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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Quimica Supramolecular en agua

Un gran numero de los receptores sintéticos descritos a lo largo de la historia han sido
estudiados en disolventes organicos. Este hecho entra en contradiccién con que todos los
eventos de reconocimiento molecular en la Naturaleza tengan lugar en medio acuoso. El
agua proporciona el ambiente para la vida ya que media, regula y controla muchos
procesos naturales.”> Por tanto, uno de los principales objetivos de la Quimica
Supramolecular es la creacién de receptores sintéticos que tengan tanto gran afinidad
como alta selectividad para la unién de huéspedes en agua al igual que lo hacen receptores
naturales como las enzimas y los anticuerpos. Este tipo de biomoléculas muestra una
complejacién hospedador-huésped fuerte y selectiva a través de mdltiples interacciones no
covalentes débiles en medio acuoso. En contraste con los sistemas bioldgicos, el niumero de
familias de hospedadores sintéticos que presentan el rango de afinidades (KB>106 M'l),
selectividades o actividades cataliticas de las biomoléculas, en disolucién acuosa, esta

limitado a ciertos ciclofanos y receptores auto-ensamblados.

Las moléculas de agua forman una red dindmica infinita de puentes de hidrégeno con
agregaciones localizadas y estructuradas, proceso tan favorable que causa el hecho de que
las moléculas apolares y el agua se eviten las unas a las otras (Figura 1). Por otro lado, las
moléculas polares experimentan una fuerte hidratacion por las moléculas de agua vy
participan en dicha estructura de puentes de hidrdogeno. Estas propiedades del disolvente
son importantes en la determinacién de la fuerza de la complejacidon hospedador-huésped:
la union es mas fuerte en disolventes polares que poseen baja polarizabilidad molecular y
altos factores de cohesidn ya que interaccionan mas fuertemente con las propias moléculas
de disolvente que con las superficies apolares de las moléculas hospedadora y huésped. Asi,

el agua es el mejor disolvente para la unidon de moléculas apolares entre si.
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CAPITULO 1
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Figura 1.1. Estructura de puentes de hidrégeno creada por las moléculas de agua en la que
deben situarse moléculas con un mayor caracter apolar, situacidn energéticamente
desfavorable que se minimiza interaccionando entre si, liberando las moléculas de agua que
las solvatan.

Existe una tendencia en quimica a usar el agua cada vez mads como medio de reacciéon
porque es un disolvente barato y “verde” ya que su uso tiene un impacto medioambiental
menos negativo que otros disolventes; por esta razon, la Quimica Supramolecular en medio
acuoso presenta dos desafios principales: cémo ganar mayor solubilidad en agua y cémo
evitar, minimizar o explotar la fuerte interacciéon de agua en procesos no covalentes.*°Asi,
el disefio de receptores sintéticos que puedan ser utilizados en agua busca, en primer lugar,
que el hospedador sea hidrosoluble, lo cual limita severamente el tipo de unidades
estructurales constitutivas que pueden ser utilizados para su construccion; ademads, deben
elegirse aproximaciones e interacciones especiales que permitan superar la influencia
competitiva del agua. Otra propiedad importante que deberian cumplir los receptores
solubles en agua es la posibilidad de encapsulacién de varios huéspedes diferentes, lo cual
permitiria estudiar las interacciones moleculares en espacios confinados en el interior de
una caja y desarrollar reacciones quimicas entre ellos en medio acuoso. Es posible anticipar
que la cavidad favorezca la catalisis, dirigiendo la sintesis y protegiendo la reaccion del

agua.
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CAPITULO 1

1.1.1. Interacciones Intermoleculares

La Quimica Supramolecular se focaliza en interacciones entre moléculas mas que dentro de
las moléculas y en el estudio de los enlaces intermoleculares mdas que los enlaces
covalentes. Esta quimica no estda limitada a sistemas parecidos a los encontrados en
Biologia, sino que es libre de crear especies desconocidas e inventar procesos novedosos.
Las supramoléculas pueden incluso encontrar sus aplicaciones en condiciones diferentes a
las naturales; por ejemplo, pueden ser aplicadas temperaturas mas altas o mds bajas o
incluso el uso de disolventes organicos, condiciones en las que las biomoléculas podrian
mantener su integridad y funcionalidad aunque estén disefiadas para un ambiente acuoso y
condiciones ambientales.

Gran numero de estos sistemas supramoleculares se mantienen unidos por interacciones
intermoleculares donde la reversibilidad es la caracteristica clave. Pero la reversibilidad no
es s6lo una consecuencia de interacciones mas labiles cuando se compara con los enlaces
covalentes, sino que es esencial para la funcion y formacion de ensamblajes mas grandes;
uniones mas estrechas e irreversibles llevarian al secuestro y no al transporte. Por tanto, las
fuerzas involucradas en el reconocimiento y complejacion de moléculas son interacciones
intermoleculares no covalentes, algunas de las cuales son bien conocidas como los puentes
de hidrégeno o las interacciones entre iones, pero la vision no es tan clara para
interacciones mas débiles y peor definidas como las interacciones dipolo-dipolo, dipolo-
dipolo inducido, apilamiento -, y efectos hidrofébicos o solvofébicos en general. En
términos energéticos, las interacciones no covalentes son generalmente varios drdenes de
magnitud mas débiles que los enlaces covalentes; asi, estos enlaces no covalentes van
desde los enlaces coordinativos con una fuerza de varios cientos de kI mol™ a las
interacciones débiles de van der Waals representan sélo unos pocos kJ mol'l, tal como se

puede observar en la Figura 2.
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Figura 1.2. Diagrama de energias de las diferentes fuerzas de unidon entre atomos vy

moléculas.

Las interacciones atractivas o repulsivas se encuentran cuando dos cargas interaccionan
tanto con polaridades opuestas o con la misma polaridad y juegan un papel central en la
asociacion molecular que ocurre en fendmenos bioldgicos como, por ejemplo, en el caso de
proteinas y acidos nucléicos. Las interacciones idn-ién son mas fuertes, con energias de

enlace en el rango de aproximadamente 100 - 350 kJ mol™.

Las interacciones entre iones y dipolos son mas débiles (50 - 200 kJ mol™). Aqui, la
orientacion del dipolo con respecto a la carga si es importante. Incluso mas débiles que las
fuerzas i6n-dipolo son las interacciones entre dos dipolos (5 - 50 kJ mol™). Otra vez, la
orientacion relativa de los dos dipolos interaccionantes juega un papel importante. La
estabilidad de los complejos a través de interacciones de particulas cargadas es debida en

mayor medida a la induccién de dipolos en nubes electrdnicas facilmente polarizables.

Se han utilizado muchas interacciones no covalentes diferentes por los quimicos
supramoleculares para la produccién de agregados oligomoleculares discretos, pero debido
a la facilidad de su disefio no es de extrafar que el enlace por Puentes de Hidrégeno haya
estado entre los mas empleados en la construccidon de entidades supramoleculares bien

.. 7 . .
definidas.” El enlace por puentes de hidrégeno surge de la suma de, al menos, tres

16



CAPITULO 1

contribuciones: electrostatica, dispersiva y de transferencia de carga, aunque la
importancia de cada contribucién depende de la naturaleza precisa del sistema involucrado.
Debemos distinguir entre enlaces de hidrégeno fuertes, con energia de unién en el rango
de 60 - 120 kJ mol™ y distancias heteroatémicas entre 2.2 - 2.5 A, enlaces de hidrégeno
moderados (15 - 60 kJ mol™ y 2.5 - 3.2 A) y enlaces de hidrégeno débiles, con energias de
enlace por debajo de los 15 kJ mol™ y distancias largas donador-aceptor por encima de 4 AZ
Esta clasificacion corresponde al hecho de que los enlaces de hidrogeno fuertes tiene una

contribucién covalente mayor, mientras las moderadas y débiles son principalmente de

naturaleza electrostatica.

! Acepiorde ¢’ o i

Dhidrdgeno | N Lo v s gl R noE i
- - - : 0 N — ({1\“ R__C_ _CH
I, — SV — WO — .~ S - t N~ ¢

" Dodorde W W HTTHTTHTURT: i 0 i A

. hidroggeno © O O N N N i 0. H i 0" N0

Figura 1.3. Ejemplos representativos de las interacciones por puentes de hidrégeno que se
establecen entre diferentes grupos dadores y aceptores, asi como entre diferentes

moléculas tipicas presentes en los sistemas naturales.

Aunque la naturaleza exacta de estas interacciones es todavia materia de debate, la
transferencia de carga en sistemas 1 es una clase importante de interacciones no
covalentes’ que derivan de la suma de factores electrostaticos, dipolos inducidos y
contribuciones dispersivas, por lo que no son tan diferentes de las interacciones simples
como puentes de hidrégeno, pero son complicadas por el hecho de que implican grandes
grupos funcionales. La mayor diferencia entre la transferencia de carga y los puentes de
hidrégeno es que el area superficial de los contactos intermoleculares en la transferencia

de carga es grande, de forma que las interacciones de van der Waals y la desolvatacidn son
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CAPITULO 1

mucho mas importantes: como las superficies electrénicas m planas de las moléculas

aromaticas son no polares, las fuerzas solvofdbicas favorecen el apilamiento.

e -1 . . .
Por ultimo, las fuerzas de van der Waals (<5 kJ mol™) son otro tipo de interacciones no
covalentes y que se pueden considerar derivadas de la interaccién de una nube electrénica

polarizada por nucleos adyacentes.
1.1.2. Sistemas Hospedador-Huésped

Donald Cram acufié en 1970 el término Quimica Hospedador-Huésped,m “Host-guest
Chemistry” en inglés, para designar las dos moléculas involucradas en un evento general de
asociacion molecular, de forma andloga a los conceptos de receptor y sustrato bioldgicos
establecidos por Paul Ehrlich,""** los receptores moleculares son definidos como
estructuras organicas sintéticas capaces de unir selectivamente iones o sustratos
moleculares mediante diferentes interacciones intermoleculares, proporcionando un

, . 4,13-19
ensamblado de dos o mas especies.

Es deseable que el receptor y el sustrato entren en contacto a través de una gran area, lo
cual ocurre cuando el receptor es capaz de envolver su sustrato de forma que establece
numerosas interacciones no covalentes y reconoce su tamafio, forma y arquitectura
molecular. Este es el caso de moléculas receptoras que contienen una cavidad
intramolecular en la cual puede encajar el sustrato, proporcionando asi un complejo de
inclusion. En tales receptores cdncavos, la cavidad estd ocupada con sitios de unidn
convergentemente dirigidos hacia las especies unidas, por lo que son denominados
endorreceptores (Figura 1.4).° Asi, es normal identificar la molécula que presenta el
aspecto mas céncavo como el hospedador y la molécula que presenta la superficie convexa
como el huésped.Estas uniones sustrato-receptor suelen ser representadas por el simbolo
“@”. Pueden encontrarse analogias entre los sistemas huésped@hospedador con sistemas
bioldgicos que definen los sitios activos de las enzimas donde un sustrato pequefio se une

dentro de la cavidad de una proteina (Figura 1.4).
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CAPITULO 1

Figura 1.4. Esquema vy estructuras de endorreceptores sintéticos tipicos como
ciclodextrinas, y calixarenos junto con un ejemplo del sitio activo definido por las cadenas

polipeptidicas de un enzima donde se encaja el sustrato de forma complementaria.

Desde el punto de vista opuesto, podria hacerse uso de una superficie externa con
protuberancias y depresiones, mas que una cavidad interna, como sitio de unién del
sustrato. Esto podria resultar en el paso de una quimica convergente a una divergente y de
20-23 . . .
endo- a exorreceptores. Las uniones receptor-sustrato entonces ocurren por interaccion
superficie-superficie, lo cual puede ser denominado fijacién y simbolizada por //, o por el

simbolo matematico de interseccion N si hay interconexion notable de las superficies.

La Quimica Hospedador-Huésped puede ser considerada como una rama de la Quimica
Supramolecular enfocada al desarrollo y estudio de los hospedadores sintéticos que sean
capaces de unir iones o moléculas huésped, mientras que la Quimica de Receptores, la
qguimica de las moléculas receptoras artificiales, representa la generalizacién de la Quimica
de Coordinacion pero se extiende a todo tipo de sustratos: catidnicos, aniénicos o especies

neutras de naturaleza orgdnica, inorganica o bioldgica.

Las estructuras macropoliciclicas rednen los requisitos para el disefio de receptores
artificiales: son estructuras grandes (macro) que contienen cavidades y hendiduras del
tamafio y forma apropiadas, con numerosos brazos, puentes y conexiones (policiclicos) que

permiten la construccién de una arquitectura dotada con las caracteristicas dindmicas
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deseadas y que permiten la disposicion de grupos estructurales, sitios de uniéon y funciones

reactivas.

Entre este tipo de receptores macrociclicos se encuentran las ciclodextrinas (CDs),
calixarenos y cucurbit[n]uriles (CBs), entre otros. Estos Ultimos son los macrociclos objeto

de estudio en la presente tesis.

CICLODEXTRINAS

Ao ¢y 1771 CALIXARENOS
_J¢ 5L ) ETERESCORONA

CUCURBIT[n]URIL

Figura 1.5. Algunos receptores macrociclicos mas comunes en Quimica Supramolecular

1.2. Cucurbit[n]uril

Revisando los motivos estructurales utilizados para preparar receptores sintéticos podemos
llegar a la conclusién de que son los atomos de oxigeno los que preferentemente se utilizan
como centros de union a los sustratos en tales agentes complejantes macro(poli)ciclicos. De

todos ellos, los oxigenos de las unidades urea ciclica son mejores ligandos que los oxigenos
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CAPITULO 1

del anisol o los éteres ya que los oxigenos carbonilicos son buenos formadores de puentes
de hidrégeno y se pueden establecer interacciones electrostaticas.”* De hecho, la propia
naturaleza utiliza este motivo estructural en uno de los complejos bioldgicos mas fuertes
descritos, el complejo Avidina-Biotina, caracterizado por una constante de afinidad de
aproximadamente 10" M™. Este paradigma de las interacciones moleculares de tan alta
afinidad ha llevado a muchos investigadores a sintetizar receptores artificiales que
contengan dichas unidades de reconocimiento en su estructura macrociclica combinando la

habilidad organizadora de los grupos hidroxilo y el poder ligante de las ureas.

Q
]
H—N”C“‘N—H urea formaldehido
I I
H H 0 B ]
. 9 )i % A
C C. eo—1
H‘C C"D HN N H” ™H 1N ,N/C
i i B \ -L-0— — = bl Pl P
glioxal a N — HH Np qN HH H.50, HNp qNH
+ —INL N 1T xC/ "H:c\ —
I 1
v urea © o MM
M A GLICOLURIL B “n=678
o

Esquema 1.1. Procedimiento de preparacion de los CBs a partir de la codensacién del

glioxal y la urea para dar la unidad monomérica de los CBs, glicoluril.

En 1905, R. Behrend y colaboradores prepararon un nuevo material mediante la
condensacion en medio 4cido de formaldehido y glicoluril (tetrahidroimidazo[4,5-
d]imidazolen-2,5(1H,3H)diona), preparado previamente por condensacion de glioxal y urea,
obteniendo un precipitado blanco cristalino que fueron incapaces de caracterizar, aunque
reconocieron su alta estabilidad en diferentes disolventes y su capacidad de formar
compuestos de co-cristalizacidn con sales inorganicas del tipo KMnOQ,, CrO; y HthCIs.25 No
fue hasta 1981 cuando Freeman, Mock y colaboradores retomaron el estudio de este
material que caracterizaron mediante andlisis elemental, IR, RMN y difraccién de rayos X,
gracias a lo cual propusieron una estructura macropoliciclica relativamente rigida

constituida por un hexamero de unidades glicoluril unidas por puentes metileno que
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CAPITULO 1

definen una cavidad totalmente simétrica (D6h) en su interior, tal como se esquematiza en
la Figura 1.6; la geometria de esta nueva capsula organica es debida a que la molécula de
glicoluril no es plana, sino que se encuentra curvada alrededor del enlace C-C central,

forzando a los grupos carbonilo a orientarse hacia el interior de los portales.
Segun las normas de la IUPAC, esta nueva estructura macrociclica deberia denominarse:

Dodecahidro-1H,4H,14H,17H-2,16:3,15-dimetano-5H,6H,7H,8H,9H,10H,11H,12H,
13H,18H,19H,20H,21H,22H,23H,24H,25H,26H-2,3,4a,50,6a,70,8a,90,10a,11a,
12a,13a,15,16,17a,18a,19a,20a,21a,22a,23a,24a,25a,26atetracosaazabispentalenof
17,6”:5”,6”,7"]cicloocta[1”,2”,3"":3’,4’] pentaleno(1’,6":5,6,7)cicloocta(1,2,3-gh:1,2",3’,-
g’h’) cicloocta(1,2,3-cd:5,6,7-c’d’)dipentalen-1,4,6,8,10,12,14,17,19,21,23,25-dodecano

pero estos autores propusieron el nombre trivial de cucurbituril (CB[n]) debido, por un lado,
a que la forma de este hospedador recuerda el de una calabaza, el miembro mas conocido
de la familia botanica de las cucurbitaceas, y por otro a la unidad monomeérica que lo

. . .1 25-28
constituye, el glicoluril.

£ 48

13

cBIg) CBIE|@CBI[10]

CBI5]

Figura 1.6. Modelos moleculares de la familia de hospedadores denominada

cucurbit[n]uriles (CB[n]).

A partir del descubrimiento de este nuevo macrociclo sintético estructuralmente rigido, con

una cavidad con espacio suficiente como para acomodar una gran variedad de moléculas en
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CAPITULO 1

su interior, se desperté un gran interés por conocer sus propiedades complejantes;
numerosos estudios han demostrado la alta afinidad, selectividad e interaccion que
presentaba esta nueva estructura sintética por especies catidnicas, especialmente iones
. ;. . . ; s ;. 29-32 . .

inorganicos alcalinos, alcalinotérreos, metalicos y lantanidos; ademas se estudid la

complejaciéon de diferentes familias de compuestos organicos tales como alcoholes, dioles y

33-36 37-39

. s . s . e 33,36 — 33 . . .
polioles, acidos carboxilicos y dicarboxilicos,”™™ nitrilos,” aminas y diaminas,

-43 .
asl como

. . s . 40 . s T 41
aminoalcoholes y aminoacidos™ e incluso dipéptidos y polipéptidos cortos,
s . 36 7 .
surfactantes no idnicos,” aunque se comprobd que las sales de amonio de o,w-
diaminoalcanos protonados presentaban los valores mas altos de la constante de unién, de
forma que las cadenas de metilenos hidrofébicas de los huéspedes se acomodan en la

cavidad del hOSpEdador,26'27'44’46

Analisis de las afinidades y selectividades presentadas por decenas de complejos entre
diferentes huéspedes con CDs y CBs llevaron a la conclusidon de que este nuevo macrociclo
unia con mayor afinidad y selectividad sus huéspedes de lo que lo hacen las ciclodextrinas;
de hecho, el valor medio de la afinidad de mas de mil complejos con CDs (Kg = 10%%1 M'l)
es un orden de magnitud inferior al correspondiente obtenido para el caso de los complejos

3.8+1.5 -1
M . Estos

estudiados por Mock, con un valor promedio de constante de unién de 10
estudios ilustraron que la capacidad de asociacién del CB[n] superaba las encontradas por
otras moléculas hospedadoras tan conocidas como las CDs; de esta forma, varios grupos de
investigacidon explotaron las propiedades complejantes Unicas de esta capsula orgdnica
principalmente en la eliminacidn de colorantes y metales presentes en aguas de residuos
textiles, como microrreactor en catdlisis y, sobre todo, el disefio de polirrotaxanos en una,

. . 47-54
dos y tres dimensiones.
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. 2NOy <
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3

Figura 1.7. Ejemplo de uso del CB[n] en la construccién de un pseudo-rotaxano.

LA -4 .
e -’\\‘/\N/\@/\Nz\/ —
d Hz Ha

A pesar de ello, el desarrollo de la quimica del cucurbituril fue lento debido principalmente
a su baja solubilidad en disolventes de uso comin, (2-3x10” M en agua), siendo soluble
sélo en presencia de sales de metales alcalinos o en disoluciones acuosas fuertemente
acidas, de ahi que la mayoria de sus estudios fueran realizados en una mezcla 1:1
agua:acido férmico. Ademas, los investigadores en este campo advirtieron que, en
contraste con el hecho de que existen diferentes homdlogos de otro tipo de macrociclos
como ciclodextrinas o calixarenos, no estaban disponibles congéneres de mayor o menor

numero de unidades glicoluril.

Después de numerosos intentos fallidos durante varios afios, no fue hasta unos veinte afos
después del descubrimiento del cucurbituril, en 2000, cuando se consiguid finalmente la
sintesis, aislamiento y caracterizacion completa de homdlogos que contienen diferente
numero de unidades glicoluril; la reaccidn de condensacion llevada a cabo en condiciones
mas suaves y controladas cinéticamente dio lugar a una mezcla que contenia una familia de
homologos de CB que van desde el pentamero al octamero, cada uno en una proporcién
diferente, que pueden ser obtenidos en forma pura mediante su separacién por

cristalizacion fraccionada.
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crudodereaccion

Hz0 N CBIB). CBI8], ICB[6], CBIS|CCB[10), —~ CB[S|CCBI{10]
CBI[5], CB[7] chm}.{cs[el ' Hcm-cocz)i\' 24_CB[10]-2HCI
aon I-[CBITT) cBi6. icBl6]. CBISICCBI10] ok \~ [CB{10]]

85| evaporacionk\. cB[6] |

(CBIS), KCBI9], CRIGICCR{10] ~=~ recristalizacion fraccionada

2a:derivado de melamina

Esquema 1.2. Procedimiento de separacion de la mezcla de CB[n] obtenida tras la sintesis

en condiciones mas suaves.

Desde ese momento, en la literatura se introdujo la denominacién de cucurbit[n]uriles para
designar a la familia completa de oligémeros ciclicos con diferente nimero (n) de unidades
glicoluril unidas por puentes metileno, cuya abreviacién mas ampliamente utilizada en la

55,56 « 4 ~ ,
Sélo un par de afos después,

bibliografia es CB[n], aunque también aparecen como Qn.
Day y colaboradores detectaron por espectroscopia RMN la presencia del oligdmero con
nueve unidades de glicoluril (CB[9]), aunque no fue posible su aislamiento, y el complejo de
inclusion CB[5]@CB[10], donde el homdlogo con diez unidades glicoluril retenia atrapado
en su cavidad interna al miembro mas pequefio de esta familia de capsulas organicas,
formando lo que se denomina un Giroscano, aunque fueron incapaces de obtener de forma
aislada la capsula de CB[10], resultado satisfactorio que consiguid el grupo del profesor

57,58
Isaacs en 2005.

Independientemente del numero de unidades glicoluril, las caracteristicas estructurales que
poseen los cucurbit[n]uriles son las que establecen su comportamiento excepcional en
procesos de complejacion hospedador-huésped. En principio, la disposicidon altamente
rigida de sus unidades constitutivas y la yuxtaposicion cercana de las dos regiones de unién

.. . 59
hacen que los procesos de reconocimiento molecular sean altamente selectivos™ ya que,
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cuando un ligando es mas rigido, la selectividad de tamafio y los efectos de ajuste de

~ . 60,61
tamafio son dominantes.”™

Por otro lado, sus dos portales, definidos por grupos carbonilo, flanquean las estrechas

25,26,45,59

entradas a la propia cavidad hidrofébica de los CB[n] lo cual resulta en una unién

que produce barreras estéricas significativas para la asociaciéon y disociacion de los
huéspedes, manifestandose en cinéticas lentas de intercambio de ligandos segin se ha
comprobado por RMN.>"?#%

Los grupos funcionales carbonilo que definen las entradas a la cavidad hacen que los
efectos electrostaticos jueguen un papel crucial en los eventos de reconocimiento
molecular para estas ca'\psulas.59 Si comparamos con otras familias de hospedadores
sintéticos o de origen natural como las CDs, donde las entradas a la cavidad se encuentran
rodeadas por grupos hidroxilo que contribuyen a la unién del huésped principalmente a
través de puentes de hidrogeno, los grupos carbonilo ureido polares en los portales de los

27,45,62,63

CB[n] permiten que se establezcan interacciones carga dipolo asi como puentes de

64,65 66-68

hidrégeno con el huésped, al igual que coordinacion a iones metalicos.

A
NN "'“1‘ -
0 '}—(- { ¥ H"
N\"\‘ Nﬂf l;' NN N NN
| Y\ Efecta \\\O
hidrofohico o

Figura 1.8. Interacciones principales en los complejos con CB[n]

B T
0 OH ,‘N OO Interaccion O
. /[ ,LQF ion-dipolo /.'{-

Por tanto, varias interacciones intermoleculares promueven la unidn de los huéspedes con
los CB[n]: igual que en el caso de las ciclodextrinas, se aplica el efecto hidrofébico®”’ que
deriva de varias contribuciones entre las que cabe destacar la eliminacién de moléculas con
alto contenido entrépico una vez se incluyen los residuos orgdnicos no polares y las
diferentes interacciones de dispersion en el interior de la cavidad y en el agua. Ademas las

interacciones idn-dipolo de los cationes metalicos o los iones amonio organicos con alguno
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o ambos de los dos anillos carbonilos ureido que flanquean la cavidad contribuyen a la

27,45,62,63

asociacion intermolecular , mientras que las interacciones por puentes de hidrégeno

64
aparecen menos frecuentemente.

Los principios y aplicaciones de la quimica de los diferentes CB[n] se encuentran
ampliamente documentados de forma que, en general, muchas de las tendencias
observadas en los procesos de complejacién en el comportamiento de CB[6] pueden ser
extrapoladas al resto de CB[n] en funcién del tamafio de la cavidad.®”" La variacién del
tamafio de su cavidad y portales llevan a propiedades marcadamente diferentes de las
encontradas en CB[6], determinando unas altas afinidades y selectividades inusuales en
procesos de reconocimiento en agua. El homdlogo mas pequefio (CB[5]) se puede unir a
especies pequefias tales como NH," o gases del tipo N,, O, 0 Ar en la entrada a su cavidad;
este macrociclo compleja Pb*" en agua con una gran selectividad sobre otros cationes
alcalinos, alcalinotérreos, amonio o cd*.” Por su parte, la cavidad mas grande de CB[7]
implica que se puedan formar complejos 1:1 con innumerables compuestos organicos,
principalmente funcionalizados con grupos amino, amonio o piridinio como la
adamantanamina’”® o los dicationes violégen069’74'77, aunque también han sido
encapsulados complejos metalicos’® y moléculas organometalicas como el o-carborano” o

77,80,81
los metalocenos

de Ti, Mo, Fe y Co e incluso estructuras tan importantes como el
82-86 S les . .

fullereno Cgp. Por altimo, como la cavidad de CB[8] es similar a la de la y-CD, resulta lo

suficientemente grande como para incluir dos moléculas idénticas, formando complejos de

. . 74,87,88
estequiometria 1:2

, 0 bien dos moléculas de huéspedes diferentes para dar un
complejo 1:1:1,89 En este ultimo caso la fuerza que dirige la asociacidon es el aumento
marcado de la interaccion por transferencia de carga entre las moléculas de huésped
electrodeficiente y rica en electrones en el interior de la cavidad hidrofébica. EI CB[8] es

. . . . 90 . .
también capaz de incorporar en su cavidad otros macrociclos™ como ciclen, ciclam (ver

estructura en esquema 1.3) e incluso sus complejos con metales de transicion.

Ademas de su disponibilidad comercial en cuatro tamafios diferentes, la alta estabilidad

estructural, interaccion con alta afinidad, alta selectividad de unién, forma y disposicidon de
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los grupos funcionales, asociacion y disociacion con cinéticas controladas y control de los
procesos de reconocimiento molecular por estimulos electro- o fotoquimicos apropiados
son las principales caracteristicas de la quimica de los CB[n].> De esta forma, la principal
razon que explica el interés en la aplicacidon de los cucurbit[n]uriles es su habilidad de
encapsular reversiblemente una molécula huésped manipulando las condiciones
experimentales en las que ocurre la complejacion y la descomplejacién. Esto hace que los
CB[n] sean complementarios con las ciclodextrinas como plataforma de eleccion en

aplicaciones de escala industrial.

o

(% 114° (%

Figura 1.9. Estructura molecular del cucurbituril (CB[n]) asi como su unidad monomeérica,
denominada glicoluril, donde puede apreciarse su disposicion espacial curvada, la cual

confiere al CB[n] su peculiar geometria.

Uno de los parametros mas importantes de la familia de cucurbit[n]uriles es la dimensién
de su cavidad hidrdfoba, las cuales han podido ser determinadas mediante difraccién de

25,70
rayos X.

Como ocurre con la familia de las ciclodextrinas, los diferentes CB[n] son
capsulas que tienen una profundidad comun (9.1 ﬂ), aunque sus dimensiones ecuatorial,
anular y volumen varian sistematicamente con el nimero de unidades glicoluril (Tabla 1.1);
cabe destacar que la entrada al interior de los CB[n] es aproximadamente 2 A mas estrecha
que la cavidad misma, lo cual produce barreras estéricas significativas para los procesos de
complejacién. Por otro lado, si comparamos en términos de tamafio de cavidad se puede
establecer, aunque cabe tener en cuenta la diferente geometria en la capsula en su
conjunto, un paralelismo entre CB[6], CB[7] y CB[8] con la a, B y y-ciclodextrinas,

respectivamente. De esta manera, las dimensiones de las cavidades en la familia de CB[n]

igualan e incluso superan los valores alcanzados por las CDs.
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Tabla 1.1. Parametros dimensionales de los diferentes CBs (¢: didmetro)

Tamafio (A)
CBJ[5] CBJ[6] CBI[7] CBI[8]
Dexterior 131 14.4 16 175
dinterior 2.4 3.9 5.4 6.9
dcavidad 4.4 5.8 7.3 8.8
altura 9.1 9.1 9.1 9.1
Volumen (A3) 82 164 279 479

La solubilidad de CB[n] en disolventes organicos comunes es menor de 10° M, de ahi que la
quimica de los cucurbit[n]uriles haya sido principalmente estudiada en medio acuoso.
Incluso en este disolvente la solubilidad es relativa baja91'95: CB[6] y CB[8] son bastante

insolubles, mientras CB[5] y CB[7] poseen solubilidad modesta en agua.

Una de las caracteristicas que mas resaltan de los CB[n] es su alta estabilidad térmica y
quimica96'97; los analisis termogravimétricos de la Figura 1.10 muestran que la
descomposicidn no se produce hasta los 420 °C en todos los casos menos para CB[7] que

. 0
comienza a descomponerse a temperaturas cercanas a 370 C.

