et al., 2017; Cristancho et al.,
2016; Ramirez-Pradilla et al., 2019) como matrices MALDI, con ventajas sobre las matrices
ya establecidas (DCTB), entre las cuales destacan, una eficiente producciéon de iones
primarios a bajos umbrales de energia del laser, alto valor de energia de ionizacioén (> 8,0
eV) e incremento de la sobrevivencia de los iones moleculares. Las matrices comerciales y

las reportadas permiten analizar compuestos de alto peso molecular (como compuestos
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bioldgicos), pero debido a que los pigmentos del fitoplancton son labiles, termoinestables y
de mediano o bajo peso molecular, el analisis con este tipo de matrices dificulta la asignacion

de las sefiales y puede conducir a identificaciones erroneas.

Las matrices actualmente usadas para ionizar moléculas labiles no tienen una buena
definicion en el rango de masas bajas, donde las sefiales provenientes de la matriz se pueden
superponer con las sefales del analito, por lo que la caracterizaciéon de los compuestos de

bajo y mediano peso molecular es compleja e imprecisa.

El objetivo principal de este trabajo fue sintetizar, caracterizar y evaluar bajo condiciones
MALDI sistemas organicos derivados de trifenilamina, que en ensayos posteriores permitan
la caracterizacién de moléculas de mediano y bajo peso molecular, labiles y termoinestables
presentes en muestras complejas como por ejemplo las mezclas de pigmentos
fitoplanctonicos. Se espera que con los resultados totales de esta investigacion se aporte
nuevo conocimiento a la comunidad cientifica por medio de su divulgacion en eventos
académicos relacionados con el area de investigacion como en el primer congreso virtual
LatinXChem 2020, y LatinXChem 2022, ademas de ampliar la forma en que se monitorean

las floraciones de fitoplancton.

1. Planteamiento del problema

La Espectrometria de Masas (MS) MALDI permite el analisis de moléculas de alto
peso molecular (Karas et al., 1985), e.g., proteinas, polimeros, acidos grasos, entre otros.

Ademas, MALDI MS permite la caracterizacion de moléculas lébiles y termoinestables de
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mediano y bajo peso molecular. Para que ocurra el proceso de ionizacion en MALDI, el
analito inicialmente debe encontrarse co-cristalizado con un compuesto organico
denominado matriz, de propiedades fisicoquimicas conocidas (energia de ionizacion E,,
afinidad protonica AP, absorcion en la region del UV, entre otras) (Gross, 2004), el cual
facilita la desorcioén/ionizacion de la muestra, una vez esta es irradiada por un laser cuya

energia esta en el rango del UV al IR (Gross, 2004).

Tipicamente, los pigmentos fitoplanctonicos se han analizado utilizando técnicas
espectroscopicas como espectroscopia UV-Vis con previa separacion de estos mediante
cromatografia de columna abierta, TLC o HPLC. Recientemente, algunos autores han
propuesto el andlisis de pigmentos de algunos microrganismos aislados mediante
espectrometria de masas MALDI (Garcia et al., 2012). Los autores en su mayoria analizan
los pigmentos de tipo clorofila utilizando matrices de transferencia protonica (e.g., DHB,
CHCA), aun asi, otros pigmentos con estructuras quimicas dificilmente protonables
requieren el uso de matrices de transferencia electronica (ET), como ha sido reportado

previamente en el grupo de investigacion (Sanchez et al., 2019).

Las matrices comerciales que existen en la actualidad como DCTB, CHCA, DBH, entre
otras; pueden llegar a presentar algunos problemas en el andlisis de compuestos labiles como
clorofilas y/o carotenoides. El GIFTEX ha trabajado en los tltimos afios en el desarrollo de
nuevas matrices MALDI derivadas de fenilenvinileno y de fluoreno para el andlisis de
moléculas de mediano y bajo peso molecular, labiles y termoinestables (Cristancho ef al.,
2016). Se ha reportado que durante los analisis de este tipo de muestras pueden ocurrir
fragmentaciones indeseadas que dificultan la identificaciéon de los compuestos de interés.

Para solucionar este problema, se propuso la sintesis, caracterizacion y evaluacion de un set
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de nuevas matrices MALDI disefiadas para el andlisis de este tipo de mezclas con excelentes
propiedades fisicoquimicas como alta energia de ionizacidn, estabilidad al vacio y altos
valores de absortividad molar, que permitan observar sefiales de los iones moleculares de los

analitos de interés.

2. Justificacion

La técnica MALDI presenta ventajas sobre otros métodos de ionizacién en
espectrometria de masas, como sobrevivencia del ion molecular, rapidez, alta tolerancia a
impurezas en la muestra y uso de minimas cantidades de analito para el analisis. Por lo
anterior, MALDI MS es una técnica ampliamente utilizada en analisis de rutina de una gran
cantidad de analitos, utilizando matrices comerciales. No obstante, existen compuestos
dificilmente protonables, cuya ionizacidon puede ocurrir via transferencia electronica (ET),

los cuales son por lo general compuestos que se degradan facilmente.

La desorcidon/ionizacion en MALDI depende fundamentalmente de las propiedades
optoelectronicas y fisicoquimicas de la matriz, tales como: bajos rendimientos cudnticos de
fluorescencia o radiativos, que garantizan que la energia absorbida por la matriz proveniente
del laser serd emitida en formas no radiativas como transferencia de calor y vibraciones
moleculares, otra de las propiedades concierne altos valores de absortividad molar, que
ademas benefician la vida til del laser debido a que requiere potencias menores de laser para
la produccion de iones primarios de la matriz y valores de energia de ionizacion altos que

permiten la ionizacion via ET.
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Las matrices MALDI utilizadas en el UV, suelen tener una estructura quimica conjugada con
cierta planaridad, que les permite estabilizar eficientemente las cargas, contribuyendo a la
desorcion/ionizacion de los compuestos de interés. Ademas, la estabilidad al vacio es una
importante propiedad que se debe tener presente al evaluar las matrices MALDI.
Actualmente, existen matrices de ET comerciales como DCTB, que permiten el andlisis de
compuestos de mediano y bajo peso molecular. Aun asi, exhiben problemas de interferencias
entre las sefiales del espectro debido a las provenientes de la matriz y posibles compuestos

producto de la reaccion entre el DCTB y el analito (Vasil’ev et al., 2006).

Asimismo, el DCTB presenta baja estabilidad quimica a condiciones de alto vacio
dificultando la reproducibilidad de los andlisis en el tiempo (Vasil’ev et al., 2006). Por lo
anterior, es importante hacer aproximaciones hacia el disefio, la sintesis, la caracterizacion y
la evaluacion de nuevas matrices MALDI ET. Para esto se propuso modificar
estructuralmente la trifenilamina y obtener moléculas con caracteristicas fisicoquimicas

adecuadas para su uso en procesos de transferencia electronica en fase gaseosa.

Considerando parametros como la E; establecidos mediante calculos computacionales, se
determino la viabilidad de las nuevas matrices, las cuales se prepararon conforme al reporte
de (Li et al., s. f.) en el que se destacan aplicaciones tales como el desarrollo de OLEDS

(Diodo Orgénico de Emision de Luz, por sus siglas en inglés).
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3. Hipadtesis

(Pueden los derivados de un nucleo de trifenilamina tener las caracteristicas
optoelectronicas necesarias para funcionar como matrices efectivas capaces de ionizar

compuestos termolabiles mediante transferencia electronica?
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Sintetizar nuevas matrices MALDI de transferencia electronica (ET) a partir de

un nucleo de trifenilamina y evaluar su desempefio como matriz efectiva.

4.2. Objetivos especificos

Sintetizar las nuevas matrices MALDI derivadas de trifenilamina.

Caracterizar los compuestos sintetizados mediante la determinacion de las

propiedades espectroscopicas y fisicoquimicas.

Evaluar el desempefio de los compuestos sintetizados como matrices MALDI-ET

efectivas.

5. Marco teorico

5.1. Espectrometria de Masas
La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que permite el analisis de
atomos o moléculas, una vez estas son ionizadas. Tipicamente se analizan iones con carga
positiva, los cuales son separados de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z), para luego

ser detectados y registrados(Gross, 2017).

MS proporciona informacion confiable en la determinacion del peso molecular de los
compuestos de interés. Ademas, permite obtener informacion estructural a partir de procesos

de fragmentacion controlada de un analito. Los limites de deteccion en espectrometria de
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masas pueden llegar al rango de attomoles (10°'® moles) (Martin & Ballesteros, 2010), lo que
permite detectar analitos presentes a concentraciones muy bajas en muestras complejas. Esta
técnica analitica ha sido ampliamente utilizada en el analisis de moléculas volatiles, no
volatiles, polares y no polares (Martin & Ballesteros, 2010), sélidas, liquidas y gaseosas

(Gross, 2004), en conjunto con técnicas de separacion.

