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RESUMEN

La espectrometria de movilidad ionica es una técnica instrumental utilizada como el método
estandar para la deteccion de drogas ilegales, agentes quimicos y explosivos en aeropuertos y
aduanas. Esta técnica separa iones en fase gaseosa que se desplazan en un campo eléctrico de
acuerdo con su relacién tamafio/carga. En la regién de deriva de un instrumento de IMS, los
iones son acelerados por el campo eléctrico pero también son desacelerados por colisiones con el
gas de deriva.

Los iones de tamafio similar tienen movilidades similares y son dificiles de separar
debido a que estas son una funcion de sus relaciones tamafio/carga. Una forma de mejorar la
separacion en esta técnica es la introduccion de modificadores en el gas de deriva, los cuales
interaccionan y forman aductos con los iones y cambian selectivamente sus movilidades.

En este trabajo se llevo a cabo el estudio de las interacciones en fase gaseosa de iones con
modificadores en IMS, haciendo uso de la teoria del funcional de densidad (DFT), incluida en
los métodos ab initio de la quimica tedrica-computacional, para calcular energias de interaccion
ion-modificador, la presencia de puentes intramoleculares, efectos inductivos, deslocalizaciones
electrénicas, momentos dipolares de iones y modificadores y otros pardmetros que inciden en la
duracién de la interaccion ion-modificador y, por lo tanto, en los cambios de movilidad.

Los cambios de movilidad al introducir modificadores en el gas de deriva se explicaron
en funcién del nimero de sitios de interaccion del modificador, el tamafio de iones vy
modificadores, y las energias de interaccion ion-modificador. Nuestros estudios estan dirigidos,
en un futuro, a disminuir los falsos positivos en aduanas y aeropuertos cuando se usa IMS, y a

predecir separaciones selectivas de iones basadas en la introduccion de modificadores en el gas



de deriva, como también a que se tengan en cuenta las estructuras de los iones y las energias de
interaccidn entre estos y los modificadores.

La seleccién de modificadores para resolver picos superpuestos en IMS sigue siendo
empirica. Nuestros resultados indican que la seleccion del modificador correcto para una
separacion dada puede guiarse por estudios computacionales y son un paso adelante en la
busqueda de modelos tedricos robustos para predecir cambios de movilidad tras la introduccién
de modificadores en el gas de deriva.

Las publicaciones cientificas que se encuentran recogidas en esta memoria son:
Capitulo 1. Analisis de los farmacos Dextrometorfano y Difenhidramina con 2-Butanol
1. The effect of adduction energy and intramolecular bonding in the mobility of
dextromethorphan and diphenhydramine with 2-butanol in the buffer gas in ion mobility
spectrometry.

Meza-Morelos, D., & Fernandez-Maestre, R. (2018).Microchemical Journal, 137, 45-50.
Capitulo 2. Analisis de los compuestos cafeina y glucosamina con 2-Butanol

2. Caffeine and glucosamine mobility shifts by adduction with 2 -butanol depended on interaction
energy, charge delocalization, and steric hindrance in ion mobility spectrometry.

Meza-Morelos, D., & Fernandez-Maestre, R. (2017). Journal of mass spectrometry, 52(12), 823-
829.

Capitulo 3. Analisis de los compuestos Etanolamina y Valinol con 2-Cloro propanoato
metilo

3. Shift reagents in ion mobility spectrometry: the effect of the number of interaction sites, size

and interaction energies on the mobilities of valinol and ethanolamine.



Fernandez-Maestre, R., Meza-Morelos, D., & Wu, C. (2016). Journal of Mass Spectrometry,
51(5), 378-383.

Capitulo 4. Analisis de las drogas Atenolol, Penicilamina y los aminoacidos Metionina,
Fenilalanina, Serina, Treonina, Tirosina, Triptéfano con Trifluoro metil bencil alcohol

4. Trifluoromethyl benzyl alcohol as a “shift reagent” in ion mobility spectrometry: The effect of
intramolecular bridges, ion size and shift reagent-ion binding energy in ion mobility.
Fernandez-Maestre, R., Meza-Morelos, D., & Wu, C. (2016).Microchemical Journal, 126, 155-
161.

Capitulo 5. Analisis de las drogas Atenolol, Valinol y los aminoacidos Fenilalanina, Serina,
Treonina, Tirosina, Triptofano con Tetrahidrofurano-2-carbonitrilo

5. Deprotonation effect of tetrahydrofuran-2-carbonitrile buffer gas dopant in ion mobility
spectrometry.

Fernandez-Maestre, R., Meza-Morelos, D., & Wu, C. (2016). Rapid Communications in Mass

Spectrometry, 30(11), 1332-1338.



1. INTRODUCCION

La espectrometria de movilidad idnica es una técnica analitica que separa iones en fase gaseosa
que derivan en un campo eléctrico de acuerdo con su relacion tamafio/carga. La separacion de los
compuestos ionizados se fundamenta en los diferentes tiempos que toma a los iones recorrer un
tubo de deriva bajo la accién de un campo eléctrico constante y en contracorriente de un gas de
deriva, este tiempo depende de la carga, tamafio y forma del ion. [1]

La espectrometria de movilidad ionica ofrece ventajas como sensibilidad alta, respuesta
rapida, bajo costo, robustez y portabilidad. Estas propiedades han permitido su uso como
herramienta analitica de rutina para la deteccidon de sustancias traza en una amplia variedad de
aplicaciones tales como en el campo militar y de seguridad, ciencia forense, alimentaria,
farmacéutica o en monitorizacion de procesos. Se han introducido modificadores polares en el
gas de deriva para resolver picos superpuestos en los espectros de movilidad, una desventaja de
la mayoria de las técnicas analiticas. Los modificadores cambian las movilidades ionicas y
producen la resolucion de los iones mediante aduccion selectiva. [1]

Los modificadores reducen las movilidades ionicas dependiendo de la afinidad proténica
del modificador, tamafio, efectos inductivos, energia de interaccion ion-modificador, enlaces de
hidrogeno intramoleculares de los iones e impedimento estérico en la carga de los iones. Los
aductos formados por los iones y modificadores tienen diferentes tamafios, por lo que la duracién
de su paso por el tubo de deriva es diferente para cada especie y estas caracteristicas pueden
usarse para separar los iones que se superponen en IMS. [2]

Campbell et al. estudiaron la relacion entre la estructura de los iones y la energia de
interaccion ion-modificador, como también las movilidades de los iones de tetraalquilamonio en

espectrometria de movilidad idnica diferencial con diferentes modificadores en el gas de deriva.



Ellos encontraron que la geometria del grupo (es decir, el tamafio del aducto y la separacion
intermolecular del modificador iénico) y las energias de interaccion fueron los factores mas
importantes que afectaron las movilidades. [3] Dwivedi et al. introdujeron modificadores en el
gas de deriva del espectrometro de movilidad idnica y reportan haber separado enantiomeros de
aminoacidos, usando como modificador (S)-2-butanol [4] aunque estos resultados han sido
cuestionados. [48]

El éxito de esta estrategia para resolver el solapamiento de picos puede resultar en que se
reduzcan en gran medida los llamados “falsos positivos” que frecuentemente ocurren debido al
parecido quimico de muchas sustancias en cuanto a tamafio, seccion de colision transversal y
forma. Esto favorece las aplicaciones de esta técnica para detectar agentes de armas quimicas,
agentes de guerra, explosivos y sustancias ilegales sicoactivas en aeropuertos o aduanas.

La quimica computacional es una rama de las ciencias computacionales que genera datos
que complementan los datos experimentales sobre las estructuras, propiedades y reacciones de
las sustancias. La quimica computacional es particularmente Util para la determinacion de
propiedades moleculares, las cuales son inaccesibles experimentalmente, y para la interpretacion
de datos experimentales. Con la quimica computacional, podemos realizar: determinaciones de
estructura electrénica, optimizacion de geometrias, calculos de frecuencia, localizacion de
estructuras de transicion, andlisis de distribucion de carga, construccion de superficies de energia
potencial, calculos cinéticos (constantes de velocidad para reacciones quimicas) y calculos
termodinamicos (calores de reaccion). [5]

La quimica computacional utiliza poderosos computadores (clsteres de computadores
personales, supercomputadores y estaciones de trabajo cientificas) y técnicas de matematicas

avanzadas para el estudio de problemas quimicos complejos. La mayoria de los estudios de la



quimica computacional son concernientes al area de la quimica cuéntica, en la cual se usa la
ecuacion de Schrodinger para describir las propiedades quimicas y el comportamiento de las
moléculas. [6]

Los célculos provistos por la quimica tedrica-computacional se llevaron a cabo con el fin
de conocer la naturaleza de las interacciones de los iones con los modificadores y sus energias de
interaccion, utilizando descriptores de reactividad tales como el potencial quimico,
electronegatividad, dureza y suavidad quimica, y funciones de Fukui, entre otros, que se definen
dentro del marco conceptual de la teoria del funcional de la densidad (DFT, Density functional
theory). Estos célculos tedricos de los compuestos a estudiar fueron analizados y contrastados
con los experimentales consignados en la base de datos compilada por el profesor Roberto
Fernandez Maestre en la Universidad de Washington State (EE.UU.) para explicar como
influyen estos factores en la reduccion de las movilidades al introducir modificadores en el gas

de deriva. [7]
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2. MARCO TEORICO

2.1 Descripcion general del proceso de movilidad ionica

La espectrometria de movilidad iénica se introdujo en 1970 por Karasek y Cohen. [8] El
principio de operacién de un equipo de movilidad ionica es similar al de un espectrometro de
masas de tiempo de vuelo (tof-MS), el cual caracteriza sustancias quimicas con base a la
velocidad de los iones en fase gaseosa en un campo eléctrico. La principal diferencia radica que
en movilidad ionica el analisis tiene lugar a presion atmosférica y discrimina los iones con base
en su relacién tamafio/carga en vez de masa/carga en el vacio como en un tof-MS.

En un espectrometro de movilidad iénica, la muestra entra en estado gaseoso Yy se ioniza
en una fuente de ionizacion. Los iones formados pasan a través de una rendija de entrada (shutter
grid) al tubo de deriva en el cual se lleva a cabo la separacion de los iones bajo la aplicacién de
un campo eléctrico y finalmente son detectados usando un colector de iones (placa de Faraday) o
espectrometro de masas. [9] La Figura 1 muestra un esquema y un dibujo del equipo de IMS.

REJILLA ESPECTROMETRO DE MASAS

ESPECTROMETRO
DE MOVILIDAD

FUENTE ESI
FUENTE DE
IONIZACION (ES1)

]

GAS DE DERIVA

- - ~ a
( | : ERIVA : CALENTADOR //
[ —————————————— - -—
REGION DE ' INTRODUCCION DEL

GAS DE DERIVA

MODIFICADOR

SENAL DE FARADAY

Figura 1. Esquema de un espectrometro de movilidad i6nica acoplado a un espectrémetro de
masas. [10]
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La velocidad que adquiere un ion viene determinada por un campo eléctrico que acelera los iones
y por el numero de colisiones que experimenta en el tubo de deriva con las moléculas de gas de
deriva. Esta velocidad es directamente proporcional al campo eléctrico, E (V cm™) por la
ecuacion:
V =KE (1)

siendo K el coeficiente de movilidad idnica. K es caracteristico de cada ion y depende de su masa
y carga pero también, de su estructura quimica, es decir, depende de la forma y tamafio del ion. K
se ve afectado también por las propiedades del gas de deriva tales como presion, temperatura y
masa. Ademas, la interaccion entre los iones y las moléculas del gas de deriva influye en la
velocidad de deriva del ion. Una descripcion tedrica de la constante de movilidad i6nica se
deriva de la teoria cinética de los gases. Este modelo se desarroll6 para relacionar el coeficiente

de movilidad con las propiedades del ion a través de la ecuacion de Revercomb y Mason. [11]

1
3g(2m)z(1l+a)

K = 1
16N(pukTerr)2Qa(Terr)

)
Donde N es la densidad de moléculas del gas de deriva a la presion de medida, g la carga del ion,
p la masa reducida del ion y del gas de deriva (u, La masa reducida se define como mM/(m + M)
donde m y M son la masa molecular del ion y del gas de deriva, respectivamente ), o un factor de
correccion, Tes la temperatura efectiva del ion determinado mediante energia térmica y la energia
adquirida en el campo eléctrico, k la constante de Boltzmann y Qq la seccion media de colision
efectiva del ion en la atmosfera de soporte.

La movilidad ionica se normaliza generalmente a la temperatura y presion a través de la
constante de movilidad reducida (Kop), con el fin de comparar los espectros obtenidos usando

diferentes condiciones experimentales. Los valores de K, se calculan de acuerdo a la ecuacion:

12



3)

donde T y P son la temperatura y presion de trabajo en Kelvin y pascales, respectivamente, y las
unidades de medida estan dadas en cm?v's™. El calculo de Kq segun la Ecuacion (3) solo es
posible para valores bajos de campo eléctrico ya que para valores mayores de 2 Townsends la
movilidad idnica deja de ser constante y pasa a depender del campo aplicado. [12]

IMS se caracteriza en general por su flexibilidad analitica y la capacidad para monitorear
iones en tiempo real. Ademas, es una técnica simple que puede trabajar a presion atmosférica.
Estas caracteristicas hacen que la técnica pueda miniaturizarse con el fin de hacerla portatil y asi
poder hacer medidas de campo. La Tabla 1 muestra un cuadro resumen de las caracteristicas mas

importantes frente a otras técnicas analiticas.
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Tabla 1. Caracteristicas de la espectrometria de movilidad idnica respecto a otras técnicas

convencionales. [12]

Panel sensorial

NWariz electronica

Cromatografia de
Gases-
Espectrometria de
Masas

Espectromeiria de
movilidad Ionica

+ = Alta
sensibilidad

» Alta
selectividad

» Pequefio tamafio

= Bajo coste

« Poco consumo de
energia

« Combinacion de
diferentes sensores

« Buena sensibilidad

Alta selectividad
Posible identificacion
de sustancias

Bases de datos
disponibles

Buena sensibilidad

Buena sensibilidad
Ripida
Facil de usar
Monitorizacion a
tiempo real

» Operacion a
presion y
temperatura
ambiente

» Portatil

« Buena precision

= Elevado coste
= Consumo de

+ Poca selectividad
« Sensibleala

Elevado coste
Consumo de tiempo

« Escasa selectividad
= Baja resolucion

: humedad y » MNecesidad de = Reacciones i0n-
t%fﬂl_pq _ compuestos volatiles personal cualificado molécula
» Subjetividad | 4o 5 yibiente
» Entrmmtn » Tiempo de vida
DPrevio intenso
10 corto
» Toxicidad dela | | Baja
muestra reproducibilidad

Aunque IMS apareci6 hace 40 afios, no fue hasta mediados de la década de los 90 cuando hubo
un desarrollo de la técnica debido a avances en la instrumentacion [12] y a la aparicion de
diferentes empresas encargadas de la produccién de espectrometros de movilidad idnica. Estos
avances se debieron a la capacidad de la técnica para proporcionar una respuesta rapida y
sensible para la deteccion de explosivos y drogas.

La idoneidad de la espectrometria de movilidad idnica para las determinaciones de
explosivos y agentes de guerra quimica se debe a la alta electronegatividad que presentan estas
sustancias debido a la presencia de nitrocompuestos los cuales forman iones negativos. La

determinacion de este tipo de compuestos requiere el uso de estrategias de muestreo Utiles para
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que puedan ser detectadas usando el dispositivo de movilidad ionica debido a la baja presién de
vapor de algunos explosivos. [12]

Hoy en dia, IMS se encuentra implementada en la seguridad de numerosos aeropuertos,
puertos y aduanas internacionales para detectar de forma rapida explosivos, agentes quimicos de
guerra, drogas y otras sustancias ilegales en equipajes, carga y pasajeros. En el campo de la
ciencia forense, se usa para detectar cantidades muy pequefias de drogas en materiales de
contrabando o como método de screening para identificar pequefias cantidades de sustancias
ilicitas presentes en individuos. [12]

Instrumentacion: El espectrémetro de movilidad idnica consta de tres unidades basicas
mantenidas a presion atmosférica: una fuente de ionizacion, un tubo de deriva de iones (Figura 1)
mantenido en un gradiente de campo eléctrico uniforme positivo 0 negativo y un detector. Los
iones producidos en la fuente de ionizacion se aceleran por el campo eléctrico en el tubo de
deriva donde se separan de acuerdo con sus movilidades en un flujo a contracorriente de gas
inerte.

Fuentes de iones: los métodos de ionizacion para convertir moléculas en iones para ser
separados en el tubo de deriva incluyen ionizacién B con *Ni, fotoionizacion, ionizacion laser,
ionizacion por descarga corona, ionizacion por electrospray Yy otras. Las mas utilizadas son las
fuentes de iones ionizacion B con *Ni y electrospray. [13]

lonizacion por electrospray: El desarrollo de la ionizacion por electrospray (ESI) o
electronebulizacion fue introducido con éxito por Hill y expandié enormemente el rango de
compuestos que podrian ser analizados (Hallen et al. 1989). En el proceso ESI, se aplica un alto
potencial eléctrico a la aguja de la jeringa de inyeccién de muestra, lo que crea cargas eléctricas.