-

Porcentaje en masa, %

— T 7T T
100 200 300 400 300 600 700

Temperatura, °C

Figura 1.10. Analisis termogravimétrico de CB[5] (*), CB[6] (*), CB[7] (*) y CB[8] (*).
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La determinacion del peso molecular de estos materiales puede llevarse a cabo mediante
espectrometria de masas> . Estudios recientes han demostrado que la lonizacién por
electrospray (ESI-MS) es una herramienta analitica efectiva que permite la identificacidn y
cuantificacion, en disolucion acuosa, de la masa de los diferentes miembros de esta familia

98-102 .
La presencia de dos portales

. 70 . .
de capsulas’™ y sus complejos hospedador-huésped.
idénticos provoca que estas estructuras sintéticas suelan detectarse como iones
doblemente cargados debido a la coordinacién de metales alcalinos como Na* o Cs'

presentes en la disolucion.

100 [('Rfﬁ-; ;r'\;—\n]—f
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Figura 1.11. Espectros de masas de CB[6] (10 uM) mediante lonizacidn por electrospray en

NaCl+KCl ImM.

El espectro de RMN-'H de los CB[n] (Figura 1.12) contiene sélo tres sefiales de igual
intensidad en la zona alifatica, indicando una estructura no aromatica de alta simetria®>’%:
un singlete, debido a los hidrégenos metilénicos (H,,,) del nicleo de glicoluril, y dos dobletes
acoplados, con un valor de constante de acoplamiento geminal tipico (Jgem = 15.5 Hz),
correspondientes a los hidrégenos de los metilenos puente que no son equivalentes; esta

diferencia entre los hidrégenos metileno ecuatorial (H.) y axial (H,) es debida a la
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anisotropia magnética que se establece en las proximidades de los grupos carbonilo

portales.

La cavidad de la molécula de CB[n] es una regidn magnéticamente apantallante debido a la
preorganizacion de todos los grupos carbonilo que forman cada uno de los portales, lo cual

25,27 ~
esto hace que las sefales en el

resulta en la aditividad de la anisotropia magnética;
espectro RMN-'H debidas a especies encapsuladas en CB[n] sufran un desplazamiento a
campo alto al compararlas con las correspondientes a dichos huéspedes

. 26,27,45,59,63,103,104
libres.

Esta propiedad puede ser utilizada para determinar no sélo si un
huésped ha sido encapsulado, sino también qué parte del mismo se introduce en la cavidad
de los CB[n], de forma que cambios significativamente bajos de los desplazamientos
quimicos reflejan la proximidad de las moléculas a las paredes de la cavidad, mientras que
valores de variacion del desplazamiento quimico suficientemente grandes indican un ajuste
mas proximo de los protones del huésped con los portales de la cavidad. Ademas, la
pérdida del plano de simetria ecuatorial en el complejo cuando se adiciona el huésped hace

que los hidrégenos de los grupos metilenos superiores e inferiores proporcionen sefales

diferentes.

H
« & @& (& (73
Hn DHO gt 0% e85 H,
c68 g& [Te2 LHm
% .. . L. 1"

Ha Valores de 6 (ppm) de los
hidrégenos en los espectros

He
de RMN-!H de CB[n]
HI I-" Hl|'|
GBMP] 434 5.69 5.55
45 40

GBIl 47 575 652
60 65 60 ¥ ¥ GBIl 428 5718 552
&/ppm CBEl 421 580 553

Figura 1.12. Espectro RMN-"H de CB[7] en D,0 medido en un espectrémetro de 300 MHz.

En la tabla se recogen los valores de desplazamiento quimico (8) de cada CB[n].
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En la presente tesis doctoral se van a estudiar una serie de complejos de asociacion entre
CBs y moléculas orgdnicas con varios objetivos entre los que se incluye el desarrollo de
adsorbentes sélidos selectivos, sensores con capacidad dual de deteccién de analitos y
entidades poliméricas tipo liposomas conteniendo CBs asociados con unidades de la
entidad liposémica. A continuacion comentaremos los antecedentes de interés de estos

estudios.
1.2.1. Formacion de complejos entre CBs y acetanilidas sustituidas

Entre los posibles complejos de moléculas huésped con CBs destacan aquellos que se

”

forman con aminas alifaticas.>”*® Un tipo de estructura que posee cierto interés es el que
deriva de las acetanilidas poseyendo en posicién a un grupo propilamino. La existencia de
un anillo aromatico permite establecer la influencia de la sustitucion en este anillo
aromatico en la formacién de complejos de inclusion. En particular, es de interés establecer
las similaridades y las diferencias entre las constantes de complejacion de acetanilidas
monosustituidas con grupos propilamino con las de los isdmeros disustituidos posicionales
orto- y para-. El Esquema 1.3 indica la estructura de los compuestos de interés y la razon
por la que se espera diferencias entre ellos. Asi, mientras que las acetanilidas
monosustituidas deberian formar Unicamente un complejo de inclusién con CBs 6, 7 y 8 con
una estequiometria 1:1, el isémero para del derivado de la fenilendiamina, debido a su
simetria podria llegar a formar complejos con la estequiometria huésped:CB[n] 1:2, si fuera
posible que las dos cadenas laterales con grupos propilamina formasen el complejo de

inclusion independientemente.

Un caso mas complejo seria el del isémero orto- de la fenilendiamina donde la proximidad
entre las dos cadenas laterales y el hecho de que el enlace amida presente una rigidez
conformacional podria motivar que la complejacién de una cadena influyese por efecto
estérico en la otra o que incluso ambas cadenas se acomodasen en una Unica unidad de

CB[n]

32



CAPITULO 1

Esquema 1.3. Estructura de las acetanilidas de interés y posibles modos de interaccién con

cucurbit[n]uril.

Una de las posibilidades estructurales que ofrecen este tipo de moléculas es que podria
facilmente implementarse el anclaje covalente de analogas de las mismas en soportes
sélidos insolubles. En particular existen comercialmente disponibles silices
nanoparticuladas cuya superficie posee grupos propilamino que serian analogos a los
grupos propilamino presentes en las acetanilidas indicadas en el Esquema 1.3. De esta
manera es posible imaginar una nanoparticula de silice que tuviera en la superficie
unidades analogas a las de las acetanilidas indicadas en el esquema. Si estas moléculas
formasen complejos de inclusion fuertes y selectivos con los CBs en disolucién, seria
esperable que ese mismo tipo de complejos tuviera lugar si moléculas andlogas se
encontrasen inmovilizadas en la superficie por lo que este tipo de materiales podria servir

para recuperar o atrapar CBs de la fase liquida a la fase solida. El Esquema 1.4 ilustra el
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CAPITULO 1

proceso de cambio de fase mediante formacion de complejos con unidades organicas

ancladas en la superficie de la silice.

Anclaje de o
9y
wi_J| . Pprecursores A +
H ‘

(o]
bresili
sobresilice SiOZ
COMPLEJOSEN COMPLEJOSEN CB[n] en DISOLUCION
DISOLUCION FASE SOLIDA

Esquema 1.4. Proceso de cambio de fase mediante formaciéon de complejos con unidades

organicas ancladas en la superficie de la silice.

El interés de estos estudios deriva de la poca informacidon acerca de la formacién de
complejos de CB[n] que no sea en disolucidon acuosa y puede servir para desarrollar

. .., . . L. 105,106
sistemas de recuperacién de este tipo de cdpsulas orgdnicas .

1.2.2. Formacion de complejos huésped-hospedador entre CBs y colorantes triciclicos

bdsicos

Estudios previos de nuestro grupo han establecido que colorantes triciclicos basicos forman

107 VIR s . .
Estos colorantes triciclicos basicos tienen en

complejos de inclusion con CB[7] y CBI[8].
comun la existencia de tres anillos condensados aromaticos donde existe uno o mas
heteroatomos en su anillo central. Dependiendo de la naturaleza de estos heteroatomos,
los colorantes pertenecen a diferentes familias tales como: tiazinas, diazinas y oxazinas,
entre otros tipos. El Esquema 1.5 presenta la estructura general de este tipo de
compuestos. La basicidad de estos colorantes deriva de la existencia de grupos amino o de
alquilamino como sustituyentes generalmente en los anillos periféricos y que son
responsables de que en disoluciones acuosas estos compuestos actien como base,

encontrandose protonados o soportando una carga positiva en un rango de pH amplio. El

cardcter catidnico de estos compuestos asi como sus dimensiones moleculares los hace
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CAPITULO 1

especialmente adecuados para formar complejos de inclusién con CBs puesto que tal y
como se ha visto anteriormente este tipo de capsulas organicas forma complejos de

inclusion preferentemente con cationes organicos de tamafo similar.

Y.

X X:NH, O, S
Y:H, N
Z Z:NH,, Et,N

4 X y4

Esquema 1.5. Estructura general de los colorantes triciclicos basicos y grupos mas comunes

gue podemos encontrar en las posiciones X, Y, Z.

Una caracteristica comun de los colorantes triciclicos catidnicos es, como su nombre indica,
el que exhiban una intensa banda de absorcidn en la zona de visible que es la responsable
de la apariencia visual de estos compuestos. Esta caracteristica deriva del hecho de que se
trata de compuestos aromadticos policiclicos los cuales pueden ser considerados como
derivados del antraceno. La sustitucion en el anillo aromatico central de un carbono por un
heterodtomo produce cambios menores en las bandas de absorcion. Sin embargo Los
grupos amino son responsables de un desplazamiento batocrémico de la banda de
absorcién desplazdndola claramente hasta la zona del visible. A la vez los grupos amino
producen un aumento auxocromico de la intensidad de la banda. A modo de ejemplo la
Figura 1.13 presenta el espectro de absorcion UV-VIS del colorante naranja de acridina (AO)

asi como una fotografia de una disolucion acuosa de este colorante.
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Figura 1.13. Espectro de absorcion UV-VIS del colorante AO y fotografia de una disolucion

acuosa de este colorante.

Otra propiedad comun a los colorantes triciclicos basicos es la de emitir fluorescencia
cuando son excitados a la longitud de onda del maximo de absorcién. En la mayoria de los
casos esta emision de fluorescencia se observa visualmente cuando las disoluciones de
estos colorantes se iluminan con luz UV. Sin embargo para el caso del azul de metileno (MB)
y tionina (TH) los rendimientos cuanticos de fluorescencia son relativamente bajos y
pueden no ser detectables visualmente en condiciones de alta dilucién. La Figura 1.14
muestra el espectro de fluorescencia del naranja de acridina (AO) asi como una fotografia

de un vial iluminado con luz UV donde se observa el color de la emisidn de este colorante.

R P N
\ ®
144 ~ AN N

N N
12 | H |
NARANJADE ACRIDINA (AO)

Iﬂ, cuentas

500 550 600 650 700
Longitud de onda, nm

Figura 1.14. Espectro de fluorescencia del AO y fotografia de un vial iluminado con luz UV.
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Como se acaba de comentar, resultados anteriores habian demostrado que estos
colorantes triciclicos bdasicos forman complejos de asociacidn con CB[7] y con CB[8] con

107

estequiometrias 1:1 y 2:1.7" La excepcidn a esta regla es la pironina Y (PYY) donde el

complejo de inclusion para el CB[8] posee una estequiometria determinada de acuerdo con

la curva Jobs de 3:1.*%

La diferencia en estequiometria dependiendo del CB[n] se puede
racionalizar en base a modelos moleculares que muestran que mientras en el CB[7] las
dimensiones de la capsula solo permiten la inclusion en el interior de una Unica molécula de
colorante, para el caso del CB[8] la mayor dimensién de la cavidad interior hace posible
que se alojen en su interior dos unidades de estos colorantes. La Figura 1.15 muestra dos
modelos para ilustrar la estructura de estos complejos de inclusidn. Aunque en el caso de la
PYY no es conocida la co-conformacion del complejo, una posible explicacién a la formacién
del complejo 3:1 en CB[8] podria ser que una molécula de PYY alojada en el interior del

CB[8] se superpone a otras dos moléculas que penetran parcialmente en la cavidad por

extremos diferentes.

Figura 1.15. Modelos moleculares calculados para el colorante proflavina (PF) en presencia

de CB[8] que representan la capacidad de inclusion de dos moléculas de colorante.

La formacion de complejos de inclusion de los colorantes triciclicos con CB[7] y CB[8] se
refleja en cambios en las propiedades espectroscépicas de estos compuestos que son
facilmente visualizables. Asi, los complejos de los colorantes con CB[7] aumentan

significativamente la intensidad de su emisién cuando se encuentran formando el complejo
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de inclusién. A la vez se producen pequefios cambios en las longitudes del maximo de
emision (Ana,). Estos corrimientos en A, y el aumento en la intensidad de emisidén son
debidos al hecho de que al formarse el complejo la molécula de colorante se aloja en el
interior de la cavidad hidrofoba de la capsula organica que es manifiestamente apolar,
resultando el fendmeno de inclusion en un cambio notable en las propiedades del medio
que rodea al colorante que pasa de ser fuertemente polar y con interacciones por puente

. . . 107
de hidrogeno con el colorante a fuertemente apolar y sin interacciones con el colorante™".

Se ha propuesto que el decaimiento preferente del estado excitado de los colorantes
triciclicos basicos en agua implica la transferencia de un protén del agua al colorante
viniendo a resultar en la formacion de un estado electrénico fundamental en forma
protonada.108 El fendmeno de la protonacion de estados excitados es conocido en un gran

108 Ecte

numero de moléculas ocurriendo incluso transferencia intramolecular de un protén.
proceso de desactivacion del estado excitado por protonacidon del mismo compite en un
medio acuoso con la desactivacion por fluorescencia y hace que el rendimiento cuantico de
fluorescencia de estas moléculas en agua sea inferior al del antraceno y otras moléculas
aromaticas rigidas que son considerablemente fluorescentes.'® El proceso de
encapsulacién de los colorantes triciclicos en el interior de los CBs impide o dificulta este
proceso de transferencia de protdn y como consecuencia determina que el estado

electrdnico excitado no pueda sufrir desactivaciéon mediante este mecanismo, viniendo a

resultar un aumento del decaimiento mediante emision de un foton.

Por otra parte, el cambio de polaridad que experimenta la molécula al incluirse en el
interior del CB[n] puede resultar en un cambio solvatocrémico como consecuencia de las
diferencias en la estabilizacion relativa de los estados fundamental y excitados. Estos

® El

. . . .. .10
cambios de polaridad se reflejan en corrimientos en las bandas de fluorescencia.
esquema muestra el cambio drastico en el rendimiento cuantico de fluorescencia que

ocurre tras la formacion del complejo de inclusidn con CB[7].
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Esquema 1.6. Cambios en el rendimiento cudntico de fluorescencia que ocurren durante la

formacién del complejo de inclusién de AO con CB[7] y origen del mismo.

En contraste con los efectos que se observan para la inclusidon de los colorantes en CB[7],

107
Es

los complejos diméricos de los colorantes triciclicos con CB[8] son no fluorescentes.
conocido que los colorantes triciclicos en disoluciones acuosas tienden a agregarse
formando dimeros que dependiendo de la orientacién perpendicular o paralela de los
mismos y de sus propiedades se conocen como dimeros J o H, respectivamente. Esta
asociacion es debida sin duda, a las fuerzas que origina el puente de hidrégeno que tiende a

107,109,110
Una de las

maximizar las interacciones favorables y minimizar las desfavorables.
consecuencias de la agregacion y formacion de dimeros es la disminucién de la intensidad
de emision por fluorescencia, un fenédmeno que es conocido en fotoquimica como auto-
inhibiciéon y que tiene su origen en que la energia de un estado electronico excitado es
transferida a otra molécula idéntica antes de que se produzca el fendmeno de
desactivacion por fluorescencia. Asi, es un hecho bastante general en fotoquimica que la
intensidad de la fluorescencia disminuya a medida que se aumenta la concentracién del

, 109,110
fluoroforo.
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En vista de los comentarios anteriores no es de extrafiar que la asociacion de los colorantes
triciclicos produzca como resultado la inhibicidn de la fluorescencia. Sin embargo, en
contraste a la fluorescencia la asociacion de los colorantes se refleja en cambios en el
espectro de absorcién visible donde aparece una nueva banda de absorcidn caracteristica
de la especie agregada a longitudes de onda menor (en torno a 40 nm) respecto al
monomero sin asociar. Estos cambios en el espectro de absorcidn van emparejados con
cambios visualmente observables de los colores de la disoluciéon y de esta forma la
colorimetria permitiria diferenciar de una forma simple entre el espectro de un mondémero
y el de un dimero.™ A modo de ejemplo la Figura 1.16 muestra los cambios en el espectro
de absorcidn en la zona del visible en funcién de la concentracién del colorante para el azul

de metileno y la pironina Y.
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Figura 1.16. Variacion de los espectros de absorcion de disoluciones acuosas (pH 5.5, agua
milli-Q) de pironina Y (PY) (izquierda) y azul de metileno (MB) (derecha) al aumentar la

concentracion en el rango 10°Ma 10" M.

Puesto que como se acaba de indicar anteriormente la formacién de complejos de los
colorantes con CB[8] da lugar a la formacidn de dimeros, el resultado de la formacién de
complejos es la desaparicion en el espectro de absorcién de la banda correspondiente al
colorante monomeérico y la aparicidn de la banda desplazada hacia el azul caracteristica del

dimero incluso a concentraciones donde en ausencia de CB[8] solo seria observable el
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espectro correspondiente a la especie monomérica. Obviamente, esta formacion del
dimero encapsulado y los cambios en los espectros de absorcion en la zona del visible van
acompafados por la desaparicidn de la fluorescencia. A la vista de estos resultados previos
cabe concluir que es posible caracterizar la formacion de complejos de colorantes con CB[7]
por espectroscopia de fluorescencia mientras que la caracterizacion de los complejos de
colorantes con CB[8] es seguida mas convenientemente por colorimetria. Conviene indicar
que las constantes de asociacion de los colorantes triciclicos tanto con CB[7] como CB[8]

107,108
La

. 5 -1 13 -2
son elevadas y superiores a 10° M para el CB[7] y 10~ M™ para el caso del CB[8].
Tabla 1.2 resume los valores de las constantes de asociacién que como puede verse son
bastante similares como cabria esperar para compuestos con estructuras quimicas

parecidas.

Tabla 1.2. Constantes de asociacién para los complejos entre los colorantes con CB[7]

(KCB[7]) y CB[8] (KCB[8]) medidas en medio acuoso (pH 5.5).

Colorante Kegmy x10° /M7 Keays x107° /M
PR 17.0£25 212+ 59
AN 3.07£0.48 2270+ 730
Pl 14.7+4.8 3.24 £0.61
PY 4.56 £0.10 3.00 + 0.50x10%
OX 12116 732+16.3
Tl 13.5+1.0 2500 = 1200
AM 12628 1080 + 530

1.2.3. Matriz de Sensores

Partiendo del conocimiento que se posee sobre estos complejos entre los colorantes
triciclicos y los CBs en la presente tesis doctoral se pretende explotar los cambios
espectroscépicos que acompafian la formacion de complejos en el desarrollo de sensores
colorimétricos y fluorométricos para analitos. Mientras que una de las estrategias mas

comunes en quimica analitica para la deteccidon de analitos es el desarrollo de sensores
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selectivos y especificos existe otra aproximacidén opuesta y alternativa que se basa en el
desarrollo de una matriz de sensores. En esta aproximacién ninguna de las respuestas de
cada uno de los elementos de la matriz sirve por si sola para identificar el analito pero es la
combinacién de gran numero de respuestas inespecificas de la matriz lo que permite la
identificacion selectiva del analito. Este tipo de aproximacion de matriz de sensores ha sido
también descrito como “lenguas” o “narices” quimicas segun se apliquen a analitos en
disolucion (casos de las lenguas) o analitos en una corriente gaseosa (caso de las

111,112 . , T .
Esta terminologia se basa en la similitud entre la forma de operacion de una

narices).
matriz de sensores con el sentido gustativo u olfativo de los animales superiores. En estos
sentidos existen multitud de terminaciones nerviosas que transmiten la informacién al
cerebro y es la respuesta combinada de todas ellas la que produce una determinada
sensacion de gusto u olor que puede llevar a identificar la sustancia que se esta probando u

oliendo.

La ventaja de las lenguas y narices quimicas se basa en que no es necesario el disefio y
sintesis de una molécula que actue como sensor, ni tampoco es necesario demostrar que
este sensor es especifico y selectivo Unicamente para el analito objeto de estudio. Sin
embargo, al igual que en el caso de las lenguas y narices naturales el principal problema de
la matriz de sensores es el analisis de los resultados y la elaboracion de un algoritmo o
criterio que permita la identificacion del analito.” Entre ellos, el analisis del componente
principal (principal component andlisis o PCA) consiste en elaborar criterios que permitan ir
clasificando sucesivamente los diferentes grupos de analitos tal como un arbol va
dividiéndose sucesivamente en ramas las cuales al final tienen hojas que constituirian el
analito finalmente identificado. El Esquema 1.7 ilustra el método PCA en el que se basa la

operacién de gran numero de lenguas y narices quimicas.
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Esquema 1.7. Analisis de componente principal (“Principal Component Analysis”) basado en
clasificacién segun criterios (“component”) que permiten ir diferenciando el analito hasta
llegar a su identificacion final. Por ejemplo, el analito “H” corresponde a una muestra que

tenga los criterios a,b y d positivos.

Este tipo de algoritmo es de facil implementacién mediante programas de ordenador que
permite, tras la introduccién de los datos, determinar de una forma segura la naturaleza del
analito. Asi, seria posible desarrollar matrices de sensores basados en una serie de
colorantes encapsulados en una serie de CBs ya que, en principio, la respuesta de cada uno
de los colorantes y cada uno de los complejos de los colorantes podria ser diferente para
cada analito. Capturando la imagen de esta matriz de sensores y aplicando algoritmos
computacionales se podria desarrollar un método simple y fiable de analisis basado en los

colorantes triciclicos y sus complejos.
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1.3. Auto-ensamblaje y organizacién molecular

El término auto-ensamblaje molecular puede ser definido como la asociacién espontanea
de dos o mas moléculas bajo equilibrio termodinamico y resultando en la generacién de un

. .. . 114-125
agregado bien definido, el sistema auto-ensamblado.

La naturaleza usa frecuentemente subunidades simples e idénticas como constituyentes de
ensamblajes supramoleculares altamente complejos. Tales ensamblados utilizan
frecuentemente una variedad de interacciones supramoleculares débiles tales como
puentes de hidrégeno, interacciones m-m e interacciones de van der Waals para guiar la
formacién de los elementos de la estructura secundaria en el nivel jerarquico mas bajo y
mantener asi juntas las subunidades que forman la estructura terciaria. El uso de enlaces no
covalentes tiene la ventaja de que se forman espontanea y reversiblemente bajo control
termodindmico, con la posibilidad de correccién de errores y sin productos secundarios
indeseados. Asi, los sistemas bioldgicos construyen y modifican estructuras funcionales
nanoscopicas con eficiencia sorprendente, lo cual constituye una fuente de inspiracion para
la construccién de sistemas quimicos capaces de crear complejidad y, junto con ella,

funcionalidad.

Asi, para construir estructuras nanoscdpicas, la sintesis quimica debe explorar nuevos
conceptos y aproximaciones en la busqueda de métodos eficientes para generar
compuestos con un orden y dimensiones deseadas, para lo cual se pueden abordar tres

aproximaciones tal como se recoge en la Figura 1.17:

1.- Polimerizacion covalente. La reaccidén repetitiva de una entidad quimica simple
denominada mondmero consigo mismo bajo condiciones apropiadas puede dar lugar a una
molécula simple de alto peso molecular denominada polimero. Aunque este proceso
proporciona estructuras de grandes dimensiones moleculares este proceso tiene una

potencia limitada para la generacion controlada de estructuras tridimensionales complejas.
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2.- Polimerizacion no covalente o auto-organizacion. Se pueden formar estructuras
altamente organizadas cuando varias moléculas idénticas se agregan como resultado de
interacciones no covalentes. Podemos encontrar gran variedad de arquitecturas
supramoleculares como cristales liquidos, micelas, monocapas y bicapas o peliculas. A pesar
de que las moléculas se organizan solas, la estructura final representa un minimo
termodindmico. Asi, aunque la auto-organizacion puede producir estructuras en la escala

nanométrica, su aplicacion esta limitada por carecer de cualquier control preciso.

3.- Auto-ensamblaje. Los quimicos deben desarrollar un régimen sintético que incorpore las
lecciones aprendidas de la Naturaleza; en principio, la sintesis organica convencional tiene
que ser utilizada para crear las subunidades que, mediante enlaces no covalentes, puedan
agregarse consigo mismas o con otras subunidades sintéticas para proporcionar
ensamblados supramoleculares estructuralmente definidos y estables. Asi, en lugar de
sintesis covalentes multietapa tediosas, los componentes sencillos estan programados con
los sitios de union adecuadamente posicionados de forma que, al mezclar las subunidades

correctas, se ensamblan espontaneamente sin ninguna contribucién adicional por parte de

los quimicos.
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Figura 1.17. Ejemplos del nivel de complejidad que se puede alcanzar en las estructuras

nanoscoépicas siguiendo las tres estrategias expuestas.

El disefio de sistemas auto-ensamblados artificiales depende, por tanto, de la preparacion
de componentes moleculares que puedan organizarse espontaneamente en arquitecturas
supramoleculares deseadas. Asi, el control sobre la disposicién espacial de los atomos y
moléculas es muy importante porque puede tener dramaticas consecuencias en los
sistemas quimicos: su disposicidn espacial se transfiere de un centro a otro de las moléculas
que forman estos agregados macromoleculares y, en consecuencia, a las dimensiones

nanoscépicas.

Para ello, los componentes tienen que llevar la informacidén apropiada en su estructura
geométrica y electrénica de manera que los sitios de unidn se encuentren en posiciones
correctas. Generalmente el agregado final estd controlado por condiciones de equilibrio, no
poseyendo limitaciones termodinamicas; este aspecto es importante porque los procesos
cinéticamente controlados no tienen el potencial de correccion de errores y asi
normalmente llevan a mezclas. La reversibilidad de los procesos de auto-ensamblaje
también proporciona agregados dindmicos susceptibles de participar en reacciones de

intercambio con otros componentes.

Siguiendo los pasos de la Naturaleza, los quimicos sintéticos han hecho esfuerzos por
formar ensamblados supramoleculares altamente complejos construidos a partir de
unidades simples. Las estructuras y propiedades finales de estos ensamblajes son bastante
diversas, con cavidades internas que varian desde unos pocos angstroms cubicos a varios
nandmetros cubicos. Usando estrategias disefiadas de forma similar a la Naturaleza, se han
usado interacciones tales como enlaces covalentes, atracciones electrostaticas, uniones
metal-ligando y puentes de hidrogeno como la fuerza que mantiene unidas las
subunidades. Estos ensamblados sintéticos han sido utilizados para encapsular una
variedad de moléculas huésped, estabilizar intermedios reactivos e incluso facilitar

reacciones quimicas. De esta manera, el auto-ensamblaje es la estrategia usada por los
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guimicos supramoleculares para reducir el esfuerzo sintético requerido en la generacién de

. . . . . . L. 126
estructuras y arquitecturas complejas que mimeticen las funciones bioldgicas.
1.3.1. Auto-ensamblaje de compuestos anfifilicos bipodales.

Como se ha comentado anteriormente, el fendmeno de formacion de complejos
supramoleculares huésped-hospedador se basa en la operacion de fuerzas
intermoleculares tales como Van der Waals, dipolo-dipolo, puente de hidrégeno etc. En
particular, en el caso que nos ocupa los complejos que van a ser estudiados tienen lugar en
medios acuosos y en este caso el conjunto de interacciones que tienen lugar permite la
clasificacion de los solutos como hidroéfilos o hidréfobos dependiendo de que muestren una
alta o una baja afinidad por el agua, respectivamente. Mds aun, dependiendo de la
estructura de la especie a considerar pueden existir ciertas regiones o grupos que posean
una interaccién favorable con el agua frente a otras regiones o partes de la molécula que no
posean el mismo tipo de interacciones. Esta clase de moléculas teniendo unidades
disimilares u opuestas con respecto a su afinidad por el agua se suelen denotar como
anfififlicas y poseen aplicaciones como surfactantes y detergentes, entre otras. Asi en el
caso particular de los CBs hemos comentado que mientras los grupos carbonilo que
flanquean los portales de las aberturas de estos oligdmeros ciclicos son polares y presentan
una alta afinidad por el agua, el cuerpo interior de la cavidad y que carece de grupos
polares puesto que solo posee unidades CH, es manifiestamente apolar. Por ese motivo el
agua no tiene afinidad por ocupar los espacios interiores del CB[n] y prefiere que sean otras
moléculas (huésped) las que se acomoden en esta regién. De una forma simple tal como se
ha indicado anteriormente los portales o grupos carbonilo de los CBs prefieren asociarse
con el agua o con partes cargadas positivamente de la molécula huésped mientras que el
interior de la cavidad prefiere alojar partes apolares del huésped preferiblemente unidades
hidrocarbonadas. En este sentido, la fuerza termodinamica que favorece la formacién de
complejos se puede describir como la que deriva de la interaccién hidrofébica de la parte

apolar del huésped con el interior de la cavidad y de la interaccidn polar de los grupos
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carbonilos de los portales con la parte polar de la molécula huésped o con moléculas de

agua.

PORTALESC=0 interacciones ién-dipolo,
PARTE POLAR \ dipolo-dipolo, y puentes de H, )
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Esquema 1.7. Zonas de interaccion de los complejos con CB[n].

Las fuerzas hidrofdbicas son responsables no solo de la formacién de complejos de
inclusion sino también del auto-ensamblaje y la formacion de agregados moleculares en
moléculas anfifilicas. Este fendmeno universal por el que moléculas anfifilicas tienden a
agregarse en agua es la base de numerosas e importantes aplicaciones incluyendo el
proceso de detergencia y la creacién de entidades en el seno de disoluciones acuosas

creando objetos y originando anisotropia en medios acuosos.

Un ejemplo paradigmatico del auto-ensamblaje y los objetos o entidades supramoleculares
a los que puede dar lugar es la aparicion de micelas cuando moléculas de surfactante
presentes en el agua superan el umbral de concentracién minimo (concentracion micelar
critica) necesario para que se produzca el fendmeno. Una aplicacién de las micelas y los
objetos multimoleculares que derivan de ellos en ciencia de materiales ha sido la
preparacién de aluminosilicatos mesoporosos basados en el auto-ensamblaje de sales de
amonio cuaternarias poseyendo una cadena alquilica de larga longitud tal como el catién

CTABr. El Esquema 1.8 ilustra el proceso de formacion de este aluminosilicato periddico
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mesoporoso utilizando rodillos de surfactantes presentes en el medio acuoso como agente

plantilla.
Rodillo
micelar
S
Micela de Formacion Silicato Periédico
surfactante hexagonal Mesoporoso

Esquema 1.8. Proceso de formacidn de silicatos periddicos mesoporosos utilizando rodillos

de surfactantes como agente plantilla.