El andlisis por espectrometria de masas se puede agrupar en cuatro etapas (Martin &

Ballesteros, 2010):

1. Entrada de la muestra.

2. Ionizacion de la muestra, donde los analitos de interés pasan a fase gaseosa, pierden su
neutralidad y son ionizados.

3. Clasificacion y andlisis de los iones moleculares y de los fragmentos cargados producidos
segun su relacion m/z.

4. Deteccion de los iones producidos y separados, representados en una grafica - espectro de
masas - donde se muestra la abundancia de los iones con respecto a su relacion m/z.

El proceso de ionizacion de la muestra es una etapa crucial en el anélisis por MS, entre las
técnicas de ionizacidn suave, con alta sobrevivencia del ion molecular, se encuentran Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) y Electrospray Ionization (ESI), cuyos
desarrollos fueron merecedores de dos premios Nobel en Quimica, en el afio 2002 (Gross,
2004). La eleccion de la fuente de ionizacidn esta sujeta a la naturaleza de la muestra y la

clase de informacion que se desea medir a partir de esta (Martin & Ballesteros, 2010).

5.1.1. Ionizacion/Desorcion Laser Asistida por una Matriz
La técnica de LDI (Laser Desorption/lonization) introducida a finales de 1960, es una

herramienta util para el andlisis de moléculas organicas estables, de bajo peso molecular y
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con fuerte absorcion en la region de emision del laser (Gross, 2004). Sin embargo, hasta 1980
las biomoléculas, compuestos de alto peso molecular, se analizaban mediante técnicas como
Fast Atom Bombardment (FAB), debido a que permitian obtener mejores mediciones

comparadas con LDI (Gross, 2004).

Para finales de los 80’s de manera casi simultanea, dos grupos de investigacion, uno aleman
y otro japonés describieron las primeras nociones de la técnica (MALDI) (Hillenkamp &
Beavis, s. f.). El primero a cargo de los profesores Franz Hillelkamp y Michael Karas,
quienes describieron un método en el que usan moléculas organicas volatiles de bajo peso
molecular como “matrices” capaces de absorber radiacion laser para fomentar la desorcion e
ionizacion de macromoléculas (Karas et al., 1985). El segundo, a cargo de Koichi Tanaka,
que reportd el uso de polvo fino de cobalto para el andlisis de polimeros y proteinas por
encima de los 100kDa (Tanaka ef al., 1988). Debido a la versatilidad para escoger la matriz

organica, MALDI es una herramienta analitica muy util en la ciencia moderna.

Actualmente, MALDI es utilizada en el analisis de compuestos no volatiles, labiles,
termoinestables y de alto peso molecular como polimeros, proteinas, oligosacaridos,
péptidos, aminoacidos. Ademas, debido a que MALDI es una técnica de ionizacion suave,
también ha sido utilizada para el andlisis de compuestos de mediano y bajo peso molecular
como clorofilas (Sanchez et al., 2019), carotenoides (Kaufmann ez al., 1996) y flavonoides.
La técnica MALDI, utiliza una matriz que cominmente es un compuesto organico con
caracteristicas fisicoquimicas definidas (e.g. absorcion UV, alta energia de ionizacion,
afinidad protonica, entre otras), que se encuentra co-cristalizada con los analitos para luego
ser irradiados por un laser (comunmente de Nd: YAG, A= 355 nm). En MALDI, los procesos

de ionizacion involucran la formacion de iones primarios de la matriz seguidos de reacciones
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de transferencia de protones, cationes y/o electrones, siendo este ultimo mecanismo el menos
explorado, debido a su complejidad. (Karas et al., 1987; Molin et al., 2012; Zenobi &

Knochenmuss, s. f.)

5.1.1.1. Mecanismo de ionizacion MALDI. Tanto en LDI como en MALDI, la
muestra es irradiada con un laser, y la energia absorbida provoca una desorcidon/ionizacion
del analito (Gross, 2004). Como la irradiacion es un punto neuralgico en la técnica, se emplea
un atenuador de haz variable para ajustar la irradiancia de un 100% a un 1%. Sin embargo,

el porcentaje de irradiancia debe ser optimizado en cada medicion (Gross, 2004).

La generacion de iones en MALDI no tiene un solo origen pues no se aplica un proceso Unico.
En modo de ionizacion positivo, tipicamente se observan iones del tipo cationes radicales,
moléculas protonadas y aductos de sodio, potasio, plata, entre otros (Gross, 2004).
Actualmente se ha establecido el modelo CPCD (Coupled Physical and Chemical Dynamics)
para la ionizaciéon en MALDI, (Knochenmuss & Zenobi, 2003) (Knochenmuss, 2014) que
involucra aspectos fotofisicos, cinéticos y termodindmicos, donde se propone una ionizacion

en dos etapas.

Bajo la explicacion de Zenobi y Knochenmuss, el mecanismo de ionizaciéon en MALDI se
da en dos etapas en serie; la primera radica en la absorcion de energia por parte de la matriz,
que genera iones de la matriz también llamados iones primarios. La segunda etapa, en la que
los iones primarios reaccionan de la forma ion-molécula con las moléculas neutras del analito
para producir iones del analito (iones secundarios) (Gross, 2004; Karas & Kriiger, 2003;

Molin et al., 2012; Stutzman & McLuckey, 2012; Zenobi & Knochenmuss, s. f.).
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En la primera etapa, las moléculas de la matriz absorben energia y la liberan de forma
radiativa, la cual aporta al proceso de “pooling” de energia -responsable de la ionizacion
primaria de la matriz- como se muestra en la Figura 1. Mientras que la liberacion de energia
no radiativa provoca la expansion de la red cristalina y ablacion del material, como se
defiende en el modelo CPCD (Coupled Physical and Chemical Dynamics). Este postulado
involucra un estado excitado intermedio cuya interaccion con otras especies del porta-
muestra MALDI da como resultado la ionizacion de la matriz. Dos 0 méas moléculas excitadas
de la matriz combinan su energia para la formacion de una molécula de la matriz altamente
excitada (M**), donde alcanza el estado ionizado con la formacion de un cation radical (M ™)

(Zenobi & Knochenmuss, s. f.), como se muestra a continuacion: (Knochenmuss, 2006)

Figura 1. Illustracion de la formacion de iones de la matriz (Pooling) y la ionizacion

secundaria (transferencia electronica).
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Una vez formados los iones primarios de la matriz, (véase Figura 1) estos pueden reaccionar
con moléculas neutras del analito formando iones del analito mediante transferencia

protonica y transferencia electronica (Knochenmuss, 2006; Zenobi & Knochenmuss, s. f.).

En la segunda etapa donde se forman los iones secundarios; la técnica MALDI se ha visto
centrada en procesos de transferencia catidnica y protdnica, y poco en la ET debido a la
complejidad e incertidumbre detras de este. Karas indico que la transferencia protonica
transcurre de la siguiente forma (Ehring et al., 1992): primero ocurre una reaccion ion cation-
radical de la matriz con una molécula neutra de la misma como se muestra en la Ecuacion 1,
luego el ion protonado de la matriz reacciona con una molécula neutra del analito de acuerdo

con la Ecuacion 2.

M*4+M->[M—-H]"+[M+H]* (Ecuacion 1)

Ademas, es imprescindible que la afinidad protonica del analito sea mayor que la afinidad

protonica de la matriz (véase Ecuacion 2).

[M+H]*"+A->M+[A+H]|": AP(A) > AP(M) (Ecuacion 2)

La ionizacion en MALDI via transferencia electronica (ET) ha sido reportada para el analisis
de compuestos no volatiles, labiles (Martin & Ballesteros, 2010), polimeros, poliaromaticos
(Hurtado & Martinez, 2012) y complejos metalicos, entre otros (Ramirez-Pradilla ef al.,
2019). Ademas puede ser utilizada para el analisis de una gran cantidad de analitos que no

son susceptibles a adquisicion de carga por otros métodos.

Los pioneros en reportar ET fueron Juhaz & Costello quienes en 1993 analizaron compuestos
no polares por MALDI MS utilizando ditranol y 9-nitroantraceno como matrices con alta

absortividad UV. Los autores reportaron la deteccion de los compuestos como cationes
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radicales y plantearon un mecanismo probable en el que ocurre una reaccion de intercambio
de carga entre un ion precursor de la matriz y el analito en fase gaseosa formando iones
radicales de los analitos (Juhasz & Costello, 1993). Asimismo, McCarley report6 el primer
estudio de reacciones de ET en MALDI, en donde observd senales predominantes
correspondientes a cationes radicales en el analisis de metalocenos utilizando tertiofeno y

antraceno como matrices MALDI (McCarley ef al., 1998).