La electronebulizacion ocurre cuando el liquido de la muestra es extraido por una fuerza
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coulombiana desde la aguja hacia el electrodo objetivo (pantalla objetivo, Figura 3) que se
mantiene a un voltaje méas bajo (~3.5 kV). A medida que viaja hacia el electrodo objetivo, el
solvente se evapora dejando gotas cada vez méas cargadas que “"explotan™ debido a la repulsién
coulombiana. Este proceso produce gotas de radio cada vez méas pequefio que culminan
idealmente en iones moleculares. Las fuentes de electrospray son ideales para muestras liquidas
y compuestos no volatiles de alto peso molecular. El electrospray es una fuente de ionizacion
suave que produce espectros simples, sin fragmentacion, donde el peso molecular se puede
determinar facilmente al acoplar a la espectrometria de masas. El uso de electrospray-IMS como
dispositivo de separacién y deteccién se ha demostrado para explosivos, productos de
degradacion de guerra quimica y mezclas bioldgicas. [13]

Tubo de deriva: en el tubo de deriva, los iones son separados por un campo eléctrico
antes de ingresar al detector. La siguiente descripcion corresponde a un tubo de deriva
tradicional como el que se usé para obtener los datos estudiados en este trabajo [13].
Generalmente, el tubo de deriva estd hecho de una serie de anillos de conduccion de acero
inoxidable entre anillos aislantes de cuarzo, vidrio o ceramica (99.5% Al,O3), apilados uno
encima del otro para formar un tubo completamente cerrado (Figura 2). Cada anillo conductor
estd conectado al siguiente en serie a través de resistencias de 1 MQ o 0.5 MQ (Figura 3). Se
coloca un alto potencial eléctrico (~12 kV) en el primer anillo protector, la pantalla del objetivo,
para producir un campo de 200-400 V/cm en todo el tubo de deriva. Es posible alterar la longitud
de la region de separacion de iones mediante la adicion o eliminacion de anillos de acero
inoxidable. Los anillos se mantienen dentro de un tubo de ceramica (Figura 3b) que tiene una
abertura a lo largo de toda su longitud para introducir los contactos eléctricos de los anillos, este

tubo de ceramica esta alojado dentro de un horno de aluminio para calentar (Figura 3a). [13]
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GAS DE _y
COMPUERTA prenia ™

Figura 2. (a) tubo de deriva de un espectrometro de movilidad ionica, (b) anillos aislantes dentro
del tubo de deriva, c) vista en seccion. [13]

Compuerta de iones: una vez que los iones en fase gaseosa se forman en la fuente de
ionizacidn, son dirigidos por el campo eléctrico a través del tubo de deriva hacia el detector. En
su camino, se encuentran con un conjunto de alambres paralelos que evitan que los iones
continGen su migracion a través del espectrémetro. Estos conjuntos de alambres se llaman
compuertas de iones. La compuerta de entrada de iones se coloca al comienzo de la region de
deriva y se abre electronicamente durante algunas décimas de milisegundo para permitir que un
pulso de iones ingrese a esta regién, los pulsos tipicos son de 0.2 ms de duracion. Después de
pasar la compuerta, los iones se desplazan con el campo eléctrico, algunos mas rapidos y otros
mas lentos segin su movilidad i6nica individual, y llegan al electrodo colector en diferentes

momentos. [13]

-~

(a)
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Illll.ll*.llullllllll

y - REGION DE
| REACCION

Figura 3. Espectrometro de movilidad que muestra (a) la caja de calentamiento y (b) el tubo de
deriva en el interior. Los contactos eléctricos de los anillos emergen de la abertura lineal del tubo
de deriva en la parte superior. [13]
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Gases de deriva: se usa una contracorriente de gas neutro seco en IMS como una matriz
limpia e inerte a través de la cual se desplazan los iones. El gas de deriva también sirve para
mantener limpio el tubo de deriva del espectrometro al evitar que los compuestos neutros,
introducidos con la muestra o procedentes de la atmoésfera, pasen a la region de deriva. El gas de
deriva, generalmente nitrégeno o aire, ingresa por el fondo del espectrémetro con velocidades de
flujo del orden de 0.5-1.5 L/min, pasa a través del tubo de deriva y sale a través de la region de
ionizacion (Figura 2, entrada de gas de deriva).

Los agentes que se introducen al final de la region de deriva para separar picos
traslapados se denominan modificadores del gas de deriva. La separacion se logra porque se
produce una aduccidn selectiva de los modificadores con los iones que cambian la movilidad del
ion dependiendo del tamafio. Ferndndez-Maestre et al. separaron picos de o-aminoacidos
superpuestos utilizando 2-butanol como modificador y demostraron la formacion de aductos ion-
modificador. [13]

Meétodos de deteccion: en IMS, el dispositivo de deteccion mas comun y simple para
medir la intensidad de iones es una placa colectora que funciona como una copa Faraday. Las
copas de Faraday pueden reemplazarse por detectores como espectrometros de masas que
introducen capacidades de identificacion adicionales. El acoplamiento de MS a IMS permite la
determinacion de pesos moleculares, fragmentaciones, aducciones y otro tipo de reacciones en el
tubo de deriva. Todos los tipos de instrumentos de MS se han conectado a sistemas IMS,
incluido cuadrupolo, tiempo de vuelo, resonancia de ion-ciclotron, transformada de Fourier,
sector eléctrico o magnético, y trampa de iones. El acoplamiento de estos detectores agrega una
dimensién de identificacion adicional a la deteccion de iones. Al acoplar IMS a MS, hay varios

modos de operacion posibles. En el modo solo IMS, el MS sirve como una técnica de deteccion y
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no se realiza escaneo de masas: todos los iones llegan al detector sin escaneo de masas y los
espectros resultantes son similares a los de la operacion de un IMS sin MS. El cambio en el
tiempo de deriva debido al acoplamiento con un equipo de masas es insignificante porque,
aunque la distancia que recorren los iones dentro del instrumento MS es similar al de IMS, en
MS los iones viajan mucho mas rapido debido a las condiciones de vacio. En el modo MS, la
compuerta de entrada de iones estd abierta y todos los iones pasan continua y directamente al
espectrometro de masas y se realiza un escaneo de masas, el espectro de masas se obtiene en este
modo. En IMS-MS, los iones son enviados por pulsos al MS y todos los iones se analizan por
masas continuamente, esto es posible porque se puede adquirir un espectro de masas en menos
de un milisegundo, por lo que se pueden tomar varios espectros de masas para cada pico de
movilidad. Por lo tanto, se puede dar la separacion de todos los iones con diferentes masas y las
mismas movilidades. En el modo de monitoreo de iones seleccionados, SIM, el instrumento MS
estd configurado para detectar un valor determinado de masa/carga, resultando un espectro de
movilidad de iones de todos los iones con la masa especificada. [13]

Espectros: los espectros son graficos de intensidad de los picos de iones (corriente de
iones) frente al tiempo de deriva en el eje x. El tiempo de deriva cero se toma como el tiempo en
que la compuerta de entrada de iones se abre (en ocasiones cuando la compuerta se cierra) para
permitir que los iones ingresen al tubo de deriva. La mayoria de los iones se neutralizan en la
compuerta de entrada, que esta abierta solo alrededor del 1% del ciclo de trabajo. Las sefiales son
muy ruidosas y es necesario promediar hasta 250 espectros para obtener un espectro limpio. Sin
embargo, el tiempo total de andlisis es inferior a un minuto, mas rapido que la mayoria de las
otras técnicas de separacion. La figura 4a muestra un tipico espectro de movilidad de los iones

reactivos positivos en nitrogeno, en este caso, el ion reactivo en agua, (H,O)nH". Los iones
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reactivos son aquellos que se forman a partir del solvente que lleva la muestra. Los espectros de

movilidad pueden mostrar tiempos de deriva de 10 ms para moléculas pequefias a mas de 100 ms

para macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos. La Figura 4b muestra un espectro

movilidad de loratadina en una muestra de antihistaminico con un tiempo de deriva de 35 ms.

[13]
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Figura 4. Espectros tipicos de movilidad de (a) iones reactivos positivos de la solucion ESI y (b)
espectro de monitoreo de iones seleccionados de loratadina. [13]

Calibracion: Para calibrar el instrumento, se puede utilizar el hecho de que bajo ciertas

condiciones el producto (Ko)(tc) es constante. Esto significa que la movilidad reducida de

diferentes iones puede calcularse a partir de la de un calibrante, Kqc:

te
Ko = Ky¢ [a (4)
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donde t. es el tiempo de deriva del calibrante en las condiciones especificas del experimento y tq
es el tiempo de deriva del ion en las mismas condiciones. 2,4-lutidina es el compuesto
comunmente elegido como calibrante. Este método omite la lectura de barémetros y elimina los
errores debidos a mediciones incorrectas de los pardmetros en la Ecuacién 4, pero puede
introducir errores debido a la contaminacion del tubo de deriva que puede producir aducciones
que cambian la movilidad de los iones.

Los iones tetraalquilamonio, 2, 4-lutidina y diterbutil piridina son buenos estandares para
IMS porque producen un pico Unico y una sefial muy sensible. La calibracion lineal varia de 10 a
1000 uM. A altas concentraciones, aparecen dimeros del ion y el ion eventualmente consume
todos los iones reactivos disponibles y su sefial alcanza un maximo. Esta situacion debe evitarse
porque se pierden las caracteristicas de cuantificacion del instrumento vy, por lo tanto, los iones
reactivos deben estar siempre visibles en los espectros. [13]

2.2 Quimica computacional

La quimica computacional estudia, caracteriza y predice la estructura y estabilidad de los
sistemas quimicos a traves del calculo de las diferencias de energia entre distintos estados para
explicar propiedades espectroscopicas, fisicas y mecanismos de reaccion a nivel atébmico y
molecular, ademas, de muchas otras propiedades. La quimica computacional abarca un amplio
rango de métodos matematicos considerados como las aproximaciones mas importantes para
calcular las propiedades moleculares. Los métodos méas usados en los calculos computacionales
son la mecanica molecular y la mecanica cuantica. A su vez esta ultima involucra los métodos

semiempiricos, métodos ab initio y Teoria del Funcional de Densidad (DFT). [14, 15]

La base de la teoria del funcional de la densidad (DFT), aportada por Hohenberg y Kohn,
implica que la energia electronica del estado basal estd determinada completamente por la
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densidad electronica p. La meta de DFT es disefiar funcionales que conecten la densidad

electronica con la energia. [16]
2.3 Teoria del funcional de la densidad

Para DFT la energia de un sistema atdmico o molecular puede ser expresada en términos de la
densidad electronica. La idea es tan antigua como la mecénica cuantica y proviene de los trabajos
de Thomas, Fermic, Dirac y Wigner, pero no fue hasta 1964 que un verdadero marco tedrico
para esta teoria fue formulado y desarrollado por Hohenberg y Kohn. [17] Ellos probaron que la
energia electronica del estado basal es determinada completamente por la densidad electronica
p(r). En otras palabras, existe una correspondencia uno a uno entre la densidad electronica del
estado basal y la energia de un sistema, donde p(r) solo depende de tres coordenadas
independientes del nimero de electrones que el sistema tenga (Ecuacion 5), a diferencia de los

métodos Hartree-Fock (HF). [18]
PN [y (X, X5, Xgoomss Xy (X, X, X X JdSAX ,0X ... 0X (5)

En los métodos HF la complejidad de los calculos aumenta en la medida en que el nimero de
electrones aumenta, mientras que en DFT la complejidad permanece igual. Otra de las ventajas

de DFT es que incluye de forma natural la correlacion electronica.

Al momento de trabajar con una p(r) optima (en lugar de la funcién de onda ¥ que depende de
4N variables donde 3N son coordenadas espaciales y la coordenada de espin, siendo N el nimero
de electrones, que es mucho mas compleja) se requiere estar sujeto al formalismo de Kohn-

Sham, el cual introduce orbitales ¢, tipo Kohn-Sham, donde la sumatoria de los orbitales al

cuadrado es igual a la densidad electronica. [18]
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p(r)= iZ\¢ k (6)

Mediante un proceso variacional se obtiene una ecuacion analoga a la ecuacion de Schrédinger,
[18]

{_%vg )LD gr v, (r)}qﬁi e 4 0

r—r

Donde —=V? es el término que describe la energia cinética, V/(r) expresa el potencial de

atraccion molecular y el término clasico de repulsion electronica, Vy, €s un parametro
desconocido que corresponde a la correlacion de intercambio que puede ser considerada como el
principio por usar p(r) como variable fundamental en lugar de la funcion de onda. Quizas no hay
criterios sistematicos disponibles para mejorar el funcional V,.. Este, de hecho, es uno de los
temas importantes en el calculo computacional DFT. Como se menciond anteriormente, los
calculos de DFT se basan en el principio variacional precisamente para el funcional de la

energia. [19]

E = E[p(r)] 8)

Buscando una 6ptima p(r) que minimice la energia del estado fundamental bajo la restriccion de

que p(r) debe integrar a N en todo momento, entonces:
[p(rdr=N 9)

Dentro del célculo variacional esta condicion es introducida por medio del multiplicador

Lagrangiano de la siguiente forma:
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S[E-pp] =0 (10)

Donde p es el multiplicador lagrangiano, una constante que gana significado fisico dentro de la
ecuacion diferencial de Euler (Ecuacion 10). A partir de la anterior ecuacion (10), se obtiene

[20]:
V(r)+ == u (11)

Donde v(r) es el potencial externo (debido al nicleo) y Fyk es la ecuacién de Hohenberg-Kohn

que contiene los operadores de energia cinética y las interacciones electron-electrén [20].

Una contribucion importante en este campo fue hecha por Parr al identificar al multiplicador
lagrangiano con la derivada de la energia del &tomo o molécula con respecto a su nimero de
electrones a potencial externo constante. [20]

SEIE

Esta cantidad fue identificada como el potencial quimico electronico por analogia con el
potencial quimico en termodinamica reemplazando la energia E por la energia libre de Gibbs G y

el nimero de electrones N por el nimero de molesna Py T constantes.

El potencial quimico electronico es una medida de la tendencia de los electrones a
escapar de la nube electronica. El potencial quimico en termodinamica mide el cambio de
energia cuando las cantidades infinitesimales de energia de una sustancia dada se afiaden o se
retiran del sistema bajo ciertas condiciones. [20] u es el eslabon entre el concepto del potencial

quimico electronico y el concepto clasico de electronegatividad. Es asi si se piensa que los
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electrones fluyen del 4tomo menos electronegativo al méas electronegativo, lo cual es un
movimiento en el sentido contrario al compararlo con el que gobierna el potencial quimico
electrénico, esto hace que las dos cantidades hayan sido definidas como opuestas, Ecuacion 13
[20]:

X = (Z—f,) =—q (13)

ver)

El hecho de que p es el negativo de y se puede también observar si se considera la grafica de la
energia E de un sistema en funcion del namero de electrones N. Usando una relacion cuadrética
entre E y N, junto con una aproximacion de diferencia finita, p resulta ser igual al negativo de la

electronegatividad de Mulliken, X, :

_PI+AE _

S = X (14)

Donde Pl es la energia de ionizacién y AE la afinidad electrénica de un sistema.

Los hallazgos mencionados anteriormente impulsaron a Parr a probar otras derivadas. La

2

segunda derivada [SN 2] y su inversa fueron identificadas por Parr y Pearson como dureza
\Y

(M) y la suavidad (S), respectivamente. [20]
2.4 Descriptores electrénicos

Son aquellos que dependen directamente de la distribucion electronica de los atomos en las
moléculas. Estos descriptores proporcionan informacién sobre el ambiente electrénico de cada
molécula. Incluyen datos de orbitales moleculares, cargas parciales atdbmicas, momento bipolares

electronicos, densidad electronica, distancia intraatdmica de cargas, la energia del HOMO vy del
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LUMO, entalpia total, dureza, suavidad, electronegatividad, potencial electroestatico y la
distribucion de cargas moleculares. Estos descriptores son calculados por medio de la quimica

cuantica computacional. [21]
2.5 Potencial electrostatico molecular

El potencial electrostatico V(r) es una propiedad real que puede ser determinada de manera

computacional o experimentalmente por métodos de difraccion. [22]

V(=Y |R/\Zir|—jp(r’)dr' (15)

% r'—r|

donde Z, es la carga sobre el nucleo A, localizada a una distancia radial Ra, y p(r) es la densidad

electronica funcional de la molécula. [22]

El potencial electrostatico es una herramienta usada en la interpretacion de reactividad molecular
hacia electréfilos [22], un electréfilo tiende a ir a aquellas regiones en las que el potencial V(r)
tenga los valores més negativos (minimo local). En el caso de ataque nucletfilo las regiones

positivas pueden identificarse como los sitios mas susceptibles de ataques nucledfilos.

El método mas exitoso para resolver la ecuacion de Schrodinger para un 4tomo y una
molécula es el método Hartree-Fock. Este consiste en encontrar un potencial eléctrico neto que
contenga las interacciones entre electrones-nlcleos y electrones-electrones, resolver la ecuacién
de Schrddinger para un solo electrén teniendo en cuenta esos potenciales y, al final, sumar las
energias de todos los electrones. El potencial electronico neto considera las interacciones
couldmbicas entre los electrones y al mismo tiempo los electrones que se mueven de forma

independiente. [22]
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El potencial neto es la suma del potencial couldémbico repulsivo que representa el efecto
promedio de las interacciones de coulomb repulsivas en un electrén y sus N-1 vecinos. Este
potencial se utiliza para calcular la funciéon de onda de los electrones y estos, a su vez, para
calcular un nuevo potencial. Este nuevo potencial se utiliza para calcular otras funciones de
onda, y asi sucesivamente hasta que el potencial final sea igual al potencial inicial, cuando se
logra esto se dice que el potencial es auto consistente y la funcion de onda hallada se aproxima

mucho a la real. [23]

2.6 Durezay suavidad

La ecuacion de trabajo para dureza y suavidad son obtenidas asumiendo una relacion cuadratica

entre E y N usando diferencias finitas.

g P (16)
S = % (17)

Las cantidades definidas en la ecuaciones 14, 16 y 17 son todas denominadas descriptores de

reactividad global y proporcionan informacion de la estabilidad de un sistema quimico. [23]

La dureza, n, expresa la resistencia a la transferencia de carga, de formacién de la nube
electrénica con la perdida y ganancia de una especie quimica, por lo tanto la dureza depende solo
de la forma en la cual la energia cinética y la energia de repulsién electronica cambian con el
numero de electrones. Ademas, la dureza juega un papel muy importante en la determinacion de
su estabilidad o reactividad. [23] La suavidad (S) de un sistema quimico es lo opuesto a la dureza

la cual implica la deformacion o el cambio de la nube electronica, favoreciendo que un sistema
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sea facilmente polarizable. Por lo tanto, sistemas mas suaves seran menos estables y se
disociaran o isomerizaran facilmente dependiendo del caso. [23] La electronegatividad es una
medida de tendencia de atraccion de electrones de una especie quimica y se puede correlacionar

con el negativo del potencial quimico electronico. [23]

De acuerdo con la DFT, las propiedades de un sistema son determinadas por su densidad
electronica total pero la densidad electronica sola no puede describir todos los fenémenos
quimicos. Por consiguiente, muchos esfuerzos han sido consagrados al desarrollo y aplicacion de

indices de reactividad de p(r). [23]

Complementario a los descriptores de reactividad global (1, x, K, S), son necesarios
descriptores locales que contengan informacion numérica sobre las caracteristicas y o reactividad
de los diferentes sitios del sistema de estudio (moléculas o macromoléculas). Los pardmetros de
reactividad local son relevantes para la diferenciacion en el comportamiento de reactividad que
pueda presentar un atomo de los que constituyen la molécula en un sitio particular de ella.