Mas relacionado con la presente tesis doctoral es la formacion de membranas bicapa que
dan lugar a la formacion de vesiculas o liposomas. En células vivas las membranas celulares
y de organulos intracelulares estan constituidas por una bicapa lipidica que contiene entre
otros componentes fosfatidilcolina y otros lipidos unidos a grupos fosfato. La Figura 1.18

presenta la estructura de algunos de los componentes naturales en membranas celulares.
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Figura 1.18. Estructura de algunos componentes de las membranas celulares.

El punto clave para la auto-organizacidon bicapa es la existencia en la estructura de dos
cadenas lipidicas apolares unidas a un grupo fosfato polar. Mientras que un surfactante que

da lugar a micelas posee una Unica cadena alquilica, la existencia de dos cadenas apolares
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largas unidas a un grupo polar determina que la curvatura que permite una Unica cadena no
pueda tener lugar cuando existen dos y como consecuencia del menor radio de curvatura
gue permiten moléculas con dos cadenas alquilicas, el auto-ensamblaje tiende a favorecer
la formaciéon de laminas bicapa donde las cadenas alquilicas de una capa superior pueden
imbricarse con las cadenas lipidicas de la capa inferior, delimitando una superficie que
puede ser plana o que en cualquier caso posee una menor curvatura que las micelas. Estas
membranas originan un compartimento interior que esta separado del medio exterior, pero
que por el hecho de ser flexibles y no estar sujetas a enlaces rigidos puede eventualmente

permitir el paso y la transferencia de materia desde el interior al exterior.

Cabezapolar

...... / (hidréfila)
REGION APOLAR 5,
(permeableal paso Y 2
de sustancias)
’’’’ .\Cadena apolar

(hidréfoba)
Figura 1.19. Representacién de un liposoma cuya membrana origina un compartimento
interior separado del medio exterior, y que por ser flexibles y no estar sujetas a enlaces

rigidos puede permitir el paso y la transferencia de materia.

Relacionado con la presente tesis doctoral se halla el fendmeno de formacién de liposomas
o vesiculas artificiales a partir de cadenas alquilicas de longitud larga enlazadas con una
cabeza polar. En particular, derivado de los estudios de nuestro grupo en el campo liquidos
i6nicos,"”” ™ se ha utilizado como unidad polar el anillo de imidazolio el cual puede ser
sustituido en los nitrégenos con dos grupos alquilicos. El auto-ensamblaje de este tipo de
moléculas podria dar lugar, de manera analoga a los di-lipidos fosfatados naturales a la
formacién de vesiculas. Mds aun, la capacidad de sintesis podria permitir la introduccién en

la cadena hidrocarbonada apolar de enlaces dobles C=C que tras el auto-ensamblaje
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espontaneo en medio acuoso pudiera ser seguido de una polimerizacion posterior de los
grupos vinilo para fijar el objeto supramolecular mediante enlaces covalentes. El Esquema
1.9 ilustra cual es la metodologia que se pretende seguir para que la formacidn estructural
de los imidazolios simétricamente sustituidos se traduzca en primer lugar en la formacion
de liposomas cuya forma pueda ser fijada posteriormente mediante entrecruzamiento de

los dobles enlaces C=C.

Imidazolio Auto-ensamblaje
A 12,

@, y )
2

o
& - POLIMERIZACION
-2
‘ e . ‘ RADICALARIA
~
( 4

9
R )
“‘&xbg

Esquema 1.9. Metodologia que se pretende seguir para la formacién de liposomas cuya
forma pueda ser fijada posteriormente mediante entrecruzamiento de los dobles enlaces

C=C.

El empleo de iones positivos imidazolio como unidades polares de la estructura anfifilica
poseyendo dos cadenas hidrofdbicas podria permitir la asociacidn idnica con aniones y en
particular con el AuCl,. Nuestro grupo tiene igualmente experiencia en la generacién de

nanoparticulas de oro (AuNPs) por reduccion de AuCl,. 130-132

Si este anidn precursor de
AuNPs se encontrase asociado con las unidades de imidazolio seria posible que como
consecuencia de su localizacién preferente, cuando en la etapa posterior al auto-
ensamblaje y fijacidn de la estructura se procediese a la formacién de AuNPs, éstas se
encontrasen en posiciones espacialmente definidas respecto a la vesicula, bien interior o
bien en la superficie de la membrana de la vesicula. Puesto que las AuNPs, incluso sin
encontrarse en contacto con 6xidos mixtos, poseen actividad catalitica para numerosas

reacciones seria de interés evaluar la actividad catalitica de las estructuras que resultaran

tras la formacién de AuNPs y los liposomas.
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Relacionando el auto-ensamblaje con la formacién de complejos con CB[n], una cuestion de
interés es establecer si el auto-ensamblaje produce cambios en la interaccién de los
monomeros con los CBs. La importancia de esta cuestidn surge del hecho de considerar que
ambos fendmenos tal y como se ha indicado se originan como consecuencia de la
hidrofobicidad que hace que las cadenas alquilicas quieran apartase del medio acuoso
introduciéndose en las cavidades del CB[n] o bien imbricindose con otras cadenas
anuiIicas.l?’3 Por consiguiente la fuerza termodinamica comuin a ambos procesos puede
originar que en presencia de CB[n] el auto-ensamblaje se vea impedido o al contrario que el
auto-ensamblaje produzca la destruccion de los complejos huésped-hospedador entre los
liquidos idnicos y los CBs. Una diferencia fundamental entre ambos procesos es su
dependencia con la concentracion de liquido idnico. Para que el auto-ensamblaje tenga
lugar es necesario que la concentracion de liquido idnico supere el umbral minimo
necesario, mientras que la formaciéon del complejo supramolecular puede ocurrir a
concentraciones de liquido idnico incluso inferiores a la concentracion critica de auto-
ensamblaje. En vista de esto cabe esperar que el auto-ensamblaje se favorezca con la
concentracion de liquido idnico mientras que la formacion de los complejos deberia ser

independiente de la concentracidn absoluta de liquido idnico.

i: auto-ensamblaje
ii: complejacion

Esquema 1.10. Competencia entre auto-ensamblaje y complejacién debido al origen comudn
de ambos procesos motivados por la hidrofobicidad. (i) concentraciones elevadas del

compuesto anfifilico; (ii) complejo de asociacion con CB[n].
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1.4. Alginato natural como agente plantilla en la formaciéon de nanoparticulas de diéxido

de titanio.

Relacionado con el fendmeno de asociacién y formaciéon de complejos es conocido que el
alginato natural cuando se encuentra disuelto en agua se asocia formando nanoparticulas
donde la fibrillas del biopolimero sin ramificar se auto-ensamblan para maximizar las

interacciones hidréfilas con el agua y minimizar las interacciones hidréfobas.

El alginato es un biopolimero natural presente en algas y que contiene unidades de acido
manuroénico y glucurdnico junto con unidades de glucosa para dar lugar a oligdmeros y

134,135

polimeros que no se encuentran ramificados . El Esquema 1.11 muestra la estructura

quimica del alginato y el proceso de auto-ensamblaje de sus fibrillas por coagulacion en

disolucion acuosa cuando se halla presente un cation di- o trivalente.

H . H H
COr oy
o H
o o HO o/
HO-
H
OH
H H W €Oz

Ac. Glucurénico Ac. Manuroénico

Y cos

VAYAN

CP Dl
NADAN + ...—>7§L\;@

AVAN
AVAN o \i@@
Fibrillas Alginato Ca%

Esquema 1.11. Estructura quimica del alginato (arriba) y el proceso de auto-ensamblaje de

sus fibrillas en disolucion acuosa en presencia de cationes metdlicos (abajo).

Las sales sédicas y de otros metales alcalinos del alginato son totalmente solubles en agua 'y

. .z . . . . ..o 136-
presentan una fuerte interaccidén con cationes di- y trivalentes de metales de transicién.

139 En particular el alginato y otros biopolimeros naturales han sido usados para atrapar
trazas de metales toxicos en agua debido a su capacidad de complejar este tipo de cationes.

La formacién de complejos de alginato con metales de transicidon deriva de la presencia de
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grupos carboxilato que cuando se encuentran en entorno no hidréfilo presentan una alta
constante de complejacidn con cationes metdlicos y que es el origen entre otros sélidos de

. . s . 140
los materiales reticulares metal-organicos (MOFs).

Recientemente nuestro grupo y otros han descrito un procedimiento innovador de
formacién de nanoparticulas de dxidos metalicos que se basa en la preparacion de alginatos
metalicos con geometria y porosidad definida y posterior calcinacién de estos precursores
para dar lugar a nanoparticulas de pequefio tamafio del éxido correspondiente.141 A modo
de ejemplo el Esquema 1.12 muestra las etapas seguidas en la preparacién de un 6xido de
cerio nanoparticulado que presenta una alta actividad como fotocatalizador en la
generacion de oxigeno a partir del agua. La Figura 1.20 muestra fotografias e imagenes de
microscopia electrénica de barrido del alginato conteniendo iones cerio precursor y del
oxido de cerio resultante tras la etapa de calcinacion. El punto clave de la sintesis consiste
en la complejacién que las fibrillas del alginato ejercen sobre la nanoparticula de 6xido
metalico que se originan en el interior de las fibrillas de alginato, produciendo la

estabilizacidn de las mismas y limitando su crecimiento.

ALGINATO : SINTESIS DE ESFERAS i | OXIDO DE CERIO
EN H,0 > | EsFeras Ce0,/ALGINATO [ >|NANOPARTICULADO

i: Precipitacion alginato con (NH,),Ce(NO;),
ii: Maduracién

iii: Lavados etanol/agua

iv: Secado CO, supercritico

v: Calcinacién

Esquema 1.12. Etapas seguidas para la preparacién de un 6xido de cerio nanoparticulado.

Siguiendo un esquema similar seria de interés ampliar esta metodologia a la preparacién de
otros oxidos metalicos que pudieran ser de interés y donde el tamaifo de particula del
material resultante jugara un papel determinante en la actividad. En este contexto uno de

. 3T s - . . 142-145
los 6xidos metdlicos mas empleados por su actividad como fotacatalizador es el TiO, Y
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en la presente tesis doctoral nos hemos planteado la preparacidon de un TiO, empleando

alginato natural como agente plantilla.

Figural.20. Fotografia SEM del alginato conteniendo ce” sin calcinar (a); (b) imagenes de
las esferas antes de calcinar; (c) Fotografia SEM del CeO, calcinado; (d) Fotografia TEM del

CeO, calcinado conteniendo Au, 1 wt %.

Un objetivo adicional consiste en la introduccion de AuNPs sobre el éxido de titanio
empleando el método del alginato. Recientemente ha aparecido una nueva linea de
investigacion en fotocatalisis encaminada a introducir actividad fotocatalitica en el TiO, con
luz visible**®. Mientras que el TiO, es un fotocatalizador extremadamente activo con luz
UV, esta actividad fotocatalitica desaparece completamente cuando se ilumina con luz
visible. La razén para este hecho consiste en que la energia necesaria para promover un
electron desde la banda de valencia a la banda de conduccion en el TiO, es de 3.2 eV
(correspondiente a A < 380 nm) y por tanto hacen falta fotones con esta energia o superior
para generar el estado de separacidén de cargas caracteristico del comportamiento del TiO,

como fotocatalizador.

El interés de implementar respuesta fotocatalitica con luz visible en el TiO, deriva del hecho
de que la luz del Sol sélo posee en torno a un 4 % de radiaciéon UV y alrededor del 50 % de

luz visible. Por tanto una forma de aumentar la actividad fotocatalitica del TiO, con luz solar
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consiste en aumentar el rango de A a las que este semiconductor responde y mas

concretamente, introducir respuesta del TiO, en la zona del visible.

En este contexto se han desarrollado estrategias consistentes en el dopaje del TiO, con
elementos metdlicos y no metalicos que permiten introducir actividad fotocatalitica en la
zona del visible. El dopaje consiste en sustituir un pequefno porcentaje de atomos de Ti por
otro metal de transicion o, alternativamente, sustituir un pequefio porcentaje de oxigeno
de la red por otro elemento no metalico. Teniendo en cuenta la robustez del TiO, y la
dificultad de producir modificaciones en la red del TiO,, una de las principales limitaciones
del dopaje es la falta de reproducibilidad que deriva de las condiciones drasticas requeridas

144,147-149 . . .
Ademds se ha descrito que los elementos dopantes tienen

para el proceso.
tendencia a migrar durante el proceso fotocatalitico como consecuencia de la generacién
de electrones y huecos que produce la reduccidn u oxidacidon de estos heteroatomos que
finalmente son expulsados de la red. Este fendmeno conocido como fotocorrosion es
particularmente notable si el proceso fotocatalitico se lleva a cabo en medio acuoso donde

se puede producir el lixiviado de los heterodtomos y su migracién a la fase acuosa.

Una alternativa al dopaje que ha sido recientemente empleada en nuestro grupo consiste

146 . .z
De esta manera la excitacion del

en la deposicién de AuNPs sobre la superficie del TiO,.
material tiene lugar no en el semiconductor sino en la banda de plasmdn superficial de la
nanoparticula metdlica de oro. El Esquema 1.13 ilustra la diferencia en el mecanismo de
excitacion del TiO, conteniendo o no AuNPs, asi como la diferencia de localizacion de los
electrones y huecos. De esta manera la deposicion de AuNPs durante el proceso de
formacién del TiO, mediante la metodologia del alginato deberia proporcionar un material

Au-TiO, que fuera fotocataliticamente activo con luz visible. Esta fotoactividad se evaluaria

en la ruptura fotocatalitica del agua para generar hidréogeno.
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Esquema 1.13. Diferencia en el mecanismo de excitacién del TiO, conteniendo (a) o no (b)
AuNPs.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

La presente tesis doctoral va encaminada a profundizar y obtener informacién adicional
sobre los procesos de asociacion basados en interacciones no covalentes tanto de
moléculas complementarias como de moléculas idénticas. De esta manera una serie de
capitulos se basan en la posibilidad de formar complejos de inclusién entre colorantes
fluorescentes triciclicos y CB[n] de tamafios diferentes y la aplicacion de estos complejos en
matrices de sensores que sirvan para la deteccién y cuantificacién de analitos en agua. En el
desarrollo de este objetivo se estudiaran como analitos tanto sales de amonio como
aminodcidos y el y-hidroxibutirato. Ademas de su aplicacién en sensores, la formacién de
complejos supramoleculares con CBs se ampliard a otros sustratos organicos con
estructuras derivadas de anilinas e imidazol. Un punto de especial interés serd determinar si
las fuerzas hidrofdbicas responsables de la formacién de complejos de CB[n] en agua se ven
alteradas o no en el proceso de auto-ensamblaje utilizando como moléculas para el estudio
liquidos idnicos con estructura de imidazol y cadenas w-alquenilicas de longitud larga
capaces de sufrir procesos de auto-asociacion. Por ultimo la agregacion y la formacién de
complejos se aplicara para desarrollar un sistema innovador de formacién de
nanoparticulas de oxido de titanio conteniendo oro, las cuales seran sintetizadas a partir de
los complejos entre alginatos naturales y precursores catidnicos con un solo atomo de

titanio.

En particular los objetivos especificos de la presente tesis doctoral y que se corresponden

con cada uno de los capitulos de la seccién de resultados son los siguientes:

1. Desarrollo de matrices de sensores basados en complejos supramoleculares
huésped-hospedador entre colorantes fluorescentes triciclicos y CBs o
ciclodextrinas de diferentes tamafios para la deteccién y cuantificacién de sales de

amonio cuaternarias y aminoacidos.
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2. Desarrollo de una matriz de sensores basados en colorantes fluorescentes
triciclicos y CBs para la deteccion y cuantificacion del y-hidroxibutirato en agua. El
y-hidroxibutirato es una droga ilegal para la que no existen métodos colorimétricos
de analisis.

3. Determinar la formacién de complejos huésped-hospedador y |las
correspondientes constantes de complejacién entre a-amino acetanilidas
derivadas de la anilina y la orto- y para- fenilendiamina. Se pretende determinar la
estequiometria de formacion de los posibles complejos y sus constantes de
asociacion en disolucién a fin de aplicar la informacién obtenida en el desarrollo de
silices que contengan covalentemente anclados a las particulas unidades andlogas
a estas acetanilidas.

4. Estudio del auto-ensamblaje de liquidos idnicos derivados de anillos de imidazolio
sustituidas simétricamente con grupos w-alquenilo de cadena larga. Se establecera
la posibilidad de incluir en el interior de la region hidrofébica nanoparticulas de oro
y el estudio de la actividad catalitica de las mismas

5. Determinacion de la constante de asociacién en disoluciones diluidas de liquidos
ionicos derivados del imidazolio sustituidos simétricamente con cadenas w-
alquenilo de cadena larga y como el proceso de auto-ensamblaje en
concentraciones superiores a la concentracion critica de auto-ensamblaje influye
en la formacién de complejos de inclusidn liquido idnico-CB[n].

6. Obtencion y propiedades fotocataliticas de un oxido de titanio nanoparticulado
conteniendo o no nanoparticulas de oro por combustién en condiciones

controladas del complejo entre alginatos naturales y el catidn titanilo.

La consecucion de estos objetivos servira para desarrollar nuevos sensores
colorimétricos y fluorimétricos en agua para la detecciéon de varios tipos de
compuestos organicos no deseados, asi como para conseguir informacion sobre los
procesos de auto-ensamblaje de moléculas con estructura de liquido idnico y de

como su complejacion con CBs se ve influida por el auto-ensamblaje de estas
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moléculas. Ademds se estudiara la asociaciéon de CB con derivados de anilina tanto
en disolucién como en fase solida. Por ultimo, la formacidon de complejos de
coordinacidn con un biopolimero natural servird para la preparacion de un
material que debido a la morfologia y tamafo de particula pequefio podria
presentar una actividad fotocatalitica elevada, superior a la que exhiben

fotocatalizadores de TiO, comerciales.
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CAPITULO 3: SENSORES COLORIMETRICOS BASADOS EN SERIES DE COLORANTES Y
SUS COMPLEJOS Y ENCAPSULACION CON CICLODEXTRINAS Y CUCURBIT[n]URILES
PARA LA IDENTIFICACION DE SALES DE AMONIO Y AMINOACIDOS.

3.1. Introduccion

Las sales de amonio cuaternarias (SACs) son de gran aplicacion como surfactantes,
particularmente en formulaciones de detergentes de uso doméstico y en productos de
limpieza. Las sales de amonio cuaternarias también se usan como algicidas en piscinas,
como agentes bactericidas y como desinfectantes. Estos compuestos son agentes de
desinfecciéon recomendados en la industria alimentaria para evitar la proliferacion de
levaduras y hongos asi como otros microorganismos patégenos tales como Listeria

1
monocytogenes.

Hay un amplio rango de otros usos relativamente menores donde también se emplean sales
de amonio cuaternarias y que van desde su uso como electrolitos, compuestos para
electrélisis, agentes de transferencia de fase, liquidos idnicos e incluso como agentes

plantilla en sintesis inorgdnica.

La mayoria de las aplicaciones de esta clase de compuestos orgdnicos nitrogenados implica
su uso directo en disolucién acuosa o, de forma indirecta, en operaciones de lavado y
desecho, donde estos compuestos acaban apareciendo en aguas residuales, produciendo

una contaminacion indeseable.

Las SACs en concentraciones superiores a un cierto limite pueden jugar efectos adversos en
humanos, por ello, su presencia en alimentos debe ser evitada. Considerando el amplio uso
de las sales de amonio cuaternarias y los efectos negativos potenciales, existe un interés
creciente por su deteccion como parte de la inspeccién y andlisis de aguas, control de

calidad en la industria alimentaria y determinacion de parametros de calidad
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medioambiental. Por consiguiente, es de interés desarrollar sensores quimicos simples que
no solo sirvan para detectar esta clase de compuestos, sino que también puedan identificar

su estructura y cuantificar su concentracion.

El desarrollo de sensores que sean capaces de dar resultados de forma rapida y fiable tales
como matrices de sensores quimicos representa uno de los campos emergentes de
crecimiento mas rdpido en el drea de Quimica Analitica basada en técnicas no
convencionales.”” Los sensores quimicos colorimétricos para la deteccién de compuestos
organicos son un tipo de técnicas de bajo coste, rdpidas y muy prdcticas que no requieren

de personal especializado o de equipamiento especial dedicado para este menester.

SALES DE AMONIO

CUATERNARIAS

[ ] ‘ \ | ANTIBACTERICIDAS Y
" INDUSTRIA FUNGICIDAS
SURFACTANTES
SINTESIS ALIMENTARIA DESINFECTANTES

Electrolitos Control de Formulacion de detergentes . Lrmpiezay desinfeccion
Ag. de transf. de fase| microorganismos y productos de limpieza Piscinas pd v ol
Agente plantilla e superficies

Esquema 3.1. Principales usos y aplicaciones de SACs

A pesar del impacto ambiental y del amplio uso de las SACs, el nimero de técnicas
analiticas aplicables para su caracterizacién es muy limitado, particularmente comparado
con aminas y otros compuestos nitrogenados de caracter basico. Cuando el contraién no
presenta propiedades acido-base, las SACs son neutras y a parte de la carga positiva no
poseen factores estructurales generales tales como pares de electrones solitarios o enlaces

de hidrégeno polares en los que se pueda basar el disefio de sensores especificos.
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Se han propuesto en la literatura cientifica especializada algunos métodos de anélisis para
determinar la concentracién de SACs en agua ®’ 0 en medios mas complejos tales como en
alimentos " y surfactantes.’ Generalmente, la deteccidn y cuantificacién de SACs puede
llevarse a cabo por técnicas cromatogra’n‘icas,l’9 potenciométricas,m 0 espectroscopicas,
pero estas técnicas analiticas instrumentales requieren el uso de equipos especiales
ademds de consumir tiempo y necesitar de pre-tratamientos de las muestras. Asi, la
cromatografia liquida en fase reversa ha sido aplicada a la deteccion de SACs en leche.! Por
otra parte, las SACs pueden ser valoradas indirectamente en algunos casos determinando la
concentracion del contraidn correspondiente. Este método es particularmente util cuando
el anién de compensacién es un haluro o posee propiedades acidas (HSO,) o basicas (OH
).11'12 Obviamente, esta aproximacion puede ser de utilidad en algunos casos pero no es de

aplicacién general porque no se basa en la deteccién directa del componente de amonio

cuaternario.

Existen precedentes en la literatura especializada describiendo la deteccidn directa de SACs
basados en métodos colorimétricos. Por ejemplo, la concentracion de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTMA), bromuro de tetradeciltrimetilamonio (TDTMA), y bromuro de
octadeciltrimetilamonio (ODTMA) ha sido determinada por valoracién con disoluciones de

. JORT . . . . 6
tetrafenilborato sdédico con amarillo de metilo como indicador.

Algunos de los métodos colorimétricos explotan la habilidad de estos compuestos para
actuar como agentes de transferencia de fase. Asi, la influencia de la presencia de SACs en
el coeficiente de reparto de un colorante entre una fase acuosa y otra organica en contacto
puede servir para la deteccién de este tipo de SACs. Sin embargo, esta metodologia
presenta el problema de interferencia de otros agentes de transferencia de fase, ademas
del hecho de que las SACs con cadenas alquilicas cortas no actlan como catalizadores de
transferencia de fase. Ademas la deteccidon basada en el coeficiente de reparto de un
colorante no permite identificar la estructura quimica de la SAC. Otros protocolos
colorimétricos estan basados en la precipitacion de un colorante anidnico tal como la

eosina debido a la formacion de una sal insoluble por apareamiento idnico con los iones de
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amonio cuaternario. Este procedimiento usando eosina como indicador (ver estructura en
Figura 3.1) ha sido propuesto para la deteccion y cuantificaciéon de SACs en leche con un

limite de deteccion de 5 ppm. 812,13

Tests colorimétricos basados en tiras de papel han sido comercializados para detectar SACs
en soluciones de desinfeccion (ver Figura 3.1). Estos test colorimétricos se han descrito
como especialmente utiles en la deteccion de alquildimetilbencilamonio (benzalconio)”’15 y
didecildimetilamonio en utensilios de cocina y en superficies en contacto con alimentos.**
Sin embargo estos papeles para evaluacidn colorimétrica no proporciona una respuesta
individual diferenciada para SACs diferentes. Por ejemplo, no permiten distinguir entre el
bromuro de benzalconio, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTMA), cloruro de
hexadecilpiridinio, bromuro de dodeciltrimetilamonio (DDTMA) vy cloruro de
octadeciltrimetilamonio (ODTMA) los cuales todos ellos darian positivo en la evaluacion
produciendo un viraje en el color de la tira de papel del color inicial amarillo verdoso al
color azul turquesa.15 Por consiguiente, el estado del arte al inicio del presente trabajo se

puede resumir como que no existian sensores quimicos colorimétricos que fueran capaces

de identificar la estructura quimica individual de varias SACs en disoluciones acuosas.

La ventaja de una matriz de sensores en términos de simplicidad y exactitud nos condujo a
explorar la posibilidad de emplear una matriz de sensores basados en complejos
supramoleculares huésped-hospedador para la deteccidn e identificacion de SACs en

medios acuosos.
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Figura 3.1. Estructura de la Eosina Y (a) e imagen del papel para test colorimétrico; ambos

se utilizan en la deteccidon de SACs.

De manera similar a las SACs, los aminoacidos son unidades basicas de muchas
biomoléculas que se encuentran ampliamente presentes en el medio ambiente. Aunque
. . .17 .

para este tipo de compuestos se conocen ya numerosos sistemas de deteccién™ existe
todavia la necesidad de desarrollar nuevos sensores que de forma simple permitan la
discriminacion visual de aminoacidos. La determinacidon de la presencia de aminodacidos
tiene un gran interés en diferentes campos que van desde la industria alimentaria y analisis

18-21 ;. 22,23 . . s 24
de aguas™ 7, ensayos clinicos y diagnostico de enfermedades tales como el Alzhéimer™,

... 25 . ;26
pancreatitis, y en otros campos en biologia.

En todos estos casos, la habilidad para analizar los diferentes aminoacidos y sus derivados

de una forma rdpida y sencilla constituiria una herramienta de gran utilidad.

Igual que en el caso de las SACs que se acaba de comentar, la mayoria de los

procedimientos analiticos para detectar y caracterizar aminoacidos mas usados estan

24,27-29 18,19,30-32

, s sy . 33-
basados en métodos espectroscdpicos, cromatograficos, o electroquimicos.

37 . . . . . . s .
Ademas de técnicas instrumentales se han descrito igualmente, sensores quimicos

26,38,39

colorimétricos y fluorimétricos para la deteccién de aminodcidos. Los avances mas

recientes en este campo de deteccion de aminodcidos se han centrado en el uso de
, . sa s . .. . s . . . o 40-42 .
métodos colorimétricos para la discriminacidon enantioselectiva de aminoacidos. Sin
embargo, mientras que estas contribuciones encuentran aplicacidn en sintesis organica
para determinar los valores de excesos enantioméricos de mezclas de aminodcidos D y L, su
uso para establecer la identidad de aminoacidos naturales es limitado puesto que no

permiten diferenciar entre cada uno de los aminoacidos individuales.

. . P o . . 43
Los macrociclos juegan un papel destacado en el fendmeno de reconocimiento quiral

habiéndose descrito ejemplos donde se determina la fluorescencia para derivados de a-

44-47

aminodcidos basandose el reconocimiento quiral en un fendmeno de encapsulacion. De
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manera analoga la funcionalizacién de polimeros conductores ha sido empleada como

. L, 48,49
plataforma para la deteccién de aminodcidos.

{X:CH;‘R=Me
1 X=CHg, R=iPr
X=S,R=Me
X=8R=iPr

Rfo 0:.()_"_(

“NHTs TsHN

New J. Chem., 2009, 33, 2128-2135

Figura 3.2. Macrociclos funcionalizados para reconocimiento quiral.

Aunque una lista exhaustiva de sensores quimicos para aminoacidos no es necesaria para
los propodsitos del presente capitulo, parece claro que los procedimientos actualmente
recomendados para el andlisis de aminoacidos tienen unas limitaciones entre las que
destacan la necesidad de equipamiento y de personal especializado, procedimientos de
analisis complicados, elevado coste, técnicas que requieren tiempos de analisis largos,

limites de deteccidn elevados o incluso grandes cantidades de muestra.

Por ejemplo algunos métodos espectroscopicos requieren la derivatizacién previa de los
aminodcidos y el andlisis de inyecciéon de flujo necesita la preparacion de grandes
cantidades de reactivo. Por otra parte los métodos amperométricos estan limitados por la
pasivacion de la superficie de los electrodos y las medidas de absorbancia UV-VIS presentan

problemas cuando se dispone de volumenes muy pequefios o de bajas concentraciones.

En el presente capitulo vamos a describir tanto para el caso de SACs como para
aminodcidos, matrices para deteccidn colorimétrica y fluorimétrica basadas en complejos

5,50-55

supramoleculares entre colorantes triciclicos basicos y CBs. Estos complejos

supramoleculares de inclusidon van a permitir la deteccidn inmediata y la discriminacién
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tanto para SACs como para a-aminoacidos mediante el andlisis de las imagenes de la matriz

de sensores en presencia de estos analitos.

Un precedente relacionado en el uso de CBs y la molécula fluorescente dapoxil en
combinacidn con enzimas descarboxilasas especificas ha sido descrito para la identificacidn

. N 47,48
de ciertos aminoacidos.

El procedimiento de operacién de este sistema enzimdatico se
ilustra en la Figura 3.3. Sin embargo el hecho de que cada a-aminoacido requiera de un
enzima descarboxilasa diferente para su identificacion constituye una limitaciéon importante
en este procedimiento puesto que en la mayoria de los casos estos enzimas no estan
disponibles comercialmente y por consiguiente no son de facil disponibilidad. Por otra
parte, la velocidad de las reacciones enzimaticas puede verse afectada por la presencia de

inhibidores que pueden alterar el ensayo inhibiendo el enzima resultando en falsos

negativos.

“switch-off*
fluorescence response
= I~
substrate |enzymatic reaction > p c
o

weak competitor strong competitor

Chem. Eur. J. 2008, 14, 6069— 6077

Figura 3.3 Uso de reacciones enzimaticas y complejos hospedador-huésped en la deteccidn

de aminodacidos basado en la referencia 47.

El desarrollo de sensores especificos para cada analito presenta como inconveniente la
necesidad de sintesis organica, a veces complicada, e implicaria el uso de sensores
especificos diferentes para cada analito. En contraste a esta aproximacion, el uso de una
matriz multiple de sensores quimicos“’56 representa una alternativa atractiva frente a los
métodos clasicos de deteccion a la vez que permite la discriminacién de un gran nimero de

analitos usando solo un numero limitado de sensores.

73



CAPITULO 3

3.2. Resultados y discusion

El Esquema 3.2 contiene la estructura general tanto de los CBs como de los colorantes
triciclicos usados en el presente capitulo. Cada elemento en la matriz del sensor quimico es
solo parcialmente selectivo y es la respuesta global de la matriz la que debe ser analizada y

la que resulta ser especifica para cada analito.