En el proceso de transferencia electronica, la matriz se ioniza a través de un mecanismo de
“pooling” tal y como se postuld en el modelo CPCD (Coupled Physical and Chemical
Dynamics) (Knochenmuss, 2014; Knochenmuss & Zenobi, 2003). Una vez formados, los
iones de la matriz pueden abstraer un electron del analito neutro para formar un ion
secundario del analito (en modo de ionizacion positivo). El criterio termodindmico que
explica la ionizacion ET es la diferencia de la E; de la matriz y el o los analitos. Esta reaccion
solo es posible si la energia de ionizacion del analito es menor que la energia de ionizacion
de la matriz, como se muestra a continuacion (véase Ecuacion 3) (McCarley ef al., 1998),
condicién que permite la migracion de carga hacia la especie termodinamicamente mas

favorable (el analito).

h
M5 MY+ 454" +M  EM)>E4) (Ecuacién 3)

La aplicabilidad de la ionizacidn por transferencia electronica depende de la combinacion de
matriz y analito, aditivos y/o contaminantes presentes y esta estrechamente relacionada con

la naturaleza de la matriz utilizada en el analisis (Calvano et al., 2017).

5.1.1.2. Matrices MALDI. La matriz MALDI es un compuesto organico con propiedades

fisicoquimicas conocidas, generalmente es un so6lido cristalino con baja presion de vapor
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debido a las condiciones de operacion en MALDI. Una de las funciones de la matriz es
aumentar las distancias intermoleculares entre las moléculas analito-analito, rodeandolas
durante la evaporacion del solvente i.e. durante el proceso de co-cristalizacion. Ademas, la
matriz organica funciona como mediador para la absorcion de energia por parte del analito

una vez la mezcla matriz:analito es irradiada con el laser (Karas, 2000).

Las matrices en UV-MALDI se caracterizan por presentar una fuerte absorcion de energia en
la region de emision del laser. Para esto, los compuestos deben tener estructuras moleculares
que permitan la excitacion electronica i.e. la estructura de las matrices involucra grupos
cromoforos y tipicamente se basan en un nicleo aromatico. En la actualidad, el desarrollo de
matrices MALDI se enfoca en el disefio de nuevos compuestos que ionicen eficientemente
péptidos, proteinas, azucares, metabolitos, lipidos, entre otros analitos de interés (Gross,
2004). Ademas compuestos organicos de alta inestabilidad, polimeros, nanoparticulas,
pigmentos y componentes de petrdleo crudo (Giraldo-Davila et al., 2018). Actualmente,
existen matrices comerciales como acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA), acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB), acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico (SA), 4cido 3-
hidroxipicolinico  (3-HPA), ditranol 'y  2-[(2E)-3-(4-ter-butilfenil)-2-metilprop-2-
enilideno]malonitrilo (DCTB), entre otras. A continuacion, en la Tabla 1 y la Figura 2 se

encuentran algunas matrices MALDI de uso comun (Gross, 2004).
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Tabla 1. Matrices mds comunes en MALDI, con sus respectivos mdximos de

absorcion.(Skoog et al., 2007)

Longitud de onda

Matriz Analitos tipicos maximo de absorcion,

nm

Nitropiridinas:

2-Amino-4-metil-5-nitropiridina  Proteinas, oligonucleotidos 355

2-Amino-5-nitropiridina Oligonucleotidos 355

Acido nicotinico Proteinas, glucoproteinas, 266,220-290

oligonucledtidos

Derivados del acido benzoico:

Acido 2-aminobenzoico Proteinas 266,337,355

Acido benzoico 2-(4- Proteinas, gangliosidos, 266,337

hidroxifenilazo) polimeros

Acido 2-piracinacarboxilico Proteinas 266

Acido 3-aminopiracina-2- Proteinas 337

carboxilico

Derivados del acido cindmico:

Acido sinapinico Proteinas, polimeros 337,355

industriales

Acido o-ciano-4- Proteinas, oligosacaridos 337

hidroxicinamico

Alcohol 3-nitrobencilico Proteinas 266
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Figura 2. Estructuras moleculares de compuestos utilizados como matrices MALDI. 1. a-CHCA,

2. DHB, 3. 3-HPA, 4. DCTB, 5. SA.
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La matriz organica DCTB ha sido ampliamente utilizada para el andlisis de compuestos por
ET. Sin embargo, es altamente reactiva con los analitos de interés (cuando estos tienen
grupos amino), es poco estable en el vacio, lo que se refiere a que sufre cambios quimicos al
alterar el equilibrio termodinamico del sistema, (el cual esta determinado por los pardmetros
intensivos como: la presion, la temperatura entre otros) haciendo que la molécula reaccione
con sus alrededores o sea con mas moléculas de matriz o analito, formando agregados,
observandose sefiales adicionales en el espectro de masas, lo que dificulta los analisis (Wyatt

et al., 2006).

El grupo de investigacion GIFTEX, ha reportado la sintesis y el uso de nuevos compuestos
basados en un ntcleo de fenilenvinileno como matrices MALDI de transferencia electronica,
con E; entre 7,9 y 8,5 eV (Castellanos-Garcia et al., 2017; Giraldo-Davila et al., 2018;
Ramirez-Pradilla et al., 2019). Entre los resultados reportados por el GIFTEX, se establecid
que las nuevas matrices MALDI (a-CNFVs) aumentan significativamente la capacidad de
formar iones secundarios de los analitos. Entre los analitos susceptibles de andlisis con estas
matrices, se encuentran porfirinas, petroporfirinas, compuestos poliaromaticos, complejos
metalicos, ftalocianinas y algunos colorantes a base de trifenilamina (E; < 7,0 eV)

(Castellanos-Garcia et al., 2017; Giraldo-Davila et al., 2018; Ramirez-Pradilla et al., 2019).
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5.2. Sistemas donor-aceptor
Un donante de electrones es un agente reductor, que al donar sus electrones resulta
oxidado en el proceso (Avery, 1982). Definidos en términos de 4cidos y bases de Lewis, un
donador de electrones es una base electroeccedente y un aceptor de electrones es un acido
electrodeficiente, que al unirse y compartir pares electronicos forman enlaces covalentes

(Raymond, 2011).

El concepto de transferencia electronica tuvo sus primeras perspectivas alrededor de la
década de 1950. Inicialmente Mulliken concibi6 la interaccion difusional de un donador rico
en electrones (D) con un aceptor relativamente ‘pobre’ de electrones (A) en el encuentro
reversible ocurrido por la formacion de un complejo (D, A) espontaneamente observado con
colores vividos relacionados con la transicion Optica (transferencia de carga) (Rosokha &

Kochi, 2008), descrita asi:
D+A 2 [D,A] 2" [D**,A™"] (Ecuacién 4)

Casi simultaneamente, la formulacion de Marcus de la transferencia electronica bimolecular
coincidi6 en un paso comun con el concepto de transferencia electronica no adiabatica en un

equilibrio controlado de donor/aceptor propuesto por Mulliken.
D+A 2 [D,A] 2" [D*, A"l 2 D**+ A~ (Ecuacidén 5)

Diversos investigadores han enfocado su atencion en los conceptos de transferencia
electronica basandose en la interaccion biomolecular de donadores electronicos organicos
(nucleodfilos) y aceptores electronicos (electrofilos) (Rosokha & Kochi, 2008). La

transferencia electronica es de vital importancia en procesos bioquimicos tales como el
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transporte electronico y la fosforilacién oxidativa en gradiente de protones mediante la
transferencia de electrones donde la energia resultante es aprovechada en forma de sintesis

de ATP (Lehninger, 1985).

5.3. Trifenilamina

La trifenilamina es un cromoforo estructural de tipo hélice con un centro de d&tomo de
nitrégeno (Lian et al., 2017) (ver Esquema 1), tiene un gran impedimento estérico y un
efecto electronico de hiperconjugacion lo que lo hace un buen donador de electrones. Los
compuestos que incluyen en su estructura unidades de TFA son importantes para producir
materiales de transporte de carga (Tian ef al., 2008), que son ampliamente empleados en
materiales fotovoltaicos organicos (Mahmood, 2016) como celdas solares optoelectronicas
(Fan et al., 2008), en materiales electroluminescentes (como OLED's), (Adachi et al., 1989;

Jiang et al., 2009) y materiales electrocromicos (Hsiao et al., 2010).

Esquema 1. Estructura quimica de la trifenilamina, (CisH,sN), peso molecular: 245,3184.

(2,10

Los derivados de TFA tienen propiedades optoelectronicas favorables (Allain et al., 2007;
Fave et al., 2004) (con una intensidad absorcion maxima en el rango de 320-380 nm), hecho
que anticipa un posible buen desempefio como matriz, ya que la longitud de onda de emisioén

del laser MALDI es 355 nm.
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Algunos derivados de TFA con enlaces de benceno, tiofeno y furano (Jia et al., 2013)
aumentan el rango de respuesta espectral y muestran un mayor IPCE (eficiencia de

conversion de fotones a electrones incidentes).

Otra propiedad importante de los compuestos con TFA es la electroluminiscencia pues
muestra como el transporte de carga bipolar puede estabilizar el electron-hueco, (Ge ef al.,
2008; Tao et al., 2008) y al tener buena estabilidad electrocromica presentaban una capacidad

rapida de cambio (Su et al., 2005).