Ejemplo de este tipo de descriptores son la funcion de Fukui (f) y la suavidad local (S). [23]
2.7 La funcion de Fukui y suavidad local

La funcion de Fukui se define como la derivada de la densidad electronica respecto al nimero de
electrones a un potencial externo constante (ecuacion 18). La funcién de Fukui representa la
respuesta del potencial quimico de un sistema a un cambio en el potencial externo y puede ser

considerado como un importante indice de reactividad. [24, 25]

_(op(r)) _(_ou
f“)‘( oN jf(av(r)l o
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Debido a la discontinuidad de p(r) respecto a N, la primera aproximacion es de diferencia finita.
Existiendo tres tipos de funciones de Fukui, f © que contiene informacion de la reactividad local

para un ataque nucledfilo, f =, que hace lo propio para un ataque electrofilico y f°que es el

descriptor de reactividad local para radicales libres. [24, 25]

f+(r):pN+l(r)_pN (I’) (19)
fﬁ(r):pN (r)_pN—l(r) (20)
()= [oua(1)- prs (7] @

En la practica, es mas conveniente calcular estos descriptores atdbmicos empleando la forma
condensada de la funcion de Fukui dado para un atomo k en una molécula, segun las siguientes

ecuaciones.

f =a(N+1)-q,(N) (22)
f =qk(N)_qk (N _1) (23)
fo =l (0+0)-q,(N 1) 29

Donde ¢, es la poblacion electronica del atomo k en la molécula bajo consideracion. [24, 25]

La suavidad local se relaciona con la ecuacion de Fukui de acuerdo con la siguiente ecuacion.

s(r)=f(r)*s (25)
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En la cual (S) es la suavidad global de la molécula. La mayor aplicacion de suavidad local reside
en su interpretacion de mecanismos de reaccion especialmente en la racionalizacion de sitios

selectivos y regioselectivos. [24, 25]

Estos descriptores derivados de la DFT y complementados con cargas atomicas y orbitales de
frontera son los de primera implementacion con el doble propdsito de comprender las

interacciones moleculares. [24, 25]

Las ecuaciones (26), (27) y (28) son validas para un ataque nucleofilico, un ataque electrofilico y
un ataque radical, respectivamente. g, es la poblacion electronica bruta de un atomo k en la

molécula. Las correspondientes condensaciones pueden ser definidas también para la suavidad

local S,.,S,- y S.como [24, 25]:

sk = [ak (N+1) - au (N)]S, para un ataque nucleofilico (26)
sk = [ak (N) - gk (N-1)]S, para un ataque electrofilico (27)
sk’ = % [ak (N+1) - gc (N-1)]S, para un ataque radical (28)

2.8 Error de superposicién de base

En quimica cuantica, los calculos que usan conjuntos de funciones de base finitos son
susceptibles del error por superposicién de la base (BSSE, basis set superposition error). Como
los 4&tomos de las moléculas que interacttan (o incluso, en diferentes partes de una misma
molécula) se acercan entre si, sus funciones de base se solapan. Cada monémero "toma prestado™
funciones de otros componentes cercanos, aumentando asi el tamafio del conjunto de base y

mejorando el calculo de propiedades como la energia. Si la energia total es minimizada como
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una funcion de la geometria del sistema, las energias de corto alcance desde los conjuntos de
base mezclados deben ser comparadas con las energias de largo alcance de los conjuntos sin

mezclar, y esta falta de coincidencia introduce un error. [26, 27]

Aparte del uso de conjuntos de base infinitos (como las ondas planas donde no existe
BSSE), existen dos métodos para eliminar el BSSE. En el enfoque de Hamiltoniano quimico,
(CHA, Chemical Hamiltonian Approach), el conjunto de base es mezclado a priori mediante la
sustituciéon del Hamiltoniano convencional por uno en el que todos los términos que contienen
proyectores han sido eliminados para evitar una mezcla. En el método de contrapeso (CP,
counterpoise method), el BSSE se calcula de nuevo utilizando los conjuntos basicos mixtos y el
error se resta a posteriori de la energia sin corregir. Los conjuntos basicos mixtos se realizan
mediante la introduccién de "orbitales fantasma", conjunto de funciones de base que no tienen
electrones ni protones. Aunque conceptualmente son muy diferentes, los dos métodos tienden a

dar resultados similares. [28-33]

Se han implementado computacionalmente dos metodologias de correccion del BSSE, el
método counterpoise y el método del Chemical Hamiltonian Approach, para la determinacion no
solo de energias de interaccion corregidas por BSSE sino también de geometrias, frecuencias
vibracionales y densidad electrénica de complejos moleculares. En el caso del CP, se pueden
obtener energias, gradientes y en general cualquier propiedad molecular expresable en funcion
de la energia del complejo molecular o de sus derivadas. EI método del Chemical Hamiltonian
Approach, sin embargo, permite obtener una descripcion mecano-cuantica del complejo
molecular corregida por BSSE, es decir, su funcion de onda, y por tanto, su densidad electronica.
Por un lado, se han demostrado estudios sistematicos del comportamiento del método

counterpoise y CHA en términos para diversos complejos moleculares a diferentes niveles de
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teoria y conjuntos de base. Se observa que el uso de bases estandares de calculo sin inclusion de
funciones difusas junto con metodologias basadas en la teoria de funcional de la densidad lleva a
una descripcion erronea de algunos de los complejos estudiados, mientras que la correccion del
BSSE, tanto con el método counterpoise como con el CHA, modifican la topologia de la
superficie de energia potencial de manera que se obtienen resultados similares a los obtenidos

con conjuntos de base mas completos. [34]

2.9 Energia de interaccion entre iones y modificadores

Esta energia se basa en el principio de las bases y acidos duros y blandos, la cual ha sido aplicada
con mucho éxito en el pasado. Esta ecuacion resulta de una descomposicion de la interaccion de
la energia de dos sistemas A y B en dos partes: la primera parte, AE,, representa el cambio
constante en la energia potencial exterior y que corresponde al proceso de transferencia de carga
entre Ay B en el potencial externo constante, y la segunda, a un cambio de energia equivalente a

una reorganizacion de la distribucion de carga en un potencial quimico constante AE,:

1( (40— t5)’ 1 2
AE ) =—=|3A 78] l(gs\_=| 2 _ 29
(A8 ) 2| S,+S, (S45s) 2\ S, +S, (29)

Donde u es el potencial quimico y S la suavidad global de A y B. [35] El parametro 4 ha
demostrado ser proporcional a un nimero efectivo de electrones de valencia que participan en la
interaccion entre A 'y B. Pal et al. han definido el parametro 4 como el cambio en las densidades
electronicas del sistema antes y después del proceso de interaccion. En este trabajo, sin embargo,
la eleccion que se establece es un parametro igual a 0.5, de acuerdo con estudios realizados
anteriormente. [35] Esta metodologia evita la evaluacion de A utilizando la informacion acerca
de la estructura electronica del producto y, por tanto, aumenta la capacidad predictiva del

método.
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Si la interaccion en A es localizada en un sitio atomico k, la Ecuacién 29 cambia a la Ecuacion

30, donde f,, es el valor de la funcion de Fukui en el sitio k del sistema A.

1 (ua—t15) 1 2
AE, ——=|A B) (s f, S )| —F—— 30
(A8 ) o Z(SAfA’k+SB (SaTaSs) 2( Sufar+Ss (30)

Donde f,, eslafuncion de Fukui. [35]
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3. METODOLOGIA

3.1 Procedimiento experimental

Parametros instrumentales: Las condiciones operativas utilizadas habitualmente para el
espectrémetro de movilidad de iones en el tubo de deriva fueron: flujo de muestra 3 pl min™,
potencial de electrospray 15.6 Kv, voltaje en el primer anillo 12.1 kV, potencial en la compuerta
10.80 + 0.01 kV, potencial de cierre de la compuerta £ 40 V, ancho de pulso de compuerta 0.1
ms, tiempo de escaneo 35 ms, nimero de promedios por espectro 250, presién 685-710 Torr
(presion atmosférica), flujo de nitrégeno 0.94 litros min™, Temperatura del gas de deriva 116 °

C.[13]

Espectrometro de movilidad i6nica: Comprendia una fuente de ionizacién por
electrospray y un tubo de deriva. El tubo de deriva (5 cm 1.D) tenia una region de desolvatacién
(7.5 cm) y una region de deriva (25 cm) funcionando en modo positivo, separados por una
compuerta de iones del tipo Bradbury-Nielsen. La compuerta de iones era un conjunto de
alambres paralelos que neutralizaban los iones y tenian aproximadamente ochenta cables
paralelos de Aleacion 46 de 75 um (California Fine Wire Co., Grove Beach, CA, EE. UU.)
separados 0.6 mm. Los alambres positivos y negativos se alternaban en la compuerta. Con la
compuerta abierta, los cables tenian un voltaje igual al promedio del voltaje de los anillos de
deriva adyacentes. El voltaje de la compuerta abierta era de 10800 V. Para neutralizar los iones,
se aplico un potencial de cierre que era 40 V mas alto para un conjunto de cables y 40 V mas
bajo para el otro, que el voltaje de la compuerta abierta, 10840 V y 10760 V, respectivamente.
Los iones se introdujeron con un pulso de 0.1 ms en la region de deriva. El tubo de deriva se
construy6 con una serie de anillos de conduccion de acero inoxidable entre anillos ceramicos

aislantes (99.5% Al,O3, Advalue Tech., Tucson, AZ, EE. UU.), apilados uno encima del otro
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para formar un tubo completamente cerrado. Este tubo cerdmico fue calentado dentro de un
horno de aluminio. Los anillos de acero se conectaron en serie por resistencias de alta
temperatura de 1 MQ (region de deriva) o de 0.5 MQ (region de desolvatacion) (Caddock

Electronics Inc., + 1%).

Se us6 una contracorriente de gas neutro seco como una matriz limpia e inerte a través de
la cual los iones fluyen y para conservar limpio el tubo de deriva manteniendo compuestos
neutros, introducidos con la muestra o provenientes de la atmaosfera, fuera de la region de deriva.
El nitrégeno como gas de deriva, entrd por el fondo del espectrometro, paso a través del tubo de
deriva y salio a través de la region de ionizacion. [12] El gas de deriva se calentd pasandolo a
través de un tubo de acero inoxidable de 2 m de largo enrollado dentro de un bloque de
calentamiento de aluminio. El contenido de agua en el gas de deriva, ~10 ppm, se midi6 con un
instrumento GE Moisture Image Series 1 (Billerica, MA, EE.UU.). Un software LabView
personalizado (National Instruments, Austin, TX, EE.UU.) recopil6 los datos de IMS y control6
la compuerta de iones. Los experimentos, la electrénica para la adquisicion de datos y el control
de compuerta se realizaron o construyeron en Washington State University, en el laboratorio del

Dr. Herbert Hill.

Espectrometro de masas: EIl espectréometro de movilidad se acoplé a un espectrémetro
de masas de cuadrupolo a través de un orificio de 40 um. El espectrometro de masas era un
cuadrupolo 150-QC (0-4000 uma) de ABB Extrel (Pittsburgh, PA, EE. UU.) refaccionado en
2008. Se utilizd un amplificador Keithley modelo 427 (Keithley Instruments, Cleveland, OH,
EE.UU.) para amplificar la sefial de salida del detector multiplicador de electrones del

espectrometro de masas y enviarla a los sistemas de adquisicion de datos. El espectrometro de
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masas se controld con el software Merlin (version 3.0 ABB Extrel, Pittsburgh, PA, EE.UU.), que

recopilo los datos del espectro. [13]

Calibracion: Los iones se identificaron por dos metodos diferentes: por su peso
molecular en espectrometria de masas y por el modo de monitoreo de iones seleccionado, SIM,
que selecciona un solo pico en el espectro de masas y muestra el pico correspondiente en el
espectro de movilidad. El instrumento se demostro limpio cuando los espectros del disolvente no
mostraron trazas de contaminacion y las movilidades de estandares de movilidad se encontraban
donde se esperaba. [6] Con un instrumento limpio, los K, se determinaron a partir del Ky
conocido del estandar quimico, 2,6-di-tertbutil piridina, utilizando la Ecuacién 4. [14]

3.2 Procedimiento tedrico-computacional

Estudios tedricos-computacionales: El programa Gaussian 09 (Revision D.01) se usé para los
calculos tedricos [43] en varios niveles de teoria: X3LYP y B3LYP, junto con la funcion de base
6-311++(d, p), que incluye la Correccion de Dispersion de Grimme (GD3), y el Funcional
Minnesota, M06-2X, junto con la misma funcion de base 6-311++(d, p). Estos son funcionales
que trabajan con mas precision a un costo computacional equivalente a los de los funcionales
tradicionales como X3LYP y B3LYP. Se considera que M062X reemplaza a B3LYP como los
nuevos funcionales de propdsito general [18] y se utilizaron para discutir los resultados actuales.
B3LYP, también con conjuntos de bases mas grandes, tiene un error en el rango de 10 kcal/mol y
maés, segun la estructura. Por ejemplo, M062X tiene errores por debajo de 5 kcal/mol y con
frecuencia por debajo de 2 kcal/mol. Si se tiene que usar B3LYP, es recomendable, al menos,
usar la Correcciéon de Dispersion de Grimme, y tal vez también la amortiguacion de Becke-
Johnson, aungue la reduccion de errores adicional por parte de BJ puede ser muy pequefia.

B3LYP-D3-BJ incluso pertenece a los de mejor desempefio en algunas aplicaciones. Ademas, se
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utilizé una nueva cuadricula recortada mas grande y ultrafina, Gtil cuando se desea una precisién
muy alta. [36]

En este trabajo se llevaron a cabo célculos tedrico-computacionales de algunos factores
estructurales, moleculares, electronicos y energéticos de una serie de iones y modificadores
utilizados en la espectrometria de movilidad i6nica para explicar las reducciones de las
movilidades de los iones cuando se introdujeron modificadores en el gas de deriva. Se usaron
como base y referencia las movilidades reducidas, obtenidas en fase gaseosa, de los
experimentos llevados a cabo por el profesor Roberto Fernandez Maestre en la Universidad de
Washington State, Estados Unidos [37], con una serie de aminoacidos, estandares, modificadores
y otros tipos de compuestos consignados en una base de datos y asi se pudo relacionar, comparar
y explicar el efecto de los factores calculados tedricamente con los resultados obtenidos

experimentalmente. [38-42]
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Optimizacién de estructuras
Gaussian 09

Gauss View 5.0 DFT/ X, CAM y B3LYP-GD3 y M06-

2X/6-311++(d, p)

Disefio de estructuras

Célculo de la Energia de ) i
. . . Calculo de los descriptores
interaccion entre iones y
e moleculares.
modificadores.

Analisis de los resultados
obtenidos.

Figura 5. Metodologia esquematizada.

3.3 Disefio y optimizacion de las estructuras

Se dibujaron las estructuras de cada uno de los iones, estandares y modificadores, como también
los aductos formados por cada uno de los iones protonados con los modificadores de estudio, y
se optimizd la geometria de cada uno de los compuestos y aductos bajo la teoria del funcional de

la densidad (DFT) utilizando los funcionales X3LYP, B3LYP-GD3 y M06-2X junto con la
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funcion de base 6-311++G(d, p), teniendo en cuenta el error de superposicion de base para los

aductos, por medio del software Gauss View 5.0 y el programa Gaussian 09. [43]

Modificadores

TFMBA THFCN B M N
N OH HaC 0 0w .0
F i O 7 /—< >_/\/ §N
H,C CHj cl O—CHg,
F
OH
Estandares
TBA DTBP L TPA
N
AN
ﬁ T\ H,C CH, 7z i \
HSC_\—/Ng CH3 /
CHy

Figura 6. Estructuras de modificadores y estandares utilizados para obtener la base de datos
usada en este trabajo. TFMBA: Trifluoro metil bencil alcohol, THFCN: Tetrahidrofurano-2-
carbonitrilo, B: 2-Butanol, M: 2-Cloro propanoato de metilo, N: Nitrobenceno, TBA: Tetrabutil
amonio, DTBP: Diterbutil piridina, L: 2, 4 Lutidinay TPA: Tetrapropil amonio.
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Analitos precursores de los iones protonados

Dx Dy \Y C
O—CH, CH, ﬁ
CH, 0 CH, (I
lll NH O% N
07 >""ch, 2 <|3H3
Hyc-N
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OH OH o cH O H.C
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HO 2 o NH cH
*| HO
NH, OH OH C
NH,
MET PHE SER THR
OH o) OH OH
S H _ _
° CHs HO e OH 0 OH
2 NH, NH,
TYR TRY
OH OH
s —
o™ ©
NH, HoN | 3
OH N
H

Figura 7. Estructuras de los iones protonados utilizados en este trabajo. Dx: Dextrometorfano,
Dy: Difenhidramina, V: Valinol, C: Cafeina, G: Glucosamina, E: Etanolamina, A: Atenolol,
PEN: Penicilamina, MET: Metionina, PHE: Fenilalanina, SER: Serina, THR: Treonina, TYR:
Tirosinay TRY: Triptdfano.
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3.5 Calculo de los descriptores de reactividad
Después del disefio y optimizacion de las estructuras, y teniendo las geometrias de menor
energia, se extrajo de los programas la informacion necesaria para calcular una serie de

descriptores moleculares basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT):

El potencial electrostatico molecular, que nos da la interpretacion de reactividad molecular
hacia electroéfilos.

e Las funciones de Fukui, que representan la respuesta del potencial quimico de un sistema a
un cambio en el potencial externo y pueden ser consideradas como un importante indice de
reactividad.

e Dureza global y local, que juegan un papel muy importante en la determinacion de su
estabilidad o reactividad.

e La suavidad, tanto global como local, la electronegatividad, la electrofilicidad y las energias
HOMO y LUMO.

Interpretamos los descriptores encontrados (energia total, momento dipolar, frecuencias

vibracionales, y densidad electrdnica, entre otros) y propusimos una explicaciéon de la relacién
que existe entre estos descriptores de reactividad con la reduccion de las movilidades, al
interaccionar dichos modificadores con los iones protonados.