Esta estrategia de analisis basada en una matriz requiere sensores individuales menos

sofisticados y selectivos, los cuales se encuentran frecuentemente disponibles

comercialmente.

Se han descrito algunas matrices de sensores colorimétricos o fluorimétricos para

,57,58 . .
pero el sistema que se presenta en este capitulo

. . s . s . 42
determinacion de aminoacidos,
combina una mayor capacidad de discriminacion, un criterio fiable de deteccidon y el que los

colorantes y las capsulas se encuentran disponibles comercialmente.

Y
NeOOWN

ey X Y R

CB[6) FROFLAVINA (PR) NH CH H

iy ACRIDINANARANJA(AN) NH CH CH,

PIRONINA (PI) © CH H

PIRONINA Y (PY) G CH CH,

OXONINA (OX) o N H

rYY g~ o TIONINA (T1) S N H
CB[7] cgfg] AZULDEMETILENO(AM) S N CH,

Esquema 3.2. Estructura de los colorantes triciclicos basicos y CBs usados en la preparacion

de las matrices de sensores.

En el presente caso se han utilizado las capsulas organicas CB[5], CB[6], CB[7] y CB[8] las a-,

B-y y-ciclodextrinas y 6 colorantes, la mayoria de ellos fluorescentes y de estructura simple
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tales como la proflavina (PF), oxonina (OX), pironina Y (PYY), naranja de acridina (AO), azul

de metileno (MB) y tionina (TH).

Esta combinacidon de cdpsulas y colorantes fue ensayada como matriz de sensores
colorimétrica para la discriminacion de una serie de catorce SACs diferentes cuya estructura

se muestra en la Tabla 3.1.

A pesar de que cada componente del sistema presenta individualmente una baja
selectividad, la imagen global obtenida para la matriz de sensores demuestra una capacidad

de discriminacién sobresaliente.

Este comportamiento de la matriz de sensores se consigue debido a un conjunto de
capsulas organicas y colorantes no especificos pero cuya respuesta global es efectiva para la
discriminacion individual entre las SACs ensayadas. Esta eficiencia de la matriz de sensores
sirve para conseguir la identificacion fiable tanto de las catorce SACs como de los veinte a-
aminodcidos estudiados. En primer lugar presentaremos el comportamiento de la matriz de

sensores para las SACs y posteriormente para los a-aminoacidos.

3.2.1. Matriz de sensores colorimétricos para deteccion de sales de amonio cuaternario

(SAC)

La matriz de sensores fue capaz de discriminar entre las catorce SACs, algunas de las cuales
se diferencian Unicamente en pequefias variaciones estructurales. La capacidad de la matriz
es debida principalmente a la diversidad de interacciones entre los analitos y los complejos

huésped-hospedador.

La evaluacion colorimétrica descrita en este capitulo se basa en la carga positiva que
presenta la SAC y en el tamafio y polaridad de la molécula en su conjunto, siendo posible

diferenciar todas las SACs que han sido ensayadas.

Especificamente nuestro sistema de sensores se basa en la influencia del idn amonio

cuaternario en los complejos huésped-hospedador de CB[7] y CB[8] (capsulas para las que
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se obtuvo la respuesta colorimétrica) con

. 54,55,59-63
mencionados.

los colorantes triciclicos basicos

Tabla 3.1. Nombre, estructura y férmula molecular para las catorce SAC utilizadas como

analito en la matriz de sensores colorimétricos.

Abreviatura Form. Molecular Estructura Nombre
1,4-Dimetil-1,4diazoniobiciclo[2.2.2]octano
DABMET  CgHygN, VAN
N
</\N/\©
DABENZ CyoH26N, LN? 1,4-Dibencil-4-aza-1-azonia-biciclo[2.2.2]Joctano
© < Decametonio-N,N,N,N’,N’,N’-hexametil-decametilen-
DMT Ci6H3sN, ~% N~ diamonio
/N
oMT C14H34N2 - N Octametonio-N,N,N,N’,N’,N’-hexametil-octametilen-
AN . .
N > diamonio
HMT CyoH3oN, :,‘J\/\/\/\K‘/ D'ecamgtonio-N,N,N,N’,N’,N’-hexametil»hexametilen—
/N diamonio
\, / : NN ! :
TMT C10H26N NP Tgtraarﬁetomo—N,N,N,N,N ,N’-hexametil-tetrametilen-
/N diamonio
NSNS NS S SN~ Cetiltrimetilamonio
CTMA CigHiN N
TDTMA C,;H3gN \/\/\/\/\/\/\/\y/\ Tetradeciltrimetilamonio
DDTMA CisHyN N N N NN Dodeciltrimetilamonio
/N
TMA C,H;N e Tetrametilamonio
|
TEA CgHyoN 3N< Tetraetilamonio
TPA CioHyeN /lﬁN Tetrapropilamonio
4 Tetrabutilamonio
TBA CyeH3N G~ utilamoni

\+
T™B CioH1N 200

Benciltrimetilamonio

Debido a la afinidad de los grupos carbonilo presentes en los portales de los CBs con las
especies cargadas positivamente, las SACs interaccionan con CBs e influyen en el complejo
colorante-CB[n] produciendo cambios en el color y en la emision de fluorescencia. La union
del analito al receptor afecta el complejo huésped-hospedador produciendo una respuesta

la cual se traduce en cambios de color, en cambios en los espectros de absorcién y en los
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espectros de emision. A modo de ejemplo la Figura 3.4 muestra la respuesta de las catorce
SACs objeto de estudio para el complejo supramolecular formado por el colorante PF y las

capsulas CB[7] y CB[8].
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Figura 3.4. Respuesta colorimétrica de las catorce SACs en disolucidn acuosa frente a los
complejos supramoleculares PF@CB[7] y PF@CB[8]. Todas las SAC se encuentran a una
concentracién 10° M y la imagen ha sido obtenida mediante iluminacién con luz UV. Los

codigos correspondientes a cada SAC son los que se indican en la Tabla 3.1.

Asi procesando las variaciones en la imagen obtenida con luz visible (colorimetria) o
mediante iluminacién con luz UV (fluorimetria) y determinando la posicion para cada color
en el espacio euclidiano definido por los tres colores basicos, rojo, verde y azul (RGB) es

posible la identificacidn y discriminacidn inequivoca de las SAC.

La matriz de sensores quimicos en la que se basa el presente capitulo para identificar SACs y
a-aminoacidos ha sido previamente desarrollada en nuestro grupo para la deteccidon de
aminas.® En una placa rectangular para andlisis por gotas cada fila es dosificada con uno de
los seis colorantes, mientras las cdpsulas organicas y agua son distribuidas en columnas. La
columna donde no se hallan presente CB[n] proporciona una referencia que demuestra la
funcién que la formacion del complejo entre las capsulas organicas y los colorantes juega en
el fenomeno de la discriminacidon. Las placas para ensayos por analisis de gotas se
prepararon de manera idéntica con 200 pl de agua o una disolucién de CB[n] (1x10™ M) y
70 ul de colorante (5 x 10™* M). Cada una de las placas se dosificé con una SAC, depositando
en cada pozo 30 ul de analito disuelto en agua. La adicion de analito produce una alteracién

del color, el cual se examina colocando las placas en una camara oscura donde se ilumina
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con luz blanca (400-700 nm) o luz UV cuasi monocromatica (330 nm). Cuando se ilumina

con luz UV, la imagen es debida a la emisidn de fluorescencia de los colorantes.

En ambos tipos de iluminacion (luz blanca o UV) se tomé una fotografia con una camara
CCD a partir de la cual se extraen los valores RGB para cada combinacién analito-colorante-

CB[n].

Cada elemento de la matriz del sensor es solo parcialmente selectivo para cada analito y es

la respuesta global de la matriz la que es especifica para cada analito y concentracién.

Esta estrategia permite usar sensores que individualmente son menos sofisticados que los
que harian falta sintetizar para conseguir con un solo sensor una deteccién selectiva y

especifica para cada analito.

A continuacidn se llevaron a cabo andlisis estadisticos para todos los componentes RGB
determinados. Finalmente se emplearon diferentes algoritmoss‘("71 tales como arboles de
clasificacion y analisis de componente principal (Principal Component Analysis, PCA) fueron
empleados a fin de poner de manifiesto las caracteristicas colorimétricas que hacen unico

65-67,72-75 .
tales como maquina de vector de soporte (Support

cada analito. Otros algoritmos
Vector Machine, SVM) y redes neuronales (Neural Networs, NN) fueron igualmente
empleadas pero el bajo numero de celdas necesarias para discriminar las SAC hacen que no
sean necesarias estas técnicas de clasificacion avanzadas, mientras que el arbol de
clasificacion es preferible debido a su claridad y simplicidad. La respuesta especifica de la
matriz para cada componente se determiné a seis concentraciones de analito en el rango
entre 0.1 y 10° ™M y todas estas imdagenes fueron digitalizadas y posteriormente los

componentes RGB para cada una de las celdas obtenidos y almacenados mediante una

aplicacién informatica.

Entre las varias posibles secuencias de celdas que permiten la discriminacién adecuada
entre las catorce SACs estudiadas, el arbol que se presenta en la Figura 3.5 fue el preferido

puesto que discrimina CTMAB, DDTMA y TDTMA con una Unica celda. Es digno de
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mencionar que el TMA, TBA, TPA y TEA son igualmente discriminados en la primera
clasificacion puesto que cada compuesto va a ramas diferentes del arbol. Por consiguiente,
nuestro sensor es capaz de discriminar e identificar varias SACs incluso aunque difieran en

cambios estructurales minimos tales como un Unico grupo metileno en una de las cadenas.
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Figura 3.5. Posible arbol de clasificacion que permite la discriminacién entre las diferentes
SACs. Cada nodo corresponde a un complejo, que es indicado con una letra que se refiere al
colorante (A: MB, B: TH, C: OX, E: AO, F: PF) mientras que el nimero en subindice
corresponde al CB[n] (n = 7 u 8). En cada nodo se indica la luz empleada para la obtencidn
de la imagen: bien UV o “bombilla” (visible). El color de los cuadrados se corresponde con el

color digital de cada celda.

La respuesta de cada analito varia en un cierto rango en funcién de su concentracién. La
Figura 3.6 muestra los casos de TMA y DABENZ con AO@CBJ[7] para ilustrar las variaciones
generales observadas en funcidn de la concentracion. Se puede observar que puede existir
un solapamiento y cierto grado de coincidencia en las imagenes de diferentes analitos. La
coincidencia tiende a ser mayor a medida que la concentracion de analito disminuye,
existiendo una concentracion limite por debajo de la cual no es posible la identificacion del

analito. Esto es debido al hecho de que todas las imagenes, independientemente de la SAC
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que contenga tienden a converger con la imagen de la matriz de sensores quimicos en
ausencia de cualquier analito. Para algunos casos donde hay cruce en las trayectorias
dependiendo de la concentracién tampoco es posible discriminar la identidad vy

concentracion de la SAC tal como puede verse en el caso ilustrado en la Figura 3.6.

Figura 3.6. Variacion de la concentracién de DABENZ y TMA con el complejo AO@CB([7]. El
recuadro de la izquierda muestra los colores digitalizados del complejo AO@CB[7] en

presencia de TMA y DABENZ cuyas concentraciones varian entre 10" v 10 M.

En nuestras condiciones de operacion hemos sido capaces de distinguir la presencia de
. . . -5 s T

analitos para concentraciones por encima de 10~ M. Este limite de sensibilidad en la

deteccidon de SACs es ciertamente destacable y mejora los test colorimétricos descritos

hasta el momento para la deteccién de SACs.
3.2.2. Matriz de sensores colorimétricos para la deteccion de a-aminodcidos.

Como en el caso que se acaba de comentar de las SACs, también para el caso de a-
aminodcidos existen muy pocas matrices de sensores quimicos de tipo colorimétrico o

54,55,59-63,76

basados en fluorescencia. En algin caso se ha descrito ademas el empleo de

capsulas orgdnicas para reconocimiento de a-aminoacidos, pero estas estan limitadas hasta
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la fecha por una baja capacidad para discriminar sélo algunos de ellos, siendo incapaces de
conseguir la discriminacidn de toda la serie de a-aminodacidos naturales. Ademads, no existen
precedentes basados en complejos supramoleculares colorante@capsula aplicados a la

deteccidn y discriminacidn de a-aminodacidos bien por imagen colorimétrica o fluorescencia.

El conocimiento del comportamiento de agregacion y emisidon de los colorantes triciclicos
en presencia de cucurbit[n]uriles permite anticipar que estos sistemas podrian ser
igualmente capaces de discriminar a-aminodcidos debido a la posibilidad de formacién de
puentes de hidrégeno fuertes con colorantes y las capsulas. Estos puentes de hidrégeno se
establecerian debido a la presencia de grupos amonio o amina y acido carboxilico o anion
carboxilato dependiendo del pH de la disolucidn en la que se encuentre el a-aminoacido.
Las interacciones entre a-aminodcidos y los complejos supramoleculares colorante-CB[n]
pueden resultar en variaciones espectroscopicas las cuales podrian ser diferentes
dependiendo de la combinaciéon a-aminodcido, colorante y cucurbit[n]uril. A modo de
ejemplo la Figura 3.7 muestra los cambios en el comportamiento de la fluorescencia
emitida por la oxonina en funcién de la concentracion de a-fenilalanina. La estructura de los

a-aminoacidos estudiados se indica en el Esquema 3.3.
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a-Aminoacidos probados en la matriz de sensores
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Esquema 3.3. a-Aminoacidos ensayados en el presente capitulo en una matriz de sensores

colorimétricos y fluorimétricos.
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Figura 3.7. Espectros de emisidn del complejo OX@CBI[8] (10'4 M) en agua cuando se
adiciona un nimero creciente de alicuotas de 20 pl de a-fenilalanina a una concentracidn

10> M.

Por consiguiente el principio de nuestro sensor para a-aminodcidos es la formacién de

complejos supramoleculares solubles en agua entre colorantes y CBs, los cuales poseen
., 5 7 -1 53,54,77 .

constantes de asociacidon en el rango de 10° - 10° M™. Estos complejos son los que

presentan diferencias en sus espectros de absorcion y emisidon asi como variaciones en sus

rendimientos cuanticos de emision cuando se ven afectados por a-aminodacidos.

Cabe indicar que una alta constante de asociacion en la formacion del complejo no es una
garantia suficiente para una elevada sensibilidad del sistema frente a diferentes analitos los
cuales de alguna manera deben ser capaces de producir una alteraciéon en el complejo
supramolecular que se traduzca en un cambio visual. Puesto que el mecanismo de
formaciéon del complejo entre colorantes triciclicos y CB[7] 6 CB[8] es debido
principalmente a interacciones electrostaticas entre la carga positiva del colorante y los
oxigenos presentes en los portales de CBs que poseen densidad electrdnica elevada vy
puesto que los CBs tienen una preferencia marcada a interaccionar con huéspedes
cationicos, es bastante probable que la carga del a-aminoacido, los puentes de hidrégeno

que se establezcan entre el aminoacido y el complejo huésped-hospedador y los momentos
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dipolares sean los principales factores que afecten a este tipo de complejos. La gran riqueza
de estas interacciones que contribuyen a alterar el complejo supramolecular constituye la
principal ventaja y versatilidad de nuestro sistema basado en la matriz de sensores

quimicos.

Con respecto a las condiciones experimentales de andlisis que se han indicado para el caso
de la deteccidn de SACs, las principales diferencias para la aplicacion de estas matrices en la
deteccidon de a-aminoacidos es el uso de etanol como co-solvente (30 pl frente a 300 pl de
volumen total de la celda) y el hecho de que las disoluciones de a-aminoacidos fueron

tamponadas a pH 2.4.

Es conocido que los complejos de inclusion en CB[8] para el caso de AO, OX y PF
corresponden a especies diméricas mientras que para el caso de PYY las especies de
agregacion son trimeros.”” En cuanto a la capsula CB[7], el complejo de inclusién con CB[7]
es en todos los casos de una estequiometria 1:1 debido a las reducidas dimensiones de este

CB[n].

Teniendo en cuenta las estequiometrias de los complejos, la concentracidn de colorante de

_4 . .z .
5x 10" M permite para todos ellos una clara observacidn visual del color.

Se obtuvieron las imagenes de la matriz de sensores quimicos para dieciocho aminodcidos
naturales tanto con iluminacién con luz blanca como por iluminacién con luz UV cuasi
monocromatica (330 nm). Las Figuras 3.8 y 3.9 muestran un resumen las imagenes que han
sido registradas para los a-aminodcidos y las aminas y acidos carboxilicos relacionados con

estos aminodcidos. El rango de concentraciones estudiados se varié entre 0.1y 5 g/I.
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CB[8]

* Q00 0000
""o00 000

H,O Tir. Ser. H,O Tir. Ser.
rF @00 0000
PYY OOO (0).4 .@.

CB[7]

Figura 3.8. Imagen digitalizada obtenida mediante iluminacién con luz UV de los complejos

con CB[7] y CB[8] de los colorantes PF, AO, PYY y OX y los aminodcidos tirosina y serina.

AO OX PF PYY AO OX PF PYY
Fenilalanina 0 . O . . . . Tirosina
Bencilamina . . O . . . . . Tiramina
Acido fenilpropiénico @@ @ @ @ @ ® ® @® :cidop-hidroxibenzoico

Figura 3.9. Imagen digitalizada obtenida por iluminacion con luz UV para los aminoacidos
fenilalanina y tirosina y la amina y acido carboxilico relacionados con los complejos de CB[8]
y los colorantes AO, OX, PF y PYY. Esta figura muestra que es posible diferenciar los a-

aminodcidos de las aminas y de los acidos carboxilicos estructuralmente relacionados.

Como en el caso ya comentado de las SACs, también para los a-aminoacidos la imagen de
la matriz de sensores quimicos fue procesada automaticamente mediante una aplicacidon
que extrae los valores RGB a partir de un cuadrado de 20x20 pixeles de la parte central de
cada celda.”® La reproducibilidad de las imagenes para el caso de a-aminoacidos fue
evaluada llevando a cabo cada medida cuatro veces, dos de ellas usando las mismas
disoluciones madre y otras dos obtenidas para experimentos totalmente independientes.

Esto permitié cuantificar el error experimental que afecta a los valores RGB.
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La discriminacion de estos compuestos se puede llevar a cabo empleando algoritmos de
discriminacion basados en drboles de clasificacion y analisis de componente

.. 64,65,67,74,79
principal.

Aunque se podrian haber empleado igualmente otras alternativas como
maquina de vector de soporte (SVM) o redes neuronales, el anadlisis de componente
principal es un procedimiento mas simple e intuitivo que permite la discriminacion de los a-
aminodcidos estudiados. La Figura 3.10 muestra en el espacio RGB los puntos
correspondientes a cada uno de los a-aminoacidos teniendo en cuenta el error y la
incertidumbre que afecta a cada valor. Para mayor claridad de la imagen, en lugar de
dibujar cada experimento e indicar su reproducibilidad, es preferible representar cada a-
aminodcido como una esfera cuyo centro se localiza en el valor medio determinado para las

cuatro medidas y cuyo diametro es igual a seis veces la maxima varianza determinada para

los componenetes RGB (en nuestro caso varianza maxima =3.89).

250

150

100

Green - PF@CBS

100

150

Red - OX@CB8

Figura 3.10. Representacion de los dieciocho aminoacidos naturales en el espacio RGB
basandonos en los valores de estos componentes para el complejo AO@CBJ[7] (color azul),
OX@CBI8] (color rojo) y PF@CB[8] (color verde) obtenidos a partir de la imagen con
iluminacién con luz UV. Cada aminoacido esta representado por una esfera cuyo centro
corresponde al color promedio de cuatro experimentos y cuyo radio es seis veces la

varianza estadistica determinada en base a la dispersidon de los cuatro experimentos. La
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figura da una idea visual de la capacidad de discriminacion de todos los aminoacidos

basandonos Unicamente en la respuesta de tres combinaciones colorante-CB[n].

Con la Figura 3.10 es posible tener una idea visual de la distancia que separa las esferas
entre si, siendo la separacién entre esferas una medida de la capacidad de discriminacién

de la matriz de sensores quimicos para los dieciocho a-aminoacidos estudiados.

Como se puede apreciar en la Figura 3.10 las esferas estan distribuidas por todo el espacio
RGB y la mayoria de ellas se encuentran suficientemente separadas como para permitir la
identificacidon segura de cada a-aminodacido puesto que no existe solapamiento apreciable

.z -3 .
entre las esferas a la concentracién de 10~ M a la que corresponde esta figura.

El volumen en el que las esferas correspondientes a los 18 aminoacidos se encuentran
distribuidas indica que existe una buena complementariedad entre los colorantes elegidos
en el presente estudio. Al mismo tiempo el nivel de confianza en la identificacion de a-
aminodcidos puede ser calculado sin dificultad y cuantificado mediante la distancia entre

los centros de las esferas.

Nuestra mejor representacion de la matriz se basa en la construccidon de un diagrama en

dos etapas.

En primer lugar seleccionamos la combinacién de tres complejos colorante@CB[n] de
nuestra matriz de sensores quimicos que maximizan la distancia entre los diferentes
analitos. En segundo lugar se dibujan las esferas correspondientes a cada a-aminoacido en
un espacio donde cada eje se refiere al valor del componente RGB para la combinacion

colorante@CBJ[n] elegida como la que mayor discriminacién proporciona en este color.

Esta respuesta deriva de la habilidad de cada a-aminodcido para influir en el color del
colorante que se observa mediante iluminacién con luz UV como consecuencia de la
diferente emisidn de estas moléculas cuando se encuentran en agua pura o totalmente
incorporadas en el interior de CBs. Tales respuestas corresponden al primer componente

del andlisis de componente principal. Asi a diferencia de un analisis convencional basado en
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componente principal, donde cada componente es una combinacién lineal de un numero
de variables, (9 considerando los tres ejes RGB para las tres combinaciones colorante-
capsula elegidas), en nuestro caso la representacidén estd basada en determinar en primer
lugar el mejor sensor para cada uno de los ejes. En concreto el sensor que mejor discrimina
el color azul fue AO@CB[7] mientras que los mejores para los componentes del color
correspondientes al rojo y al verde fueron los complejos OX@CB[8] y PF@CBI[8],

respectivamente.

Considerando Gly, Th, Va (Glicina, Timina y Valina, respectivamente) es posible visualmente
observar que el complejo OX@CB[8] no es capaz de distinguir entre ellos. Por otra parte los
complejos AO@CB[7] y PF@CB[8] discriminan timina y glicina de la valina, y glicina de
valina y timina, respectivamente. La combinacién de estas respuestas es la que permite la
discriminacion entre todos estos aminoacidos y demuestra la capacidad del sistema que
aqui se describe. Puesto que la extrapolacidon se hace en un espacio tridimensional de
tamarfio entre 0 y 255 (valor que corresponde a la saturacion completa del color), las
coordenadas pueden ser transformadas en colores tal como se presenta en la Figura 3.10.
Estos colores indicados en la Figura 3.10 no corresponden en realidad a ninguna
combinacién colorante@CB[n] sino que corresponden a un color virtual determinado a
partir de la mejor combinacion posible para cada uno de los componentes RGB obtenidos

individualmente.

Mads aun, como puede observarse en la Figura 3.9 nuestra matriz de sensores quimicos no
es solo capaz de discriminar entre los dieciocho a-aminoacidos sino que ademas discrimina

estos a-aminodacidos de las aminas y acidos carboxilicos estructuralmente relacionados.

A fin de racionalizar los resultados obtenidos llevamos a cabo un estudio por espectroscopia
de RMN-"H. Los datos espectroscépicos indican que la parte hidrofébica del a-aminoacido
es el residuo que se acomoda en el interior de la capsula CB[n], este hecho esta de acuerdo
con la naturaleza hidrofébica del interior de los CBs. Esta conclusion sobre el origen de la

interacciéon se basa en los cambios espectroscépicos observados cuando se pone en
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contacto un a-aminodcido con CB[n]. A fin de ilustrar los espectros de RMN-"H que se
obtienen, la Figura 3.11 presenta el espectro de la a-fenilalanina en ausencia y en presencia
de CB[8]. Como puede observarse en esta figura los cambios mas sobresalientes tienen
lugar en las sefiales correspondientes a los protones del grupo fenilo los cuales sufren un

desplazamiento notable cuando se afiade CB[8].

Ph ‘l' H
1-5 HN-C-C-0
CH,
4 5 1
4 2
Ph@CB8 °
o-fenilalanina

8 7 6 5 4

Figura 3.11. Espectros de RMN-'H en D,0 registrados para la a-fenilalanina en ausencia

(espectro superior) o en presencia (espectro inferior) de un exceso de CB[8] a pH 2.4.

. .2 1 . . .
A pesar de la caracterizacion por RMN-"H, la Figura 3.9 donde se observan diferencias entre
los a-aminodcidos, las aminas y los 4cidos carboxilicos indican que toda la molécula de
analito, y no solo los grupos funcionales amino y carboxilato de la parte polar, deben ser

responsable del comportamiento del sensor fluorimétrico.

El examen simultdneo de los colores para los conjuntos de a-aminoacidos, aminas y acidos
no permite una asignacién cuantitativa clara de la influencia de cada grupo funcional amino
o acido en la respuesta del a-aminoacido. Es interesante hacer notar que la influencia de los
grupos amina y carboxilato parecen ser diferentes para cada colorante. Asi parece que la
discriminacion entre a-aminoacidos y los correspondientes acidos carboxilicos sea
visualmente mas clara para PF y AO, mientras que la discriminacién entre a-aminoacidos y

las correspondientes aminas parece ser mejor cuando se utiliza OX como colorante. La

89



CAPITULO 3

molécula PYY discrimina los tres tipos de compuestos, a-aminoacidos, aminas y acidos

carboxilico a la vez, tal como parece deducirse de la Figura 3.9.

3.3 Conclusiones

Los resultados anteriores demuestran que una matriz constituida por colorantes y CB[n]
permite la discriminacion e identificacion en agua de SACs y a-aminodcidos naturales
basandose en una libreria constituida por los componentes RGB obtenidos a partir de las
imagenes digitalizadas de disoluciones acuosas de estos complejos. En contraste con las
técnicas analiticas convencionales basadas en el desarrollo de sensores especificos para
cada analito, nuestra matriz de sensores consigue una discriminacion basada en los cambios
que ocurren en el conjunto de toda la matriz. Las imdgenes pueden obtenerse tanto por
iluminacién por luz visible (sensor colorimétrico) como por iluminacién con luz UV (sensor
fluorimétrico) y pueden obtenerse con una simple camara y una aplicacidn informatica de

tratamiento de colores.

A pesar de las ventajas indicadas en cuanto a capacidad de identificacién e incluso la
posibilidad de cuantificacion en un cierto rango, queda por estudiar cual es el
comportamiento de este tipo de sensores para mezclas de diferentes analitos. En cualquier
caso la rapidez de nuestro sensor lo haria adecuado para su aplicacién en ensayos de alta
eficiencia en sintesis orgdnica y en catalisis. Ademas el método aqui presentado podria ser

ampliable a otros colorantes y a otras capsulas organicas solubles en agua.
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CAPITULO 4: MATRIZ DE SENSORES COLORIMETRICOS PARA LA DETECCION DEL
ACIDO y-HIDROXIBUTIRICO.

4.1 Introduccion

El acido y-hidroxibutirico (GHB) (1) (ver Figura 4.1) es un metabolito que se forma de
manera natural por transformacion del acido y-aminobutirico (GABA) (2)."” EI GHB (1) se
encuentra en todos los tejidos corporales, pero presenta su mas alta concentracién en el
cerebro de los mamiferos. Se ha propuesto que el GHB (1) puede jugar un papel como
transmisor neuronal. El GHB (1) esta implicado en los procesos de regulacion del GABA (2),
de la dopamina, de la 5-hidroxitriptamina y de la acetilcolina. En el cerebro la presencia de
GHB (1) aumenta la acetilcolina y afecta a la velocidad del metabolismo de la serotonina.
Sin embargo las funciones precisas y las rutas metabdlicas en las que esta implicado el GHB

(1) son complejas y atin no estan completamente elucidadas.’

o
HO\/\)J\O*

y — hidroxibutirato
GHB
(1)

(0]
+
HN -
3 \/\)J\O
y— aminobutirato

GABA
(2)

y — acido hidroxibutirico
at
(1) (0]

O

y— butirolactona
GBL
@)
Figura 4.1 Estructura de y-hidroxibutirato (GHB) (1), agente depresor del sistema nervioso

central y utilizado actualmente como una droga de abuso sexual, de su precursor natural y-

aminobutirato (GABA) (2) y su precursor sintético y — butirolactona (GBL) (3).
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Derivados y precursores del GHB (1) son usados ampliamente en la industria como: 1)
disolventes, 2) en la preparacién de plastificantes y humectantes, 3) en la sintesis de
compuestos farmacéuticos, 4) en la obtencién de poliuretanos y polimeros tereftalicos, 5)
en la manufactura de tetrahidrofurano y 6) recientemente como farmaco para el

. . . 4-7
tratamiento de la narcolepsia y el alcoholismo.

Independientemente del amplio uso comercial tanto de precursores como de derivados, el
GHB (1) es una sustancia ilegal para su ingesta que, sin embargo ha experimentado
recientemente un aumento notable en su consumo debido a la supuesta accidn como
agente euforizante y afrodisiaco.*™ El GHB (1) fue introducido primero en 1960 como un
agente anestésico alternativo en cirugia debido a su habilidad para inducir suefio y coma
reversible. Cuando se combina con alcohol y otros agentes depresores, el GHB (1) puede ser

13-18
Como

letal y se ha relacionado con serias enfermedades, episodios de coma y muertes.
el GHB (1) tiene una curva de dosis-respuesta muy abrupta, el riesgo de pasar de la euforia
y perdida de inhibiciones al coma, o incluso a la muerte es muy elevado tal como se

19-24

muestra en la Tabla 4.1. Los riesgos son considerados tan altos que el GHB (1) ha sido

clasificado como una droga de tipo “1” de acuerdo con la Ley de Sustancias Controladas de

25-27

la Agencia Norteamericana de Alimentos y Estupefacientes. El GHB (1) se usa ademas
como una de las drogas de disefio para “cita-abuso sexual” (“date-rape”), que es empleada
para seducir e inducir a mujeres, las cuales ingieren sin su conocimiento esta droga en una

bebida.

Tabla 4.1. Dosis oral de GHB (1) (g) para el tratamiento del sindrome de abstinencia en

alcohdlicos y sus correspondientes usos y efectos™®”
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Dosis tratamiento de Dosis Dosis Dosis Dosis Sobredosis Envenenamiento
sindrome de abstinencia moderada comdn® alta suefio profundo (muerte)
0.15 0.5-1.5 1-25 2-35 3-5 3-10 10<

(3vecesal dia)

[a] Fuente: http://www.projectghb.org [b] inicio de los efectos: 10— 20 min, duracion
1 -3 h, vuelta al estado normal: despuésde 2 -4 h.