Al ser la TFA un buen grupo donador de electrones (Liu et al., 2012), celdas solares hechas
con heterouniones de TFA obtuvieron una alta eficiencia de conversion fotoeléctrica,
amplifico la eficiencia cuantica externa maxima, y mejord el voltaje de circuito abierto. Por
lo anterior los autores concluyeron que emplear TFA como grupo donador de electrones tiene
potenciales aplicaciones (Calvano etal., 2017) (So etal, 2012). Y por su notable
comportamiento electrocromico muchos materiales pueden lograr cambios multicolores con

los cambios de voltaje. (Chang et al., 2009; Preat et al., 2010)

5.4. Métodos computacionales para la seleccion de moléculas derivadas de TFA
como candidatas a matrices MALDI-ET

La quimica computacional estd basada en principios de la mecénica clasica y

cuantica, con un fuerte soporte de principios matematicos, que intenta explicar y predecir el

comportamiento de la materia a escala atdmica (Jensen, 2017; Lewars, 2016; Tsuneda, 2014).

La complejidad de las estructuras estudiadas puede ir desde un 4tomo, pasando por decenas,

hasta cientos de estos, y a su vez la forma de analizar cada sistema también varia (Tsuneda,
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2014). Sistemas periddicos de cientos de atomos se pueden analizar mediante el enfoque de
la mecénica clasica, asumiendo que los 4&tomos son esferas y los enlaces, puentes, cada tipo
con propiedades y energia intrinseca (aproximacion). El estudio de los sistemas macro,
también puede ser analizado mediante la dindmica molecular, la cual se basa principalmente
en la termodindmica estadistica y las leyes de movimiento de Newton para entender y
predecir el comportamiento de un sistema molecular determinado (Gabriel et al., 2007;
Lewars, 2016). Sin embargo, los sistemas con pocos atomos pueden describirse mucho mejor
con célculos mecano-cudnticos basados en la solucion de la ecuacion de Schrodinger. La
diferencia entre mecanica cudntica y clasica, radica en que en la primera se estudian los
electrones y no se asumen como un solo punto de energia, como si ocurre en la mecéanica

clasica (Gabriel et al., 2007).

Especificamente, utilizando herramientas de la quimica cuantica es posible entender y
predecir con bastante exactitud algunas propiedades fisicas y quimicas de interés asociadas
al movimiento electrénico de los atomos, como conformaciones geométricas de las
moléculas, E;, IR, UV, entre otros parametros relevantes (Lewars, 2016). Ademas, en los
ultimos afios esta area de la quimica ha impactado positivamente en la busqueda de
soluciones a predicciones complejas para la resolucion de las mismas en el campo
experimental (Padilla Jaramillo et al., 2021). Los enfoques mecano-cudnticos usados hoy dia
son: ab Initio, semiempiricos y DFT (“Density Functional Theory”). Entre los métodos ab
Initio, se destaca el de Hatree-Fock (HF), en donde la posicién mas probable de cada funcion
de onda (electron) es descrita por un orbital atdbmico, que se usa para crear la funcion de onda

total de cualquier sistema molecular.
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El teorema de Koopman indica que independiente de la funcion base, “basis set”, que se use,
el valor negativo del orbital HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) es equivalente a
la energia de ionizacion de la molécula, siempre y cuando dicho valor se calcule con el
método RHF (HF de capa cerrada) (Luzanov & Pedash, 1987), lo que es bastante 1til para
hacer una preseleccion de las moléculas con las mejores caracteristicas, especificamente E;,

como matrices MALDI-ET.

5.5. Antecedentes
En MALDI la efectiva ionizaciéon de moléculas de interés depende de la interaccion entre la
matriz y el analito bajo estudio, asi como a su vez la formacion primaria de iones depende de
la afinidad fotoénica de la matriz con el pulso laser (Fitzgerald et al., s. f.). En la Figura 3 se
ilustra una tendencia creciente en investigaciones/citaciones en el area de desarrollo de

nuevas matrices MALDI-ET.

Figura 3. Cantidad de publicaciones relacionadas con MALDI de transferencia
electronica en el periodo 2000-2022. Fecha de busqueda 13/09/2022. Fuente Scopus

(Elsevier).
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El primer reporte de deteccion de cationes radicales de una relacion de m/z de hasta 10.000
fue hecho en el afio 1993 por Peter Juhasz y Catherine Costello (Juhasz & Costello, 1993),
mas adelante en el afio 2000 Heinrich Luftmann y colaboradores (Ulmer et al., 2000)
reportan el DCTB como matriz MALDI-ET, en el anélisis de moléculas basadas en fullereno.
Para el 2006 Yury Vasiliev y colaboradores (Vasil’ev et al., 2006) reportan desventajas del
DCTB, pues presentaban interferencias por formacion de aductos, descomposicion quimica,
reactividad con analitos, baja estabilidad quimica y al vacio, lo que impide el andlisis

prolongado bajo alto vacio.

En el 2012 Haruki Kouchi y colaboradores (Kouchi etal., 2012) usan el o,f-
difenilfumaronitrilo (DPF) como matriz MALDI-ET en modo negativo para el estudio de

clusters de oro.

Siguiendo esta tendencia el laboratorio GIFTEX ha hecho aportes a lo largo de los afios con
la sintesis y evaluacion de sistemas orgédnicos con nticleo de fenilenvileno, que han permitido
el analisis de diferentes analistas de interés (Castellanos-Garcia et al., 2017; Giraldo-Davila

et al., 2018; Ramirez-Pradilla et al., 2019).
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6. Metodologia

6.1. Calculos computacionales: Energias de Ionizacion

Como punto de partida fundamental para la seleccion de especies quimicas a
sintetizar se realizaron calculos mecano cudnticos para determinar de forma a priori las
energias de ionizacidn, las cuales son una propiedad termoquimica fundamental para los
sistemas moleculares que son objetivo de esta investigaciéon (matrices MALDI ET) (ver
Figura 1).
Estos calculos se realizaron en colaboracion con el Grupo de Investigacion “Modelamiento
Molecular y Simulacion Computacional — /n Silico” de la Universidad de Sucre, donde se
hizo una serie de optimizaciones geométricas con el método RHF y las funciones base def2-
SVP, def2-TZVP, y def2-QZVPP, siguiendo una metodologia reportada previamente (Padilla
Jaramillo et al., 2021). A partir de las geometrias optimizadas, se calculo la energia del orbital
molecular HOMO, que de acuerdo con el teorema de Koopmans es equivalente al inverso

del valor de la Energia de lonizacion, E; (ver Ecuaciones 6 y 7).

1 . . . .7
Ey —Ey-y = hy + X0 =1V (Jy) — Ky + X j = 1Velee (jiy — Ky)  (Ecuacion 6)

Ey —Ey-1=h + Zi = 1Y% (Jy — Ki) = €, (Ecuacién 7)
Con estos valores de E; se seleccionaron las mejores moléculas candidatas para la sintesis,
las cuales se describen mediante el mecanismo de reaccion del Esquema 2. En términos
generales, una molécula de trifenilamina en medio de DMF reacciona con el POCl; para

formar un electrofilo, para generar el producto TFA-COH. El compuesto obtenido en el
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paso anterior es el precursor general para la familia de derivados que dependiendo del
sustituyente en la posicion p- de la amina determina el producto final: TFA-BCA, TFA-
BCACH; o TFA-BCAOCH:. El mecanismo de sintesis se discute detalladamente en las

Secciones 7.2.y 7.3.

Esquema 2. Ruta de sintesis de los sistemas orgdnicos con niicleo de trifenilamina.

o
0 O @* o O™
POCI DMF CH COOH R: H, OCH;,CH;
90° C ~ soc ©

6.2. Caracterizacion espectroscopica de los productos sintetizados
Todos los productos de reaccion (moléculas TFA-COH, TFA-BCA, TFA-BCACH3;

y TFA-BCAOCH3;) se caracterizaron bajo las siguientes técnicas y condiciones:

Espectroscopia UV-Vis: Se empled para la determinacion de los coeficientes de
absortividad molar de los sistemas sintetizados. Las mediciones se realizaron en un
espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-VIS. El barrido espectral de
medicion se establecio entre 200 y 700 nm, y se utilizé una celda de cuarzo de 1 cm de paso
optico. Los compuestos evaluados fueron disueltos en THF en un rango de concentraciones

de 10 a 30 uM y se midio la absorbancia a la longitud de onda, A=355 nm.