3.6 Calculo de la energia de interaccion

Se calcularon las energias de interaccion ion-modificador (El) utilizando la ecuacion: El = Eagycto
- (Eion protonado + Emodificador) Y 1as afinidades protonicas de la sustraccion de las energias de los
iones protonados y las energias de los compuestos neutros, Eion protonado + Eneutro. También
calculamos la energia de interaccién utilizando las ecuaciones propuestas en el numeral 2.10 del

marco tedrico. Procedimos a proponer una explicacién para las relaciones entre las energias de
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interaccion, la afinidad protonica y otras propiedades de los iones y modificadores con la
reduccion de las movilidades de los iones cuando se introdujeron modificadores en el gas de

deriva de un instrumento IMS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CAPITULO 1: Anélisis de la interaccion de los farmacos Dextrometorfano y

Difenhidramina con 2-Butanol. [44]

El dextrometorfano (Dx) y la difenhidramina (Dy) son compuestos utilizados en la industria
farmacéutica en la preparacion de antihistaminicos y medicamentos para el resfriado. Debido a
los nuevos requisitos sobre la verificacion de limpieza en las lineas de produccién de
medicamentos, se requieren métodos para identificar rapidamente los picos de contaminantes en
los espectros de movilidad en IMS. Un método para estas verificaciones es la introduccion de
modificadores en el gas de deriva. Los modificadores interaccionan con los iones en el gas de
deriva y cambian selectivamente sus movilidades. Fernandez-Maestre et al. ha separado
diferentes analitos con picos superpuestos en el espectro de movilidad utilizando modificadores
como: etil lactato, nitrobenceno, trifluoro metil bencil alcohol, 2-cloro propanoato de metilo,

agua, amoniaco y metanol en el gas de deriva. [38-42]

Se us6 IMS con fuente de ionizacion por electrospray acoplado a un espectrémetro de
masas de cuadrupolo para estudiar los cambios de movilidad de los farmacos Dx y Dy con la
introduccion de 2-butanol como modificador en el gas de deriva. El poder de resolucion del
instrumento fue superior a 80 y con frecuencia superior a 100, como se puede ver en los picos
afilados de las figuras. Por otro lado, el poder de resolucion del espectrometro de masas
cuadrupolo fue bajo. Sin embargo, los experimentos no requerian un alto poder de resolucion de
masas porque los picos de interés de estos espectros estaban bien separados. La Figura 8 muestra
los cambios en las movilidades reducidas de Dx y Dy después de la introduccion de 2-butanol a
varias concentraciones en el gas de deriva del espectrometro de movilidad. ElI 2-butanol (B)

interaccion6 con Dx y Dy produciendo los aductos protonados DxBH* y DyBH" a través de
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enlaces de hidrogeno. De acuerdo con estos resultados, los siguientes equilibrios estaban
presentes en el tubo de deriva para Dx y Dy, BH" (2-butanol protonado) y BH;O" (aducto 2-

butanol-ion hidronio), donde D = Dx o Dy.

B+ DH' S BDH'

BH +B S BH"...

BniH + B S BH'
BH;0" + B 5 ByH;0"...

Bm1H3O" + B S ByH30"

Las movilidades reducidas fueron las esperadas de los pesos moleculares de Dx y Dy, mayores

para Dx con el mayor peso molecular.

Enlace intramolecular
minimizado por 1.28
impedimento estérico

El enlace intramolecular

dificulta la aduccion

1.27 de 2-butanol y reduce el
cambio de movilidad

OCH
‘ 126 Difenhidramina
Ol o ~— ®

H3C’N ;
23

—— Dextrometorfano
1.22

v H\&/

K,,cm?*V'sg
— —
1]
S

1.21
0.1 0.3 05 0.7 09 1.1 13
2-butanol, mmol m*

Figura 8. Las movilidades reducidas de Dx y Dy disminuyeron cuando se introdujo 2-butanol
como modificador en el gas de deriva. Las movilidades reducidas fueron las esperadas a partir de
los pesos moleculares de Dx y Dy, pero los cambios de movilidad fueron inesperados. [44]
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Figura 9. Espectros de masas de DxH" cuando se introdujo 2-butanol en el gas de deriva a
diferentes concentraciones. El pico de DxBH", a m/z 347.5, disminuye con la concentracion de
2-butanol porque es el primero de una serie de picos agrupados de DxBnH". Otros picos surgen
de la mezcla compleja. [44]

La Figura 9 muestra los espectros de masas de DxH" cuando se introdujo 2-butanol en el gas de
deriva a concentraciones de 0, 0.28, 0.69 y 2.8 mmol/m>. El pico de DxBH" a m/z 347.5
disminuyé con la concentracion de 2-butanol cuando se esperaba que aumentara. Este
comportamiento puede explicarse si consideramos que se estdn formando varios aductos,
DxB,H". El aducto con dos moléculas de 2-butanol, DxB,H+, tiene una masa de 421.6 uma y
estaria fuera del rango de exploracion de masa como otros aductos DxB,H+ con una masa mas
grande. Cuando se forman varios aductos, la intensidad del conjunto de picos de los aductos
tiene una forma gaussiana que se mueve hacia una masa alta con el aumento de la concentracion
del modificador que resulta en una disminucion de la concentracion del aducto con una molécula
unida. En el caso de DyH + (Figura 10), el pico del grupo a m/z 331.5, DyBH", aumenta con la
concentracion de 2-butanol (0, 0.69 y 1.4 mmol/m®), lo que indica que solo este grupo se forma
en estas condiciones experimentales. Estos resultados concuerdan con una mayor formacion de

DxB,H" que DyB,H", como lo sugiere el mayor cambio de movilidad en Dx.
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Figura 10. Espectros de masas de DyH" cuando se introdujo 2-butanol en el gas de deriva a
diferentes concentraciones. El pico de DyBH", a m/z 331.5, aumenta con la concentracion de 2-
butanol porque es el unico pico de aducto debido al impedimento estérico. [44]

Cambios de movilidad de Dx y Dy debido a la aduccion con 2-butanol

Encontramos que la movilidad reducida de estos iones disminuyd cuando se inyecto 2-butanol en
el gas de deriva (Figura 8). Se encontr6 que el K, de Dx cambiaba en -1.4% y el K, de Dy en -
0.4% cuando la concentracién de 2-butanol cambiaba de 0.14 a 1.4 mmol/m?® en el gas de deriva.
Lo que esperabamos de los pesos moleculares de estos compuestos, Dx 272.4 g/mol y Dy 256.4
g/mol, fue el resultado opuesto. Este comportamiento tampoco podria explicarse si consideramos
el posible obstaculo estérico para la aduccion de 2-butanol producido por los anillos en el &tomo
de nitroégeno en Dx vy la relativa inmovilidad del mismo en dicho anillo. El atomo de nitrégeno es
la ubicacion de aduccion principal para el 2-butanol porque es més basico que el oxigeno. En Dy,
el nitrégeno esta en una cadena alifatica que se mueve libremente, lejos de los anillos de
benceno. Este obstaculo deberia haber disminuido la aduccion de 2-butanol a Dx con respecto a
la de Dy. De acuerdo con esto, se deberia haber obtenido un cambio de movilidad mas pequefio

para Dx que para Dy.
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Tabla 2. Afinidades protonicas (PA) de Dx y Dy, y energias de interaccion (EI) de sus iones
protonados con 2-butanol (B) (software Gaussian) en dos niveles diferentes de teoria, B3LYP-
GD3/6-311++(d, p) y M06-2X/6-311++(d, p).

B3LYP-GD3/6-311++(d, p)

M06-2X/6-311++(d, p)

Especies  Energia, PA(ED), Energia, PA(EI),
hartree kcal/mol hartree kcal/mol
Dy -790.6526 - -790.2668 -
Dx -831.2004 - -830.7975 -
B -233.7582 - -233.6260 -
DyB(N) -1024.8284 (-11.1) -1024.3040 (-9.4)
DyB(0O) -1024.7959 (9.3) -1024.2710 (11.3)
DxB(N) -1065.3919 (-21.3) -1064.8500 (-19.9)
DxB(0) -1065.3356 (-32.2) -1064.7955 (-32.1)
Dy(N)H* -791.0525 250.9 -790.6631 248.7
Dx(N)H* -831.5997 250.6 -831.1924 247.8
Dx(O)H" -831.5261 204.4 -831.1184 201.4

(N) y (O): la aduccidn de B o la protonacion se produjo en el nitrégeno o el atomo de oxigeno,
respectivamente. La energia de interaccion de DyH" con 2-butanol se calcul separando el enlace
intramolecular (Figura 11, estructura V). Hartree = 627.509 kcal/mol [44]

La Tabla 2 muestra las afinidades protonicas de Dx y Dy, y las energias de interaccién entre 2-
butanol y los iones de estos compuestos, calculadas usando dos niveles diferentes de teoria,
B3LYP-GD3/6-311++(d, p) y M06-2X/6-311++(d, p) (Software Gaussian), para validar los
resultados. Solo se utilizaron los resultados M062X en la discusion porque los célculos que
usaban cualquiera de los dos funcionales, aunque ligeramente diferentes, seguian la misma

tendencia.

La energia de interaccion del 2-butanol (B) con Dy (-9.4 kcal/mol) fue menos favorable
que con Dx (-19.9 kcal/mol) cuando la aduccién ocurri6 en el atomo de nitrégeno. Ademas, la
energia de interaccion para la aduccion de B en el &tomo de oxigeno en DxH™ fue muy favorable
(-32.1 kcal/mol) pero desfavorable en DyH" (11.3 kcal/mol). Esto implica la presencia de dos
sitios favorables para la aduccion en la estructura DxH", los dos heteroatomos nitrogeno y

oxigeno, en contraste con DyH", con un solo sitio, el nitrogeno. Estos dos sitios duplican las
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probabilidades de colisiones de Dx contra 2-butanol y las posibilidades de aduccién. Estos
resultados explican el cambio de movilidad mas grande de DxH" sobre DyH" (figura 8) cuando

se introdujo 2-butanol en el gas de deriva.
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Figura 11. Transferencia del proton al nitrégeno con la optimizacion de la estructura DyH(O)".
Esta transferencia muestra al nitrégeno como el sitio mas favorable energéticamente para la
protonacion en Dy. Un enlace de hidrégeno N-H-O intramolecular (-13 kcal/mol) en Dy oculta la
carga positiva haciéndola menos disponible para la aduccién con 2-butanol, estabiliza la carga
positiva y reduce el cambio de movilidad esperado. (Software Gaussian). [44]

Aparte de los resultados de energia, encontramos evidencia que indica que el nitrogeno es el
atomo mas energéticamente adecuado para la protonacion en Dy ya que se produjo una
transferencia del protén al nitrégeno cuando se optimizd el Dy protonado en el &omo de
oxigeno, Dy(O)H" (Figura 11), lo que produjo una afinidad proténica menor en este sitio.

Cuando se protond el Dy, se formé un enlace de hidrégeno N-H-O intramolecular (-13 kcal/mol),
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que ocultd la carga positiva haciéndola menos disponible para la aduccion con 2-butanol y
estabilizo la carga positiva formando un anillo de cinco miembros. Esta estabilizacion se produjo
mediante la deslocalizacion de la carga positiva a lo largo de los &omos puenteados que
dificultan la aduccidon del oxigeno del Dy, reduciendo el cambio de movilidad esperado (Figura
8). Este enlace intramolecular causaria que la energia de interaccion de Dy(O)H" con 2-butanol
sea desfavorable, 11.3 kcal/mol, (Tabla 2) porque el enlace, -13 kcal/mol, debe romperse antes
de que tenga lugar la aduccién (la energia se calculd separando el enlace intramolecular). El
enlace intramolecular también explica por qué la aduccion de B en el nitrégeno es menos
favorable en DyH" que en DxH" que no tiene este enlace, y muy favorable en el dtomo de
oxigeno en DxH" pero desfavorable en DyH", como se explico anteriormente. Se ha sugerido la
formacion de enlaces intramoleculares para explicar resultados similares utilizando otros
modificadores. [7-9, 13] Esta transferencia de protones impidié el célculo de la afinidad
protonica de Dy(O)H". La Figura S1 muestra la energia total en el proceso de optimizacion
realizado en 46 pasos para encontrar la estructura de Dy con la energia més baja, la de los pasos

24-33 y 35-46, similar a la estructura en puente V en la Figura 11.
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4.2. CAPITULO 2: Analisis de la interaccion de los compuestos cafeina y glucosamina con 2-

Butanol. [45]

La cafeina y la glucosamina son compuestos utilizados en las industrias farmacéuticas y de
bebidas. Para estas industrias también es importante la verificacion de limpieza en las lineas de
produccion. Por tal motivo se hace indispensable encontrar métodos para separar los picos de
estos iones que se superponen en los espectros de movilidad. Un método para separar los picos
superpuestos es la introduccién de modificadores en el gas de deriva. Los modificadores

interaccionan con los iones en el tubo de deriva y cambian selectivamente sus movilidades.

Lapthorn et al. revisaron en 2013 la posibilidad de predecir estos cambios de movilidad en
respuesta a la introduccion de modificadores en el gas de deriva y consideraron que no hay
consenso sobre modificadores de selectividad util y bien caracterizados. [46] También
consideraron que el mecanismo completo de las interacciones no se ha aclarado lo suficiente
como para permitir el desarrollo de métodos de prediccion para separaciones de mezclas. En
2015, Rawat et al. desarrollaron los primeros modelos que predicen cambios en la movilidad y
los compararon con los céalculos experimentales. [47] Sin embargo, estos modelos no son
exhaustivos y requieren un mayor desarrollo porque no consideran las energias de interaccion
ion-modificador y las energias dependientes del sitio de union, entre otras desventajas. Estas

energias se han considerado como la fuerza impulsora de los cambios de movilidad. [48]

Espectros de movilidad y masas La Figura 12 muestra los espectros del disolvente sin
introducir 2-butanol en el tubo de deriva. Los espectros de masas del disolvente muestran los
principales picos de los iones reactivos, (H,O)nH", en m/z 37.0, 55.0, 73.1 'y 91.1. En el espectro

de movilidad, en el recuadro, los iones (H,O)nH" tienen un tiempo de deriva de 12.14 ms. Otros

50



iones reactivos a 14.45 ms pueden ser una mezcla de metanol, agua y otros iones en el gas de
deriva, incluido el amoniaco y el sodio, que se superponen con los iones de agua. Los picos de

movilidad se identificaron en el modo monitoreo de iones seleccionados (SIM-IMS).
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Figura 12. Especies de iones reactivos en los espectros de electrospray con solo nitrdgeno como
gas de deriva. En el espectro de masas los picos del ion reactivo son: (H,O),H" a m/z 37.0,
(H20)3H" a m/z 55.0, (H,0)4H" a m/z 73.1 y (H,0)sH" a m/z 91.1. En el espectro de movilidad
(recuadro), el pico de ion reactivo principal, (H,O)nH", apareci6 a 12.14 ms. W: H,0, M: otros
iones reactivos. [45]

La Figura 13 muestra los iones protonados de glucosamina, GH*, en m/z 180.2 y cafeina, CH",
en m/z 195.2 en el espectro de masas y en 22.75 y 23.12 ms en el espectro de movilidad,
respectivamente, en nitrégeno como gas de deriva. La Figura 14 muestra los espectros de una
mezcla de cafeina y glucosamina cuando se introdujeron 6.9 mmol/m?® de 2-butanol en el gas de
deriva. El espectro de masas en la Figura 14 muestra picos en m/z 180.2 (GH"), 195.2 (CH") y
254.3 (GBH"). El pico CBH" no se pudo distinguir del fondo en m/z 269 aunque se formé, como
se puede deducir de la reduccion en la movilidad de CH'. Debido a que la inyeccion del
modificador causé un ensanchamiento maximo y la resolucion del instrumento fue baja, estos

picos aparecieron superpuestos en el espectro de movilidad: GH" a 23.31 ms y CH" como un
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hombro a 23.53 ms. Esto representé un cambio de movilidad mayor para GH" (-2.4%) que para

CH" (-1.7%).
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Figura 13. (a) Espectros de masas y (b) espectros de movilidad de una solucion 50 uM de
cafeina y glucosamina en N, como gas de deriva. [45]
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Figura 14. (a) Espectros de masas y (b) espectros de movilidad de una soluciéon 50 uM de
cafeina y glucosamina cuando se agregaron 6.9 mmol/m? de 2-butanol en el gas de deriva de N».
Los picos de GH®™ y CH" cambiaron de 22.75 y 23.12 ms (Figura 13) a 23.31 y 23.53,
respectivamente, debido a la aduccion con 2-butanol formando los grupos de GBH" y CBH".

Solo se detectaron aductos de GBH * en los espectros de masas. [45]
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Equilibrio en el gas de deriva

Los aductos de agua en el espectro de masas en la Figura 12, (H,O)nH", tuvieron el mismo
tiempo de deriva, segun lo determinado al realizar monitoreo de iones seleccionados (SIM-IMS)
en sus picos de masa. Esto significa que se fusionaron en un solo pico en los espectros de

movilidad debido a los siguientes equilibrios en el tubo de deriva:
(HzO) nH+ + _]Hzo = (HZO) n+jH+

Existen equilibrios menos importantes para el metanol y otros iones reactivos similares a los del
agua. GH" y su aducto con B, GBH", también aparecieron como un pico Gnico en el espectro de
movilidad a 23.53 ms (Figura 14). Esto indica que GH" y GBH" también estaban en equilibrio en
el gas de deriva y que viajaban por el tubo de deriva intercambiandose ininterrumpidamente

entre si (Figura 15):
GBH" + nB < GBp:H”

Los picos de 2-butanol hidratado y protonado se fusionaron en un solo pico a 21.63 ms (Figura

14) de acuerdo con equilibrios similares:

B(HzO)nH+ + _]Hzo = B(HzO)n+J‘H+
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Figura 15. Equilibrios entre GH" y GBH" (izquierda) y estructuras de glucosamina y cafeina
(derecha). (ACD / ChemSketch). [45]

Tabla 3. Valores de movilidad reducida de glucosamina (GH") y cafeina (CH") a ~116 °C
corregidos con el Ko de TBA (1.21 cm®V''s™) y a dos concentraciones de 2-butanol en el gas de
deriva.

B,
Especies Ky RSD dt,ms SD n  mmol/m?
TBA 1.210 0.017 29.03 0.005 3 O
GH" 1.544 0.044 22.75 001 8 0
CH* 1519 0.043 2312 001 7 O
GH" 1.507 0.086 2331 002 5 6.9
CH* 1.493 0.127 2353 0.03 10 6.9

RSD: desviacion estandar relativa de Ko, dt: tiempo de deriva en milisegundos. SD: desviacién
estandar del tiempo de deriva, n: nimero de mediciones. Masas de iones en Da: TBA 242.5, GH"

180.2, CH* 195.2. [45]
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Tabla 4. Energias totales y afinidades protonicas (PA) de 2-butanol, glucosamina, cafeina y
energias de interaccion ion-modificador (El) de GBH" y CBH" calculadas en dos niveles tedricos
con Gaussian 09. GBH" fue mas estable que CBH", esto explica por qué GH" se enlaz6 mas con
2-butanol que CH".