A pesar del rdpido incremento en el nimero de casos en los cuales esta sustancia ha sido
usada en casos de abuso, los métodos de analisis del GHB (1) disponibles son o de baja
sensibilidad o complicados y de dificil realizacion. Considerando el corto tiempo de vida de
este compuesto y los lugares publicos en los cuales se usa y abusa de esta sustancia, los
métodos disponibles no son aun satisfactorios para determinar su presencia de una forma

. 28,29
simple.

A pesar de los serios problemas que origina el uso del GHB (1), no ha sido hasta
muy recientemente que se han descritos ensayos aplicables en el lugar de uso (“on site”)
que puedan ser llevados a cabo bajo las circunstancias normales en las cuales se abusa de
esta droga. Los métodos conocidos de deteccion del GHB (1) son laboriosos y su realizacidon
requiere de multiples pasos o poseen una baja sensibilidad insuficiente para detectar el

GHB (1) en las concentraciones que se emplean cominmente.

Mientras que los protocolos existentes pueden ser usados para detectar GHB (1) en
muestras forenses de presuntas victimas o en liquidos sospechosos, estos no pueden ser
aplicados de forma rutinaria para la determinacion de multiples muestras antes de la
ingesta de las mismas. Asi, la cromatografia de gases acoplada con espectrometria de

3031 | os métodos de GC no

masas (GC-MS) ha sido aplicada para la deteccion de GHB (1).
pueden ser aplicados directamente para el GHB (1) puesto que el GHB (1) se convierte en la
correspondiente y-butirolactona (GBL) (3) en las temperaturas en las que se inyecta la

muestra.

Por otra parte, los métodos de deteccién implican a menudo etapas de acidificacion

acopladas con la extraccion y el andlisis por cromatografia de gases. Esta etapa de
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acidificaciéon puede convertir el GHB (1) en GBL (3) lo cual es problematico puesto que la
forma lactona no es ilegal y no produce los mismos efectos que el GHB (1). Un método
basado en HPLC para detectar el GHB (1) que evita su transformacién en GBL (3) ha sido
descrito en una patente americana US 6156431. Otro método de HPLC para la deteccion del
GHB (1) ha sido descrito por Mesner y Satzger. 32 Ambos métodos implican HPLC de fase
reversa la cual esta acoplada con un detector de UV de 215 nm en la patente americana, y
con un equipo de espectrometria de masas por termospray en el segundo caso. Estos
métodos han de ser llevados a cabo en el laboratorio y requieren de personal especializado
y de equipos adecuados para el analisis. Ademas el primer método analitico solo puede ser

aplicado para aquellas muestras que no contienen ninguna sustancia que absorba en el UV.

Mayor relacidn con el presente estudio tiene el test colorimétrico recientemente
introducido por la compaiiia “Scott”. El método consiste en mojar un bastoncillo de algoddn
con la disolucién a analizar y seguidamente introducirlo en una disolucidon que cambia de
color si se encuentra presente el GHB (1). Sin embargo, este método carece de la
sensibilidad necesaria puesto que requiere concentraciones mayores de 0.3 M de GHB (1)
para dar un resultado positivo, y este rango de concentraciones tan elevadas es inhabitual
en laingesta de GHB (1) puesto que puede causar la muerte de la persona que las ingiera. El
GHB (1) se usa generalmente como droga a concentraciones inferiores a 0.3 M y por
consiguiente muestras empleadas con fines ilegales darian un falso negativo con el kit

.. 33
comercializado por la casa “Scott”.

El desarrollo de sensores que puedan ser usados para la deteccidon y determinacion de
compuestos organicos en medios acuosos constituye aun un reto en quimica analitica. 3438
En este capitulo se van a presentar los resultados de una matriz de sensores colorimétricos
basados en complejos supramoleculares huésped-hospedador usando colorantes catidnicos
fluorescentes disponibles comercialmente y capsulas organicas de la familia de los

cucurbituriles (CBs) que permiten la deteccién inmediata y con una alta sensibilidad del

GHB (1) en agua.
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4.2 Resultados y discusion
4.2.1 Metodologia

La mayoria de las metodologias usadas para la deteccién de compuestos organicos en
medios acuosos se basan principalmente en el disefio y empleo de sensores selectivos que
son tras su disefio obtenidos mediante sintesis organica, a menudo compleja.
Frecuentemente estos sensores selectivos presentan una baja solubilidad en agua lo que les
hace inadecuados para la deteccion de analitos en este medio. 341 En contraste, tal y como
hemos mostrado en el capitulo precedente las matrices sensoras basadas en una respuesta
dual colorimétrica y de fluorescencia, son adecuadas para la identificacién de aminas y

. . 42-46
sales de amonio cuaternarias.

Esos sensores estan basados en las alteraciones que
complejos supramoleculares con colorantes sufren cuando se encuentran presentes en el
. . . . 47,48 .
medio analitos para los cuales estos sistemas son sensibles. Teniendo en cuenta el
conocimiento del que se dispone sobre las propiedades de los complejos huésped-
49-55 . . . .z . . P
hospedador y la previsible interaccion de los analitos con estos complejos huésped-
hospedador basados en colorantes, la cual puede ocasionar variaciones especificas en los

espectros Opticos de absorcion y emisidn, se espera que esta metodologia pueda ser

aplicada con éxito a un gran numero de compuestos organicos de familias diferentes.

Fluorescente @ @ @ O @ @® ® O O O @ |Pr-CB[7]
Visible 0 0 000 OO® OO ® @ AO-CB[7]

’?'o/éﬁ’% '?0&0/ &0, 0, %/’%.))%ZQ,G
oo 005, o 0
Co. Qo 2, Z

G,;é % (/48 % % 7

"7‘
%

Figura 4.2. Imagen obtenida por iluminacion UV o visible de dos complejos

supramoleculares basados en CB (Proflavina-CB[7] y Naranja de Acridina-CB[7], PR-CB7 y
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AO-CB7, respectivamente) en presencia de una serie de analitos organicos en agua. La

estructura de los colorantes y las capsulas se muestra en la Figura 4.4.

El uso de una matriz de sensores (en lugar de una pareja de colorantes como muestra la
Figura 4.2) haria posible la discriminacién de un mayor numero de analitos
estructuralmente muy similares y cuya discriminacién actualmente resultan un reto. Esta
identificacion derivaria del mayor nimero de variables en los cuales estaria basada la
deteccidn, esto es, en un mayor numero de celdas donde se determinaria el color por
iluminacidn con luz blanca y UV. Estos cambios de un analito a otro surgirian de la diferente
intensidad con la cual el analito influye en las propiedades del complejo huésped-

hospedador.

La principal ventaja de estas matrices de sensores es la combinacién de un gran nimero de
parametros incluyendo hidrofilicidad-hidrofobicidad, fuerzas culémbicas, interacciones

dipolares y puentes de hidrégeno.

A la vista de estas posibilidades se decidid ensayar la posible deteccién del GHB (1) en
disoluciones acuosas empleando este tipo de matrices de sensores colorimétricos. Merece

6,57
con el

destacarse, que en contraste con los precedentes relacionados directamente >
presente estudio, para los cuales una parte significativa de la capacidad de actuar como
sensor se pierde cuando no ocurre cambios en los valores de pH, los cambios de pH juegan
un papel no relevante en la respuesta de la matriz de sensores colorante-CBs descrita en

, 47,48
este capitulo.

4.2.2. La matriz de sensores

La matriz de sensores estudiada en el presente capitulo se prepara de la siguiente manera
(ver Figura 4.3 y seccidn experimental para mas detalles): cada una de las filas de la placa
de celdas recibe uno de los seis colorantes basicos triciclicos fluorescentes empleados,

mientras que las capsulas CBs y el agua se distribuyen en columnas.
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Figura 4.3 Imagen de una de las matrices sensoras colorimétricas, bajo iluminacién UV

preparadas durante la realizacion de este estudio.

Todos los colorantes seleccionados emiten una fluorescencia intensa en la regién espectral
del visible cuando son iluminados con luz UV (ver Figuras 4.2 y 4.3 para dos ejemplos
ilustrativos). Asi, nuestra matriz de sensores presenta un modo de deteccidon dual
(absorcién y emision) dependiendo de la fuente de iluminacién. Los sensores fluorescentes
presentan tipicamente ventajas sobre los colorimétricos debido a su mayor sensibilidad a
concentraciones de analito mas bajas que aquellos basados en absorcion de luz visible. La
columna libre de CBs en la placa multimuestra proporciona una referencia e indica la
relevancia de la complejacién entre cdpsulas y colorantes en el proceso de deteccién. Las
capsulas seleccionadas fueron CB[7] y CB[8] puesto que forman complejos de inclusidon
huésped-hospedador con una alta constante de formacién con estequiometrias 1:1 y 2:1

49-55

entre el colorante triciclico y el CB™ 7°[7] y [8], respectivamente. Estas constantes de

asociacion para los complejos 1:1 varian en el rango de 10°m* % 10® M2,

Se prepararon placas multiceldas conteniendo disoluciones de las capsulas organicas a
concentraciones 10 M y disoluciones de colorantes 5x10™ M. Cada celda se dosifica con
230 plL de agua pura o la disolucién de la capsula organica mas 70 ulL de la disolucion de
colorante, de manera que el volumen total de la celda fue de 300 L. La concentraciéon de
colorante seleccionada permite una observacion visual clara del color, alejada de la

saturacion y se mantuvo idéntica para todos los colorantes a fin de simplificar la
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preparacién de las placas de matriz de sensores. Cada una de las celdas de los 4 colorantes

x 3 columnas (2 CBs y agua) se llené con 30 uL de una disolucién de GHB (1) en agua.

Diferentes placas multicelda fueron usadas a fin de determinar la respuesta frente a
concentraciones diferentes de GHB (1). Los cambios de color ocurren en todos los casos de
manera instantanea tras la adicion de GHB (1) a los pozos. Las imagenes de las placas
fueron tomadas en una cdmara oscura lo que garantiza la reproducibilidad de las imagenes
al mantener constantes las condiciones de iluminacidén y evitar la interferencia de la luz
ambiente. Estas camaras oscuras fueron iluminadas con luz blanca o con lamparas UV
quasi-monocromaticas emitiendo a 355 nm a fin de conseguir dos imagenes diferentes.
Aunque se observaron que los colores de las placas multimuestras fueron estables durante
periodos de tiempo largos, las fotografias fueron tomadas como mdaximo 5 minutos después
de la adicién del GHB (1). Un estudio, mas detallado sobre la reproducibilidad de los datos
obtenidos para cada matriz de sensores, incluyendo analisis estadistico de los errores
experimentales debidos a la dosificacion y el procesado de las imdgenes, se describe en la
seccién experimental. La distribucién estadistica de los datos demuestra que el método
aqui descrito exhibe una alta reproducibilidad y una baja dispersién de los valores

experimentales.
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Figura 4.4. Imdgenes de una placa multimuestra en ausencia de analito tomada bajo
iluminacién visible o UV (355 nm). La imagen original (izquierda) ha sido digitalizada en la
parte derecha. Los nimeros y letras mayusculas indican el CB[n] empleado (dispuesto en
columnas en las placas) y el colorante (dispuesto en filas y cuyas estructuras se indican

mediante letras). La parte superior de la figura muestra dos vistas del CB[7].

La imagenes fueron tomadas usando una camara CCD NIKON D50 de 6.1 mega pixeles y las
imagenes fueron exportadas a un ordenador el cual digitaliza la imagen, determinando los
valores de los componentes rojo-verde-azul (RGB) para cada celda. Estos valores RGB son
almacenados en un fichero. La Figura 4.4 muestra imagenes reales y digitales obtenidas

para las matrices de sensores aqui empleadas en ausencia de GHB.

4.2.3. Experimentos

Tanto mediante el examen visual como mediante analisis por ordenador de las imagenes
digitales de las placas multimuestra tras afadir GHB (1) (0.1M) indican que no existen

diferencias apreciables entre la respuesta de cada celda en presencia o en ausencia de GHB
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(1). Sin embargo, fue importante observar que la adicidn de un co-solvente tal como etanol,
acetona o acetonitrilo en una proporcidon 1:1 con respecto al agua si que permite la
deteccidn visual de esta droga. Los experimentos que se describen a continuacién fueron

llevados a cabo empleando acetona como co-solvente.

Adicién co-solvente: 0...50 pL

\

Adicién analito|
0...70 pg/uL

\E S
N WA

)

00.09.9.0:

ooy W
| 2 VT N Y

Figura 4.5. Imagen de la placa multimuestra preparada para la deteccién de GHB (1), a
diferentes concentraciones, a partir de los complejos con cucurbit[7]uril, (CB[7]) con

proflavina (PR)-CB[7] y naranja de acridina (AO)-CB[7], bajo iluminacion UV.

En una serie sistematica de experimentos, la concentracion de GHB (1) se varié en el rango
-5 , .

entre 0.1 y 10° M. Como era de esperar, la respuesta del GHB varia en un cierto grado en

funcion de su concentracidn. La Figura 4.5 ilustra las variaciones que se observan en funcién

de la concentracion de GHB para unas cuantas celdas seleccionadas.

El andlisis de las imagenes digitales obtenidas en funcién de la concentracion indica que la
coincidencia en el color de algunas celdas puede ocurrir cuando la concentracion de GHB
esta por debajo de un umbral. Esto es debido al hecho de que cuando la dilucidn es alta, el
color converge al color de la imagen de la matriz de sensores en ausencia de GHB. En
nuestras condiciones de operacion, hemos sido capaces de detectar la presencia de GHB
para concentraciones por encima de 10" M. Mas aun, mediante el uso del programa hiT.Q

compilado a propésito con el fin de analizar este tipo de matrices de sensores, es posible
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determinar la concentracién de GHB en la muestra problema, determinando para una
concentracion desconocida los valores RGB de cada uno de los 4 (colorantes) x 2 pozos
(CBs) e interpolar linealmente los datos en curvas de calibrado. La exactitud en la
determinacién cualitativa de la concentracion de GHB esta basada en las diferencias en las

imagenes de las placas multimuestra para diferentes concentraciones.

Nikon™ D50

Esquema 4.1. Metodologia utilizada para la obtencidon de las imagenes de las placas

sensoras multimuestra y el analisis de las mismas.

Este método permite distinguir con un nivel de confianza superior al 99% aquellas
disoluciones en las cuales los puntos RGB estan separados por una distancia mayor que tres
veces el valor de la desviacion estdndar para una Unica celda. Puesto que en nuestro caso se
combina la informacion de 12 celdas, casos de falso negativo deberian ocurrir menos que
una vez cada milldn, lo que resulta un valor notable. Es importante hacer notar que los
datos del colorante proflavina (PF) son mas Utiles para distinguir concentraciones diluidas
mientras que los datos de la pironina Y (PYY) son mas adecuados para cuantificar soluciones
mas concentradas de GHB (1). La combinacién de varios colorantes cubre un rango amplio
de concentraciones que no podria ser cubierto por un unico colorante. Este hecho estd
relacionado con que la saturacion de cada color, y por tanto la posibilidad de que este color
varie en funcion de la presencia de analito, es diferente para cada colorante en funcién de

su coeficiente de extincion molar.
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Para comprobar la selectividad de nuestra matriz de sensores frente al GHB (1), se
ensayaron igualmente una serie de compuestos relacionados con estructuras de alguna
manera similares al GHB (1) y siguiendo el mismo procedimiento experimental. La Figura
4.6 muestra las placas correspondientes a los siguientes colorantes: PYY, AO y PF usando
acetona como co-solvente, CB[8] como capsula y GHB (1), y-butirolactona (GBL) (3), 1,4-
butanodiol y acidos propidnico y butirico como analitos. Como puede observarse, nuestro
sensor es capaz de discriminar el GHB (1) de los otros compuestos. Es digno de hacer notar
que la discriminacion entre GHB (1) y GBL (3) con nuestra matriz de sensores es
particularmente simple y fiable. Tal como hemos comentado al principio del presente
capitulo, la cromatografia de gases puede facilmente conducir a error entre disoluciones de

GHB (1) y GBL (3).

GHB
o
3 O‘MOHJ 3o CHEB
: 70uL  Colorante
GBL 230uL (HO + Capsula) + Acetona
(o Q00000

Q00000
000000 -

000000 »| =,
| 000000 -
PROPIONIC ACID O O O Q O O 40
000000

0 10 20 30 40 50

o

Acetona pl
BUTYRIC ACID

no\n/\/cu,
o

Figura 4.6. Fotografia de placas multimuestra a varias concentraciones de analito y acetona
correspondiente a los siguientes colorantes (indicados de izquierda a derecha): PF, AO y PYY
usando acetona como co-colvente, CB[8] como capsula y GHB, y-butirolactona (GBL), 1,4-

butanodiol y acidos propidnico y butirico como analitos. La parte derecha indica el sentido
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creciente en el que se han ido incrementando las concentraciones de analito y acetona en
cada fila y columna, respectivamente en cada una de las placas multicelda. También se
indican los volimenes de analito, disolucion de colorante y disolucion acetona-agua de los

CB empleados.

Puesto que el GHB (1) en agua a valores de pH cerca de la neutralidad esta ionizado, se
determind igualmente la discriminacion de nuestra matriz de sensores para sales organicas
e inorganicas que pueden encontrarse habitualmente en agua. Como analitos de control se
incluyé el NaCl, NaAcO asi como el Na(CH;CH,CH,COO)). Considerando la similitud
estructural entre el GHB (1) y otros carboxilatos organicos, se estudié la posibilidad de que
la respuesta observada para el GHB (1) fuera también comun a otros carboxilatos de sodio.
Las imagenes registradas a las mismas concentraciones para NaAcO y Na(CH;CH,CH,COQ)
presentan de nuevo trayectorias de los puntos experimentales similares en el espacio RGB,
pero los valores de los puntos fueron diferentes para estos carboxilatos comparados con el
GHB (1). La discriminacién visual entre el GHB (1) y estos carboxilatos fue posible por
encima de concentraciones 10° M. A modo de ejemplo la Figura 4.7 muestra dos imagenes
en las cuales se observa la respuesta especifica del GHB (1) comparada al NaAcO. De esta
manera estos controles indican que las imagenes para los complejos supramoleculares
colorante-CB permiten distinguir las disoluciones conteniendo GHB (1) del resto de

carboxilatos.

La necesidad de co-solventes ademas de agua para detectar GHB (1) junto con la respuesta
de NaCl sugiere que deberia ser posible considerar la respuesta del GHB como una suma de
las respuestas debidas al cation Na® y al anién GHB". La observacién de respuestas
diferentes para NaCl y también para carboxilatos orgdnicos proporciona indicios acerca del
mecanismo del sensor y del emparejamiento idnico durante el fendmeno de deteccion.
Ademas es digno de hacer notar que el hecho de que sea necesario un co-solvente y de que
el etanol pueda inducir respuesta en la matriz de sensores puede ser de utilidad para la
deteccion del GHB (1) directamente en bebidas alcohdlicas en las cuales suele dosificarse

esta droga. Sin embargo, algunos resultados preliminares indican que algunos componentes
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de la Coca-Cola y del agua ténica deben interferir en la respuesta de la matriz de sensores y

hacen que la deteccién del GHB en estos medios no sea posible.
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Figura 4.7. Imagen digital de una placa multimuestra donde se coloca acetato sédico y Na*
GHB™ en columnas alternativas (NaAcO columnas 1, 3, 5; GHB columnas 2, 4, 6). Las filas
siguen las mismas condiciones experimentales indicadas en la Figura 4.5 donde el PF, AO y

PYY se colocan respectivamente en las columnas (1,2), (3,4) y (5,6).
4.2.4. Mecanismo de reconocimiento

Uno de los hechos caracteristicos de la presente matriz de sensores basados en complejos
supramoleculares huésped-hospedador es que la respuesta del GHB (1) no se observa en
agua pura, siendo la presencia de otro co-solvente un requisito. Considerando que nuestra
matriz de sensores estd constituida por colorantes basicos que estan cargados
positivamente y que el GHB (1) soporta una carga negativa a pH neutro debido a su grupo
carboxilato se pensd en la posibilidad de que la falta de respuesta en agua pura estuviese
relacionada con la solvatacion de los iones en este medio donde la presencia de iones libres
desfavorece la interaccion entre el analito (anidn) y el sensor (colorante positivo en el
interior de un CB). Seria posible aumentar la asociacidon del par idnico disminuyendo la
constante dieléctrica del medio siempre que se preserve la solubilidad del complejo

supramolecular. Por consiguiente, la interaccidn entre los complejos con carga positiva y el
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GHB (1) con carga negativa seria potenciada en medios con una menor constante

dieléctrica y capacidad de solvatacion.

A fin de proporcionar evidencia experimental que apoye esta racionalizacion del por qué la
naturaleza del disolvente influye tan poderosamente en la interaccidn entre el GHB (1) y los
complejos de colorantes, registramos una serie de espectros de RMN-'H de complejos de
colorante con CB[n] en D,0 con y sin co-solvente y en presencia o ausencia de GHB. A modo
de ejemplo la Tabla 4.2 muestra los cambios de las sefales correspondientes a los protones
heterociclicos en funcién de la composicion del disolvente (D,0 o mezclas de

D,0/CD5;COCD;) en presencia de GHB (1) (10’3M).

Desplazamiento quimico 4 9
1 3 4 9 3
1) 5.983 6.606 7.268 7.965
N HoN NH,
Adsin GHB --- 0.117 0.243 -0.011 1 |l|
Ad con GHB --- 0.11 0.179 -0.033

Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos de RMN-'H para los hidrégenos heterociclicos de PF
en D,0 y su incremento en ausencia (A&, gs) Y en presencia (ASconcHs) de GHB (1) 10° M
cuando este colorante se encuentra encapsulado en CB[8] (disolucién saturada). Los

espectros se registran en D,0 (0.50 ml)/ CD3;COCD5(0.15 ml).

Los datos de espectroscopia RMN-'H muestran que la adicién de GHB (1) a una disolucién
de PF@CBI[8] en D,0 no produce cambios medibles en los valores 6 de los atomos de
hidrégeno aromaticos del PF dentro del CB[n]. En contraste estos mismos experimentos
indican que la adicidn de acetona deuterada como co-solvente produce alguna variacion en

los valores 6 de estas sefiales.

Esta influencia de la acetona deuterada no es totalmente inesperada considerando que esta
suficientemente descrito que la naturaleza del disolvente puede influir en los valores 6 en

espectroscopia RMN-'H.”® Cuando el GHB (1) se afiade a disoluciones de PF@CB[8] en
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D,0/CD3;COCD; como disolvente se observaron mas cambios aun en los valores de 6. Estas
variaciones de & fueron mas grandes a medida que el porcentaje de acetona deuterada
aumenta. Los cambios en los valores de 6 debidos a la presencia de GHB (1) estuvieron en
el rango de 0.1 ppm, que es muy superior al error instrumental de nuestra medida que se

estima en £0.002 ppm.

Cambios similares en los valores de §, pero menos importantes, se observaron igualmente
cuando se emplearon otros disolventes deuterados tales como acetonitrilo, etanol y DMF.
Este comportamiento de las sefiales en espectroscopia RMN-'H esta en concordancia con el
hecho de que la matriz de sensores Unicamente detecte GHB (1) en presencia de estos co-
solventes. Una posible interpretacidn a estas variaciones en los desplazamientos quimicos
de los protones aromadticos podria ser la interaccion del GHB (1) con el colorante

encapsulado debido al emparejamiento idnico.

Una de las evidencias mas firmes a favor de la formacion de complejos supramoleculares es
la que se obtiene por espectrometria de masas en la cual ademas de los picos
correspondientes a los componentes individuales se observa la presencia de un ién que
corresponde a la masa total del complejo huésped-hospedador. En el presente caso era de
interés determinar si también la espectrometria de masas es capaz de detectar la presencia
de un complejo ternario en el cual el GHB (1) este asociado con el complejo
colorante@CBJ[n]. Con este fin, se llevd a cabo un estudio por ESI-MS en modo positivo de la
muestra PF@CB[8] en presencia de GHB usando como disolventes D,0 o una mezcla 5:1 de

D,0 y CD;COCDs;.

La Figura 4.8 proporciona datos correspondientes a las medidas de ESI-API-MS para ambas
muestras. En los dos casos se observo la presencia de un pico intenso correspondiente al
complejo PF@CB[8] (1539 Da). En contraste, no se observaron picos que correspondieran
con la masa del complejo ternario cuando el disolvente era D,0. Sin embargo, en el caso de
emplear como disolvente la mezcla D,0/CD;COCD;, ademds del pico intenso

correspondiente al PF@CB[8] y PF@CB[8] asociado con NaCl (1572 Da), se registraron dos
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picos pequefios adicionales a 1644 y 1700 Da que corresponden a la masa esperada para el
complejo PF@CB[8] asociado a GHB y PF@CB[8] asociado con GHB y NaCl,
respectivamente. Conviene comentar que los iones Na* y Cl ~ son introducidos en las
disoluciones como contra iones que acompafian inicialmente al GHB y al colorante PF,
respectivamente. Aunque hay mas picos de intensidad similar en esta regidn de espectro de

masas que no ha sido posible asignar.

La diferencia entre los espectros de ESI-API-MS usando exclusivamente agua como
disolvente o una mezcla de agua y acetona es notable. Estos datos de espectroscopia de
masas apoyan de nuevo que la asociacién idnica motivada por la presencia de CD;COCD;
como co-solvente es la que promueve la formacién de un complejo ternario GHB-PF@CBI[8]
y que es este complejo ternario el que es detectado en estas disoluciones mediante la

matriz de sensores debido a los cambios en las imagenes de las mismas.

Intensity

1539 4000

10EB4
2.0

3000

2000

1700 2
16441

Figura 4.8. lzquierda: Picos principales de los espectros ESI-API-MS de una mezcla

1000

WW&M‘W“L JMMMLWLMUH el o:

1400

D,0/CD;COCD; 5/1 conteniendo GHB (1x10™* M), CB[8] (1x10™ M ) y proflavina (PF, 5x10™

M). El pico marcado con la etiqueta 1539 Da corresponde al complejo hospedador-huésped
[PF+CB[8]]". Derecha: Ampliacién del mismo espectro ESI-API-MS que muestra picos
adicionales. Los picos marcados con las etiquetas 1575.2, 1644.1 y 1700.2 corresponden a
los  complejos  (PF+CI+CB[8]+D)",  (PF+CB[8]+GHB)" 'y  (PF+Cl+CB[8]+GHB+Na)’,

respectivamente. Destacar que la proflavina es introducida en su forma salina (cloruro) y el
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GHB como su sal sddica. Estos picos no se encontraron en los espectros ESI-API-MS que se

llevaron a cabo en D,0 y en ausencia de CD3COCD;.
4.3. Conclusiones

Los resultados del presente capitulo muestran un sistema sensor original e innovador para
la droga GHB (1) en agua, el cual estd basado en una matriz construida combinando cuatro
colorantes fluorescentes comunes como huéspedes y dos CBs como hospedadores. La
respuesta basada en la formacién de complejos supramoleculares resulta en cambios de
color dependiendo de la asociacién del colorante con el GHB (1) y cambios en los espectros

de fluorescencia cuando se comparan estos en presencia y en ausencia de GHB (1).

La eficiencia del sensor aqui descrito permite la deteccién de GHB (1) en concentraciones
superiores a 10°M y cuantificar su concentracion. Este valor del limite de deteccion es
inferior al de algunos sensores comerciales actualmente en uso y permitiria la deteccién del
GHB (1) en concentraciones que son habitualmente empleadas en el consumo de esta
droga. Incluso para concentraciones sub-milimolares, un examen visual podria permitir la
deteccion inmediata del GHB (1), aunque un analisis de la imagen permite la deteccién

mucho mas fiable y determinar la concentraciéon de la droga en la disolucion.
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CAPITULO 5: COMPLEJOS SUPRAMOLECULARES ENTRE CUCURBITURILES Y
ACETANILIDAS DERIVADAS DE LA ANILINA Y DE LA ORTO Y PARA
FENILENDIAMINA.

5.1 Introduccion

Tal como se ha indicado en la introduccion el estudio de los complejos supramoleculares de
cucurbituriles (CBs) con moléculas orgdnicas en disolucidn acuosa es objeto de considerable
atencién debido a las notables propiedades de estos complejos y a sus posibles
apIicaciones.l'11 Ya se ha indicado que los CBs son oligdmeros ciclicos de unidades de glicol
uril conectadas con puentes metileno cuya cavidad interna es accesible para moléculas
huésped.””** Dependiendo del nimero de unidades de glicoluril el didmetro interno vy las
aberturas de la cépsula organica varian entre 3.9y 5.8, y 6.9 y 8.8 A para CB[6] y CB[8],

. 13,14
respectivamente.

En el presente capitulo se proporcionan datos que ponen en evidencia la formacion de
complejos huésped-hospedador entre los CBs con la 2-(propilamina) acetamida de la anilina
asi como la bis-2-(propilamino)acetamida de los isdmeros orto- y para- de la
fenilendiamina. El esquema 5.1 muestra la estructura de las amidas aromaticas que han

sido objeto de estudio.

NHCOCH,NHCH,CH,CHj
@NHCOCHZNHCHZCHZCHS @NHCOCHZNHCHZCHZCHa
NHCOCH,NHCH,CH,CH;

NHCOCH,NHCH,CH,CHj

Esquema 5.1. Amidas aromaticas objeto de estudio en el presente capitulo

El objetivo es determinar como el nimero de cadenas de propilamina y su posicidn

relativa influyen en la interaccion de las amidas aromaticas 12, 13 y 14 con CBs
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dependiendo del tamafio de cavidad. Tras demostrar la formacion de estos complejos de
inclusion entre las amidas aromaticas 12, 13 y 14 y los CBs describiremos el anclaje
covalente de analogos de estas amidas aromaticas en silice de elevada drea superficial a fin
de establecer la formacién de complejos analogos en la fase sélida. Se pretende discriminar
entre la adsorcion selectiva debida a la formacidon de complejo huésped-hospedador y la
adsorcion inespecifica sobre la superficie debido a interacciones débiles de puentes de
hidrégeno y bipolares. El interés del presente estudio deriva del aumento de complejidad
en el sistema cuando se cambia de fase liquida a fase sdlida y la posibilidad de secuestrar de

forma reversible los CBs.
5.2 Resultados

La sintesis de las amidas aromaticas requeridas en el estudio 12, 13 y 14 se llevo a cabo en
dos etapas a partir de la anilina o de la orto- o para- fenilendiamina las cuales se hicieron
reaccionar en primer lugar con el cloruro de 2-cloroacetilo para formar la cloroacetanilida
intermedia la cual se hizo reaccionar a continuacién con N-propilamina obteniéndose los
compuestos indicados. El esquema 5.2 ilustra la ruta sintética seguida en la preparacion de

las acetanilidas aromaticas empleadas en el presente capitulo.