Espectroscopia UV-Vis de reflectancia difusa: Se registraron los datos en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC con esfera de integracion. Para la medicion del
blanco, se utilizé sulfato de bario (BaSQO4), en un barrido espectral desde 200 hasta 700 nm,

con un slit de 0.5 nm. La muestra fue homogeneizada y se mezclaron 5 mg de muestra con
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BaSOs, de esta mezcla se dispuso suficiente material sobre el portamuestra de la celda hasta

completa cobertura.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN): Los tubos de resonancia magnética nuclear
(RMN) donde las muestras se dispusieron se lavaron con EtOH, Acetato de etilo, acetona y
cloroformo antes de ser usados. Se disolvieron 60 mg del compuesto en CDCl3 al 99,8% y

se registraron los espectros de 'H a 400 MHz y los de '*C a 100 MHz.

Espectrometria de masas LDI: Para todos los experimentos LDI se utilizé un espectrometro
de masas MALDI TOF-TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Billerica, MA),
equipado con un laser Smart Beam de Nd:YAG (A= 355 nm), con frecuencia de 1 kHz y una
salida méaxima de energia de aproximadamente 85 pJ por disparo un pulso de duracion de 6

ns con ancho de spot de 10 um a 100 um, de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Los espectros de masas se adquirieron en el rango de m/z 100 a 1500 en modo reflectron
usando voltaje de aceleracion de 25 kV, con un pulso de 100 ns. La calibracion del equipo
en el rango de masas especificado se realiz6 usando de la serie de péptidos estandar: leucina-
encefalina, bradiquinina, bombesina y sustrato de renina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO).
Todos los resultados de medicion de la energia por pulso del laser se determinaron a partir

del promedio de diez mediciones.

6.3. Evaluacion de la efectividad de las nuevas matrices basadas en un nucleo de
trifenilamina mediante LDI
Para el caso especifico de los ensayos LDI en la evaluacion del desempeno de los

nuevos sistemas basados en trifenilamina como matrices MALDI.



SINTESIS DE MATRICES MALDI-ET CON NUCLEO DE TRIFENILAMINA 43

Los experimentos de protonacion se realizaron utilizando &cido férmico en metanol. Se
evaluaron dos concentraciones del acido: 10% v/v y 20% v/v. Se prepararon soluciones de
4,7 mM de cada uno de los derivados de TFA en el metanol acidificado. Finalmente, con el
método de la gota seca - dried droplet, se adiciond 1 pL del derivado acidificado sobre el
target MALDI y se dejo secar por 2 horas en la cabina. Se sembraron 3 spots con cada uno

de los derivados, con ambos porcentajes de acido para generar la especie [M+H]".

Para los experimentos de cationizacion se eligieron las sales mas usadas en los procesos de
cationizacion en MALDI (AgBF4, LiOH, NaCO3 y KCI) (Knochenmuss et al., 1998) y se
prepararon soluciones de iguales concentraciones de los derivados de TFA y de las sales
disponibles en el laboratorio. Se prepararon soluciones de 4,7 mM de AgBF4, Na,CO3 y KCl
en metanol, y de TFA-BCA, TFA-BCACH;3; y TFA-BCAOCH; en el mismo solvente,
ambas soluciones se agitaron en el vortex a 1500 rpm por 10 minutos hasta solubilizarse.
Luego se combinaron iguales volumenes de ambas soluciones y de nuevo se agito en el vortex
por 5 minutos, y esta solucion se depositd también con el método dried droplet 1 pL sobre el
target y se dejo secar por 2 horas en la cabina. Se dispusieron por triplicado 3 spots con cada

uno de los derivados, para generar las especies [M+Ag]*, [M+Na]" y [M+K]".

Se tomaron los espectros de masas en el rango de m/z 100 a 1500. Cada espectro compuesto
corresponde a 2000 espectros, tomados en 4 adquisiciones de 500 disparos cada una, de esta

forma es posible hacer analisis estadistico de los resultados obtenidos.

Adicionalmente, se evaluo la estabilidad en el vacio de las matrices cristalizadas sobre el
objetivo MALDI, realizando mediciones en el tiempo y midiendo descriptores analiticos
como la abundancia de iones, la relacion senal/ruido (S/N) y la resolucion de los iones

moleculares de interés.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Calculos tedricos
La sintesis de los primeros dos candidatos de la Tabla 2 no se prioriz6 puesto que sus
E: son las mas bajas respecto a los demads, en cuanto a las especies restantes, se esperaba que
el derivado TFA-BCA transfiriera mas eficientemente la carga de la matriz al analito a causa
de su E;, seguido de TFA-BCAOCH;. Termodindmicamente, este proceso se ve favorecido
cuando las diferencias de E; entre matriz y analito (moléculas labiles y termoinestables) son

mayores a 0.5 eV(Knochenmuss & Zenobi, 2003).

Tabla 2. Valores de E; calculados con método el RHF con una funcion de base def2-
OZVPP.

Nombre de Matriz Estructura Ei (eV) (RHF/def2-QZVPP)

H
N
C, 0™
TFA N S@ 7,29

N
|
©\ H
* 7,27
TFA N
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TFA-BCA N 7,39
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TFA-BCACH; N 7,33

OCHs
T
oo
TFA-BCAOCH; N 7,36

O

Los primeros dos derivados con etiqueta TFA" de la Tabla 2 no se sintetizaron debido a su

bajo valor de E; comparado con los demés derivados de TFA candidatos.

7.2. Sintesis de p-(difenilamino)benzaldehido

Esquema 3. Obtencion de la p-(difenilamino)benzaldehido.

sWslisUon
@ 80C @

En un balén de fondo redondo y en un bafio de hielo, se introdujeron 6,31 mL (DMF

seco) y 1,00 g (4,08 mmol) de Trifenilamina (TFA), se enfri6 hasta 0°C, y se afiadieron gota
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a gota 1,12 mL (12,2 mmol) (POCl) y la mezcla se agité por 40 minutos a 0°C. Luego se
retird el bafio de hielo y se estabilizo a temperatura ambiente, seguido de un aumento hasta
80°C con agitacion constante durante 3 h. Posterior a esto se permitio el enfriamiento del
reactor a temperatura ambiente, y se dispuso en un bafo de hielo para una posterior
neutralizacion con NaOH. Seguidamente se filtrd, y el solido se llevo a secado en horno, se
formo con este una pastilla con silica gel y se separaron los dos productos con una columna
por gravedad con una F.M. (hexano: acetato de etilo) (5:1 v/v), cuyo rendimiento fue de 1,09

2 (98%).

El producto obtenido se caracterizé segin se muestra en el Anexo 1 por "H-RMN: (400 Hz,
cloroformo- d), 8 (ppm): 9,88 (d, J= 9,88 Hz, Ha), 7,76-7,74 (d, J= 7,55 Hz 2H, Hb), 7,43-
7,40 (dd, J= 7,41 Hz, 4H, Hc), 7,26 -7,24-7,22(m, J= 7.24 Hz, H, He, 4H, Hd) y 7,10-7,08
(d, J=17,09 Hz, 2H, Hf). Y el Anexo 2: y *C-RMN (400 Hz, cloroformo-d) & (ppm): 190,22
(C1), 153,15 (C2), 145,95 (C5, x2), 131,10 (Cas, x2), 129,53 (Cs, x4), 128,89 (Ce), 126,11 (C7,
x4), 124,91 (Cs, x2) y 119,14 (Co, x2).

7.3. Sintesis de N, N-difenil-4-[(4-alquilfenil) imino]bencenamina

Esquema 4. Obtencion de la N, N-difenil-4-[(4-alquilfenil) iminoJbencenamina.

'e) R
©\ /@)kH NH, C,H;OH ©\ /©/\\N/©/
N CH,COOH _ N
+ 50°C T R: H, OCHj3,CH3
S O

Tabla 3. Etiqueta del derivado entre la TFA y la amina correspondiente.
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Amina Anilina (R=H) p-toluidina (R=CH;) Pp-anisidina (R=OCHs)

Derivado de TFA  TFA-BCA TFA-BCACH; TFA-BCAOCH;

En un balén de fondo redondo, se introdujeron 10,0 mL (EtOH) y 2 gotas (acido
acético glacial), junto con 0,20 g (0,73 mmol) de (TFA-COH) y se aumento la temperatura
a 50°C. Luego se anadieron 0,07 g, 0,08 g y 0,09 g (0,73 mmol) (de las aminas respectivas:
anilina, p-toluidina y p-anisidina, dependiendo del producto deseado) y se dejo en agitacion
constante por 4 h. Se retir6 del bafio de aceite y se dejo hasta temperatura ambiente. Se
evaporod el medio de reaccion y con el solido se formo una pastilla de silica gel para separar
los productos utilizando una columna de cromatografia con una F.M. (hexano: acetato de
etilo) (4:1 v/v). En la Figura 4 se muestran los cristales de TFA-COH (a) y TFA-BCA-

OCH3 (b) usados para los andlisis posteriores.

Figura 4. Cristales de (a) TFA-COH y (b) TFA-BCA-OCH3.

a)

Los productos TFA-BCA, TFA-BCACH3 y TFA-BCAOCH;3; (ver Tabla 3) fueron

obtenidos con rendimientos de: 0,24 g (93%), 0,22 g (82%) y 0,26 g (94%) respectivamente.