B3LYP-GD3/6-311++(d, p) MO06-2X/6-311++(d, p)
Especies Energia, PA (IE), L, Energia, (IIDIS I,
Ha kJ/mol Debye Ha K /mél Debye
2-butanol -233.7488 -233.6203
Glucosamina -667.5266 3.9 -667.2610 4.0
Cafeina -680.5638 4.0 -680.2552 4.1
GH* -667.9003 981 14.4 -667.6328 976 14.5
CH" (N9) -680.9220 940 27.0 -680.6106 933 27.2
CH" (08) -680.9102 909 18.9 -680.5979 900 18.9
CH" (07) -680.9112 912 17.8 -680.5996 904 17.7
GBH" -901.6788 (-78.0) -901.2849  (-83.3)
CBH" -914.6994 (-75.3) -914.2621  (-81.7)

Ha: hartree, (N9): protonado en nitrégeno 9, (08), (O7): protonados en los oxigenos 7 u 8,
Figura 16. u: Momento dipolar. [45]

Calculos teoricos

Se completaron los calculos tedricos para explicar las diferencias en los cambios de movilidad de
GH' y CH". La cafeina, la glucosamina y el 2-butanol se sometieron a calculos de optimizacion
de geometria. Las geometrias y energias de interaccion se determinaron a partir de las estructuras
optimizadas de cafeina y glucosamina. Los calculos tedricos mostraron que la glucosamina atrajo
a los protones con mayor fuerza, 4.2%, que la cafeina (Tabla 4), como lo demuestran sus

afinidades protdnicas, 976 vs. 933 kJ/mol.

Como se esperaba, el nitrégeno secundario en la cafeina, el unico disponible para la
aduccion, mostré una afinidad protdnica méas fuerte que la de los oxigenos, 933 vs. ~900 kJ/mol.
En la cafeina, los pares de electrones libres en los dos nitrogenos N en el anillo de seis miembros
forman parte del sistema aromético y no estan disponibles para la protonacién. Los nitrégenos 9

y 10 en el anillo de cinco miembros (figura 16) estan hibridados en sp® El par de electrones
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libres en N9 esté disponible para la protonacién porque el orbital donde se encuentran apunta
hacia afuera del anillo y no es parte del sistema aromatico. Por el contrario, el par de electrones
libres en N10 no esta disponible para la protonacién porque es parte del sistema aromatico. Por
lo tanto, la resonancia de la cafeina puede afectar su protonacion. Bahrami et al. también
encontraron que el isomero de la cafeina protonada (CH") en el nitrgeno secundario (N9) era
aproximadamente 6 kcal/mol mas estable que los protonados en los oxigenos. [49] Ellos
encontraron que las afinidades protonicas absolutas de la cafeina de estos atomos de nitrogeno y
oxigeno eran ~218 y ~212 kcal/mol, respectivamente. Sin embargo, no se pudieron detectar los
dos picos de movilidad que ellos encontraron separados por ~1.8 ms (a ~8.7 ms), atribuidos a los
diferentes isdmeros de CH" protonados en el nitrogeno secundario y los oxigenos. Este resultado
explica porque el hecho de que ellos vieron el pico de CH" protonado en los oxigenos
desaparecer a concentraciones superiores a 70 ppm (0.36 uM) y la concentracion estudiada en
este trabajo fue muy superior, 50 uM, por lo que solo se observd el isomero protonado en N9.
Los valores para las afinidades proténicas de la cafeina eran ~7 kcal/mol mas bajos que los
nuestros, posiblemente porque las geometrias iniciales eran ligeramente diferentes. La
distribucion de carga, que se caracteriza por el momento dipolar y la polarizacién del analito,
también se puede usar para explicar el sitio propicio para la protonacién porque el proton se
unird a los sitios en los modificadores que tienen la mayor densidad de electrones libres. En la
cafeina (Tabla 4), el momento dipolar es mayor en N9 (27.0 Debyes) que en O8 (18.9 Debyes) u

O7 (17.8 Debyes), corroborando que este lugar es el mas adecuado para la protonacion.
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Figura 16. Electrones disponibles para protonacion en cafeina. [45]

Ademas, la energia de interaccion ion-modificador en GBH" (83.3 kJ/mol) fue méas favorable
que en CBH" (81.7 kJ/mol), lo que sugiere una mayor aduccién de 2-butanol con GH* que con
CH". Estas energias de interaccion relativas no se esperaban de los valores de afinidad protdnica,
maés altos para la glucosamina que para la cafeina (Tabla 4), pero pueden explicarse por la
estabilizacion de la carga positiva por resonancia (Figura 17) y un mayor impedimento estérico

en la carga en CH" como se muestra en la siguiente seccion.

P o 0 o T
H3C\N N H3C\N N, HsC\N N\
/l\ | > )\ L )\ | >
e 0Z >N TN o ™
Y | H
CH

N
\H |
3 CH3 CH3

Figura 17. Estructuras de resonancia de la cafeina protonada (ACD/ChemSketch). [45]

Origen de los cambios selectivos de movilidad de glucosamina y cafeina después de la

aduccion con 2-butanol

Tres resultados muestran que CH™ interaccioné menos que GH" con 2-butanol:
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« El cambio de movilidad fue mayor para GH" (-2.4%) que para CH" (-1.7%).
« La energia de interaccion de GBH" (83.3 kJ/mol) fue mayor que la de CBH" (81.7 kJ/mol).

« El espectro de masas en la Figura 14 no muestra el pico CBH", mientras que un pico GBH" se

puede distinguir en m/z 254.3

Estos resultados son explicables por la estabilizacion de la carga positiva por resonancia (Figura
17), lo que se reflejo en la energia de interaccion, que favorecié la formacion de GBH" (83.3
kJ/mol) sobre la de CBH" (81.7 kJ/mol). Ademas, existe un mayor impedimento estérico en la
carga en CH", ubicado en un anillo, que en GH”, que esta ubicado en una amina primaria que
gira libremente. Este impedimento estérico en CH" dificulté la aduccion de 2-butanol y permitio
una mayor formacion de GBH" que de CBH". En 2014, se informaron los cambios de movilidad
de estos iones utilizando etil lactato como modificador. [50] En consonancia con los resultados
actuales, en esa ocasion se obtuvieron mayores cambios de movilidad para GH" (-3.0%) que para
CH" (-0.8%), extrapolados a 6.9 mmol/m? de etil lactato en el gas de deriva para comparar con
los datos a la misma concentracion de 2-butanol. EI pequefio cambio de movilidad obtenido para
CH" con etil lactato (-0.8%) en comparacion con el obtenido con 2-butanol (-1.7%) puede
deberse a los grandes efectos estéricos producidos por el mayor tamafio del etil lactato en

comparacién con el 2-butanol.

. Estos resultados muestran que el etil lactato es un modificador mas eficaz para el GH*
que el 2-butanol debido a una fuerte aduccion de los iones al grupo carbonilo en los lactatos vy al
mayor tamafio del etil lactato comparado con el del 2-butanol. Los modificadores de mayor
tamafio producen grandes cambios de movilidad cuando se introducen en el gas de deriva. Los

resultados presentes también coinciden con un trabajo previo en el que los cambios de movilidad
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de los iones reactivos se compararon cuando se introdujeron 2-butanol y etil lactato como
modificador. [50] En ese estudio, los iones reactivos no desaparecieron de los espectros hasta
que se introdujeron altas concentraciones de 2-butanol, por encima de 80 mmol/m?, en el gas de
deriva, mientras que el etil lactato solo requirié 0.33 mmol/m? para eliminar los iones reactivos.
Este comportamiento se explic6 debido a que la afinidad proténica del 2-butanol es mucho
menor que la del etil lactato. Las razones adicionales fueron que el etil lactato fue capaz de
enlazar més eficazmente a los iones reactivos debido a sus tres sitios de interaccion en los tres
atomos de oxigeno, en comparacion con solo uno en 2-butanol, y el grupo carbonilo en el etil
lactato que se enlazo mas fuertemente al ion reactivo que el grupo alcohol en 2-butanol porque el

carbonilo es méas nucledfilo que el grupo hidroxilo.
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CAPITULO 3: Analisis de la interaccion de los compuestos etanolamina y valinol con 2-cloro

propanoato de metilo. [51]

Se estudiaron los cambios de movilidad producidos en etanolamina y valinol mediante la
introduccion de 2-cloro propanoato de metilo (M) como modificador en el gas de deriva, para
establecer los efectos de las estabilidades del aducto y el nimero de sitios de interaccion del
modificador en estos cambios, y contribuir a desarrollar modelos predictivos en la eleccion del
modificador y en las separaciones de picos superpuestos en IMS. La etanolamina y el valinol se
seleccionaron como analitos modelo porque son aminoalcoholes de los que se espera una sefial
fuerte. Los modificadores B, N y M permitieron la comparacion entre especies con uno, dos y
tres sitios de interaccion para la aduccion con los iones. M se ha utilizado antes como
modificador para evaluar sus efectos sobre la movilidad de los estandares y analitos en IMS, pero
no se investigd el origen de estos efectos. Los estudios tedricos computacionales se han utilizado
para calcular las energias de interaccion en la espectrometria de movilidad diferencial, pero se
han utilizado muy poco para este propésito en ESI-IMS-MS en modo positivo. Algo similar se

puede decir sobre el papel del nimero de sitios de interaccion en los cambios de movilidad.
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Figura 18. Espectros de la solucién blanco: (a) espectros de masas y movilidad sin la
introduccién de M, (b) cuando se introdujo M en 19 mmol/m?y (c) en 58 mmol/m? picos de ion
reactivo del agua(H,0),H". Los m,H" son otros iones reactivos o contaminantes. [51]

La Figura 18 muestra los espectros de la solucién blanco con picos de ion reactivo en m/z 19.0,
37.0, 55.0, 73.0 y 91.1 en el espectro de masas y 14.70 ms en el espectro de movilidad (a) El
pico a 19.57 ms en (b) y (c) se origina en el pico de masa desconocido a m/z 147.6 en la Figura
S2. La movilidad de este pico no cambid con el aumento en la concentracion de M de (b) a (c)
porque esta concentracion se encontraba en la "region de saturacion”, donde las movilidades de
iones ya no aumentan con la concentracion de M. [52] Las sefiales alrededor de 25 ms provienen
de los picos de masa en m/z 262. Por razones desconocidas, el pico de MH" no se pudo ver en
m/z 123 cuando M se introdujo en el gas de deriva (Figura S3). La ausencia de M no debe ser
debido a su afinidad protonica (202 kcal/mol en el oxigeno del carbonilo, ver Tabla 6) que es

grande en comparacion con otros modificadores cuyos iones protonados se han visto en las
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mismas condiciones experimentales: 2-butanol (198 kcal/mol), feniletanol (208 kcal/mol) y

trifluoro metil bencil alcohol (189 kcal/mol).

La Figura 19 muestra los picos de valinol, VH", en el espectro de masas en m/z 104.2 y
20.93 ms en el espectro de movilidad cuando M estaba ausente en el gas de deriva (a). Con la
introduccién de solo 0.11 mmol/m? de M (b), el pico del aducto de M-valinol protonado apareci6
en m/z 226.8 en el espectro de masas (b) y el tiempo de deriva del valinol aument6 a 24.71 ms
(c), un cambio de movilidad del 18%, debido al aumento de las interacciones con las moléculas

de M.
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Figura 19. Espectros de masas de una solucion 100 uM de valinol (V) sin la introduccién de M
(a), cuando se introdujo M a 0.11 mmol/m*® (b) y espectro de movilidad de V a una
concentracion M de 0.11 mmol/m? (c). La flecha muestra un pico en m/z 350 que puede ser el
aducto de valinol con dos moléculas de M, MyVH'. VH™: ion valinol protonado. MVH™: pico del
aducto de M-valinol protonado. [51]

La Figura 20 muestra los picos de etanolamina en el espectro de masas a m/z 62.1 y 14.03 ms en
el espectro de movilidad, con la introduccién de 0.11 mmol/m?® de M en el gas de deriva (b), el

pico del aducto de M-etanolamina protonado aparecié en m/z 184.7 y su tiempo de deriva
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aumentd a 23.52 ms (b) debido al aumento de las interacciones con M. Debido a su pequefio
tamafio, la etanolamina sufrié un aumento mayor en el tiempo de deriva en comparacion con el
valinol cuando se introdujeron M, B y N en el gas de deriva (Tabla 5). Esta relacion de tamafio
de iones con cambios de movilidad ha sido reportada anteriormente. [53] La Figura 21 muestra el
HOMO (orbital molecular més alto ocupado) de M y sus dos sitios de interaccion fuertes, y el
mapa del potencial de superficie electrostatica de M con las regiones nucleofilicas producidas
por los atomos de oxigeno y cloro. La Figura S4 muestra los mapas de potencial electrostatico de
la superficie de M, N y B, las especies protonadas de valinol y etanolamina y sus aductos con M,
N y B. Los mapas de M, N y B muestran las regiones nucleofilicas producidas por el oxigeno.
Los atomos y los grupos muestran como estas regiones desaparecieron después de que la carga
fue deslocalizada por la aduccion de los iones del analito.
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14.03
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Intensidad

A/ ‘ ) \
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Figura 20. Espectro de masas de una solucion de etanolamina 100 uM sin la introduccion de M
() y cuando se introdujo M a 0.11 mmol/m? (b). [51]
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Tabla 5. Cambios de movilidad, %AKy, para valinol y etanolamina cuando se introdujeron M, B
y N en el gas de deriva a 150°C y condiciones instrumentales similares. %AKg se define como la
diferencia porcentual entre Ko en el gas de deriva de nitrogeno y Ky cuando se introduce un
modificador a una concentracion dada. Las concentraciones del modificador en el gas de deriva,
en mmol/m?3, fueron 0.93 (M), 0.95 (N) y 6.8 (B).

%AKg
lon PM M N B
Valinol 103.2 -18 -21 -9.8
Etanolamina 61.1 -68 -61 -19
%AKq Total -86 -82 -29

Peso Molecular, Da 1226 1231 741

Afinidad protonica,

keal/mol 202 199 198

PM: peso molecular, Da, B: 2-butanol, M: 2-Cloro propanoato de metilo, N: Nitrobenceno. [51]

Figura 21. (a) HOMO (orbital molecular més alto ocupado) de M que muestra los dos sitios de
interaccion fuertes correspondientes a los atomos de oxigeno (negro), siendo el carbonilo méas
nucledfilo que el éter y (b) el mapa de potencial de superficie electrostatica de M que muestra las
regiones nucleofilicas (sombra oscura) producidas por los &omos de oxigeno y cloro. La
presencia de tres regiones nucleofilicas aumento las posibilidades de interaccion con los iones en
el tubo de deriva. [51]
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Tabla 6. Afinidades protonicas y energias de interaccion de especies seleccionadas calculadas
utilizando el funcional hibrido X3LYP/6-311++(d, p) con Gaussian 09. AE es la diferencia de
energia entre (modificador),H" y (modificador),sH". La afinidad protonica promedio para los
dos oxigenos es mayor para N (199 kcal/mol) que para M (192 kcal/mol).

Afinidad Afinidad
protoénica, protoénica,
Especies kcal/mol kcal/mol
X3LYP/6- MO06-2X/6-
311++(d, p) 311++(d, p)
BH" 198.2 194.2
MH" 201.8* 194.4*
MH* 181.9° 176.3°
MH* 158.7° 155.3°
NH* 199.0 190.0
EH" 222.1 212.1
VH* 238.7 230.6
Aductos AE, kcal/mol AE, kcal/mol
BEH" -22.2 -28.1
MEH" -18.8 -23.8
NEH" -24.9 -29.9
BVH" -17.3 -22.3
MVH" -11.2 -17.2
NVH* -20.9 -25.5

YProtonacién sobre el oxigeno carbonilo, ? protonacién sobre el oxigeno del éter, ® protonacién en
el atomo de cloro, B: 2-butanol, E: etanolamina, M: 2-cloro propanoato de metilo, N:
nitrobenceno, V: valinol. EI oxigeno del carbonilo, en ésteres como M, es més nucledfilo que el
oxigeno del éter. [51]

Aunque la concentracion de B fue mucho mayor que la de M y N, los cambios de movilidad
producidos cuando se introdujo B en el gas de deriva fueron los mas pequefios porque los

aductos con B tienen el tamafio mas pequefio entre los producidos por los modificadores

utilizados y las interacciones electrostaticas a través de carbonilo son mas fuertes que aquellos a
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través de grupos hidroxilo. [54] Sin embargo, los cambios de movilidad no siempre siguen la
tendencia del tamafio de los aductos, ya que estan afectados por otros factores, como la energia
de interaccion del ion con el modificador, el impedimento estérico, las afinidades protonicas, los
enlaces intramoleculares, [47, 53, 55,56] y, como informamos aqui, el nimero de sitios de

interaccién en los modificadores, entre otros.

Los cambios de movilidad de los iones cuando se introdujeron M y N en el gas de deriva
pueden explicarse en funcion del namero de sitios de interaccion efectivos de los modificadores
y las energias de interaccién ion-modificador. Tanto M como N tienen dos sitios de interaccién
fuertes correspondientes a los atomos de oxigeno, estos sitios se muestran para M en la
contribucion al HOMO (orbital molecular mas alto ocupado) y el mapa de potencial
electrostatico que muestra dos regiones nucleofilicas (Figura 21). Esto significa que M y N
deben tener posibilidades similares de interaccion y capacidad de aduccidn, sin embargo M tiene
un sitio de interaccion mas débil en el atomo de cloro, con una energia de -158.7 kcal/mol para la

protonacion, lo que aumentaria el area de interaccion efectiva en M.

El valinol y la etanolamina fueron analizados introduciendo M, B y N en el gas de deriva
en las mismas condiciones instrumentales y los cambios de movilidad obtenidos se presentan en
la Tabla 5. B se excluira de la siguiente discusion porque sus cambios de movilidad se explicaron
anteriormente. Tanto para los iones etanolamina como para el valinol, el orden energético de
interaccion de los aductos fue NXH">MXH", donde X es etanolamina o valinol, este orden de
energia siguio al orden de la afinidad protonica, N>M, usando la afinidad prot6nica promedio
para M (Tabla 6), porque la energia de interaccion y la afinidad protdnica estan relacionadas.

[56] De acuerdo con esto, y debido a que el tamafio de los aductos es similar (MEH" ~ NEH",
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MVH® =~ NVH"), el orden de los cambios de movilidad debe seguir el orden de energia

mencionado.