Los compuestos 12, 13 y 14 se caracterizaron en base a sus propiedades analiticas y
espectroscépicas las cuales estuvieron de acuerdo con los valores esperados para estas

estructuras (ver seccién experimental).

N\Hz CICCH,CI N\HeCHzCI NH,CH,CH,CHs NHgCHzNHCHZCHQCHa
(G E AV meee A
4 =
?
X:H 6 NH, Y:Hé NHCCH,CI 12,13, 14

Compuesto Y4
12 H
13 0-NHCOCH,NHPr
14 p-NHCOCH,NHPr
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Esquema 5.2. Ruta sintética seguida para la obtencién de las amidas aromaticas objeto de

estudio.

Las acetanilidas 12, 13 y 14 fueron solubles en agua. Se llevo a cabo la valoracién de estos
compuestos en funcién del pH mediante espectroscopia de RMN-'H. Las variaciones
observadas en los espectros indican que los compuestos 12, 13 y 14 pueden estar presentes
en agua como especies monoprotonadas (12: pH de 0 a 8 y 13 y 14: pH entre 7.5y 12) o
especies diprotonadas 13 y 14: pH entre 0 y 7.5) o como compuestos neutros (12: pH por
encima de 8) y 13 y 14: pH por encima de 12). A modo de ejemplo la Figura 5.1 muestra la
dependencia de los desplazamientos quimicos en espectroscopia RMN-"H correspondiente
a las sefales de los protones -CO-CH,NH- y —NH-CH,-C,Hs para el compuesto 13 en funcién

del valor de pH de la disolucion.

45

4.0

3.5 4

8,ppm

3.0 A

251

2.0 T T 1

pH
Figura 5.1. Desplazamiento quimico de las sefiales correspondientes a los protones —CO-

CH»-NH- (a) y —NH-CH,-CH,-CH; (b) en los espectros de RMN-'H del compuesto 13 en

funcién del valor de pH de la disolucion.
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Estos dos grupos metileno indicados son los que sufren una variacién en el desplazamiento
quimico mayor cuando varia el valor de pH de la disolucidn. Curvas similares han sido
obtenidas para el compuesto 14, mientras el compuesto 12 exhibe solo un Unico cambio
brusco en los valores de & en lugar de dos en el rango de valores de pH entre 7y 9. En el
resto de este estudio los valores de pH de las disoluciones acuosas empleadas se encuentra
alrededor de 5.5 que corresponde al valor de pH de la disolucidn que se obtiene cuando se
disuelven los compuestos 12, 13 y 14 en agua milliQ y por consiguiente los datos del
presente estudio corresponden al comportamiento de la especie monobasica (12) o
dibasica (13 y 14) de las anilidas objeto de estudio. La eleccidon de este valor de pH que
corresponde al de la disolucion libre se basa en que de esta manera los datos obtenidos
corresponden a disoluciones en ausencia de tampdn cuya presencia pudiera influir de

. ey 15,16
alguna manera en la asociacién entre los compuestos 12,13 y 14 y los CBs.

5.2.1. Estudio de los complejos de inclusion entre las acetanilidas 12, 13 y 14 y los CBs.

La formacién de los complejos de inclusién para 12, 13 y 14 fue estudiada empleando
CB[6], CB[7] y CB[8]. Mediante espectroscopia de RMN H se pudo obtener evidencia
espectroscépica firme de la formaciéon de los complejos de inclusidn. La comparacién de los
espectros de RMN-'H del compuesto 12 en ausencia y presencia de un exceso de CB[6]
muestra cambios notables hacia campo alto en los valores de & de las seiales
correspondientes a los protones alifaticos, mientras que las sefiales correspondientes a los
protones aromaticos pierden su degeneracion, apareciendo diferenciadas y desplazadas a
campo bajo las senales de los protones orto-, meta- y para-. Esto es compatible con la
inclusion de las cadenas alifaticas en el interior de la cavidad hidrofébica del CB[6], estando
el anillo aromatico localizado en las proximidades del portal de los grupos carbonilo. La
Figura 5.2 muestra los espectros de RMN-'H correspondientes al compuesto 12 en una

disolucion de D,O en ausencia o presencia de CB6.
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2 NHCOCHzNHCH2CH20H3
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Figura 5.2. Espectros de RMN-'H de la amida aromética 12 (5.2 mM) en ausencia (a) o en

presencia de una disolucion saturada de CB[6] (b), CB[7] (c) y CB[8] (d).

La encapsulacion de la acetanilida 12 en el interior de CB[7] y CB[8] tiene lugar igualmente
como se pone de manifiesto de nuevo por los cambios observables en los espectros de
RMN-H del compuesto 12 en presencia de un exceso de CB[7] y CB[8]. Sin embargo, en
estos dos casos los cambios en los desplazamientos quimicos indicaron que la
encapsulacion ocurre por inclusion del anillo aromatico dentro de la cavidad apolar del
CB[7], lo que conduce a desplazamientos a campos altos de las sefiales aromaticas e
incrementos a campo bajo para los protones en la cadena acetanilido. La diferencia mas
destacable entre el CB[7] y el CB[8] es que en este Ultimo caso las sefiales se vuelven mucho
mas anchas sugiriendo que los procesos de complejacion y disociacion estan ocurriendo
durante la escala de tiempo de los experimentos de RMN-'H. La Figura 5.2 ilustra
igualmente los cambios que ocurren en los espectros de RMN-'H del compuesto 12 en

presencia de CB[7] (c) y CB[8] (d).
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La estequiometria del complejo de inclusién 12@CB[n] se dedujo de los datos de MALDI-MS
y API-ESI-MS en los cuales pudo observarse el pico correspondiente al complejo de

estequiometria 1:1 12@CB[n] (n = 6,7,8) que aparece a 1189.4, 1355.4 y 1521.6 u.a.m

Los compuestos 13 y 14 se comportaron de forma analoga a la que se acaba de comentar
para el compuesto 12, es decir, para complejos con CB[6] es la cadena lateral la que resulta
incluida en la cavidad de CB[n] y el desplazamiento quimico de los protones —CO-CH,-NH
sufre un desplazamiento a valores de campo alto, mientras que los protones aromaticos se
desplazan a campo bajo. Para CBs de mayor tamafio, CB[7] y CB[8], se observo la tendencia
opuesta. Asi a modo de ejemplo, la Figura 5.3 presenta los espectros de RMN-'H en
ausencia y presencia de CBs registrados para el compuesto 13. De esta forma el
comportamiento observado en espectroscopia de RMN-"H es compatible con el hecho de
que cavidades de mayor tamafio alojan el anillo aromatico pero esta inclusion no puede
tener lugar en el interior del CB[6] debido a las dimensiones mas pequefias de este CBn. En

;. .y . .y 17,18
este caso la Unica opcion es la inclusion de la cadena lateral.

1

5 6 7 8
5 NHCOCH,NHCH,CH,CH,
3 5 & 7 8
4

NHCOCH,NHCH,CH,CHs
7-7
5-5’
6-6 8-8
1-4
\ l
b lL A, ram A A k—
C dJﬁ
d
56 & 5 %
5, ppm

Figura 5.3. Espectros de RMN-'H de 13 (3.3 mM) en ausencia (a) o en presencia de una

disolucion de D,0 saturada de CB[6] (b), CB[7](c) y CB[8](d).
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Con respecto a la estequiometria de los complejos de inclusidén de las diamidas aromaticas
13 y 14 bajo las condiciones en las que existe un exceso de CB[n] conviene indicar que en
los dos casos se han registrado picos que corresponden con la masa esperable para los
complejos 1:1 en el caso del CB[7] y CB[8]. Es interesante indicar que para el compuesto 13
bajo un exceso de CB[n] (n =6, 7, 8), los espectros de MALDI-MS muestran la presencia de
picos correspondientes a los complejos 13@(CB[n]), 1:2 con una doble carga positiva que
aparecen a 1151, 1317 y 1483 u.a.m. La Tabla 5.1 resume los picos registrados en los
espectros de MALDI-MS en condiciones en las que se encuentra un exceso de CB los cuales
podrian permitir determinar las posibles estequiometrias de los complejos huésped-
hospedador. Conviene hacer notar, que también para el compuesto 14 los picos

correspondientes a la estequiometria 1:2 fueron observados.

miz CBI6] Int. relativa(%) CB[7] Int. relativa (%) CBI8] Int. relativa (%)
12@CBIn] 1189.4 100 13554 100 1521.6 100
13@CBIn] 1307 100 1473 100 1639 2.58
13@CBI[n}/2 653 333 736 1.25 819 100
13@2CB[n]/2 1151 15.6 1318 40 1484 9.68
14@CBIn] 1304 100 1471 100 1637 100
14@CBI[n]/2 852 2.37 735 1.67 818 2.08
14@2CB[n] 2299 3.3 2630 217 2966 3.8

Tabla 5.1. Picos registrados en MALDI-MS en condiciones de exceso de CB[n] (n =6, 7, 8)

para las amidas aromaticas 12, 13 y 14.

Basandonos en la informacién sobre la estequiometria de los complejos obtenida por
espectrometria de masas y la influencia del CB[n] en los desplazamientos quimicos, se
realizaron modelos de mecanica molecular compatibles con los datos obtenidos. La Figura

5.4 presenta una imagen de estos modelos. Comparado con 12 y 13, los modelos para el
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compuesto 14 presentan una mayor penetracion de esta molécula en el interior del CB[7]
medida por la distancia entre el centro geométrico de CB[7] y CB[8] vy el centro de gravedad
de la molécula huésped. Estos modelos indican que para el CB[7] y CB[8] la molécula
derivada de la para-fenilendiamina alcanza practicamente el mismo grado de penetracion.
Solo el modelo para 14@CB[6] muestra que el huésped organico no puede entrar

libremente al centro de esta capsula orgdnica.

CAPSULA
CB[6] CB[7]

COMPUESTO 12

13

14

Figura 5.4. Estructuras de mecanica molecular correspondientes al minimo de energia para

los complejos supramoleculares de inclusién 12, 13 y 14con CBJ[n].
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Las constantes de asociacion para los complejos de 12, 13 y 14 con los CBs 6, 7 y 8 fueron
determinadas por conductimetria. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 5.2. Como
puede verse en esa Tabla, la fuerza de asociacidn es similar para todos los complejos
huésped-hospedador variando en torno al valor 10° M. Estos valores de asociacién
similares sugieren que el tipo de interaccion entre las cadenas laterales acetamido de la
molécula huésped y los CBs son similares para las tres amidas aromaticas 12, 13 y 14
independientemente del hecho de que haya una cadena lateral Unica o doble y de la

posicion relativa de la misma.

Estos resultados contrastan con un precedente relacionado que utilizo como molécula
huésped el dinitrato de N,N’-dialil-para-xilileno diamonio donde parece ocurrir que el
tamano de la cavidad del CB[n] controla la inclusion de una o dos de las cadenas laterales.™
Merece ser destacado, sin embargo, que nuestras moléculas difieren en la presencia de dos
unidades de diamida aromatica que introducen una gran rigidez conformacional y
planaridad con el anillo, por lo que en nuestro caso podrian ser decisivos factores estéricos

para impedir la inclusidon en una sola unidad de CB[n] de las dos cadenas laterales.

Kgx 105, M1
Anfitrién 12 13 14

CB[6] 534+£0.02 544+0.03 5.57+0.15
CB[7] 5.78+0.03 1.87+0.004 5.65+0.03

CBI[8] 5.54+0.03 554:0.06 5.42+0.02

Tabla 5.2. Constantes de asociacion para los complejos supramoleculares entre las amidas

aromaticas 12, 13 y 14 vy los CBs determinadas mediante conductimetria.
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5.2.2. Formacion de complejos de inclusion con CB[n] en fase solida.

Una vez hemos demostrado que las amidas aromaticas 12, 13 y 14 forman complejos
huésped-hospedador fuertes con CB[n] (n = 6-8) en disolucidn acuosa, la siguiente etapa de
nuestro estudio ha sido preparar compuestos andlogos a 12, 13 y 14 anclados
covalentemente a particulas de silice a fin de determinar la formacién de complejos de

inclusion entre estas unidades acetamido soportadas en fase solida y los CBs en disolucidn.

Con el fin de cumplir el objetivo propuesto, se selecciond una silice coloidal de elevada area
superficial disponible comercialmente y que se encuentra convenientemente funcionalizada
con grupos amino. Esta silice coloidal aminada fue tratada con derivados mono- o bis-
cloroacetamido de las aminas aromaticas. El Esquema 5.2 presenta el procedimiento de
preparacién de estos materiales asi como una estructura ideal que muestra la similitud

entre los compuestos 12, 13 y 14 con las unidades presentes en la silice 15.

~

Sio,

AN

"
N N
H/\Ic]; \© 16

H

N
N j@
) ° 17,18
H

Si0,

‘\\NH%J/\Q + AN, ) <

~ZQ Si0,

AN
T

o~~~ NHA
15 Sio, % A([)(
N
Material Q
16 H
17 0-NH,COCH,CI
18 p-NH,COCH,CI

Esquema 5.2. Procedimiento de preparacion y estructuras de las unidades ancladas

covalentemente en la silice 15.

Los sodlidos funcionalizados con amidas aromaticas resultantes de este proceso fueron
analizados tras su modificacion mediante analisis elemental de combustién. La silice con

grupos aminopropil inicial (15) contiene 2.3 mmol g de grupos amino. Una fraccién de
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estos grupos amino iniciales actuara como union con las unidades de cloroacetanilidas. Esta
funcionalizacién se refleja en un incremento en el contenido de carbdn y nitrégeno del
solido tras su modificacion. De acuerdo con el andlisis quimico alrededor del 16 % de los
grupos amino iniciales resultan transformados en unidades acetanilido, en el caso del solido
16. El caso de los sdlidos 17 y 18 es mas complejo debido a la posibilidad de
funcionalizacién a través de una o dos cadenas laterales. En ninguno de los casos se
consiguio la funcionalizacién completa y basandonos en el incremento en el porcentaje de
nitrogeno la minima poblacion de unidades acetanilido fue de 14 — 19 % para los sdlidos 17
y 18 respectivamente asumiendo que los dos atomos de cloro han sido reemplazados

completamente.

Estos valores de contenido de grupos orgdnicos obtenidos por analisis quimico son
compatibles con los datos de termogravimetria para estos mismos materiales. La Figura 5.5
muestra el perfil termogravimétrico para la silice aminopropil (15) comercial y los sélidos
funcionalizados 16, 17 y 18 registrado en corriente de aire. Se observd que la silice
aminopropil 15 experimenta una perdida inicial de peso entre temperatura ambiente y 200
°C del 3.6 % que es atribuible a la desorcién de agua de hidratacién presente en el material.
La pérdida de masa entre 200 y 700 °C fué del 13.4 % que corresponderia a la combustién
de los grupos aminopropil. De acuerdo con esta pérdida de peso la densidad de grupos
orgénicos en la silice seria de 2.3 mmolg™ lo que esta de acuerdo con el valor determinado
por combustion. El perfil termogravimétrico de los sdlidos funcionalizados fue similar,
exhibiendo una pérdida de peso inicial hasta 200 °C atribuible a la desorcién de agua y una
pérdida de peso entre 200 y 600 °C que seria atribuible a la combustién de la materia
organica presente en estos sdlidos. La introduccion de grupos acetanilido y el mayor
porcentaje de carbono de la muestra se refleja en la mayor pérdida de peso de acuerdo con
su grado de funcionalizacién, siendo estos valores compatibles con los que se han

determinado por analisis elemental.
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Figura 5.5. Perfiles termogravimétricos de la silice de partida (15) y de los materiales 16, 17

y 18 obtenidos tras su funcionalizacién con los precursores cloroacetanilida.

La adsorcién de isoterma de nitrégeno permitié medir el area superficial de estos
materiales. Se observo que la silice de partida con grupos aminopropil 15 presenta un area
superficial de 325 mz/g. La funcionalizacién de este material de partida produce en todos
los casos una reduccion en el area superficial que resulté ser de 273, 282 y 224 ng'l para

los sélidos 16, 17 y 18.

La Figura 5.6 muestra los espectros de RMN-"C en estado sélido registrados por angulo
magico de la silice con grupos aminopropil inicial 15 y los sélidos 16, 17 y 18 resultantes de
la funcionalizacion. Como puede verse alli la silice de partida con grupos aminopropil
presenta los tres picos esperados correspondientes a los grupos metileno. Tras
funcionalizacién, todos los sdélidos exhibieron estos mismos tres picos mas sefiales
correspondientes al grupo CH, puente de la unidad de acetamido. Ademas se observaron

sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos e incluso al carbono C=0 de la
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acetamida. La posicion de los picos en el espectro es compatible con la presencia de las

unidades acetamido indicadas en el Esquema 5.2.

(a)
(b)

(c) Mu/\/h

(d)

f T T T T T T T T T T
300 250 200 150 100 50 0 -50

3 13C,ppm

Figura 5.6. Espectros de RMN-"C en estado s¢lido registrados por angulo magico de la silice

con grupos aminopropil de partida 15 (a) y los sélidos 17 (b), 18 (c) y 16 (d).

La presencia de unidades acetanilido también puede inferirse considerando los cambios
que se observan en los espectros de FT-IR de los sdlidos 16, 17 y 18 comparados con los de
la silice con unidades aminopropil comercial (Figura 5.7). En particular en todos los casos se
observé la presencia de una banda intensa alrededor de 1700 cm™ correspondiente a la
vibracion del grupo C=0. Ademas en los sélidos 16, 17 y 18 se observaron picos que pueden

ser atribuidos a la vibracion de los anillos aromaticos.
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Figura 5.7. Espectros FT-IR de la silice comercial con grupos aminopropil 15 (a) y de los

sélidos 17 (b), 18 (c) y 16 (d).

Los sélidos 16, 17 y 18 se suspendieron en disoluciones acuosas 10" M de CBs y las
suspensiones resultantes se agitaron durante 8 horas. En este momento los sdlidos se
separaron y ambas fases solidas y liquidas fueron caracterizadas a fin de determinar su
contenido en CBs. En particular los solidos 16, 17 y 18 después de estar en contacto con
disoluciones de CB[n] fueron estudiados por espectroscopia FT-IR donde la presencia de CBs
se puso de manifiesto por la observacion de la banda de vibracidon intensa caracteristica a

2021 |4 Figura 5.8 presenta los

1744 cm™ correspondiente a los grupos C=0 de los CBs.
espectros de IR registrados para estas muestras donde se indica la banda debida al CB[n]. La
determinacién cuantitativa del porcentaje de CB[n] inicial que permanece en la disolucidon
para cada combinacion posible de CB[7] y CB[8] con los solidos 16, 17 y 18 se determind
mediante valoracion con AO (naranja de acridina), como molécula sonda. Como se ha
indicado en la introduccidon, el AO forma complejos huésped-hospedador con

estequiometria 1:1 para el CB[7] (K,=3.07 10° M) y estequiometria 1:2 para el CB[8]
(Ky=2.27 10"° M%)
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Figura 5.8. Espectros FT-IR de los sélidos 16, 17 y 18 después del contacto con disoluciones
10* M de CB[7] y CB[8] y 10" M CB[6]. La vibracién caracteristica de CB[n] presente en el

. . s -1
material tras su adsorcidn a 1744 cm™ se encuentra resaltada en todos los espectros.

La formaciéon de estos complejos huésped-hospedador se refleja en un aumento de la
fluorescencia del AO (para el CB[7]) y cambios en los espectros dpticos de absorcién (CB[8]).
Asi para una concentracién dada de AO (10 M) la intensidad de fluorescencia tras
excitacion a 427 nm depende de la concentracidn de CB[7] en el rango entre Oy 10” M. Por
consiguiente, la determinacion de la intensidad de fluorescencia del AO tras la adicion de
una alicuota del sobrenadante resultante tras contactar la disolucién de CB[7] con una
cantidad conocida de los sélidos 16, 17 y 18 puede servir de una forma simple para
cuantificar la concentracion de CB[7] que permanece en la fase acuosa tras la formacion de

complejos con los sélidos 16, 17 y 18.
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Una estrategia similar, es decir el uso de AO como molécula sonda para cuantificar la
cantidad de CB[n], se puede desarrollar para el caso del CB[8]. En este caso el complejo de
inclusidn que sirve para valorar el CB[8] 2(AO)@CBI[8], no es fluorescente y son los cambios
en los espectros de absorcién visible la propiedad que debe ser registrada a fin de
cuantificar la concentracion de CB[8]. Debe ser mencionado que a la concentracion de AO
empleada en los experimentos (10° M) este colorante esta presente en disolucién como
monémero.”” Sin embargo, debido a la estequiometria del complejo de inclusién huésped-
hospedador en CB[8] (AO:CB[8]=2:1) se forma un dimero de tipo H y esto conduce a un
cambio en la posicion del maximo de absorcidn desde 485 nm correspondiente al
mondémero a 465 nm correspondiente al dimero.” Por consiguiente, también para el CB[8]
una calibracién en la cual se registre el espectro de absorcién para una concentracién 10°
M de AO en presencia de varias concentraciones de CB[8] en el rango entre 0 y 10° M
puede servir para cuantificar la concentracion de CB[8]. La Figura 5.9 muestra los espectros
de emisidon y absorcion del AO en presencia de concentraciones crecientes de CB[7

](emisién) o CB[8] (absorcidn).

—=—0MCB[8]
—e— 107 M CBI8]
0,35 —4—5x 10" M CB[8]

b —v—10° M CBI8]
030+ < 10°MCB[g]
0,254

0,204
—+—8x10°MCB[g§

0,154

0,104

Iﬂ, cuentas

0,054

Absorbancia, u.a

0,004

450 500 550 600 650 400 450 500 550
Longitud de Onda, nm Longitud de Onda, nm

Figura 5.9. Espectros de emision (a) y de absorcidn (b) para el colorante AO en presencia de
concentraciones crecientes de CB[7] (a) y CB[8] (b). Estos espectros sirven como calibrado

que permite determinar la concentracién de CB[7] y CB[8] en disoluciones problema.

130



CAPITULO 5

De esta manera usando AO para valorar las concentraciones de CB[7] y CB[8] que
permanecen en disolucion ha sido posible determinar la capacidad de absorcion de los

solidos 16, 17 y 18 para CB[7] y CB[8]. Un resumen de los resultados obtenidos se presenta

en la Tabla 5.3.

CAPACIDAD DE
mmol CB[n ]/g silice ADSORCION (%)
SOLIDO  CB[7]yi CB[7])final CB[8linicial CB[8lfna CB[7] CB[8]

15 0.02 0.0028 0.02 0.0003 14.2 1.5

16 0.02 0.0197 0.0167 0.0156 98.4 93.8

17 0.01 0.00536 0.0167 0.0133 53.7 79.5

18 0.067 0.049 0.0167 0.0122 73.9 73.2

Tabla 5.3. Capacidad de adsorcion de CB[7] y CB[8] en los sdlidos 16, 17 y 18. La cantidad

inicial de CB[n] por gramo de silice en la muestra es denominada como CB[n] maxima.

A efectos de comparacién nuestro estudio incluye igualmente la muestra de aminopropil
silice comercial 15 empleada en la preparacidon de los sélidos 16, 17 y 18. Los datos
obtenidos muestran que la silice con grupos aminopropil es notablemente ineficiente para
adsorber CB[7] y CB[8] y que la capacidad de adsorcién aumenta significativamente tras la
modificacidon con unidades acetanilido. Los datos de la Tabla 5.3 indican que el sélido 16 es
el material que exhibe la capacidad de adsorcion mas elevada tanto para CB[7] como para
CB[8]. Los sdlidos 17 y 18 exhiben una capacidad de adsorcion similar para CB[8] y difieren
en la adsorcion de CB[7] que es mas baja para el sélido 17. Este estudio sugiere que la
formaciéon del complejo huésped-hospedador entre las unidades acetanilido y los CBs juega
un papel importante en el fendmeno de adsorcibn como se evidencia por el
comportamiento de la silice aminopropil 15 considerada como control, no habiendo
ventajas por el hecho de que el anillo aromatico presente dos cadenas acetamino. Sin

embargo, esta adsorcién no podria ser posible que fuera exclusivamente debida a la
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formacion de complejos huésped-hospedador entre los CBs y las unidades acetanilido de
los sélidos 16, 17 y 18. Otras interacciones no especificas tales como puentes de hidrégeno

y fuerzas dipolo-dipolo pueden ser también responsables de la adsorcion.

En el caso del CB[6], su menor didmetro impide la inclusién de anillos aromaticos
sustituidos pero las cadenas alifaticas pueden ser incorporadas dentro de la capsula
orgémica.18 La adsorcion de este hospedador en la silice aminopropil de partida 15 indica
que se puede efectuar la adsorcidn no selectiva del CB[6] en un porcentaje elevado. Puesto
que la cuantificacion del CB[6] no puede llevarse a cabo por valoracién con AO como en los
casos del CB[7] y CB[8], para este cucurbituril se siguié una estrategia diferente basada en
cuantificacién por MS usando CB[5] como patrén interno y determinando la intensidad
relativa de los picos de CB[6] frente a CB[5] para una alicuota de la disolucién con
concentraciones de CB[n] conocidas. De esta manera con el propdsito de determinar la
cantidad de CB[6] se procedié a un calibrado previo en el cual disoluciones conteniendo
cantidades conocidas de CB[6] y CB[5] fueron analizadas por MALDI-MS vy la intensidad
relativa de los picos a 1014 u.a.m (correspondientes a CB[6] + H,0) frente al pico a 831
u.a.m (correspondiente a CB[5]) fue determinada para varias concentraciones en el rango

en el que se iban a llevar a cabo los ensayos de adsorcion.

Con la curva de calibracién de MALDI-MS se llevé a cabo la adsorcién de una disolucién 107
M de CB[6] con aminopropil silice comercial 15 o con sdélidos conteniendo unidades
acetanilido 16, 17 y 18. Tras la adsorcion de CB[6] se afiadid a las alicuotas de esta
disolucion un peso conocido de CB[5] y la disolucidn resultante se analizé por MALDI-MS. La
intensidad relativa del pico CB[6] + H,0 frente al pico correspondiente a CB[5] junto con el
dato conocido de la cantidad de CB[5] afiadida permitié determinar la concentracién de
CB[6] que permanece en la disolucién que no es adsorbida por el sélido. Los resultados de
adsorcién de CB[6] en los solidos ensayados se presenta en la Tabla 5.4 donde puede verse
que un elevado porcentaje de CB[6] resulta ser adsorbido en los sdlidos, siendo el material

16 conteniendo unidades acetanilido el que exhibe la capacidad de adsorcién mas alta.
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Debe ser destacado el que los sélidos 17 y 18 muestran una capacidad de adsorcién similar

a la de la silice aminopropil 15.

CAPACIDADDE  mmol
SOLIDO ADSORCION  CB[6]/g

(%) silica
15 83.9 0.0084
16 92.9 0.0093
17 85.8 0.0086
18 84.3 0.0085

Tabla 5.4. Resumen de la capacidad de adsorcién de los sdlidos 16, 17 y 18 y de la silice
aminopropil 15 para el CB[6]. La cantidad inicial de CB[6] fue de 0.01 mmol de CB[6] por

gramo de silice.

En este contexto estdabamos interesados en determinar la contribucién relativa de la
formacion de complejos huésped-hospedador frente a interacciones inespecificas entre la
superficie de la silice y el CB[n]. Para clarificar este punto se llevaron a cabo experimentos
adicionales en los cuales concentraciones equimolares de CB[5] y CB[7] se pusieron en
contacto con los solidos 16 y 18. Se esperaba que el CB[5] no formara complejos de
inclusion y la selectividad hacia el CB[7] pudiera ser tomada como una medida de la
contribucion de la adsorcion debida a la formacion de complejos huésped-hospedador. En
este caso puesto que la concentracién de CB[5] no puede ser determinada por valoracion
con AO, se usaron medidas cuantitativas de MALDI-MS para determinar la proporcion
relativa de CB[5] y CB[7] mediante la medida de la intensidad de los picos correspondientes
a los iones moleculares. La Figura 5.10 muestra una serie de espectros MALDI-MS medidos
en estos experimentos. Los resultados obtenidos indican que para ambos sélidos el CB[7] es
adsorbido preferentemente con respecto al CB[5] pero que la selectividad de la adsorcién
es mas alta para el sélido 16 (CB[5]/CB[7] = 4, en disolucién) que para el sélido 18
(CB[5]/CB[7] = 2, en disolucidn). Sin embargo, conviene mencionar que en cualquier caso el

CB[5] es también adsorbido en cantidades apreciables por el sélido. Proponemos que el
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CB[5] puede interaccionar con los grupos aminopropilo residuales que estan presentes en
las superficies de ambos sélidos. De hecho el porcentaje de estos grupos amino que ha

resultado funcionalizado por las unidades acetanilido es considerablemente bajo, en torno

al 10 %.
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Figura 5.10. Espectros MALDI-MS de los sdélidos 16 (arriba) y 18 (abajo) después de su

agitacién en contacto con una disolucién de CB[5] y CB[7] 10" M.
5.3. Conclusiones

La espectroscopia de RMN-"H y MALDI-MS proporcionan datos que apoyan la formacion de
complejos huésped-hospedador entre las acetamidas 12, 13 y 14 y los CB[n] (n=6, 7, 8). Las
constantes de asociacion son similares y estan en el rango de 10° M™. Modelos moleculares

sugieren que la acetanilida 14 penetra mas profundamente en las cavidades de las capsulas
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CB[n] que el isdmero orto- 13. Estos complejos huésped-hospedador se forman también en
fase sélida cuando las unidades acetanilido se encuentran covalentemente unidas con
grupos amino de una silice aminopropil. Sin embargo, probablemente debido a la elevada
poblacion de grupos amino residuales, la interaccion supramolecular huésped-hospedador
juega un papel limitado, contribuyendo en un porcentaje menor a la adsorcién total tal y
como demuestra el hecho de que el CB[5] se pueda adsorber en estos soélidos en un

porcentaje elevado.
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CAPITULO 6: FORMACION DE LIPOSOMAS POR POLIMERIZACION DE LIQUIDOS
IONICOS CON ESTRUCTURA DE IMIDAZOLIO Y SU USO COMO MICROREACTORES
EN LA OXIDACION DE ALCOHOLES CATALIZADA POR NANOPARTICULAS DE ORO

6.1 Introduccion

El auto-ensamblaje espontdaneo y la formacidn de nanoestructuras a partir de liquidos
idnicos y cristales liquidos constituye la base de muchos fendmenos fundamentales que han
dado lugar a numerosas aplicaciones en nanotecnologl'a.l'4 Las caracteristicas especiales y
las propiedades anféteras de las moléculas conteniendo partes polares y apolares tienden a
reflejarse a nivel supramolecular en la formacién de agregados intermoleculares que
maximizan las interacciones favorables y minimizan las desfavorables.” Este auto-
ensamblaje se expresa generalmente mejor en medios que tienen una afinidad marcada
por uno de los dos tipos de polaridad, siendo el agua el disolvente que ha sido mas
ampliamente estudiado. Los fuertes enlaces de hidrégeno presentes en el agua pura se
alteran cuando cadenas y sustituyentes apolares se introducen en este liquido y los
fendmenos observados bajo estas condiciones, particularmente agregacion, se describen
comunmente como derivados de la naturaleza hidrofébica de estos grupos en un medio
hidrofilico.®” La interaccion entre hidrofilicidad e hidrofobicidad es considerada como una
herramienta general de gran utilidad para la creacién de inhomogeneidades en una fase
homogénea y para la organizaciéon espacial de agregados supramoleculares. Las fuerzas
derivadas de la interaccién entre el disolvente y el soluto han sido aplicadas por ejemplo, en
la sintesis de silicatos micro o mesoporosos estructurados usando agentes directores de

8-11
estructura.