La presencia de un solo pico en el cromatograma obtenido por HPLC (Figura 5) permite
corroborar la pureza de los compuestos obtenidos, los cuales eluyeron con un tiempo de
retencion: TFA-COH tr: 0,90 min, TFA-BCA tr: 1,13 min, TFA-BCACH; tr: 1,31 min,

TFA-BCAOCH:; tr: 1,09 min.
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Figura 5. Cromatograma HPLC comparativo de los derivados de TFA, usando una
columna C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) como fase estacionaria, metanol como fase movil y
un detector UV con A =254 nm.
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7.4. Espectroscopia UV-Vis
Los sistemas derivados de TFA tienen numerosas aplicaciones gracias a sus
propiedades fotofisicas y quimicas, las cuales dependen del tipo de sustituyentes y sus

posiciones en el nucleo base.

Para comprender el efecto de los sustituyentes en el nucleo de TFA, se realizaron
experimentos UV-Vis en solucion. En la Figura 6 se observan las bandas de absorcion UV
normalizadas de los diferentes derivados de TFA, donde las dos primeras sefales provienen

del ntcleo comin TFA y los méaximos de absorcion corresponden predominantemente a



SINTESIS DE MATRICES MALDI-ET CON NUCLEO DE TRIFENILAMINA 49

transiciones t—n*. El blanco o referencia es el TFA-COH (negro), el cual absorbe a una
longitud de onda 4,,,, de 355 nm; mientras que los derivados TFA-BCA (rojo), TFA-
BCACH; ( ) y TFA-BCAOCH; ( ) con grupos auxocromos como
sustituyentes, mostraron un corrimiento batocrémico de 13 nm, 15 nm y 3 nm referentes a la
banda de TFA-COH, respectivamente. Este comportamiento se debe a la presencia de grupos
activantes como el -CH3; sefial ubicada en 370 nm, cuyo desplazamiento se racionaliza en
términos de la presencia de insaturaciones entre enlaces de carbonos sp?(correspondientes al
nticleo) y carbonos sp(correspondientes al metilo). Por otra parte, por efecto mesomérico, la
sefial en 358 nm correspondiente al grupo -OCHs, es indicativa de estabilizacion de la especie
a causa de la deslocalizacion ocurrida entre los electrones libres del oxigeno con la nube
electronica del ntcleo central, haciendo que la diferencia de energia entre el HOMO vy el

LUMO incremente.
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Figura 6. Espectros de absorcion UV-Vis de TFA-COH, TFA-BCA, TFA-BCACH3 y
TFA-BCAOCH3 medidos a 20uM en THF.
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7.4.1. Determinacion del coeficiente de absortividad molar (€)

El coeficiente de absortividad hace referencia a la medida de la luz absorbida por
una solucion en términos de la concentracion de esta, este se calculd conforme a la
ecuacion de Lambert-Beer, utilizando una serie de diluciones en un rango de
concentracion de 10 a 30 uM en THF.

En la Figura 7 se observa una tendencia lineal y los coeficientes de absortividad molar
para cada derivado de TFA, entre los que sobresalen el TFA-BCAOCH3 con € = 39000;
dicho valor muestra correspondencia con el respectivo maximo de absorcion para el
derivado en mencion, lo que corrobora su estabilidad; dicho en otras palabras, este
derivado requiere absorber radiacion con menor longitud de onda (mas energética) para
promover el movimiento electronico entre el HOMO y el LUMO. Por otra parte, el
derivado TFA-BCACH; con cuyo € = 34000 se explica el corrimiento hacia longitudes
de onda més grandes para su respectivo maximo de absorcioén en 370 nm. Finalmente, el
derivado con menor coeficiente de absortividad molar es el TFA-BCA, £ = 25000, siendo
este el que mas se diferencia entre los derivados sintetizados y se estima que este
comportamiento ocurre a causa de las diferencias en la naturaleza de los sustituyentes;
para esta sustancia se observo un maximo de absorcion en 368 nm, muy proximo al
maximo del TFA-BCACH;.

Para 2 de 3 sustancias bajo estudio se observaron valores mas altos en sus respectivos
coeficientes de absortividad molar en contraste con el DCTB cuyo coeficiente
corresponde a € = 33980 (Miranda, s. f.). Las unidades de los coeficientes se presentan

en: (&355: L *x mol™t x cm™1).
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Figura 7. Absortividad molar de los derivados de TFA a la 2 = 355nm.
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7.5. Espectroscopia UV de reflectancia difusa
La formulacién matematica de la teoria de Kubelka-Munk ha sido reproducida por

muchos autores, y esta descrita mediante la ecuacion:

_ 2
F(Ry) =225 = £ (Ecuacion 8)

El parametro R, corresponde a la reflectancia de una muestra de grosor finito, k y s, son los
coeficientes de absorcion y de dispersion, respectivamente. F (R, ) se define como la funcién
de reemision.

La derivacion de la ecuacion anterior asume que la radiacion incidente es monocromatica y
por tanto no se manifiesta dependencia de la longitud de onda de radiacion. Sin embargo, se
puede anticipar dependencia de dicho pardmetro cuando las dimensiones de los centros de
dispersion son comparables (con valores menores) a la longitud de onda de la radiacion

incidente (Morris et al., 1982).
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s = cA™" (Ecuacién 9)
Siendo ¢ una constante y el exponente n, se encuentra entre los limites 0<n<4, donde el
limite mayor es el caracteristico de la dispersion de Rayleigh. De este modo, la Ecuacién 8

se define finalmente como:
_ 2
F(Ry) = OZRL”) = 21 (Ecuacion 10)

Cuando los valores k£ y el tamafio de los centros de dispersion son pequenios y estan proximos
entre si, se considera una ecuacion independiente de la longitud de onda incidente y se aplica
la teoria de Kubelka-Munk que se describi6 en la Ecuacion 8 (Morris et al., 1982).

Para los derivados de TFA estudiados en este trabajo se reconoce la dependencia de la
longitud de onda de la radiacion incidente a causa de los cambios reflejados en el valor de
k/s que se muestran en los Anexos 3,4, 5y 6y se aplica la Ecuacion 10.

La técnica de reflectancia difusa describe el comportamiento electronico en la estructura de
un solido, donde a través de los espectros de reflexion se proporciona informacion sobre las
transiciones electronicas de los diferentes orbitales moleculares en un sélido. Dicho lo
anterior, la excitacion de los electrones desde el HOMO al LUMO se evidencia por una
disminucion en la reflexion a una longitud de onda dada.

La Figura 8 muestra las curvas de decaimiento de reflectancia para los diferentes derivados
de TFA en el rango de 200 a 700 nm. En las curvas se observan regiones de minima
intensidad relativa reflejada en el rango que va de 350 a 400 nm, lo que significa que en este
rango los matrices sintetizadas absorben la radiacion, lo que es evidencia del desempefio en
las condiciones de trabajo en MALDI con una fuente de radiacién con longitud de onda de
355 nm. También, se evidencia que estos valores muestran concordancia con lo encontrado

en los espectros UV-Vis, siendo este el mismo intervalo de aparicion de los maximos de
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absorcion en Ultravioleta Visible. Asi mismo, en la Tabla 4 también se muestran los valores
experimentales de Eg, energia del espacio de banda, que fueron calculados conforme a la

Ecuacion 10, mas adelante se discuten estos resultados con mayor detalle.
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Figura 8. Espectros de UV de Reflectancia Difusa de los derivados de TFA.

M
vt

— TFA-COH

— TFA-BCA

TFA-BCACH;
TFA-BCAOCH;

%Reflectance

55



SINTESIS DE MATRICES MALDI-ET CON NUCLEO DE TRIFENILAMINA 56

Tabla 4. Comparacion cuantitativa de UV-Vis y UV de reflectancia para las moléculas

bajo estudio.

MOLECULA E: (teérica) (eV) E, (eV) A Max. Abs. (nm)
TFA-COH ; 2.78 355
TFA-BCA 7.39 2.66 368

TFA-BCACH; 7.33 2.54 370

TFA-BCAOCH; 7.36 2.63 358

El valor numérico de Eg permite elucidar cual serd la energia necesaria para promover el
movimiento de un electron de la capa de valencia a un nivel de mayor energia en materiales
usados como semiconductores altamente dispersantes (movimientos electronicos desde la
capa de valencia a la capa de conduccion en una red organica).

Al hacer una analogia del movimiento electrénico de los semiconductores con los
movimientos electronicos que ocurren dentro de las matrices MALDI, donde se involucran
estados excitados intermedios; la probabilidad de formar dichos estados estd directamente
relacionada con el valor de Eg para la formacion primaria de iones.