Para la etanolamina, los cambios de movilidad, MEH">NEH", no siguieron el orden
energético de interaccion, NEH"™>MEH". Tanto M como N tienen dos sitios de interaccion
fuertes y, por lo tanto, esto no puede explicar el orden de cambio de movilidad inverso, que
puede explicarse de la siguiente manera. La diferencia de energia de interaccion entre NEH™ y
MEH" fue baja, 6.1 kcal/mol, tal vez no lo suficiente como para anular el tercer sitio de
interaccion en M, lo que favorece un mayor cambio de movilidad, aunque de solo un 10%, para
MEH" sobre NEH". Esto concuerda con el hecho de que M y el etil lactato, con tres sitios de
interaccion en sus moléculas, han producido los mayores cambios de movilidad de todos los
modificadores [50] y demuestran que la energia de interaccion es muy importante en estos
experimentos, como se mostré anteriormente. [56] La energia de interaccion es importante

porque el nimero creciente de sitios de interaccion produce un aumento de la misma.

Para el valinol, la movilidad cambia, NVH">MVH®, siguiendo el orden de interaccion de
la energia. En este caso, el tercer sitio de interaccion adicional en M no fue suficiente para anular
la diferencia de energia de interaccion de 9.7 kcal/mol entre NVH" y MVH", més grande que la

de NEH" y MEH", 6.1 kcal/mol.
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CAPITULO 4: Andlisis de las drogas atenolol, penicilamina y los aminoacidos metionina,

fenilalanina, serina, treonina, tirosina, triptofano con trifluoro metil bencil alcohol. [57]

La introduccion de modificadores del gas de deriva en IMS se ha utilizado para eliminar
selectivamente interferencias y separar iones superpuestos. Sin embargo, el origen de los
cambios selectivos de movilidad i6nica no se ha explicado completamente y la separacion de
iones con valores similares de movilidad reducida (Ko) aun no se puede predecir. En este
capitulo se estudiaron los efectos del tamafio de los iones, las energias de interaccion ion-
modificador, el impedimento estérico y los enlaces de hidrogeno intramoleculares en los cambios
de movilidad de los iones. También se explicaron la incidencia de los efectos inductivos y la
afinidad protonica en la capacidad de aduccion de trifluoro metil bencil alcohol (F) para
contribuir a la busqueda de predecir la separacion de iones superpuestos mediante la

introduccién de modificadores en el gas de deriva.

La Figura 22 a 'y b muestra los espectros del solvente sin introducir F en el gas de deriva.
En la Figura 22, los picos de ion reactivo principales fueron (H,0),H", (HO)3H", (H20)H" y
(H.O)sH" en m/z 37, 55, 73, 91 y 109, respectivamente. El pico de movilidad del ion reactivo,
(H,0)nH", a 16.66 ms corresponde a una movilidad reducida de 2.10 cm?*s™ (Figura 22b). El
instrumento se considera libre de contaminacién porque no aparecen picos significativos por
encima de 109 m/z. El control de la contaminacion es importante para evitar la aduccion de
contaminantes con los iones porque esto cambia sus movilidades. [58] Todas las especies
observadas en el espectro de masas se unieron en un solo pico de movilidad debido a los
equilibrios (H,O)nH" < (H,0) n-mH" + mH,0. Debido al rapido equilibrio en el tubo de deriva
entre los aductos de agua, el pico de movilidad tuvo un promedio ponderado de las movilidades

de todos los iones de agua. Los aductos de agua desaparecieron del espectro de movilidad y del
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espectro de masas al enlazarse con F o mediante la extraccion de carga a este alcohol cuando se
introdujo F en el gas de deriva a 2.3 mmol/m?®. El ion protonado de F, FH*, y su aducto con agua,
FHsO", aparecieron a m/z 177.1 y 194.1 en los espectros de masas, y a 20.58 y 22.23 ms,

respectivamente, en los espectros de movilidad.

a , t
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, y W \.' W W LA M
C l]:1/-11 F, 2.3 mmol m* F,H;O"
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5 194.1 FuH
z , N 20.58
(H,0),H ; |
55.0 A A d WL/ VY
50 100 150 200 13 17 91 ’5
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Figura 22. Espectros de masa (izquierda) y movilidad (derecha) de la solucién de ESI en gas de
deriva N, (arriba) o agregando 2.3 mmol/m? de F (abajo) a 150 °C; (a) los picos de aductos con
2-6 moléculas de agua aparecieron en m/z 37, 55, 73, 91 y 109; (b) los picos de aductos de agua
se unieron en un solo pico de movilidad; (c) los aductos de agua desaparecieron por aduccion
con F o por desprotonacion por este alcohol; (d) FH" y FH3O" aparecieron a 20.58 y 22.23 ms,
respectivamente. [57]

La Figura 23a muestra los espectros de masas de una mezcla de 100 uM de penicilamina, serina,
treonina, fenilalanina, tirosina y triptéfano junto a sus iones protonados a m/z 106.1, 120.1,
150.2, 166.2, 181.2 y 205.2, respectivamente, usando nitrogeno en el gas de deriva y sus aductos
con F (excluyendo penicilamina) a m/z 282.2, 296.2, 342.3, 358.3 y 381.3, respectivamente.

Cuando se introdujeron 1.1 mmol/m? de F en el gas de deriva (Figura 23b) el aducto F-PenH" no
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se observo a m/z 326.3 a ninguna concentracion de F. El espectro de movilidad en la Figura 23c
muestra los iones protonados de serina, treonina, fenilalanina, tirosina y triptéfano en 21.56,
21.87, 24.67, 25.55, y 26.07 ms, respectivamente, a la misma concentracion de F en el gas de
deriva. Este orden de tiempos de deriva concuerda con el peso molecular creciente de la serina al

triptéfano. La penicilamina protonada no se pudo detectar utilizando monitoreo de iones

seleccionados (SIM-IMS).
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Figura 23. Espectros de masa (a-b) y movilidad (c) de una mezcla 100 uM de aminoécidos y
penicilamina en gas de deriva (a) de solo nitrégeno y cuando se introdujeron 1.1 mmol/m? de F
(b, ¢). Los aminoacidos protonados se unieron en un solo pico de movilidad con sus respectivos
aductos de aminodacidos protonados en F debido al equilibrio de estos iones en el tubo de deriva.
* FH', ** FH30" [57]
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Los equilibrios en la region de deriva produjeron un solo pico para un ion y su aducto con

el modificador

La Figura 24 muestra los espectros de movilidad y masas de metionina en nitrdgeno como gas de
deriva. Cuando se introdujo F, la metionina protonada, MetH", aparecié a m/z 150.2 (a) y a 21.17
ms (1.65 cm?V’s™) (b) en nitrégeno el aducto de metionina, F-MetH*, aparecié a m/z 326.3
cuando se inyectaron 1.1 a 1.7 mmol/m® de F en el gas de deriva. F-MetH* y MetH" se unieron
en un solo pico a 21.63 ms (1.62 cm®v's™?) (d) y 22.15 ms (1.58 cm®V''s™) (f) cuando se
inyectaron 1.1 y 1.7 mmol/m?® de F, respectivamente. El tiempo de deriva de MetH" cambi6 de
21.17 ms a 22.15 ms cuando la concentracién de F aumenté de 0 (b) a 1.7 mmol/m? (f) debido al
aumento de colisiones del aducto en el gas de deriva con respecto a MetH*. F-MetH" y MetH" se

unieron en un solo pico debido a los equilibrios de estos iones:

MetH' + F <> F-MetH"
Los aductos con tres moléculas de modificador se han encontrado antes. [59] Esta aduccion se
produjo debido a la formacién de enlaces de hidrogeno entre el atomo de oxigeno rico en
electrones en F y los hidrogenos cargados positivamente del grupo amino en la metionina. La
aduccién estabilizo la carga positiva en la metionina al compartirla con el &tomo de oxigeno en
F. La Figura S5 muestra el mapa de potencial electrostatico para F-MetH", que demuestra que las
regiones nucleofilicas en F desaparecieron después de la aduccion y las regiones electrofilicas
permanecieron en el aducto F-MetH" para aduccion adicional. Los espectros de masas muestran
que las intensidades maximas de FH*, FH30" y F-MetH" aumentaron con respecto a la de MetH”
debido al aumento de la concentracién de F en el gas de deriva de 1.1 a 1.7 mmol/m®. La
intensidad de la especie en el espectro de masas indica su concentracion relativa en el tubo de

deriva, asumiendo que los aductos no se forman o se descomponen en la interfaz
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atmosférica/vacio. A ambas concentraciones de F, la intensidad maxima fue F-MetH"<MetH", lo
que indica que F no se enlazd eficazmente a la metionina, posiblemente debido a efectos
estéricos después de la primera aduccion debido al tamafio relativamente grande de F o por la
formacién de un puente intramolecular entre el dtomo de S y los hidrégenos cargados
positivamente en el grupo amino con una energia calculada de 10.4 kcal/mol. En experimentos
anteriores, el aducto ha excedido la intensidad de los iones protonados cuando se usaron
modificadores de menor tamafio, como el 2-butanol [52] y el etil lactato [60] o tamafios
similares como cuando se usé feniletanol [37] a una concentracion similar en el gas de deriva
(2.3 mmol/m?®) a la utilizada en el presente estudio. Para explicar por qué las intensidades iénicas
fueron F-MetH*<MetH" no se puede argumentar que la concentracion de F en el gas de deriva no
fue lo suficientemente alta como para formar aductos con todos los iones de metionina, ya que a
concentraciones mas bajas, otros modificadores han producido una aduccion abundante [61] v,
para la serina, F-SerH"> SerH" indica que F se enlaz6 efectivamente a este aminoacido. De
hecho, F ha producido los cambios de movilidad méas pequefios promedio de todos los
modificadores probados antes, incluso si eran de tamafio méas pequefio (Tabla S1): -4.2 vs. -12
para el 2-cloro propanoato de metilo (17 compuestos), -6.0 vs. -20 para feniletanol (2
compuestos), -3.1 vs. -13 para etil lactato (10 compuestos), -3.1 vs. -12 para nitrobenceno (10
compuestos), y -3.1 vs. -5.4 para 2-butanol (10 compuestos). Estos promedios se calcularon para
los iones que se analizaron con ambos modificadores comparados, por ejemplo, solo la
metionina y la fenilalanina se analizaron con F y feniletanol. Debido a su tamafio relativamente
grande, se esperaba que F produjera grandes cambios de movilidad en los iones de prueba. El
pequefio efecto de F sobre la movilidad de los iones en comparacion con otros modificadores se

debié a los efectos inductivos ejercidos por los tres atomos de flior adyacentes al grupo
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hidroxilo que disminuyeron la densidad electronica en el oxigeno menos electronegativo,
disminuyendo su afinidad protonica e impidiendo la aduccion de F a los iones. Las afinidades

protdnicas para estos modificadores se calcularon como 208 (feniletanol), 195 (2-butanol) y 185

(F), Kcal/mol.
|
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Figura 24. Espectros de masa (izquierda) y movilidad (derecha) de una solucion de metionina
500 uM cuando se introdujo F en el gas de deriva a diferentes concentraciones. El tamafio de los
picos de masas de FH', FH;0" y F-MetH" aumentd con respecto al de MetH" cuando la
concentracion de F aumentd, lo que indica la relacion entre estos iones. F-MetH" y MetH" se
unieron en un solo pico debido a los equilibrios de estos iones. * FH", ** FH;0" [57]

Cambios de movilidad después de la formacion de aductos entre iones y modificadores

La Figura 25 muestra los cambios en los tiempos de deriva de los iones estudiados cuando se
introdujo F en el gas de deriva a diferentes concentraciones. Los valores de los cambios de
movilidad relativa, % AKo, cuando la concentracién de F aument6 de 0.0 a 2.3 mmol/m?a 150 °
C, se muestran en la Tabla 7. Como se esperaba, el mayor cambio de movilidad se observo en los
compuestos mas pequefios, etanolamina (AKg - 13.0%) y serina (AKq -10.6%), y el cambio mas
pequefio en el compuesto de mayor tamafo, atenolol (AKg -0.1%). Por lo tanto, los valores de
%AKq fueron proporcionales a la masa del analito con un coeficiente de regresién de 0.60
(Figura S6). La proporcionalidad entre el cambio de movilidad y la masa del ion se explica
porque la movilidad de los iones pequefios se ve mas afectada por la aduccion del modificador

que la de los iones de mayor tamafio. Se obtuvieron resultados similares cuando se introdujo 2-
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butanol como modificador: dando como resultado una regresion de 0.74 del %AK, para la
correlacion de masa-movilidad de la serie de compuestos valinol, serina, treonina, metionina,
fenilalanina, tirosina y triptéfano. [52] La correlacion masa-movilidad (Figura S7) tambiéen

concuerda con los reportes de la literatura. [62]

Tabla 7. Energias de interaccion entre iones y modificadores (AE) y disminucion porcentual en
los valores de Ko (%AKg) para iones seleccionados cuando se introdujo F en el gas deriva a
concentraciones de 0 a 2.3 mmol/m?. Otros %AK, no mostrados fueron: -13% (etanolamina), -
3.1% (tribencilamina) y -6.2 (tributilamina). ElI %AK, se calcul6 como el porcentaje de la
diferencia entre las movilidades de los iones en el gas de deriva (gas nitrogeno) y el gas de deriva
dopado con el modificador F.

F, mmol/m’ Ser Thr Phe Tyr V Met Try L DTBP A

0 1.782 1.738 1.513 1452 1.816 1.651 1.393 1940 1.418 1.276
0.3 1.702 1.678 1.469 1.418 1.780 1.614 1373 1926 1.414 1.274
1.1 1.649 1.639 1437 1.398 1.760 1.601 1.363 1925 1.410 1.274
1.7 1.613 1.607 1422 1.381 1.747 1.587 1350 1.924 1418 1.275
23 1.589 1.589 1399 1.347 1.721 1.574 1334 1916 1400 1.273
%AK, -106 86 -73 -70 -51 47 -40 -12 -13 -0.1
AE

Keal/mol -183 -16.2 -174 -169 -158 -18.1 -169 - - -

PM, g/mol 105.1 119.1 165.2 181.2 103.2 149.2 2042 107.1 191.3 266.3
valinol (V), 2,4-lutidina (L), atenolol (A), penicilamina (P), metionina (MET), fenilalanina
(PHE), serina (SER), treonina (THR), tirosina (TYR), triptofano (TRY), trifluoro metil bencil
alcohol (F). AE Kcal/mol: energia de interaccion ion-modificador, PM: peso molecular. Los PM
de etanolamina, tribencilamina y tributilamina son 61.1, 287.4 y 185.3 g/mol, respectivamente.
Las diferencias en %AK, fueron significativas (excepto para la 2,4-lutidina y DTBP) calculadas
a partir de la desviacion estandar maxima aceptada de las mediciones del tiempo de deriva, 0.05
ms). [57]
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Figura 25. Efecto de la concentracion de F en la movilidad de los iones. Los tiempos de deriva
de los iones aumentaron debido a la formacion del aducto de ion-F a medida que la
concentracion de F aumentaba en el gas de deriva a 150 ° C. 2,4-lutidina (- m -), valinol V (- @ -
), serina Ser (--A--), treonina Thr (- o -), metionina Met (-x-), penicilamina Pen (A), fenilalanina
Phe (- * -), DTBP (- o -), tirosina Tyr (- < -), triptéfano Try (-A-), atenolol A (- e -). [57]

Origen de los cambios de movilidad

Los cambios de movilidad producidos por la introduccion de modificadores en el gas de deriva
se explicaron por la formacion de aductos de iones con modificadores. Los efectos diferenciales
mostrados por diferentes iones o producidos por diferentes modificadores pueden explicarse con
la combinacion de afinidades protonicas de los modificadores, efectos estéricos e inductivos,
fortaleza del enlace de hidrdgeno intramolecular y el tamafio de la especie. Los primeros dos se
toman en cuenta al calcular las energias de interaccion de iones y modificadores, esta es la razén
por la cual los cambios de movilidad tras la introduccién de modificadores se explicaron solo por
las energias de interaccion ion-modificador (Tabla 9) y el tamafio de la especie. Los tamafios del
modificador y de los iones son importantes porque cuanto mas grande es el modificador (y méas

pequefio es el ion), mayor es el cambio de movilidad porque la aduccién de modificadores de
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mayor tamafio a iones pequefios produce un gran aumento en las secciones de colision
transversal de los iones. La energia de interaccion es importante porque cuanto méas grande es,
maés grande es el tiempo que el ion pasa como un aducto de mayor tamafio y esto aumentara las

colisiones contra el gas de deriva y, por lo tanto, el tiempo de deriva del ion.

Los cambios de movilidad mostraron una tendencia decreciente con el aumento del peso
molecular de etanolamina a tribencilamina, excluyendo 2,4-lutidina, DTBP, iones
tetraalquilamonio y atenolol debido al impedimento estérico y puentes intramoleculares. El
valinol se retird de esta tendencia porque tiene la energia de interaccion mas baja con Fy, por lo
tanto, el tiempo de vida promedio del aducto F-VH" fue corto, con un nimero bajo de colisiones
contra el gas de deriva y un tiempo de deriva mas corto que el de los iones de peso molecular,
similar a como se explico anteriormente en esta seccion. La metionina también se alejo de la
tendencia, posiblemente debido a la formacion de un puente intramolecular entre el &tomo de Sy
los hidrogenos del grupo amino. La etanolamina (PM = 61.1 g/mol) mostro el mayor cambio de
movilidad total (-13%) porque su peso molecular es el mas pequefio entre los compuestos de
prueba (Tabla 8) y la tribencilamina mostré el menor cambio de movilidad (-3.1%) debido a su
gran tamafio relativo. Los cambios de movilidad producidos cuando se usaron F, 2-cloro
propanoato de metilo, feniletanol, etil lactato, nitrobenceno y 2-butanol como modificadores con
estos iones y el promedio de F y 2-cloro propanoato de metilo (Tabla 8) produjeron una
tendencia similar al comportamiento de la metionina (Tabla 7). La Tabla 9 muestra las energias

de interaccion de los aductos formados entre F y los iones investigados.
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Tabla 8. Valores de %AKo promedio de varios iones al formar aductos con F, 2-cloro
propanoato de metilo, etil lactato, nitrobenceno y 2-butanol como modificadores. [57]

Especies PM, g/mol  %AK,

Etanolamina 61.1 -22.0
Serina 105.1 -19.8
Treonina 119.1 -15.8
Fenilalanina 165.2 -14.1
Tirosina 181.2 -11.5
Valinol 103.2 -11.5
Tributilamina 185.3 -10.6
Metionina 149.2 -9.3

Triptofano 204.2 -7.0

Tribencilamina 287.4 -4.6

Tabla 9. Energias de interaccion de los aductos formados entre F y los iones investigados.