Como un ejemplo particular del uso de moléculas anféteras en la preparacion de entidades
estructuradas espacialmente, en este capitulo se describe la sintesis y polimerizacion de un
liquido idnico con estructura de imidazolio que posee dos cadenas alquilicas largas idénticas

con un enlace doble C=C terminal. Los liquidos iénicos con anillos de imidazolio y cadenas
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hidrocarbonadas largas has sido usados como agentes plantilla en la preparacién de silices
mesoporosas debido a su capacidad de auto-ensamblaje en medios acuosos.””" En el
presente capitulo el enlace C=C doble terminal va a permitir el entrecruzamiento de las
cadenas, lo que determina que la forma de las entidades de auto-ensamblaje de las
unidades moleculares se mantenga medinate uniones covalentes. La longitud y libertad
conformacional de las cadenas hidrocarbonadas largas deberia permitir, no obstante, tras la
polimerizacién una flexibilidad considerable e incluso un cambio de forma de la particula

polimérica.

La presencia de dos cadenas hidrocarbonadas deberia favorecer la formacion preferente de

vesiculas y liposomas con forma de membrana celular conteniendo un espacio interno vacio

14,15
Se ha observado frecuentemente que los surfactantes

y una forma esférica del objeto.
con una Unica cadena hidrocarbonada forman micelas mientras que aquellos surfactantes
que poseen dos cadenas hidrocarbonadas largas tienden a auto-ensamblarse formando

16-19 , . , e .
Liposomas con paredes porosas deberian permitir la transferencia de masa

liposomas.
desde el exterior al interior de la membrana y viceversa para aquellos sustratos cuyas

dimensiones moleculares fuesen mas pequefias que el diametro de poro.
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Figura 6.1. Modos de auto-ensamblaje de surfactantes.

La organizacion como liposomas porosos permitiria igualmente la inmovilizaciéon en el
interior de los liposomas de huéspedes de mayor tamafio que los poros y que tuvieran
alguna propiedad o actividad. En el caso presente se va a describir como la carga positiva
del heterociclo imidazolio puede ser usada de forma ventajosa para absorber iones AuCl, .
Mediante la formacién de pares idnicos estos complejos con AuCl,, conteniendo un solo
atomo de oro, pueden actuar posteriormente como precursores de nanoparticulas de oro.
Como consecuencia de la localizacion preferente de los iones AuCl, en el interior de las
vesiculas, las nanoparticulas de oro resultantes se encuentran en la mayoria de los casos
localizadas en el interior de las vesiculas poliméricas. Estas nanoparticulas de oro pueden
exhibir actividad catalitica promoviendo oxidaciones aerdbicas asi como otro tipo de

20-23 . .. ,
De esta manera, el sistema definido por nanoparticulas de oro

reacciones organicas.
encapsuladas en el interior de liposomas poliméricos porosos de dimensiones

micrométricas recuerda de alguna manera a los microreactores formados por las cavidades

24-26

de zeolita conteniendo centros cataliticos.

Auto- Polimerizacion

AuCI':

ensamblaje

= estructura de liquido iénico con dos cadenas alquilicas

=AuCl,

@ =AuNp

Esquema 6.1. Proceso de auto-ensamblaje y formacién de nanoparticulas de oro (AuNp) en

el interior de liposomas.
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6.2 Resultados y Discusion
6.2.1 Sintesis y caracterizacion de liposomas polimericos

En la primera etapa del trabajo llevado a cabo en el presente capitulo se sintetizé bromuro
de N,N-bis(10-undecenil)-2-metilimidazolio (21'Br), una molécula anfotérica con un
heterociclo polar y dos cadenas hidrofébicas de longitud suficiente para promover el auto-
ensamblaje formando estructuras vesiculares. La sintesis de este liquido idnico se llevd a
cabo de manera simple tratando el 2-metilimidazol (19) con 11 bromo-1-undeceno (20) en

tolueno a temperatura de reflujo (esquema 6.2).

7

(CHy)
Toluen N\/\ e

N -
R + Br. P — K Br
<_N)\ SNCHRE gooc, 24 h

H (HoCle

19 20 \ 21*Br

Esquema 6.2. Procedimiento llevado a cabo para la obtencidn de bromuro de N,N *-bis(10-

undecenil)-2-metilimidazolio(21'Br).

La pureza del mondmero se establecié mediante HPLC de fase reversa en la cual se observa
el pico correspondiente a 21'Br” con un 77 % del érea total y que fue acompafiado de otros
tres picos (ver figura 6.1). Un segundo pico (5 %) préximo a 21'Br ha sido atribuido al
catién imidazolio 19" asociado a un contraién diferente del Br y que probablemente
podria ser OH". Esta asignacion se basa en la similitud entre los tiempos de retencién y
entre los espectros dpticos de absorcién de ambos picos. Sobre la base de la ruta sintética
seguida para la preparaciéon de 21°Br los otros dos picos (15 % y 3 %) se asignan a iones
imidazolio monopodales asociados con Br o otro contraidn. La integracion de las sefales de
espectroscopia de RMN-'H indica una deficiencia en torno al 10 % de la sefal
correspondiente a los protones vinilicos de las cadenas w-undecenil con respecto al area de

los protones imidazolio (Figura 6.3). Esta deficiencia del area de los protones de la cadena
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con respecto al anillo de heterociclo apoya la asignacion del segundo pico mas grande en
HPLC a un imidazolio protonado monosustituido. Es posible anticipar que la habilidad de los
compuestos 21° para sufrir auto-ensamblaje no seria alterada de forma sustancial por la

presencia en una proporcion baja de derivados con una cadena w-undecenil.
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Figura 6.2. Cromatograma de HPLC de fase reversa del bromuro de N,N-bis(10-undecenil)-
2-metilimidazolio(21'Br’) donde se observa la presencia de impurezas en la muestra

empleada.

La idea tras la sintesis del imdazolio 21" era la de obtener un compuesto anfotérico con
cadenas w-undecenil que tenga la posibilidad, tras un auto-ensamblaje espontaneo en un
medio acuoso, de polimerizar a través de los enlaces dobles C=C terminales y asi formar
liposomas micrométricos con cadenas entrecruzadas y morfologia definida que puedan ser

recuperados de la disolucion por filtracidn o centrifugacion.
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Figura 6.3.Espectro RMN-"H de N,N -bis(10-undecenil)-2-metilimidazolio bromuro (21'Br).

Para obtener los liposomas el liquido i6nico 21" tal como fue obtenido se disolvié en agua y
se agitd durante una hora a fin de permitir el auto-ensamblaje del precursor antes de la
adicion de persulfato potasico como iniciador de la polimerizacion via radicales. El
persulfato potasico es un iniciador de radicales tipico y ha sido ampliamente usado para

. . .z P . . . 27
promover la polimerizacion térmica del estireno y de otros alquenos en medio acuoso.

A fin de estudiar la influencia de la temperatura de polimerizacion en la forma,
dimensiones y homogeneidad de los liposomas, la polimerizacion se llevd a cabo a
temperaturas de 40, 80 y 100 °C. En estas condiciones, en todos los casos las sefiales tipicas
de los atomos de hidrégeno del doble enlace vinilico a 5.8 ppm desaparecieron y fueron
reemplazadas en el espectro de RMN-"H por otras a 5.0 ppm, lo cual indica claramente que
la polimerizacién ha ocurrido en un porcentaje significativo incluso a la temperatura mas
baja de las estudiadas. Para la reaccién de entrecruzamiento llevada a cabo a 80 °C, el area

de las sefiales vinilicas residuales fue en torno al 12 % del area inicial de las sefiales.

Imagenes por microscopia electrénica de transmisién (TEM) obtenidas para el material

polimérico tras centrifugacion de la suspension mostraron que todas las particulas tenian la

142



CAPITULO 6

misma morfologia en forma de membrana celular con un espacio vacio interior y una pared
polimérica de entre 20 y 30 nm de espesor. Esta morfologia caracteristica podria derivar del
auto-ensamblaje espontdaneo de los mondmeros idnicos bipodales, cuya estructura

presenta ciertas analogias con la de los fosfolipidos naturales (Esquema 6.3).

21*

Esquema 6.3. Estructura de las vesiculas que se forman por auto-ensamblaje y

polimerizacién del N,N’-dialquenilimidazolio (21°).

El analisis estadistico de la distribucién de tamafios de particula medida por TEM permite
llegar a la conclusion de que las vesiculas mas homogéneas desde el punto de vista del
tamafio son las que se forman a 40 °C y a esa temperatura los didmetros varian entre 400 y
600 nm (ver Figura 6.4 izquierda). A temperaturas mas altas se obtienen vesiculas con
dimensiones que varian desde los 400 nm a 1 um con una distribucién de tamafio de los
liposomas significativamente mas amplia. El rendimiento de liposomas obtenido teniendo
en cuenta el porcentaje del mondmero inicial que se recupera en forma de liposomas
cuando la reaccién se lleva a cabo a 40 °C fue del 65 %, lo cual indica que el doble enlace
C=C sufre entrecruzamiento promovido por el persulfato potdsico y que este

entrecruzamiento no es completo a esta temperatura.

En el caso de la polimerizacién llevada a cabo a 100 °C se observé también que la fase
liqguida contenia esferas de menor tamafio con didmetros entre 20 y 40 nm y con una
estructura interna polimérica. Sin embargo debido a sus pequefias dimensiones, estas

nanoparticulas no sedimentan en nuestras condiciones de centrifugacién permaneciendo

143



CAPITULO 6

en disolucién y formando parte del 28 % del monémero 21*Br” que no se recupera en forma

de vesicula en estas condiciones.

Figura 6.4. Imagenes de TEM de las vesiculas preparadas por calentamiento de una mezcla
de reaccién conteniendo 21°Br” a 40 ° C (izquierda) y nanoparticulas presentes en la fase
acuosa tras sedimentacion de las particulas mas grandes formadas en la polimerizacion a

100 ° C (derecha).

El mondmero 21'Br  polimeriza a través del mecanismo radicalario general iniciado por
ruptura homolitica del enlace O-O del persulfato para formar radicales oxilo. Estos radicales
centrados en el oxigeno atacan al doble enlace C=C para generar radicales centrados en el
carbono que propagarian la cadena de polimerizacién.28 Bajo condiciones similares se
obtienen esferas de latex de tamafo de particula notablemente homogéneo.29 La forma
esférica del latex de poliestireno se cree que deriva de interacciones hidrofébicas que
conducen al cuerpo geométrico que ofrece la menor superficie de contacto entre el agua y
el estireno hidrofébico.*® La principal caracteristica que deriva del uso del monémero 21'Br’
es su auto-ensamblaje en agua en forma de esferas huecas en lugar de esferas macizas
(micelas).>" Existen precedentes en la bibliografia donde se describe que mediante silanos
se pueden formar esferas huecas de silice en lugar de esferas macizas.>” El origen del
espacio interior es la imbricacion de cadenas hidrocarbonadas con la formacién de un

ordenamiento en bicapa tal como se indica en el Esquema 6.3. Las vesiculas y liposomas son
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muy comunes en los sistemas bioldgicos y el componente individual con estructura de

fosfolipido puede considerarse estructuralmente semejante al compuesto 21'Br".

Con respecto a la influencia de la temperatura de polimerizacién en la morfologia y
estructura de los liposomas, los resultados obtenidos se interpretaron considerando que a
100 °C las fuerzas que causan el auto-ensamblaje del monémero se hallan disminuidas en
gran medida y que, por otra parte la polimerizacion radicalaria es considerablemente mas
rapida. Estos factores tienen una influencia negativa en la homogeneidad de tamanfio de las
vesiculas. Por otra parte, el uso de persulfato potdsico como iniciador requiere una
temperatura minima para que se empiece a observar un grado elevado de polimerizacion

del doble enlace C=C.

\

B
o = ; SRS
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\\ / HO\/‘O > @

21 22

Esquema 6.3. Procedimientos alternativos para llevar a cabo la formacion de liposomas

poliméricos a partir del liquido iénico 21",

A fin de evitar los problemas asociados con el uso de la activaciéon térmica para promover
la polimerizacién usando persulfato, se considerd la posibilidad de sintetizar las esferas a
temperatura ambiente usando un agente iniciador empleado en el fotocurado y que es
soluble en agua, 2-hidroxi-4’-(2-hidroetoxi)-2-metilpropiofenona (22) como fuente de

radicales. El compuesto 22 descompone en radicales por radiaciéon con luz UV. Asi,
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manteniendo la misma concentracion de precursor organico que el que se emplea en la
polimerizacién térmica, se llevé a cabo la polimerizacién del liquido idnico 21'Br” afiadiendo
el fotoiniciador 22 a la disolucién acuosa e irradiando las muestras a través de tubos de

cuarzo (Esquema 6.3).

En el presente caso, el curso de la polimerizacién se pudo seguir convenientemente por
espectroscopia RMN-"H analizando pequefias alicuotas extraidas periédicamente de la fase
acuosa. Se observd que la polimerizacidon fue casi completa a las 12 h. Las trazas de
compuesto 21" sin reaccionar asi como la de los subproductos de recombinacién radicalaria
se eliminaron por extraccion con diclorometano hasta conseguir la desaparicién completa

de compuestos organicos de la fase acuosa determinado por GC-MS.

N
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Figura 6.5. Espectros de RMN-"H de las alicuotas extraidas de la fase acuosa transcurridas 3
h (cuando ha polimerizado el 30 % del mondmero presente) y 12 h (cuando ha

polimerizado el 100 % del mondémero presente).
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Imagenes TEM de la suspension acuosa sometida a extraccidn revelaron algunas diferencias
morfoldgicas en los liposomas poliméricos obtenidos a temperatura ambiente mediante el
fotoiniciador los cuales aparecen como esferas macizas en lugar de como vesiculas (Figura
6.6a). Se atribuyd este cambio en la morfologia del polimero a las condiciones de
temperatura moderada caracteristicas del procedimiento de polimerizacion fotoquimica
llevado a cabo a temperatura ambiente. Parece que las esferas macizas son entidades

metaestables en la formacion de las vesiculas finales.

La distribucidn del tamafio de particula de los liposomas poliméricos esféricos varia entre
100 y 900 nm con una media en torno a 400 nm (Figura 6.6b). Parece que el procedimiento
de fotocurado conduce a una distribucidn de tamafios algo mds ancha que la polimerizacién

con persulfato potasico.
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Figura 6.6. (a) Imagenes TEM (izquierda) y SEM (derecha) de las particulas esféricas
obtenidas en la fotopolimerizacién a temperatura ambiente del compuesto 21* por

irradiacién con un agente de fotocurado soluble en agua. (b) distribucion de tamafio de las
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esferas obtenidas en la polimerizacién a temperatura ambiente del compuesto 21°

promovido fotoquimicamente por el compuesto 22.

Un estudio detallado de las imagenes de TEM a varios intervalos de tiempo revelan el
mecanismo a través del cual se forman las vesiculas y permite racionalizar las morfologias
diferentes (liposomas o esferas macizas) obtenidas en la polimerizacion térmica o
fotoquimica. Asi las imagenes de TEM revelaron que a tiempos de reaccion cortos las
particulas todavia contienen cadenas poliméricas en su interior. Estas cadenas internas
presentan alguna estructuracién y no son completamente densas. En este punto la
membrana externa se ha desarrollado completamente. Una imagen representativa de esta
situacion se muestra en la Figura 6.7a. Si en este momento en el cual la presencia de
cadenas poliméricas internas en las esferas macizas es todavia visible, se toman imagenes
de TEM tras tiempos de exposicion crecientes con un haz de electrones suficientemente
energético, se pueden observar cambios en la morfologia de las particulas, el material
polimérico interno desplazandose hacia la pared y originando un espacio interno vacio y
paredes externas de mayor espesor. Los resultados de este experimento in situ se muestran

en la Figura 6.7.

Figura 6.7. Imagenes de TEM seleccionadas a fin de mostrar los cambios en la morfologia de

las particulas poliméricas hacia la formacion de liposomas bajo el efecto de un haz de
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electrones tomadas: (a) inmediatamente y después de (b) 2 (c) 4 y (d) 8 minutos de

exposicion. El voltaje del instrumento fue de 100 kV.

De los resultados de este experimento se pude deducir que el haz de electrones del
microscopio origina la migracion de cadenas poliméricas internas hacia la pared periférica,
un efecto que proponemos ocurre igualmente de manera espontdnea debido a fuerzas
capilares durante el envejecimiento y calentamiento de las particulas. Esta migracion de las
cadenas de polimero internas promovida bien por electrones focalizados en unos pocos
minutos o bien de manera espontanea durante el curado térmico del sistema conduce a la

formacién de las paredes externas de las vesiculas y de un vacio interior.

Las diferentes etapas que atraviesan las vesiculas durante su formacién también explican
por qué imagenes de muestras curadas durante un tiempo suficientemente largo tal como
se han presentado en la Figura 6.4 muestran vesiculas con un vacio interior claramente
definido mientras para muestras curadas insuficientemente tales como las que se muestran
en la Figura 6.7 (a) y (b) o incluso en la Figura 6.4 panel derecho, las particulas de polimero

todavia contienen cadenas de polimero en su interior.
6.2.2. Formacion de nanoparticulas de oro en el interior de vesiculas poliméricas

Uno de los objetivos del presente capitulo es demostrar que las vesiculas obtenidas por
auto-ensamblaje del catidn imidazolio 21" pueden ser usadas para organizar espacialmente
objetos de tamafio nanométrico. Con este objetivo en mente y después de haber estudiado
la polimerizacién del monémero 21, el siguiente paso era mostrar que es posible obtener
nanoparticulas de oro en el interior de particulas poliméricas derivadas de 21° (P21) e

incluso mostrar la aplicacion en catalisis de estos sistemas.

La idea que se pretende demostrar es que el heterociclo catidnico del liquido idnico
imidazolio precursor puede interaccionar con el anién AuCl, a través de fuerzas culdmbicas
durante todas las etapas de formacion del polimero y que por tanto la localizacién de las

nanoparticulas de oro en las vesiculas poliméricas finales depende en gran medida de la
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posicion de los heterociclos catidnicos. Por consiguiente, debido al apareamiento idnico
entre las unidades de imidazolio y AuCl,, estos aniones deberian ocupar las mismas
posiciones que las unidades de imidazolio. Si posteriormente se procede a efectuar la
reducciéon del anion AuCl, y a la formacion de particulas metalicas, éstas podrian estar
asociadas con las vesiculas poliméricas y podrian estar tanto en la pared interior como en la

exterior de estas vesiculas.

Sin embargo cuando la polimerizacién del monémero imidazolio 21" con persulfato se
intentd llevar a cabo en presencia de AuCl, se observé que el complejo de oro interfiere
con el mecanismo de polimerizacién radicalaria y no fue posible obtener muestras de
vesiculas poliméricas como las que se obtenian en ausencia de AuCl, debido posiblemente
a la existencia de procesos redox de atrapamiento de radicales por parte de especies de

oro.

Au-NPs
ac; AT TN
O ; A”" LR o >
S Ay OH . Radicales
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Esquema 6.4. Procesos que ocurren simultdaneamente y que conducen a la formacién de
nanoparticulas de oro en el interior de vesiculas cuando se somete a irradiacion

disoluciones acuosas conteniendo 21*Br / Na*AuCl, /22.

El problema de la interferencia del aniéon AuCl, en la polimerizacién se evitd llevando a
cabo este proceso en disoluciones conteniendo el monémero 21°y el anién AuCl,” de forma
fotoquimica en lugar de térmica. Ha sido descrito previamente en la literatura quimica que

la formacién de nanoparticulas de oro hasta un tamafo de 10 nm se puede llevar a cabo
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eficientemente por irradiacion con luz UV empleando los mismos agentes de fotocurado
que se emplean habitualmente para promover la polimerizacién radicalaria de alquenos >
* por consiguiente podria ocurrir que ese mismo proceso fotoquimico efectuara
simultaneamente la formacién de nanoparticulas de oro y la polimerizacion de los dobles

enlaces del monémero 21°.

Estas expectativas fueron confirmadas experimentalmente y hemos sido capaces de
obtener una muestra de vesiculas con nanoparticulas de oro (Au-NPs) en las cuales las Au-
NPs estan incorporadas en las vesiculas poliméricas de tamafio submicrométrico. El
Esquema 6.4 resume los procesos que se propone que ocurren simultdaneamente durante la

irradiacion de mezclas de 21*/AuCl, /22 en agua.

Para llevar a cabo la polimerizacion, adaptamos el procedimiento previamente comentado
en la preparacion de vesiculas poliméricas afiadiendo a una disolucién de Na*AuCl, en
agitacién el agente de fotocurado 22 para dar una mezcla de 21°Br’/ Na'AuCl, /22 en una
proporcion molar 0.16/0.064/0.32. La mezcla fue irradiada con luz UV (A > 300 nm) a
temperatura ambiente. También en este caso el proceso de polimerizacidén se puede seguir
convenientemente por espectroscopia de RMN-'H registrando la desaparicion de las
sefiales correspondientes a los protones vinilicos. Durante la reaccién se observa la
aparicion gradual del color violeta caracteristico de las nanoparticulas de oro. La Figura 6.8
muestra fotografias de las disoluciones del liquido idnico imidazolio 21*Br” en presencia del

agente de fotocurado 22 con y sin contener Na*AuCl, antes y después de su irradiacion.

ANTES DE LA IRRADIACION  DESPUES DE LA IRRADIACION
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Figura 6.8. Fotografias que muestran el aspecto de las disoluciones de liquido idnico
imidazolio 21'Br” en presencia de agente de fotocurado 22 antes y después de irradiacién
en disoluciones donde esta presente o ausente la sal Na*'AuCl, . El tubo de ensayo izquierdo
y derecho corresponden a imégenes de las disoluciones con y sin Na'AuCly,

respectivamente.

De acuerdo con la formacidn de vesiculas en la fotopolimerizacién de 21*Br inducida por el
agente 22, las muestras Au-P21 también consisten en entidades poliméricas
submicrométricas. Imagenes de TEM de las muestras Au-P21 obtenidas por curado
fotoquimico tomadas tras extraccidn con diclorometano muestran la formacion de vesiculas
poliméricas esféricas tal como hubiera sido de esperar de diametros inferiores a 1 um vy
conteniendo en su interior un numero considerable de Au-NPs de pequefio tamafo. La
imagen de TEM muestra que la solucion no contiene Au-NPs que no estén asociadas a

vesiculas poliméricas.

La Figura 6.9 muestra algunas imagenes seleccionadas a fin de ilustrar el tipo de Au-NPs
encapsuladas en el interior de la vesicula polimérica. Como puede verse en esa figura, la
densidad de las Au-NPs aumenta significativamente a medida que nos aproximamos al
centro de la vesicula polimérica. Es digno de mencionar que las Au-NPs en la muestra Au-
P21 se forman casi exclusivamente dentro de las vesiculas poliméricas y no en su superficie
externa. El tamafio promedio de las particulas oro es de alrededor de 10 + 5 nm, lo cual estd
en el rango de valores previamente descritos para la formacién de Au-NPs usando el

compuesto 22 como agente de fotocurado.*®
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Figura 6.9. Imdgenes de TEM seleccionadas a fin de mostrar la estructura de la muestra Au-
P21 antes (arriba y abajo a la izquierda) y después (abajo a la derecha) de su uso como

catalizador en la oxidacidn aerdbica del 2-hidroxibencil alcohol (ver mas abajo).

Las razones para esta localizacion interna de las Au-NPs son probablemente la morfologia
de las vesiculas poliméricas y el mecanismo de auto-ensamblaje y formacidn de las mismas
a partir del monémero 21'Br . Asi proponemos que las cadenas poliméricas internas que se
observan en algunas imagenes de TEM de las vesiculas en formacion sugieren que la
mayoria de grupos imidazolio estdn durante ciertas etapas ocupando posiciones interiores
en las vesiculas. Como resultado del emparejamiento idnico deberia ocurrir que la mayoria
de dtomos de oro en forma de AuCl, pudieran estar también ocupando posiciones internas
en las vesiculas poliméricas en formacién. Asi cuando las Au-NPs aparecen, su formacion
deberia ocurrir preferentemente en el interior de la vesicula polimérica que es donde se

encontraria la especie AuCl, que es el precursor de las mismas.

De esta manera la incorporacién de las Au-NPs en las vesiculas poliméricas podria ocurrir
tras una etapa de pre-asociacion entre el anién AuCl, y el catién imidazolio. La metodologia

aqui observada parece ser un procedimiento simple y altamente eficiente para formar en
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una sola etapa entidades donde Au-NPs se encuentran encapsuladas en el interior de una

cavidad de reaccion limitada por una membrana de morfologia esférica.

A fin de conocer los efectos de la estructura del mondmero y del proceso de
entrecruzamiento en la morfologia de las vesiculas Au-P21 resultantes llevamos a cabo un
experimento analogo usando bromuro de cetiltrimetilamonio (CTABr) en lugar del liquido
i6nico 21'Br. El compuesto CTABr es un surfactante ampliamente usado como agente
director de estructura y cuya habilidad para formar micelas esta firmemente establecida. El
emparejamiento iénico deberia operar similarmente para el 21'Br como para el CTABr y
este proceso de metatesis idnica deberia controlar la localizacion de las Au-NPs. Las
diferencias entre las entidades derivadas del imidazolio precursor 21*Br~ (vesiculas con
hueco interno) o partir del CTABr (micelas con estructura de cristal liquido) podrian dar
lugar a diferencias que surgirian del auto-ensamblaje y de la polimerizacion vy

entrecruzamiento entre cadenas que ocurra para el caso del 21*Br” pero no para el CTABr.

Cuando una disolucién micelar de CTABr conteniendo Na*AuCl, se somete a un proceso de
fotocurado usando el compuesto 22 a fin de generar Au-NPs bajo condiciones andlogas a las
que hemos comentado para la formacion de la muestra Au-P21, las imagenes de TEM
muestran que Au-NPs de un tamafio de entre 10 y 15 nm se encuentran presentes en toda
la disolucién y sin asociacién aparente con las micelas de CTABr. La Figura 6.10 muestra una

imagen de la muestra Au-CTABr obtenida en el presente estudio.

Es razonable asumir que la membrana rigida de los liposomas y la localizacién interna de
AuCl,'son las responsables de causar la encapsulacion de Au-NPs tras su formacion en el
interior de los liposomas. Sin embargo, en las micelas derivadas del CTABr las Au-NPs son
libres de difundir en la disolucién acuosa donde son observadas preferentemente. Ademas
la parte hidrofébica interna de las micelas no posee posiciones de intercambio para
acomodar el anién AuCl, en su interior por lo que el AuCl, debe estar localizado

exclusivamente en la interfase entre la micela y al disolucidn acuosa.
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Figura 6.10. Imagen de TEM obtenida tras el fotocurado de una disolucién micelar de ctab
conteniendo AuCl, . La imagen muestra Au-NPs de entre 10 y 15 nm que presentan un alto
contraste y micelas de CTABr de forma quasi-esférica y de una gran polidispersidad (tamafio
entre 5 y 150 nm) que presentan un contraste bajo. La barra de escala corresponde a 200

nm.

6.2.3. Actividad catalitica de las muestras Au-P21 en la oxidacion aerdbica del 2-

hidroxibencil alcohol

Numerosos estudios han demostrado que las nanoparticulas metdlicas pueden ser
dispersadas en liquidos idnicos con estructura de imidazolio y que estas disoluciones son

36-38 .
En cierta manera, la muestra

eficientes para promover reacciones de hidrogenacion.
Au-P21 es un andlogo polimérico de estos sistemas donde las nanoparticulas metalicas
estan suspendidas en un liquido idnico puesto que las nanoparticulas de oro Au-P21
también estarian rodeadas de anillos de imazolio. Por consiguiente, las propiedades
cataliticas de la muestra Au-P21 tienen interés en el contexto de extender el uso de liquidos

idnicos en catalisis y desarrollar sistemas sélidos analogos.

A fin de explorar la actividad catalitica de nuestra muestra Au-P21 como un catalizador
heterogéneo para reacciones de oxidacion selectiva, se selecciond la oxidacidn aerdbica del

alcohol primario  2-hidroxibencilico (23). El interés creciente en procesos
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medioambientalmente tolerables exige el desarrollo de métodos de oxidacidon que empleen
oxidantes limpios y medios de reaccion que no sean contaminantes. Ademas la reaccidn

s . 39-41
debe generar los minimos subproductos posibles.

El alcohol 23 fue oxidado a pH neutro
usando oxigeno molecular en agua a la temperatura de 90 °C. En estas condiciones, se
emplearon como catalizador las Au-NPs presentes en Au-P21 que se forman en el proceso
fotoquimico de curado, sin ningun proceso adicional de reducciéon de las mismas que es

generalmente aplicado en otros catalizadores sélidos.

Como era de esperar se observé la formacion del aldehido salicilico (24) con un rendimiento

tras 24 h de reaccion del 33 % y con una selectividad del 99 % (Esquema 6.5)

OH OH O
CH,OH 0,, 90 °C
T e H
H,0, Au-P21
23 24

conversion: 33 %
selectividad: 99 %

Esquema 6.5. Oxidaciéon del alcohol 2-hidroxibencilico promovido por el catalizador Au-P21.

El balance de masas considerando la fase acuosa fue solo de 64%, lo cual indica que existe
material residual adsorbido en las vesiculas poliméricas y que no es analizado en la
disolucion. Cantidades adicionales del alcohol 23 pudieron ser extraidas mediante el
empleo de disolventes orgdnicos llegando a un balance de masas casi completo. Ademas no
se observo la formacion del acido salicilico correspondiente por lo que el proceso de
oxidacién al aldehido fue altamente selectivo. Imagenes de TEM del catalizador antes y
después de la reaccién muestran que la estructura y morfologia de las vesiculas de Au-P21
han permanecido inalteradas durante la reaccion (ver Figura 6.9). La muestra Au-P21 puede
ser facilmente separada del medio de reaccién por centrifugacién y reutilizada en dos
reacciones consecutivas sin observar una disminucién de su actividad. Aunque el proceso

catalitico descrito conduce al aldehido aromatico sdlo con un rendimiento moderado, los
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resultados obtenidos demuestran que nuestro sistema de vesiculas poliméricas
conteniendo nanoparticulas metalicas puede actuar como un catalizador heterogéneo en la

oxidacion aerdbica de alcoholes primarios.