En la Tabla 4 se evidencia la correlacion entre los valores Eg encontrados por extrapolacion
de la recta pendiente de las graficas para cada derivado, (donde la ordenada corresponde al
valor de la transicion indirecta, (F(R)*/v)!? y la abscisa corresponde a la energia de la fuente
de radiacion, (hv)) con los valores teoricos calculados mostrados en la Tabla 2, cabe
mencionar que se guarda la proporcionalidad de las transiciones intermedias de Eg versus las

transiciones directas de E..
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Como se puede observar en las Figuras 10y 11 y la Tabla 4, la energia del espacio de banda,

Eg, de los derivados de TFA esta en un rango que va de 2,20 a 2,70 eV, muy por debajo de

la energia de un foton de la fuente del laser Nd:YAG que corresponde a 3,49 eV para formar

el excitdn, esto significa que la absorcion de un fotdn es suficiente para promover el salto de

los electrones.

Figura 9. Representacion simplificada de la banda de transicion: A. Banda de transicion
directa prohibida de un foton con energia Eg, B. Transicion permitida y C. Banda de
transicion indirecta (Lopez & Gomez, 2012).

* Energia de conduccion
** Energia de valencia

Figura 10. Representacion grdfica para el método de Kubelka-Munk para la molécula a)
TFA-COH, b) TFA-BCA.
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Figura 11. Representacion grdfica para el método de Kubelka-Munk para el derivado a)
TFA-BCACH3, b) TFA-BCAOCH3.
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7.6. LDI-MS

Un aspecto crucial a tener en cuenta al momento de seleccionar una matriz para un
andlisis MALDI es su espectro base, el cual debe mostrar el menor nimero de seiales
provenientes de la matriz, fragmentos o agregados con el objetivo de que las sefiales
producidas en un experimento MALDI sean inequivocamente de los analitos.

Para esto LDI ofrece informacion sobre la capacidad que tiene un compuesto (matriz) en
estado solido de ionizarse bajo las condiciones operacionales del equipo; por ello en la
Figura 12 se muestran los espectros LDI de los derivados de TFA, usando 4,7 mM de cada
compuesto en target, y 1,25 pJ/pulso, en los cuales se observaron pocas senales, lo que
demuestra que no hay formacion de agregados (clusteres), iones multicargados, excesiva
fragmentacion, ni presencia de aductos como: [M+Na]*, [M+K]" o [M+Ag]"; contrario a lo
que sucede con el DCTB (Anexo 7). Lo que implica que los compuestos en estudio logran
estabilizar la carga generada en el proceso de ionizacién debido a su alta conjugacion,

generando un espectro limpio y sin fondo, especialmente en la regién de masas bajas. El ion
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mas abundante en los espectros LDI de los derivados concuerda con la relacion m/z del cation
radical [M]** respectivo con contribuciones de especies protonadas [M+H], las cuales se
pueden generar debido a diferentes reacciones como:

M**+M - [M—-H]*+ [M+ H]*

M+hv-> Mt +e”

Figura 12. a) Comparacion de espectros LDI de los derivados de TFA: TFA-COH (negro),
TFA-BCA (rojo), TFA-BCACH3 ( ), TFA-BCAOCH3 (. '), espectros
LDl y perfiles isotdpicos experimentales de b) TFA-COH, ¢) TFA-BCA, d) TFA-BCACH3
ye) TFA-BCAOCH3.
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Con base en los espectros anteriores, en la Tabla 5 se resume el valor de masa calculada
monoisotdpica y masa experimental para cada sefal, con su respectiva exactitud relativa de
la masa, valores de la relacion sefial-ruido (S/N) y patron isotdpico. Los derivados TFA-
BCA y TFA-BCAOCH3; tienen mayor contribucion de la sefial correspondiente a [M+H]*
en m/z 349,180 y m/z 379,188, respectivamente, probablemente debido a reacciones
bimoleculares (Knochenmuss, 2013). Debido a que el espectro LDI del derivado TFA-
BCACH; exhibe prominentemente la formacion del cation radical, estos iones de la matriz
resultan ser efectivos en procesos de ionizacion por transferencia electronica.

Los altos valores de S/N y abundancia indican que los compuestos TFA-COH y TFA-BCA
se ionizan con mayor facilidad que los compuestos TFA-BCACH; y TFA-BCAOCH;
utilizando las mismas condiciones en latoma de los espectros de masas, por lo que se esta

garantizando la formacion de iones primarios de la matriz (Figura 13).

Tabla 5. Sefiales observadas en el espectro de masas LDI de los derivados de TFA en modo
de ionizacion positivo, con su respectiva masa experimental, masa calculada, exactitud
relativa en la masa, S/N y patron isotopico.

Especie
Formula Masa Masa Patron
quimica A ppm S/N
molecular calculada experimental isotopico
detectada
273,118;
TFA-COH  CioHisNO 273,115 273,118 10,984 1015,8
274,128
347,316;
TFA-BCA C25H20N2 348,162 348,158 11,489  372,8 348,158;

349,180
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361,326;
TFA-
C26H22N2 362,178 362,173 13,805 207,5 362,173;
BCACH3
363,203
378,161;
TFA-
C26H22N20 378,173 378,161 31,732 92,1  379,188;
BCAOCH3
380,155

De los derivados de TFA el tnico que presentd la formacion de fragmentos fue el TFA-
BCAOCH; que tiene una sefial en m/z 363,682, el cual tiene de diferencia 15 unidades, con
respecto al peso del ion molecular, lo correspondiente a la pérdida de un grupo metilo
(Figura 13). Por otro lado, los derivados TFA-BCA y TFA-BCACH3 no exhiben
fragmentacion y se observa principalmente el cation radical. De acuerdo con los Anexos 8,

9,10 y 11, los patrones isotdpicos y sus respectivas abundancias coinciden con los patrones

isotdpicos simulados.
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Figura 13. Patron de fragmentacion del derivado TFA-BCAOCH:;.
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7.6.1. Parametros dependientes de la energia de la fuente

El desempefio de una matriz en MALDI esta relacionado con su capacidad para formar iones
primarios. El laser utilizado (Nd:YAG) en los experimentos MALDI puede modularse para
emitir pulsos entre 0,39 a 3,0 pJ, en teoria una matriz debe formar iones primarios, a bajos
valores de energia por pulso. En la Figura 14 se visualiza la relacion entre la energia por
pulso del laser y la abundancia de iones primarios de los derivados de TFA objeto de esta
investigacion.

Las curvas de aparicion de iones tienen una estructura similar para todos los compuestos
hasta alcanzar 1,80 pJ en donde el derivado TFA-BCA alcanza su méaximo de generacion de

iones, mientras que los derivados TFA-BCACH;3 y TFA-BCAOCH;3; alcanzan su maximo a
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2,60 pJ, mostrando estos ultimos dos una mayor estabilidad al soportar mayores energias por
pulso proveniente del laser antes de empezar a fragmentarse por el exceso de energia.

La seccion lineal de la curva de aparicion se puede ajustar a una funcion de potencia:

Y~H™ (Ecuacion 11)

Donde Y es la abundancia de iones, H se relaciona con la energia del pulso y m es la pendiente
que describe el desempefio de la matriz, en términos de produccion de iones primarios. Un
alto valor de m implica una alta produccion de iones al aumentar la energia del laser. Las
ecuaciones de la region lineal ajustada a la ecuacidon de potencia Y=H™ en las curvas de
aparicion de iones de los derivados son: TFA-BCA (y = 36,6x>%), TFA-BCACH;3 (y =
11,7x>%) y TFA-BCAOCH: (y = 93,7x>°). Las respectivas pendientes de cada ecuacion
indican que, bajo condiciones experimentales idénticas, todos los derivados estudiados tienen
la capacidad de absorber energia de manera eficiente, siendo el TFA-BCA y TFA-BCACH3

los derivados con mejor desempeio en formacion de iones primarios.

Figura 14. Curva de aparicion de iones de los derivados de TFA.
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La Figura 15 muestra la evolucion de la relacion sefial ruido (S/N) y la resolucion de la sefial
del cation radical de los derivados de TFA a medida que se aumenta la energia del laser.
Ensefiando la misma tendencia entre ellos a medida que se aumenta la energia del laser.
Como se esperaba tanto el valor de S/N como el de la resolucién se incrementan
significativamente y alcanzan un maximo cerca de dos veces la energia de aparicion de los
derivados de TFA, y después de esto disminuyen ambos valores al tiempo que se aumenta la
energia del laser. Como se puede observar en la Figura 15 la abundancia aumenta con la
energia del laser o tiende a permanecer constante, por lo tanto, la disminucion de los valores
de S/N y resolucion se debe a un aumento en el ruido espectral, producido por los procesos
de fragmentacion de la matriz a altas energias del laser. Los derivados de TFA presentan
valores maximos segtn la Tabla 6, parametros como la relacion S/N y resolucion van de la
mano, siendo indicativos del desempenio de una matriz. Segun se observo en la Tabla 6 la
matriz TFA-BCA es aquella en la cual estos parametros tienen valores mayores, por lo que
se infiere que la misma podria ser la matriz con mejor desempefio para analisis MALDI, por

ese motivo se propone como candidata para analisis de muestras en MALDI.