AE AE
Kcal/mol Kcal/mol

Aductos Energia Iones  Energia (X3LYP/6- (M06-2X/6-

311++(d, p)) 311++(d, p))
F-SerH™ -1083.0780 Ser  -399.2804 -18.3 -24.1
F-VH' -1012.4380 A% -328.6445 -15.8 -21.5
F-ThrH™  -1122.3999 Thr  -438.6057 -16.2 -22.1
F-PenH™  -1484.6349 Pen  -800.8392 -17.2 -23.1
F-MetH™ -1484.6393 Met  -800.8422 -18.1 -24.1
F-PheH™ -1238.8658 Phe  -555.0697 -17.4 -23.2
F-TyrH"  -1314.0897 Tyr  -630.2944 -16.9 -22.6
F-TryH™  -1370.4170 Try  -686.6217 -16.9 -22.6

AE: energia de interaccion entre F y los iones investigados. La energia del modificador fue
684.0243 Hartrees. Pen: penicilamina, V: valinol. Hartree = 627.509 kcal/mol. Utilizamos once
cifras decimales para los calculos de energia. Por ejemplo, la energia de interacciéon -18.3
Kcal/mol para F-SerH" se obtiene de restar la energia del aducto F-SerH" a la suma de las
energias de SerH™ y F y el resultado multiplicado por 627.509 para convertir hartree a kcal/mol: -
1083.0780179364-(-399.2804452+ -683.76834098)*627.509. [57]

El impedimento estérico disminuyd la aduccion

Algunos iones, como DTBP, solo se vieron ligeramente afectados por la introduccion de F en el
gas de deriva y no formaron aductos. Cuando los iones se vieron afectados, los aductos ion-

modificador aparecieron en los espectros de masas (Figuras 23 y 24) con una intensidad
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proporcional al grado de cambio en Ky. El peso molecular de DTBP esta entre los de tirosina y
triptofano y, por lo tanto, su %AK, deberia haberse encontrado entre los de estos aminoacidos (-
7.0% y -3.9%) pero fue mucho més pequefio (-1.3%). El origen de este pequefio cambio de
movilidad fue los dos sustituyentes voluminosos de terbutil alrededor de la carga positiva en
DTBPH" en las posiciones 2 y 6 del anillo que dificultaron la aduccion con F, como se ha
informado anteriormente para este ion usando otros modificadores [53, 62]. Por consiguiente, no
deberia haber un pico de aducto F-DTBPH™ en m/z 368 en el espectro de masas. Los picos
alrededor de esta masa pueden ser una contaminacion desconocida del medio ambiente porque
también se ven en la (Figura 26) y estos aductos no se han visto antes. [51, 53, 63] La 2,4-

lutidina mostré un comportamiento similar por razones equivalentes.

Los iones tetraalquilamonio no mostraron aductos en los espectros de masas Yy, por lo
tanto, sus movilidades reducidas no cambiaron con la introduccion de modificadores. Su falta de
aduccién se debié al impedimento estérico causado por los cuatro sustituyentes alquilo que
disuadieron la formacion del enlace del modificador al nitrogeno positivo y también

deslocalizaron la carga y debilitaron la aduccion del mismo.
Los puentes intramoleculares disminuyeron la aduccion

La Figura 26 muestra el comportamiento de una molécula que forma aductos, valinol (V), en
comparacién con el de una molécula que no los forma, atenolol (A), cuando se inyect6 F en el
gas de deriva. La intensidad del pico de masas de valinol disminuy6 debido a la aduccién con F
con la formacion de un nuevo pico de F-VH" a m/z 280.3 y su tiempo de deriva aument6 de
19.00 a 20.05 ms, al aumentar la concentracion de F de 0 a 1.7 mmol/m®. La ausencia del aducto

F-AH" en m/z 443.4 indica que atenolol no formé aductos con F debido a la deslocalizacion de la
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carga positiva producida por el puente intramolecular entre los dos grupos amino como se

reporta en la literatura. [46, 53]
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Figura 26. Moleculas que forman o no forman aductos. Espectros de masa (izquierda) y
movilidad (derecha) de una mezcla 100 uM de valinol (V) y atenolol (A) en solo nitrdgeno como
gas de deriva (arriba) y cuando se introdujeron 1.7 mmol/m>de F (abajo). El valinol protonado
coalescio en un solo pico de movilidad con F-VH" debido al equilibrio de estos iones en el tubo
de deriva. El valinol form6 un aducto a m/z 280.3 y su tiempo de deriva aumenté con la
concentracion de F. La ausencia de F-AH" en m/z 443.4 indica que el atenolol no se enlazo6 con F
debido a la deslocalizacion de su carga positiva por un puente intramolecular. * FH*, ** FH;0"
[57]

La penicilamina no mostré picos del aducto con F en el espectro de masas (Figura 27) y sus
picos de movilidad aparecieron a 22.01 ms (K, 1.60 cm®V™'s™). En nitrégeno como gas de deriva
la penicilamina generalmente forma complejos bidentados por coordinacion de los atomos de N
y S [64]. Por lo tanto, no se puede descartar la formacion de un enlace intramolecular entre el
hidrogeno parcialmente positivo en la amina protonada y el atomo de azufre con electrones
libres. La energia de este enlace se calculdo como 2.5 kcal/mol y seria responsable de la falta de

aduccién de penicilamina debido a la deslocalizacion de la carga positiva como se explicd
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anteriormente en esta seccion para atenolol. La metionina, un isdmero de penicilamina, forma un
enlace similar con una energia de 10.4 kcal/mol y esto explica su pequefio cambio de movilidad
(-4.7%, Tabla 7), que debid estar entre los valores de treonina (-15.8) y fenilalanina (-14.1) segln
su peso molecular. La energia del enlace intramolecular en la metionina es mayor que en
penicilamina porque produce un anillo de cinco miembros cuando se forma el enlace y la

metionina produce un anillo mas estable de seis miembros.
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Figura 27. Espectros de masas de penicilamina 2.5 uM en nitrogeno como gas de deriva (arriba)
y cuando se introdujeron 1.1 mmol/m>de F (abajo) a 150 °C. La flecha en (b) indica dénde debe
aparecer F-PenH". La penicilamina no mostré picos de aductos tal vez debido a la formacion de
un puente intramolecular entre el hidrégeno parcialmente positivo en la amina protonada y el
atomo de azufre, que deslocalizé la carga positiva. * FH*, ** FH3z0" [57]
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CAPITULO 5: Analisis de la interaccion de las drogas atenolol, valinol y los aminoacidos

fenilalanina, serina, treonina, tirosina, triptofano con tetrahidrofurano-2-carbonitrilo. [65]

El analisis IMS de mezclas complejas de iones de alta afinidad protonica producidos por
ionizacidn con electrospray y fuentes similares en soluciones acuosas produce un alto nimero de
interferencias, porque todos los iones son protonados debido a la baja afinidad protdnica del
agua. La adicion en el gas de deriva de pequefias cantidades de modificadores volatiles con
afinidades protdénicas mas altas que la del agua simplifica los espectros porque solo se detectan

compuestos cuyas afinidades protonicas estan por encima de las del modificador.

En este capitulo, se estudia el tetrahidrofurano-2-carbonitrilo (F) como modificador del
gas de deriva en IMS, demostramos su capacidad para simplificar los espectros de mezclas
complejas y explicamos el comportamiento de los iones tras la interaccion con F en funcion de

su estructura y calculos tedricos.

Los picos en los espectros de movilidad fueron asignados por monitoreo de iones
seleccionados (SIM) La Figura 28a muestra el espectro de masas de la solucion blanco con picos
de ion reactivo en m/z 37.0, 55, 73.1, 91.1 y 109.1. La introducciéon del modificador a 1.5
mmol/m* (b) mostré la desaparicién de los picos de ion reactivo debido a la transferencia de
carga al modificador, y la aparicion del dimero del mismo a m/z 195.1 en el espectro de masas y
23.34 ms en el espectro de movilidad y el trimero en m/z 292.2 por razones desconocidas, los
picos pequefios en m/z 177 y 166 también produjeron el pico a 23.34 ms. El modificador
protonado (FH") no apareci6 en los espectros debido a que la alta energia de formacion del
dimero F,H" en contraste a la del monémero (-130 kJ/mol) y la alta concentracion de F

cambiaron el equilibrio FH" + F <> F,H" a la formacion del mismo. La constante de equilibrio de
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la reaccién describe las condiciones de equilibrio en términos de las concentraciones de las
especies presentes en el tubo de deriva:
_ [RHT]
* [FH'IIF]

La velocidad de la reaccion directa se establece por la frecuencia de colision y las
concentraciones de FH' y F, y la velocidad de la reaccion inversa esta controlada por la energia
de interaccion entre FH" y F. Del mismo modo, Roscioli et al. también encontraron que el
dimero de dimetil metil fosfonato protonado (DMMP) no formaba aductos con varios
modificadores en el gas de deriva porque el protdn se compartia entre dos moléculas de DMMP,
lo que causaba un impedimento estérico alrededor del protén que bloqueaba la interaccion con
los modificadores. [66] La escasez del monémero del modificador protonado se ha encontrado
con 2-butanol vy etil lactato en experimentos similares. [67] El inserto en la Figura 28b muestra
cémo aln se veia el dimero a 1.5 mmol/m® pero el trimero desapareci6 a estas bajas
concentraciones, obtenidas diluyendo F con metanol. Incluso si la solucién del electrospray
contenia metanol y acido acético, con afinidades protonicas en fase gaseosa mas elevadas que el
agua, las moléculas de agua fueron los reactivos principales porque, en solucion, la afinidad del
agua por los protones es mayor que la de metanol y este se pierde, preferentemente, en la regién
de desolvatacion debido a su mayor volatilidad en comparacion con el agua. Ademas, en
solucion acuosa, el acido acético transfiere su protdn al agua facilmente porque es un acido mas

fuerte.

82



Intensidad

Intensidad

nvz

F, 0.0 mmol m3  (H.O)H-
(H:O)nH- ) 13.37
370 || 739 511
' I l ' (a)
| 109.1
| |
i \
f # '\l "‘ ¥
J b b -” TR (N L8 Aod M L !
-7 ‘~(~’ "..‘ vV 'Y W 'l.,f h‘(w“.»"ad\ y/‘n\y'l'f;.b.',un'rv\}._éwn‘\J‘.ﬂ.&.\_‘ s VAL JJ
50 100 150 200 250 300 350
S F,H'
FH F, 1.5 mmol m* .,_.: 34
195.1 s
(b)
100 150 200 250300 FsH*
r 2922
50 100 150 200 250 300 350 15 18 21 24 27

Tiempo deriva, ms

Figura 28. Espectros de masas (izquierda) y movilidad (derecha) de la solucion blanco sin la
introduccién del modificador (arriba) y cuando se introdujo el modificador a 1.5 mmol/m?
(abajo). El inserto muestra que el trimero desaparecié a 0.017 mmol/m® debido a las bajas
concentraciones de F. [65]
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Figura 29. Espectros de masas (izquierda) y movilidad (derecha) de una solucién 10 uM de
DTBP (D) y 2,4-lutidina (L) sin la introduccion del modificador (a) y cuando se introdujo el
modificador a 0.3 (b) y 1.5 (c) mmol/m>. Los iones protonados fueron: DTBP (DH") y 2,4-
lutidina (LH"). El pico a 33 ms (**) puede ser el pico de contaminante a m/z 375. [65]

La Figura 29 muestra los iones protonados de 2,4-lutidina (LH") y DTBP (DH") en m/z 108.2 y
192.3 y en 18.13 y 24.78 ms en el espectro movilidad, respectivamente. La introduccion de 0.3
mmol/m? del modificador en el gas de deriva (b) produjo el dimero del modificador a m/z 195.1
superpuesto con DH*, que puede ser muy pequefio en comparacion con la reduccion sufrida por
el pico de 2,4-lutidina, debido a la transferencia de carga al modificador. La resolucion del
instrumento no fue suficiente para separar estos picos, especialmente porque inyectar

modificadores ensancha los picos en IMS vy el pico a m/z 192 tiene que ser muy pequefio. El
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espectro de movilidad en (b) muestra LH" a 20.86 ms, DH" a 24.80 ms, F,H" @ 22.43 ms y el
pico del ion desconocido en m/z 253 a 26.95 ms. La movilidad de iones de DH" solo mostré un
pequefio cambio de (a) a (b) porque es un compuesto muy poco afectado por la aduccion y no se
esperaba que su movilidad cambiara. [43, 44] La introduccién de 1.5 mmol/mde F en el gas de
deriva (c), cambié F,H" a 23.38 ms debido a la formacion de aductos mas grandes, demostrado
por la aparicion del trimero FsH" en m/z 292.2. También, la 2,4-lutidina desaparecio del espectro
de movilidad debido a la competencia de carga y la concentracion relativamente alta del
modificador en el gas de deriva y el pico del ion desconocido en m/z 253 se desplaz6 a 28.28 ms.
Debido a que el espectro de movilidad en (c) no muestra picos para 2,4-lutidina o DTBP
(alrededor de 21 y 25 ms, respectivamente), se sugiere que no solo F elimind la mayor parte de la
carga de 2,4-lutidina sino que posiblemente también del DH", méas estéricamente impedido. F no
pudo eliminar completamente la carga de DH" y LH" porque ellos tienen un impedimento
estérico en el sitio de carga que impidid la aduccion, ademas de su alta afinidad proténica (1000
kJ/mol para 2,4-lutidina y -1016 ki/mol para DTBP). El impedimento estérico en DH" se origina

en los dos voluminosos grupos terbutil alrededor del nitrogeno protonado.

85



T?' ' F, 0.0 mmol m
‘1_0.1 | owae
- | FHY 1822
: el 2l ya
@ . 1| i g
£ L 205.2 (a)
, | 265 297
| A n ‘ . l 'I'*"," \ Jd ] |
Bl ~ 4 i vl‘ A i\ AL ML W
F,H'
195.1 F, 0.03 mmol m?
i |
g 231
'; ()
11 210
50 100 150 200 250 300 350

m/z

Figura 30. Espectro de masas de una solucion 100 uM de amino&cidos que muestra los iones
protonados de serina (SHY), treonina (TH"), fenilalanina (FH"), tirosina (WH") vy tript6fano
(YH") sin la introduccion del modificador (a). Los picos de aminoacidos desaparecieron cuando
se introdujo el modificador a 0.03 mmol/m? (b). [65]

En la Figura 30 se muestra el espectro de masas de una mezcla de aminoacidos (a) revelando los
iones protonados de serina, treonina, fenilalanina, tirosina y triptéfano en m/z 106.1, 120.1,
166.2, 182.2 y 205.2, respectivamente. El espectro de masas en (b) solo muestra el pico del
modificador a m/z 195.1 cuando se introdujeron 0.03 mmol/m3de F en el gas de deriva. Los
aminoacidos protonados no aparecieron ni los picos de los aductos en m/z 203.3, 215.3, 263.4,
279.4 y 302.4 para FSH*, FTH", FFH", FWH" y FYH", respectivamente, un comportamiento
contrario al de la amplia aduccién informada anteriormente. [44, 45] La ausencia de los picos de
aminoéacidos se debid a su neutralizacion por transferencia de carga al modificador. Sin embargo,
la afinidad protdnica calculada para F (823 kJ/mol) es baja con respecto a las calculadas (Tabla

11) o reportadas en la literatura para estos aminoacidos: treonina (922.5), serina (914.6),
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fenilalanina (922.9), tirosina (926.0) y triptéfano (948.9), en kJ/mol. [37] La baja afinidad
protonica calculada para F se corresponde con los valores de otros nitrilos encontrados en la

literatura en kJ/mol: etanonitrilo (779), propenonitrilo (794) y pentanonitrilo (802). [68]

La razon por la cual los aductos no se formaron es porque F eliminé la carga de los
aminoéacidos mediante la produccion de un dimero con una alta energia de formacién comparada
con la del monémero (-130 kJ/mol) que cambié el equilibrio FH" < F,H" a la formacion del
dimero, estabilizé la carga positiva y cred un impedimento estérico que impidio el equilibrio con
los iones. [37] La energia de formacion total de este dimero fue de -953 kJ/mol, cuyo valor
absoluto es mayor que las afinidades protonicas de los aminoacidos evaluados, lo que también
explica la desprotonacién de los aminoacidos por F. El dimero tiene energias de formacion,
desde el mondémero, de -130 kJ/mol (el dimero enlazado a N-H-N) y -112 kJ/mol (el dimero
enlazado a N-H-O). Estas energias relativamente grandes, cuyos valores concuerdan con los
resultados de la literatura, [44, 45] se originan de la estabilizacion de la carga positiva sobre las
dos moléculas F y explican, en parte, el efecto de desprotonacion de F. Otro mecanismo para la
formacion del homodimero, a través de la formacion de heterodimeros, se examina en la Figura

31.
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Tabla 10. Calculos tedricos utilizando la teoria del funcional de la densidad, DFT, para Fy FH"
haciendo uso del funcional hibrido X3LYP con la base de calculo 6-311++ (d, p) con el
programa Gaussian 09. [65]

Parametros F FH*
Carga sobre el C carbonitrilo 0.27 0.68
Carga sobre el N carbonitrilo -0.32  -0.41

Funcién de Fukui sobre el C,

Carbonitrilo, ua 0.54 1.37
FunC|or_1 d_e Fukui sobre el N, 065 -0.812
Carbonitrilo, ua

Suavidad local sobre el C,

Carbonitrilo, eV 548 1837
Suavidad local sobre el N, i
Carbonitrilo, eV -66.1 -108.9
Dureza, eV 3.6 2.8
Suavidad, eV 101.6 134.1
Electronegatividad, eV 4.2 9.6
Potencial quimico, eV -4.2 -9.6
Electrofilicidad, Kcal/mol 56.8 385.9

Debido a que la protonacion del &tomo de nitrégeno activa el carbono adyacente para un ataque
nucleofilico, la especie a m/z 195.1 podria formarse mediante reacciones de adicion. Los valores
en la Tabla 10 muestran que la carga positiva, la funcion de Fukui y la suavidad local en el
carbono del carbonitrilo aumentan, la dureza de la molécula disminuye y su suavidad global
aumenta. Toda la molécula se vuelve mas electronegativa y electrofila, lo que indica que una
adicion nucleofilica en este carbono es posible. La funcion Fukui representa la sensibilidad del
potencial quimico a una perturbacion externa y al cambio en la densidad de los electrones
cuando cambia el nimero de estos. Los cambios en la funcion de Fukui en el carbono del
carbonitrilo favorecen un ataque nucleofilico sobre el mismo aomo que se corrobora por el
aumento de su suavidad local. La suavidad local indica el cambio en la densidad de electrones en
cada atomo. La dureza expresa la resistencia a la transferencia de carga y juega un papel
importante en la determinacién de la estabilidad o reactividad de la molécula. La suavidad de un
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sistema quimico es lo opuesto a la dureza e implica la deformacién o el cambio de la nube de

electrones, lo que favorece que un sistema sea facilmente polarizable.