Tabla 6. Comparacion de los valores de la relacion S/N y resolucion entre los derivados
de TFA.

Derivado de TFA Relacion S/N Resolucion
TFA-BCA 1250 6750
TFA-BCACH; 900 5500

TFA-BCAOCH; 500 4500
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Figura 15. Curvas de relacion S/N y resolucion versus energia del laser.
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7.6.2. Experimentos de protonacion y cationizacion de los derivados de TFA

Los experimentos de protonacion y cationizacion se prepararon como se menciond
anteriormente (ver Seccion 6.3).
Otro de los iones mas abundantes en todos los espectros de masas ademas del ion molecular,
corresponde a la formacion del cation [M+H]", comportamiento que describe cierta afinidad
por la protonacion. Sin embargo, estos espectros de protonacion ensefiaron una afinidad
protonica baja que permite la formacion de la especie [M+H]" y luego la trasferencia del
proton al analito (Knochenmuss, 2006).
En los ensayos hechos, los espectros LDI obtenidos, acidificados (ver Anexos 12, 13, 14 y
15) y sin acidificar (ver Anexos 8, 9, 10 y 11) son muy similares. Esto implica que atun bajo
condiciones 4cidas los derivados TFA-BCA y TFA-BCACH3; no se protonan, a diferencia
del derivado TFA-BCAOCH; en el que se observa que en ambos espectros (acidificado y
sin acidificar) el ion pico de base corresponde a la especie [M+H]", por lo tanto se prevee
como una matriz de transferencia protonica. En la Tabla 7 se recopila y resume la

informacion obtenida de los espectros acidificados.
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Por otra parte, el proceso de transferencia cationica es andlogo al de transferencia protonica,
pues para que este ocurra, previamente la matriz debe adquirir un catiéon en fase gaseosa y
transferirlo al analito. Para estos experimentos se usaron los cationes Na*, K*, y

Ag", tal y como se describe previamente en la Seccién 6.5. En los cuales no se observan (ver
Anexos 16-26) sefiales m/z correspondientes a las matrices cationizadas [M+Na]*, [M+K]*

y [M+Ag]", mostrando que estos procesos de transferencia catidnica son poco probables.

Tabla 7. Comparativo de sefiales encontradas en los espectros acidificados entre los
derivados de TFA.

Especie quimica detectada Formula molecular  Relacion m/z S/N
[TFA-COH+H] CioH16NO 274,126 106,9
[TFA-BCA+H] CasH21N2 349,183 98,4

[TFA-BCACH;+H] Ca6H23N2 363,189 5159
[TFA-BCAOCH;3+H] C26H23N20 379,191 608,1

En la Figura 16 se puede observar un mejor panorama de comparacion de todas las
propiedades fisicoquimicas evaluadas anteriormente que nos muestra que los derivados con
mejor comportamiento fueron TFA-BCA y TFA-BCACH3 para matrices del tipo MALDI-

ET.
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Figura 16. Grdfico de radar comparativo de propiedades fisicoquimicas evaluadas de las

matrices derivadas de TFA.
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8. Conclusiones

Conforme a los resultados de los calculos computacionales de E;, se enfocd la sintesis en los
siguientes derivados de TFA con el mayor valor, TFA-BCA (E=7,39), TFA-BCACH3
(E~=7,33) y TFA-BCAOCH; (E=7,36).

Con el analisis de los espectros de UV-Vis fue posible establecer que los maximos de
absorcion se aproximan a la longitud de onda de emision de la fuente caracteristica de la
técnica (355 nm), hecho que se corrobora con valores experimentales de €, a partir de la
regresion lineal hecha de las variables que componen la ecuacion de Beer-Lambert, lo que
demuestra que el derivado TFA-BCAOCH3 es capaz de absorber radiaciones de menor

frecuencia.
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De acuerdo con los calculos de Eg aplicando el método de Kubelka-Munk, se corrobor6 que
las energias de ionizacion calculadas fueron un aspecto determinante para la sintesis de las
matrices propuestas en este trabajo, ya que se evidencid proporcionalidad entre los valores
de Egy E;, siendo el Eg igual a 2,66 correspondiente a la matriz TFA-BCA, el mayor con lo
que se demuestra mayor estabilidad para esta especie, al requerir mayor energia para
promover el movimiento electronico.

Segun la comparacion de los espectros de LDI acidificados y sin acidificar se encontré que
el ion mas abundante de los derivados TFA-BCA y TFA-BCACH; concuerdan con la
relacion m/z del cation radical [M]**, esto indica que estas matrices resultan ser efectivas en
procesos de ionizacidn por transferencia electronica bajo condiciones MALDI.

Asi mismo, el ensayo acidificado efectivo que obtuvo el derivado TFA-BCAOCH;, el cual
tiene el i6n pico de base en la sefal correspondiente a [M+H]" en m/z 379,188, y se presume
que esto ocurre debido a reacciones bimoleculares.

Bajo el pardmetro m (desempeino de la matriz) calculado, se deduce que las matrices con
mejor desempefio fueron la TFA-BCA y TFA-BCACH; (m=9,60 y m=9,80
respectivamente).

De los ensayos de protonacion se infiere que el derivado TFA-BCAQOCH3 al tener como ion
pico de base a la especie [M+H]" se desempenara mejor como matriz MALDI-PT.

Y de los ensayos de cationizacidn se concluye que bajo condiciones MALDI ningin derivado

forma aductos con los metales probados Na*, K*, y Ag".
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9. Divulgacion de resultados

Los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion seran divulgados con un
manuscrito que serd entregado a la biblioteca de la Universidad Industrial de Santander.
Ademas, se espera la participacion en el Congreso Latinoamericano LatinXChem 2022 de

manera virtual, en el mes de noviembre, del presente afio.
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Anexo 1. 'ZH-RMN de TFA-COH.
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Anexo 2. BC-RMN de TFA-COH.
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Anexo 3. Tabla con operaciones de funcion F(R.) del método Kubelka-Munk para el
derivado TFA-COH.

Anexo 4. Tabla con operaciones de funcion F(R.) del método Kubelka-Munk para el
derivado TFA-BCA.

Anexo 5. Tabla con operaciones de funcion F(R.) del método Kubelka-Munk para el
derivado TFA- BCACH:.

Anexo 6. Tabla con operaciones de funcion F(R.) del método Kubelka-Munk para el
derivado TFA- BCAOCH:;.

Anexo 7. Espectro LDI de la matriz comercial DCTB.
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Anexo 8. Espectro LDI del cation radical [TFA-COH]*" vs espectro simulado (sefiales
verdes).
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Anexo 9. Espectro LDI del cation radical [TFA-BCA]" vs espectro simulado (sefiales
verdes).
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Anexo 10. Espectro LDI del cation radical [TFA-BCACH;]* vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 11. Espectro LDI del cation radical [TFA- BCAOCH;3]" vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 12. Anexo 12. Espectro LDI del ion acidificado [TFA-COH+H]" vs espectro
simulado (seriales verdes).
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Anexo 13. Espectro LDI del ion acidificado [TFA-BCA+H]* vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 14. Espectro LDI del ion acidificado [TFA-BCACH;+H]" vs espectro simulado

(sefiales verdes).
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Anexo 15. Espectro LDI del ion acidificado [TFA- BCAOCH;+H]" vs espectro simulado
(seriales verdes).
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Anexo 16. Espectro LDI del aducto de sodio [TFA-COH+Na]" vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 17. Espectro LDI del aducto de sodio [TFA-BCA+Na]"* vs espectro simulado
(seriales verdes).
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Anexo 18. Espectro LDI del aducto de sodio [TFA-BCACH3+Naj* vs espectro simulado

(sefiales verdes).
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Anexo 19. Espectro LDI del aducto de sodio [TFA- BCAOCHs+Na]* vs espectro
simulado (sefiales verdes).
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Anexo 20. Espectro LDI del aducto de potasio [TFA-BCA+K]" vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 21. Espectro LDI del aducto de potasio [TFA-BCACH3+K]* vs espectro simulado
(sefiales verdes).
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Anexo 22. Espectro LDI del aducto de potasio [TFA- BCAOCH;+K]" vs espectro
simulado (seriales verdes).
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Anexo 23. Espectro LDI del aducto de plata [TFA-COH+Ag]" vs espectro simulado
(seriales verdes).
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Anexo 24. Espectro LDI del aducto de plata [TFA-BCA+Ag]" vs espectro simulado

(seriales verdes).
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Anexo 25. Espectro LDI del aducto de plata [TFA-BCACH3+Ag]" vs espectro simulado

(sefiales verdes).
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Anexo 26. Espectro LDI del aducto de plata [TFA- BCAOCH3+Ag]* vs espectro

simulado (seriales verdes).
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