Usando la Tabla 10, se encontré improbable la formacion de un dimero estable a través
de una reaccion de adicion porque estas reacciones requieren condiciones especiales tales como
concentraciones de reactivos, catalizadores, temperaturas y otras. En los experimentos, los
productos mas probables son los aductos formados por enlaces de hidrégeno y no hemos
encontrado evidencia en la literatura de reacciones de adicion al introducir modificadores en el
gas de deriva en IMS. Ademas, las reacciones de adicion harian ruidosos los espectros de IMS

porgue probablemente serian irreversibles y podrian ocurrir en cualquier lugar del tubo de deriva.

A FH* +§

Energia Kcal/mol

Tiempo

Figura 31. Diagrama de energia para dos posibles vias de formacion del dimero de F, F,H", por
reaccion de F con serina protonada, SH*. [65]
Proponemos la formacién del dimero a través del siguiente mecanismo, ilustrado con serina, S:

SH"+F < FH" +S; FH" + F < F,H" AE, -10.2 kcal/mol (Reaccion 1)
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El primer paso de la Reaccion 1 es desfavorable en 87.2 ki/mol (20.8 kcal/mol, Figura 31),
menos que la energia de muchos enlaces de hidrdgeno, que se forman y se rompen cientos de
veces en el tubo de deriva a través del espectrometro de movilidad idnica. Sin embargo, también
es cierto que este es un equilibrio de dos pasos y su cambio de energia total es favorable en 10.2
kcal/mol. Ademas, la reaccion se produce a 150 °C y el tubo de deriva esté& saturado con F, por lo
que, aunque la concentracion de FH™ sea muy pequefia debido a su desfavorable energia de
formacién, cuando se forma es muy probable que colisione con otras moléculas de F que
producen F,H". Las reacciones podrian proceder de otras maneras si la reaccion procede a través

de la formacion de un heterotrimero, en el caso de serina (S):
SH" + F < FSH"; FSH" + F  F,SH"; F,.SH" <> Fo,H' + S AE, -10.2 kcal/mol (Reaccion 2)

Esta energia es la misma que para la Reaccién 1 de acuerdo con el principio de conservacion de
la energia. Incluso, si es mas probable que la reaccion proceda inicialmente a través de la
Reaccion 2, y estos intermedios se forman, especialmente en la region de reaccion/desolvatacion,

hay varios factores que demuestran que el proceso continuda a través de la Reaccion 1:

1. FSH" y F,SH" no son visibles en el espectro de masas, por lo que su concentracion debe ser
muy baja en el tubo de deriva 0, menos probable debido a su alta energia de formacion, pueden
romperse en la interfaz IMS-MS. Estos tipos de grupos se han visto en experimentos previos con

etanolamina como ion y etil lactato como modificador. [69]

2. La concentracion de F en el tubo de deriva es muy alta, por lo que la Reaccion 1 se ve
favorecida por el Principio de Le Chatelier. Cuando ocurra el primer paso, FH* probablemente
deberd unirse con una molécula de F con una energia de formacion de -31 kcal/mol grande para

formar F,H".
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3. El tercer paso de la Reaccidn 2 requiere una gran energia de 33.9 kcal / mol.

Para el valinol, el ultimo paso de la Reaccion 2 requiere una gran energia de 42.6 kcal/mol. Se
espera que los otros aminoacidos se comporten de manera similar porque el grupo activo en la

molécula es el mismo.

Tabla 11. Afinidades proténicas y energias de interaccion calculadas para los compuestos
utilizados en este estudio y sus aductos. AE es la diferencia de energia entre el mondmero
protonado de F y la especie correspondiente.

Especies Afinidad Afinidad
Protonadas protonica, protonica,
kJ/mol kJ/mol

(X3LYP/6- (M062X/6-

311++(d, p)) 311++(d, p))
SH* 911 907
TH* 969 962
FH* 938 932
WH"* 949 945
YH* 963 959
VH* 994 990
AH" 1017 1012
LH" 1000 998
DH" 1017 1012
FH*"? 823 819
FH'® 797 790

Cluster AE kJ/mol AE kJ/mol
F,H" ¢ -130 -127
FH" ¢ -112 -108
FSH* -104 -101
F,SH* -185 -180
FVH" -68 -65
F,VH' -138 -132

% Protonaci6n sobre el nitrégeno, ° protonacién sobre el oxigeno, ¢ dimero enlazado a N a través
de un enlace N-H-N, ? dimero enlazado a O a través de un enlace N-H-O, S: serina, T: treonina,
F: fenilalanina, W: tirosina, Y triptéfano, V: valinol, A: atenolol, L: 2,4-lutidina, D: DTBP, F:
tetrahidrofurano-2-carbonitrilo. Afinidad protonica (kJ/mol) = (Energia de la molécula - Energia
de la molécula protonada) (Hartrees) x 627.5096. [65]

91



|
> 3 .
AH’ (a) F, 0 mmol m VH AH
19.88 2576
267.3 25.
N
‘B (H,0) H'
el VH'
b= 17.81
S11104.2
AV AN ; AN, A\ e
|
AR (b) F, 0.03 mmol m* 29.58
= 267.3
5 (H0LH" 54 95
3} 195.1
|l VH '
= 104.2 \
v | ‘
(VS ATAYN A A WAL
1 Ll Aol WA 'y J YW bl b/ TERV N
F,H 12 15 18 21 24 27 30
195.1 (c) Tiempo deriva, ms
o
:.'8‘ F, 0.3 mmol m*
£ 267.3
104.2 , h | "
/ .I II‘ A : ] | ; ‘ \

100 150 200 250 300 350 400
m/z

Figura 32. Espectro de masas de una mezcla 100 uM de los farmacos atenolol (AH") y valinol

(VH") sin la introduccion del modificador (a) y cuando se introdujo el modificador a 0.03 (b) y
0.3 (c) mmol/m®. [65]

La Figura 32 muestra que la intensidad maxima de los iones protonados de atenolol (AH", m/z
267.3) y valinol (VH", m/z 104.2) disminuyé cuando se introdujo F en el gas de deriva a 0.03
mmol/m® el pico de atenolol apareci6 a 27.86 ms (b), otros picos no fueron monitoreados. La
Figura 32c muestra que el pico de valinol desaparecié a 0.3 mmol/m®y el de atenolol disminuyé
aln mas, debido a la transferencia de carga de VH" y AH" al modificador. VH" aln se veia a
0.03 mmol/m?® cuando los aminoacidos habian desaparecido (Figura 30), debido a la alta
afinidad protonica del valinol, 994 kJ/mol. F no pudo eliminar completamente la carga del ion

AH" porque la afinidad protonica del atenolol es alta, calculada como 1017 kl/mol, y un enlace
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intramolecular deslocaliza la carga positiva sobre los grupos amino y carbonilo y la oculta dentro
de la estructura de la molécula. [69] La energia de este enlace se calculé como -31.8 kJ/mol y su

formacion estuvo de acuerdo con reportes anteriores. [37-42].

Finalmente, los iones tetraalquilamonio no mostraron cambios de movilidad ni aductos
cuando se introdujo F en el gas de deriva a 1.5 mmol/m?®, lo que indica poca interaccién entre los
iones y el modificador. La falta de interaccion se debid a la deslocalizacion de la carga en los
iones tetraalquilamonio sobre los cuatro sustituyentes voluminosos en el nitrégeno cargado vy el
impedimento estérico causado por estos grupos. [44, 45] No hubo competencia de F por la carga

de los iones tetraalquilamonio porgue no son iones protonados.

La capacidad de desprotonacién de F hace que este compuesto sea un modificador
practico para simplificar los espectros de movilidad y de masas cuando estan presentes
compuestos de interés con afinidades protonicas més altas. Esta capacidad de desprotonacion
surge de la produccion de un dimero con una alta energia de formacion que desplaza el equilibrio
FH® < F,H" a la formacion del dimero, estabiliza la carga positiva y crea un impedimento

estérico que disuade el equilibrio con los iones.
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5. CONCLUSIONES

Encontramos que el Ky de dextrometorfano (Dx) disminuyd mas que el de
difenhidramina (Dy) cuando se introdujo 2-butanol en el gas de deriva, pero esperdbamos
el comportamiento opuesto de acuerdo a sus pesos moleculares y el impedimento estérico
aparente en la carga positiva del nitrgeno en Dx. Estos cambios de movilidad no
esperados se explicaron porque la formacion del aducto DxBH®, se favorecid
energéticamente sobre la de DyBH", ya que Dy(O)H" formé un enlace intramolecular
que ocultd y deslocaliz6 la carga positiva, reduciendo la aduccién con 2-butanol.

Cuando se comparan los resultados al analizar las especies protonadas de glucosamina y
cafeina, GH" y CH", con etil lactato y 2-butanol, el Gltimo surge como un modificador
"blando" porque a la misma concentracion produjo un cambio de movilidad méas pequefio
en la glucosamina. De los cinco factores considerados en estos experimentos, tres
favorecieron la formacion de GBH" sobre CBH" (estabilizacion por resonancia, efectos
estéricos y energia de interaccion) y dos favorecieron CBH" sobre GBH" (afinidad
protonica y momento dipolar). Sin embargo, la energia de interaccion tiene en cuenta los
otros factores y fué el pardmetro que determind los cambios de movilidad en estos
experimentos, como lo sugirieron Lapthorn et al. [46]

2-Cloro propanoato de metilo (M) produjo un gran cambio de movilidad en etanolamina,
68%, en comparacion del 19% obtenido con 2-butanol y del 61% con nitrobenceno,
cuando se introdujeron como modificadores en el gas de deriva en un espectrémetro de
movilidad. Estos resultados se obtuvieron porque M tiene dos sitios de interaccion fuertes
que corresponden a los &tomos de oxigeno y un tercer sitio de interaccion mas débil en el

atomo de cloro, por ello, tiene méas posibilidades de interaccion y capacidad de aduccion
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que otros. En resumen, el modificador ideal debe tener, ademés de un gran tamafio, varios
sitios de interaccion para enlazarse a iones y grandes energias de interaccion ion-
modificador para producir grandes cambios de movilidad que permitan la separacién de
picos superpuestos.

La tendencia decreciente en la movilidad i6nica al aumentar el peso molecular,
normalmente observada en IMS, tuvo excepciones en los experimentos estudiados:
atenolol y metionina (debido a la formacion de puentes intramoleculares), 2,4-lutidina,
DTBP e iones tetraalquilamonio (debido a impedimento estérico) y valinol (debido a la
baja energia de interaccion con el modificador trifluoro metil bencil alcohol, TFMBA).
Se encontré un comportamiento de cambio de movilidad similar cuando estos iones se
analizaron usando 2-cloro propanoato de metilo, trifluoro metil bencil alcohol, etil
lactato, nitrobenceno y 2-butanol como modificadores, lo que demuestra que el
comportamiento de estos iones con trifluoro metil bencil alcohol, TFMBA, no fue una
excepcion sino la regla.

Cuando se wusO tetrahidrofurano-2-carbonitrilo, THFCN, como modificador a
concentraciones inferiores a 1.5 mmol/men el gas de deriva, no se observaron iones para
los a-aminoacidos debido a la competencia de carga con el modificador. Esta capacidad
de desprotonacidn surge de la produccion de un dimero con una alta energia de formacion
que estabiliza la carga positiva y crea un impedimento estérico que disuade el equilibrio
con los iones. THFCN no pudo despojar completamente a otros compuestos de su carga
porque muestran impedimento estérico en el sitio de carga que disuade la aduccion del
modificador (2,4-lutidina y DTBP), forman enlaces intramoleculares que estabilizan la

carga positiva (atenolol), tienen alta afinidad protonica (2,4-lutidina, DTBP, valinol y
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atenolol) o son inherentemente i6nicos (iones de tetraalquilamonio). Esta desprotonacion
selectiva sugiere el uso de THFCN para simplificar los espectros de mezclas complejas
en movilidad i6nica y espectrometria de masas en metabolomica, proteémica y otros
estudios que generan espectros complejos con miles de picos.

Este estudio es fundamental porque los cambios de movilidad idnica tras la inyeccion de
modificadores en el gas de deriva pueden ayudar en la identificacion de drogas de abuso
y explosivos ocultos en aeropuertos y aduanas con la reduccion concomitante de falsos
positivos y la disminucion del tiempo que pasan los pasajeros y carga en estos lugares.
Ademas, las energias de interaccion, que utilizamos para explicar nuestros resultados, son
ignoradas por el unico modelo disponible para predecir los cambios de movilidad después
de inyectar modificadores en el gas de deriva. [47]

La seleccion de modificadores para resolver picos superpuestos en IMS sigue siendo
empirica. Nuestros resultados indican que la seleccion del modificador correcto para una
separacion dada puede guiarse por estudios computacionales y son un paso adelante en la
busqueda de modelos teoéricos robustos para predecir cambios de movilidad tras la
introduccion de modificadores en el gas de deriva.

Los cambios de movilidad se explicaron en funcion del nimero de sitios de interaccion
del modificador, el tamafio de iones y modificador, y las energias de interaccién ion-
modificador. Los estudios futuros estaran dirigidos a buscar la disminucion de los falsos
positivos en aduanas y aeropuertos cuando se usa IMS, y a predecir separaciones
selectivas de iones basadas en modificadores, con un algoritmo que tenga en cuenta las

estructuras de iones y las energias de interaccion de iones con modificadores.
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7. MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura S1. Energia total en Hartree del proceso de optimizacion para encontrar la estructura con
la energia mas baja en 46 pasos. Las estructuras con la energia mas baja correspondieron a las de
los pasos 24-33 y 35-46, similar a la estructura V en la Figura 11 (Software Gaussian).
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Figura S2. Espectros de la solucién blanco: (a) espectros de masa y movilidad sin la
introduccion de 2-cloro propanoato de metilo (M), (b) espectros de movilidad cuando M se
introdujeron 19 mmol/m® mmol/m® y (c) 58 mmol/m?®. Picos de iones reactivos del agua:
(H,0),H*. m,H" son otros iones reactivos o contaminacion.

La Figura S2 muestra los espectros de la solucion blanco con picos de iones reactivos a m/z 19.0,
37.0, 55.0, 73.0 y 91.1 en el espectro de masas y 14.70 ms en el espectro de movilidad (a). El
pico a 19.57 ms en (b) y (c) se origina en el pico de masa desconocido a m/z 147.6 en la Figura
S2. La movilidad de este pico no cambid con el aumento de la concentracion de M de (b) a (c)
porque esta concentracion estaba en la "region de saturacion” donde las movilidades de iones ya
no aumentan con la concentracion de M. [52] Los picos alrededor de 25 ms se originan en los

picos de masa en m/z 262. Por razones desconocidas, el pico de MH™ no se pudo ver en m/z 123

cuando M se introdujo en el gas de deriva (Figura S2). La ausencia de M no puede deberse a su
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afinidad protonica (202 kcal/mol en el oxigeno del carbonilo) que es grande en comparacién con
otros modificadores cuyos iones protonados se han visto en las mismas condiciones
experimentales: 2-butanol (198 kcal/mol), feniletanol (208 kcal/mol) y trifluoro metil bencil

alcohol (189 kcal/mol).
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Figura S3. Espectro de masas del disolvente cuando se introdujo 2-cloro propanoato de metilo,
M, en el gas de deriva a 0.11 mmol/m3. Por razones desconocidas, no se observé MH" en m/z
123 y aparecieron otros picos en m/z 147, 262, 242, 130, 186 y 193, que no pudieron asignarse a
ninguna especie.
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Figura S4. Mapas de potencial de superficie electrostatica para 2-cloro propanoato de metilo
(M), nitrobenceno (N) y 2-butanol (B), las especies protonadas de valinol y etanolamina y sus
aductos con M, N y B. Los mapas para M, N y B muestran las regiones nucleofilicas (rojas)
producidas por los &tomos de oxigeno y los grupos muestran como estas regiones desaparecieron
después de la aduccién con los iones. Se utilizo el funcional hibrido B3LYP/6-311 ++ (d, p) con

Gaussian 09 para generar esta imagen.
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Figura S5. Mapas de potencial de superficie para trifluoro metil bencil alcohol (F) (izquierda),
metionina (centro) y F-MetH" (derecha), rojo: regiones nucleofilicas, azul: regiones

electrofilicas.

108



Tabla S1. Valores de %AK, para diferentes modificadores en el gas de deriva (arriba). EI %AKg
se define como la diferencia porcentual entre Ky en nitrégeno como gas de deriva y K, cuando se
introduce un modificador a una concentracion dada. Las concentraciones del modificador en

mmol/m? fueron: M 0.93, F2.3,P 6.3, L 1.7, N 0.95, B 6.8.

Peso

Compuestos Molecular M F P L N B
2.4-lutidina 107.1 -19  -1.2 - -24 -13 -5.6
DTBP 191.3 -0.9 -1.3 - -1.5 01 -22
TBA 242.5 -0.1 0.0 - -03 -01 -03
TEA 130.3 -0.1 0.0 - -0.5 -03 -1.0
TMA 74.2 -04 0.0 - -1.0 -1.0 -1.0
TPA 186.4 -0.1 0.0 - -0.1  -05 0.0
Metionina 149.2 -14  -4.7 -19.5 - - -
fenilalanina 165.2 -21 -7.3 -20.8 - - -
Serina 105.1 -29  -10.6 - -30 -25 -14
Treonina 119.1 23 -8.6 - - - -
Tirosina 181.2 -16  -7.0 - - - -
Triptofano 204.2 -10  -4.0 - - - -
Tribencilamina 287.4 -6.1 -3.1 - - - -
Tributilamina 185.3 -15 6.2 - - - -
Valinol 103.2 -18 5.1 - -28 -21 -9.8
Atenolol 266.4 0.1 0.1 - -7.0 20 -07
Etanolamina 61.1 -31 -13 - -41 -61 -19

PM: peso molecular en g mol™', M: 2-cloro propanoato de metilo, F: Trifluoro metil bencil

alcohol, P: feniletanol, L: Etil lactato, N: Nitrobenceno, B: 2-butanol.
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Figura S6. Correlacion entre el cambio en los valores de movilidad y las masas i0nicas. Los
valores de %AK, fueron proporcionales a las masas de iones utilizando trifluoro metil bencil

alcohol como modificador.
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Figura S7. Correlaciéon masa-movilidad (coeficiente de regresion de 0.91).
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