6.3 Conclusiones

En el presente capitulo hemos descrito las sintesis de un liquido idnico con estructura de
imidazolio y que posee dos cadenas hidrocarbonadas con grupos C=C terminales. Este
compuesto es un mondmero que sufre un auto-ensamblaje espontaneo en agua y que por
polimerizacién bien térmica o bien fotoquimica da lugar a liposomas esféricos con un vacio
en su interior. EIl mecanismo de formacidén de estos liposomas parece implicar una
reorganizacion de las cadenas poliméricas internas debidas a fuerzas de tensidn superficial.
Hemos demostrado que es posible sacar ventaja de la localizacién interna de la mayoria de
las unidades de imidazolio para la formacion de Au-NPs en el interior de estos liposomas. El
fendmeno fundamental que origina la localizacion interna de estas Au-NPs son las fuerzas
culémbicas y el emparejamiento entre aniones y cationes. El material resultante consiste en
Au-NPs de tamafio promedio de 10 nm embebidas en una estructura vesicular polimérica.
Esta muestra posee actividad catalitica en la oxidacion selectiva por oxigeno del alcohol 2-

hidrocibencilico a salicilaldehido.
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CAPITULO 7: INFLUENCIA DEL AUTO-ENSAMBLAJE DE LIQUIDOS IONICOS
ANFIFILICOS CON ESTRUCTURA DE IMIDAZOLIO EN LOS COMPLEJOS
SUPRAMOLECULARES DE ESTOS COMPUESTOS CON CUCURBIT[n]JURILES.

7.1 Introduccion

Los liquidos idnicos anfifilicos con unidades de imidazolio sustituidas por cadenas largas w-
alquenil sufren en disoluciones acuosas un auto-ensamblaje a concentraciones superiores a
10° M, para dar lugar a liposomas esféricos de diametros entre 400 y 500 nm. El esquema
7.1 presenta la estructura de dos liquidos idnicos anfifilicos basados en imidazolios
simétricamente sustituidos (compuestos 21y 26) y el fendmeno de ensamblaje espontaneo
para formar aglomerados esféricos. 'la presencia de un sustituyente metilo en la posicidn
2 del anillo de imidazolio podria servir para determinar la influencia de la sustitucién en
estas posiciones las constantes de asociacion de los complejos huésped-hospedador. Mas
aun, se ha descrito que los liquidos idnicos con estructura de imidazolio poseyendo grupos
alquilo de cadena corta tales como 1-butil-3-metilimidazolio forman complejos

. . s . . 2-9
supramoleculares de inclusion con los cucurbituriles (CBs).

Como se ha venido comentando en la introduccién, los CBs son moléculas organicas con
forma de calabaza constituidas por unidades de glicoluril enlazadas por grupos metileno,

1014 e ha descrito

definiendo una cavidad interior accesible a través de los portales.
igualmente que los para los liquidos iénicos imidazolio la fuerza de la interaccidén con CBs se
puede determinar mediante calorimetria y ésta depende del tamafio de la cavidad de CB[n]
y de la longitud de la cadena alquilica del liquido idnico. Se alcanza la maxima entalpia
debida a la interaccién imidazolio-CB cuando la longitud del grupo alquilo permite que estas
cadenas hidrofébicas se incluyan completamente en el interior de la cavidad de CB[n].’ Las

conclusiones de este estudio previo fueron que el CB[6] puede acomodar grupos alquilo de

hasta 4 4tomos de carbono en huéspedes de alquil amonio con una carga positiva y hasta 6
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7 ) . o are 9 7
atomos de carbono para huéspedes alquil amonio con 2 cargas positivas.” Ademas la fuerza
de la asociacidn liquido ionico-CB disminuye a medida que el numero de atomos de

. . . . 9
carbono aumenta o disminuye de este valor 6ptimo.

CH2§CH N @ N /CHQCHz —
\(\CHﬁ; Zavh =

R
R
21 : CH;
26 : H

Esquema 7.1 Estructura de dos liquidos idnicos anfifilicos basados en anillos imidazolio

simétricos y liposomas que resultan del auto-ensamblaje espontaneo de los mismos.

La formaciéon de complejos entre los 1-alquil-3-metilimizadolios con CB[6] ha sido
igualmente descrita y los cambios observados en los espectros de RMN-'H
correspondientes interpretados asumiendo la polarizacién del anillo aromatico de

.. . .z . 6
imidazolio tras la formacion del complejo.

A la vista de estos precedentes, en el presente capitulo se muestran los resultados que
indican que CB[7] y CB[8] forman complejos de inclusién con los imidazolios anfifilicos 21 y
26, que son moléculas de mayor longitud que otras previamente descritas en la bibliografia.
Ademas cuando se alcanza la concentracidon critica de auto-ensamblaje de estos
compuestos en agua, se forman espontaneamente liposomas los cuales pueden mantener
su forma mediante polimerizacién radicalaria y entrecruzamiento de las cadenas a través de
los enlaces C=C terminales. Los datos experimentales indican que los complejos
supramoleculares huésped-hospedador se destruyen en gran medida en el caso del CB[7] o
sufren una disociacién parcial en el caso del CB[8] cuando se produce la formacién de los

liposomas. De esta manera el CB[7] y en parte el CB[8] sufren disociacién de los liquidos
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idnicos imidazolios 21 y 26 cuando se forman los liposomas, pasando estas cdpsulas a

encontrarse libres en la fase acuosa.

Los resultados aqui presentados son de interés en la comprensiéon de cémo el auto-
ensamblaje de compuestos anfififlicos con grupos alquilo de cadena larga influencia el
equilibrio de complejos huésped-hospedador como resultado de las variaciones en la
hidrofobicidad del medio cuando las moléculas de imidazolio individuales se asocian
formando los correspondientes liposomas. Nuestro estudio basado en CBs completa otros
precedentes relacionados que describen la formacién de micelas y liposomas en presencia
de ciclodextrinas '8 y CBs™%° y proporciona evidencias adicionales mostrando que el auto-
ensamblaje de huéspedes incorporados en capsulas organicas altera la interaccién con

estas cdpsulas orgdnicas debido a la operacion del mismo tipo de fuerzas intermoleculares.
7.2 Resultados y Discusion
7.2.1 Formacién de complejos huésped-hospedador de liquidos iénicos con CB[7] y CB[8]

En la primera parte del presente capitulo se va a proceder a demostrar la formacién de
complejos huésped-hospedador individuales sin auto-ensamblaje entre las capsulas CB[7] y
CB[8] vy los liquidos idnicos 21 y 26. Las evidencias experimentales a favor de la formacion
de estos complejos estan basadas en espectroscopia de RMN-"H y MALDI-MS. Las Figuras
7.1y 7.2 muestran los espectros de RMN-'H registrados para disoluciones acuosas diluidas
de los imidazolios 21 y 26 en presencia de un exceso de CB[7] y CB[8], respectivamente. El
motivo por el cual se usdé un exceso de CB[n] al registrar estos espectros es asegurar la
complejacion completa de los imidazolios 21 y 26 por CBs. Esta serie de espectros de RMN-
'H fue registrada afiadiendo 20 mg del CB[n] correspondiente a 1 ml de la disolucién del
imidazolio correspondiente (1 mg) y tras sonicacion de la suspension durante 5 min. En
estas condiciones no tiene lugar la disolucion completa de CB[n], pero la presencia de un

exceso de CB[n] como sdlido no afectd a la calidad de los espectros de RMN-"H.
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3, ppm

Figura 7.1 Espectros de RMN-"H registrados a temperatura ambiente después de 5
minutos de sonicacién de una disolucion en agua deuterada de imidazolio 21 (a), (2.5 10°
M) en presencia de 20 mg de CB[7] (b) y CB[8] (c). En la parte superior se muestra la
estructura del imidazolio 21 con la numeracién que corresponde a las sefiales del espectro

de RMN-"H.
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Figura 7.2 Espectros de RMN-'H registrados inmediatamente tras la mezcla a temperatura
ambiente en agua deuterada de imidazolio 26 (a), (2.7 102 M) en presencia de 20 mg de
CB[7] (b) y CB[8] (c). En la parte superior se muestra la estructura del imidazolio 26 con la

. s ~ 1
numeracion que corresponde a las sefiales del espectro de RMN-"H.

Para las cuatro posibles combinaciones (imidazolios 21 y 26 con CB[7] y CB[8]) los espectros
de RMN-'H correspondientes mostraron cambios compatibles con la formacién de los
correspondientes complejos huésped-hospedador (ver los recuadros indicados en las
Figuras 1 y 2). Mas aun, en los cuatro casos las sefiales de los grupos alquilo (protones en
los carbonos 4, 5 y 6 para el imidazolio 21 y carbonos 3, 4 y 5 para el imidazolio 26)
sufrieron desplazamientos a campos altos indicando la incorporacion de la cadena alquilica
en el interior de la cédpsula organica (regién hidrofébica y que produce apantallamiento en
CBs). Ademds, para los espectros conteniendo CB[7] (Figuras 7.1b y 7.2b) las sefiales de las

cadenas alquilicas se desdoblaron en dos grupos indicando la inclusién de una Unica cadena
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alquilica dentro de la cavidad de CB[7] y una cinética lenta de asociacién/liberacién en la

escala de tiempos de RMN.

En el caso del CB[8], ambos liquidos idnicos imidazolio sufren ensanchamiento de la sefales
para todos los protones debido a la rapida asociacion/liberacion en la escala de tiempos de
RMN para este CB[n]. Las sefiales de las cadenas alquilicas también se desplazan
ligeramente a campos mas altos indicando su inclusidon dentro del CB[8]. En contraste, los
protones del grupo metilo del anillo de imidazolio en el liquido iénico 21 se desplazan a
campo bajo (hasta 0.24 ppm) siendo este hecho compatible con la proximidad del
sustituyente metilo con los grupos carbonilo de los portales (ver Figuras 7.1cy 7.2c). Como
se ha comentado anteriormente un precedente recientemente aparecido en la bibliografia
estudia la influencia de la longitud de las cadenas alquilicas en la constante de complejacién
y propone que las cadenas alquilicas hidrofdbicas enlazadas al heterociclo polar imidazolio
“se esconden” en el interior de los CB[n] a fin de minimizar la interaccidon hidrofdbica

desfavorable con agua.

Ademas de los cambios en los valores & de las cadenas w-alquenil, el anillo de imidazolio
también sufre desplazamiento para los complejos de liquidos iénicos 21 (0.19 ppm) y 26
(menos de 0.1 ppm) con CB[7], lo cual indica que este heterociclo polar esta localizado en
las proximidades de los portales del CB[n] flanqueados por grupos carbonilo. En el caso del
CB[8], debido a su velocidad de intercambio entre alta y moderada, las dos sefales
aromaticas aparecen como una Unica banda ancha; en uno de los casos (Figura 7.1c) esta
banda se observa ligeramente desplazada a campos bajos, lo cual es compatible con un
modo de interaccidon diferente de los protones del imidazolio con la region de

desapantallamiento del CB[8].

. .2 . . 1
Para una mejor comprensién de los cambios observados en espectroscopia RMN-"H, se
realizaron modelos moleculares de los complejos de inclusion de los liquidos idnicos 21y 26
con CB[8] (Figura 7.3 ay b). En los modelos moleculares puede verse que los dos protones

del liquido iénico 21 pierden su simetria debido a que uno de ellos se encuentra mas
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proximo a los portales con grupos carbonilo que el otro y este hecho explica la presencia de
~ 1 . T .
dos sefiales en el espectro de RMN-"H para los protones del anillo heterociclico (mirar el

recuadro en las figuras 7.1cy 7.2c).

a) b)

Figura 7.3. Modelos moleculares de los complejos de los liquidos i6nicos 21@CB8(a) y
26@CB8 (b) obtenidos mediante dinamica molecular MM2. Hay que notar que de acuerdo
con los modelos la simetria de los liquidos idnicos se pierde en la formacion del complejo

con estequiometria 1:1.

La asociacién de los iones imidazolio con CB[n] para dar lugar a complejos de inclusion se
apoya también en los espectros de MALDI-MS, donde un pico intenso correspondiente a la
masa del compuesto 21 o0 26 mas la capsula organica CB[7] o CB[8] fue detectado para cada
una de las cuatro posibles combinaciones. Ademas, la falta de deteccidon de los picos
correspondientes a masa n x CB[n] o de los aductos correspondientes con el liquido idnico
permitié descartar con seguridad la posibilidad de formacién de agregados, descritos
recientemente” particularmente en el caso del CB[8] con o sin liquidos iénicos. La Tabla 7.1

resume los picos que han sido registrados para estas muestras y sus intensidades relativas.
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Ademas de los picos correspondientes a la estequiometria 1:1, los espectros MALDI-MS
muestran también picos de mucha menor intensidad cuyo valor corresponde al valor de la
masa de los iones imidazolio 21 y 26 asociados con dos CB[7] o dos CB[8] (ver tabla 7.1).
Aunque la deteccidén de estos complejos imidazolio@2CB[n] teniendo una estequiometria
1:2 es interesante, el hecho de que la intensidad de estos sea menor con respecto a la
intensidad del complejo 1:1 imidazolio@CB[n] (intensidad relativa 100%), indica que la
concentracion del complejo con estequiometria 1:2 es muy baja comparada con la del 1:1.
Esta observacion es compatible con los resultados comentados anteriormente de que los
espectros de RMN-'H corresponden a la formaciéon de un complejo imidazolio@CB[n] de

estequiometria 1:1.

m/z masa CBl7] ma CBI8]
intensidad relativa (%) intensidad relativa (%)
21@CBJ[n] 1549 100 1715 100
21@2CB[n] 2711 75 3043 1.8
26@CBJ[n] 1536 100 1702 100
26@2CBJ[n] 2698 2 3030 2

Tabla 7.1 Picos mas relevantes en el espectro MALDI-MS vy su intensidad relativa medidos

para cada una de las muestras correspondientes a la combinacién liquido iénico y CB[n].

Las constantes de asociacion para los complejos huésped-hospedador 1:1 21@CBn vy
26@CBn (n: 7 y 8) a una concentracion de liquido idnico 21 y 26 inferior a la concentracion
critica de auto-ensamblaje se determiné mediante conductimetria tal como se describe en
la seccién experimental. Los resultados obtenidos dieron unos valores para las constantes
de asociacion de (5.18 + 0.03) x 10° M™ y (4.59 + 0.04) x 10" m* para los complejos de
liquido idnico 21 con CB[7] y CB[8], respectivamente. Para el liquido idnico 26 los valores de

las constantes de asociacion correspondientes fueron (5.05 + 0.02) x 10°M™ y (4.81 £ 0.04)

168



CAPITULO 7

x 10° M™ para CB[7] y CB[8], respectivamente. Las constantes de asociacion para el liquido
ionico 26@CB[n] presentaron, como se deduce de los datos indicados valores mas
elevados. Este hecho puede ser debido a la ausencia del grupo metilo en la posicién 2 del
anillo de imidazolio que parece desfavorecer la formacién de los complejos de inclusidon

debido a efectos estéricos.
7.2.2 Auto-ensamblaje de los complejos huésped-hospedador imidazolio@CB[n].

Después de haber demostrado la formacion de complejos de inclusion para moléculas
individuales entre los liquidos idnicos 21 y 26 y las cdpsulas CB[7] y CB[8] usando
disoluciones diluidas, estdbamos interesados en determinar cudl es la influencia de la
formacién de liposomas en estos complejos huésped-hospedador. Teniendo en cuenta que
las interacciones hidrofdbicas entre el interior de los CBs y la cadena alquenilica de longitud
es la fuerza principal que impulsa la formacién del complejo de inclusién®, la hipétesis que
se pretende determinar es que esta fuerza termodindmica es necesariamente alterada
durante el auto-ensamblaje del liquido idnico. Este auto-ensamblaje conduce a liposomas

cuya estructura puede fijarse mediante polimerizacidn de los enlaces C=C terminales.

A fin de demostrar esta hipdtesis, se llevd a cabo la polimerizacién de los huéspedes de
inclusion entre liquidos idnicos 21 y 26 y las capsulas CB[7] y CB[8] a concentraciones
superiores a la concentracion critica de auto-ensamblaje (4 x 102 M) usando persulfato
potasico (30 mg, 0.11 mmol) como iniciador de radicales a 80 °c. Bajo las condiciones en las
cuales se lleva a cabo la polimerizacion, los liquidos idnicos 21 y 26 se encuentran en exceso
con respecto a las concentraciones de las capsulas CB[7] y CB[8] y, por consiguiente, sdlo
una fraccién de los liquidos idnicos (en torno a 0.25) se encontrara formando parte de los
complejos de inclusién. Estas condiciones experimentales son diferentes de aquellas usadas
para registrar los espectros de RMN-"H. Ademas, la presencia de un pequefio porcentaje de
CB[8] no cambia la concentracién critica de auto-ensamblaje con respecto a la necesaria en
el caso de los liquidos idnicos puros puesto que la formacién de liposomas se observa en

ambas circunstancias.
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De hecho el éxito de la polimerizacion de los liposomas usando complejos de CB[n] con los
liquidos idnicos anfifilicos se comprueba mediante las imagenes de microscopia electronica.
A modo de ejemplo de las muestras preparadas, la Figura 7.4 muestra micrografias de TEM
representativas de los liposomas que se han obtenido en la presente tesis doctoral. Estos
liposomas son de didmetro algo mayor que los que se obtienen en ausencia de CB[n],
particularmente para el caso del CB[8]." El punto importante es que para las cuatro
combinaciones de los 2 liquidos idnicos 21 y 26 con CB[7] y CB[8], se obtienen liposomas de
morfologia casi esférica y tamafio promedio entre 400 y 1000 nm. Este aumento en el
tamario promedio de los liposomas cuando se encuentran presentes en el medio CBs podria
reflejar un aumento en el volumen molecular de los mondmeros que sufren auto-
ensamblaje y posterior polimerizacion debido a la encapsulacién de estos mondmeros en el

interior del CB[n].

Figura 7.4 Imagenes de TEM obtenidas para los liposomas preparados por polimerizacién
de disoluciones de liquido idnico 26 conteniendo CBs a concentraciones superiores a la
critica de auto-ensamblaje. La imagen izquierda corresponde al complejo 26 @CB[7] vy la

derecha al complejo 26 @CBJ[8].

Un punto importante en el presente estudio ha sido determinar si el complejo huésped-
hospedador entre liquido idnico y CB[n] caracteristico de los liquidos idnicos antes de su
polimerizacién, se retiene cuando se forma el liposoma y se procede al entrecruzamiento

de las cadenas por polimerizacidn.
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Para discutir este punto se procedié a valorar con un colorante triciclico basico tal como el
naranja de acridina (AO), con cada una de las cuatro muestras de liposomas. Aquellos
liposomas que contengan CB[7] libre deberian producir un aumento en la fluorescencia del
AO. Por otra parte las muestras que contengan CB[8] libre al ser valoradas con AO deberian

mostrar cambios en los espectros de absorcién del colorante AO.

En una publicacién reciente se ha seguido una estrategia similar usando AO para
determinar el porcentaje de CB[n] libre que no forma complejo con la adamantil amina

. . 22
unida covalentemente a una microesfera no porosa.

En nuestro caso, para determinar la presencia de CB[n] libre, se compard el
comportamiento de la valoracidn con el colorante AO antes y después de someter a dialisis
las disoluciones coloidales de los liposomas. La didlisis debe eliminar de las disoluciones de
liposoma la mayoria de los CBs libres o que estan débilmente asociados a los liquidos
idnicos. Nuestra hipdtesis ha sido que la no deteccidn de CB[n] en las muestras que no han
sido sometidas a didlisis es una indicacion de que estos CBs estan formando el complejo
huésped-hospedador en el liposoma y que la diferencia en la valoracién de AO antes y
después de la didlisis es debida al CB[n] libre o no fuertemente asociado y que es eliminado

en el proceso de didlisis.

Las condiciones experimentales para las medidas de fluorescencia han sido similares a las
que han sido previamente descritas para demostrar la formacién de complejos AO@CB?7.
224 Debido a la alta sensibilidad en estas medidas de fluorescencia, el estudio se lleva a
cabo a concentraciones suficientemente diluidas en las cuales el AO no forma dimeros (10'6
M). El Esquema 7.2 ilustra el procedimiento usado para determinar la presencia de CB[7] y

CB[8] en los liposomas tras la polimerizacion.

En un primer paso se forman ((a) en Esquema 7.2), los complejos huésped-hospedador de
los liquidos idnicos de imidazolio con CBs los cuales actian como mondmeros en la
polimerizacién. Después de la polimerizacion (i) del enlace doble C=C ((b) en Esquema 7.2)

se emplea una alicuota de las disoluciones coloidales de liposomas para valorar una
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disolucién 10° M de AO (iii); una segunda alicuota se reserva y es sometida a dialisis (ii)
(paso (c) en Esquema 7.2) a fin de eliminar los CBs libres.Tras eliminar la membrana (paso iv
en esquema 7.2) las disoluciones dializadas (paso (d) en Esquema 7.2) se valoran también
con una disolucién 10° M de AO (iii) a fin de comparar los cambios en los espectros de
fluorescencia y absorcién antes y después de la dialisis. Al objeto de establecer
comparaciones validas, se llevaron a cabo controles donde se siguid el mismo
procedimiento con dos muestras analogas de liposomas de los liquidos idnicos 21 y 26 en

ausencia de CBs.

a b C d

. o O | _
QoY o %g o &
o O O
liii liii
[ A0 vaLoracioN] | 20 vaLoracioN
~®_ - |iouiboiBNIcO Q = CUCURBIT[nJURIL
0 = LIPOSOMA =TUBO DEDIALISIS

Esquema 7.2 Procedimiento empleado en la determinacion de la presencia de CBs libres en
los liposomas en las disoluciones que resulta tras la agregacidén y polimerizacion de los

complejos de los liquidos idnicos 21 y 26 con CBs.

Con el fin de ilustrar los cambios observados en la fluorescencia para las valoraciones de las
muestras conteniendo CB[7] o los cambios en los espectros de absorcién para aquellas
muestras conteniendo CB[8], la Figura 7.5 presenta una serie de espectros registrados para
AO valorado con la disolucion de liposomas obtenida por polimerizacién de liquido ionico

21 con CBs. Por otra parte, la Tabla 7.2 resume los incrementos relativos de fluorescencia e
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intensidad de absorcién para la valoracién de AO condisoluciones provenientes de

liposomas obtenidos por polimerizacion de los liquidos idnico 21 y 26 en presencia de CBs.
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450 500 550 600 650 700 400 425 450 475 500 525 550 &75 600
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Figura 7.5 Espectros de fluorescencia (Aexc = 427 nm) (a) y de absorcion (b) registrados para
una disolucion de AO valorada con liposomas resultantes de la polimerizacion del liquido
idnico P(21@CB[7]) (a) y liquido idnico P(21@CB[8]) (b). Los rangos de concentracién de
liquido idnico se indican en la figura y la flecha muestra el aumento o disminucién de la

intensidad de los espectros.

Se pensd que si el complejo liquido idnico con CB[n] es destruido tras polimerizaciéon y
formacion de los liposomas, la purificacién por didlisis de las disoluciones coloidales de
liposoma darian una muestra que presentaria un comportamiento diferente al de la misma
disolucion que no ha sido sometida a didlisis. Mas aun si el complejo es destruido tras
polimerizacién y dialisis el comportamiento del liposoma deberia ser idéntico al del

liposoma preparado sin CB[n].

Como se puede ver en la Tabla 7.2, los valores experimentales siempre indican que la
didlisis reduce significativamente la intensidad de la fluorescencia de la molécula sonda AO
para los complejos de liquidos idnicos con CB[7], indicando que parte del CB[7] esta libre

tras el auto-ensamblaje y polimerizacion y por tanto puede ser eliminado en el proceso de
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didlisis. De acuerdo con esta observacidon, el comportamiento de los liposomas
conteniendo CB[7] sometidos a didlisis es muy similar al de los liposomas preparados a
partir de liquidos idnicos que nunca han sido complejados con CB[7], observandose en
ambos casos una disminuciéon en la intensidad de fluorescencia. En contraste, las
valoraciones llevadas a cabo antes de la dialisis revelaron la presencia de CB[7] que se pone

de manifiesto por el aumento de la intensidad de fluorescencia correspondiente al AO.

500 500 700 400 450 00 580

Wavelength, nm Wavelength, nm

Figura 7.6. Espectro de fluorescencia (Ao = 427 nm) (a) y de absorcién (b) registrados para
una disolucién de AO valorada con liposomas resultantes de la dialisis del P(21@CB[7]) (a) y
liquido idnico P(21@CBI[8]) (b). Los rangos de concentracion de disoluciéon de P(21@CB[7])
y P(21@CB[8]) se indican en la figura y la flecha muestra el aumento o disminucion de la

intensidad de los espectros.

La Tabla 7.2 presenta igualmente los datos correspondientes a la formacién y
polimerizacién de los liposomas conteniendo CB[8]. En este caso la valoracion se lleva a
cabo determinando los cambios en la banda de absorcidn correspondiente al mondémero
AO.” Se observaron diferencias no significativas entre los liposomas polimerizados antes y
después de la dialisis lo que indica la ausencia de CB[8] libre. Ademas estos P(21@CBI[8]) y
P(26@CB[8]) se comportan de manera diferente con respecto a la muestra en la cual el

CB[8] no estaba presente, es decir, las muestras P21 y P26 cuyos datos se incluyen
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igualmente en la Tabla 7.2. Por consiguiente, se puede concluir que la asociacion de los
liguidos idnicos 21 y 26 con CB[8] permanece tras el auto-ensamblaje y la polimerizacién. Es
mas, AO forma dimeros en el interior de CB[8] que exhiben un espectro de absorcion en el
visible caracteristico” y que no ha sido observado en el presente caso. Es destacable que
los complejos supramoleculares para los liquidos idnicos 21 y 26, aun siendo los mas fuertes
para el CB[7] vy sus cinéticas de asociacidn/liberacion lentas en agua, son aquellos que han

sido destruidos durante el auto-ensambleje en vesiculas y la polimerizacién a 80 °C.

AADbs/Abs
Muestra Alﬂllﬂ (O/O)a (%)b

Antes de la didlisis®
P(21@CB[7]) 162.0+8.1 -
P(26@CB[7]) 64.9 +3.24 -
P(21@CBI8)) - -17.8+£0.9
P(26@CBI8]) - -334+1.7

Después de la dialisis®
P(21@CB[7]) -26.9+ 1.4 -
P(26@CB[7]) -36.9 +1.9 -

P(21@CB]J8)) - -20.6+1.0

P(26 @CBI8]) - -32.1+1.6
Valoraciones sin CB[n]®

P21 -204+1.0 472+24

P26 -319+1.6 -194+£1.0

Tabla 7.2 incrementos relativos en la intensidad de fluorescencia (CB[7]) y absorbancia
(CB[8]) registrados para AO cuando disoluciones micromolares de este colorante son
valoradas por disoluciones de liposomas (5 mM) en concentracion de 20 y 25 ) obtenidos
por polimerizacién de los complejos de 20 o 25 con CBs antes y después de ser dializados.

Se incluyen también los datos de control obtenidos para liposomas que no han sido
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expuestos a CBs. La letra “P” como prefijo en la columna de muestras indica que estas han

sido sometidas a polimerizacién.

a: incremento relativo de la intensidad de fluorescencia (%) medido a 540 nm

b: disminucidn relativa de la intensidad de absorbacia (%) de AO medido a 490 nm

c: valoracién usando liposomas inmediatamente después de polimerizacion

d: valoracién usando liposomas que han sido sometidos a dialisis tras polimerizacion

e: valoracion usando liposomas preparados como se indica en la nota c pero sin contener

CBs

7.3 Conclusiones

Los datos presentados en este capitulo establecen que los liquidos idnicos caracterizados
por un heterociclo imidazolio polar y cadenas hidrofébicas w-undcenil largas forman en
agua complejos de inclusion huésped-hospedador con CB[7] y CB[8]. La constante de
asociacion de estos complejos es moderada. En el caso del CB[7] los complejos huésped-
hospedador con los liquidos idnicos monoméricos son aparentemente destruidos en el
proceso de auto-ensamblaje del liquido idnico a valores de concentracion superiores a la
concentracion critica de auto-ensamblaje y la polimerizacién de los dobles enlaces C=C en
los liposomas. Esta desasociacién originada por el auto-ensamblaje se demuestra
comparando el comportamiento de disoluciones de los liposomas que han sido sometidos o
no a dialisis con el comportamiento de los liposomas que nunca han sido expuestos a CB[7].
En contraste debido a su mayor cavidad, los complejos huésped-hospedador de los liquidos
idnicos 21 y 26 con CB[8] sobreviven las etapas de auto-ensamblaje y polimerizacion puesto
qgue no se observan cambios en el comportamiento de los liposomas antes y después de
didlisis con respecto a la valoracién con AO y estas muestras se comportan de manera
diferente a las muestras control sin contener CB[8]. Los resultados del presente capitulo

han sido racionalizados considerando que la fuerza impulsora en la complejacién huésped-
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hospedador es la interaccién hidrofdbica entre las cadenas largas alquenilicas y el interior

de los CBs. El auto-ensamblaje y la formacidn de liposomas es igualmente un fendmeno

que deriva de fuerzas hidroféboicas y de esta manera compite y puede llegar a alterar la

formaciéon de complejos de inclusion supramoleculares causando la desestabilizacion de

estos en el caso de CB[7]. Para el CB[8] el mayor tamafio de cavidad permite el auto-

ensamblaje sin la destruccion de los complejos huésped-hospedador.
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CAPITULO 8: ACIDO ALGINICO COMO AGENTE PLANTILLA EN LA PREPARACION DE
OXIDOS DE TITANIO CON ACTIVIDAD FOTOCATALITICA.

8.1 Introduccion

Han aparecido en la literatura reciente varios articulos describiendo el uso de biopolimeros
como agentes plantilla en la preparacion de nanoparticulas de oxidos metélicos.”® Entre
estos biopolimeros, el alginato (27) aparece como una plantilla particularmente adecuada
para precursores catidnicos en disoluciones acuosas debido a que las cargas negativas de
este polisacarido en disoluciones acuosas a pH superior a 5 deben ser compensadas por
cationes. El alginato (27) es un oligosacdrido derivado de la glucosa y acidos glucurdnico y
malurénico " que esta constituido por fibrillas fundamentalmente lineales. El Esquema 8.1
representa la estructura de este biopolimero. La presencia de grupos carboxilicos en su
estructura determina que la disociacién de los mismos produzca grupos carboxilato
distribuidos uniformemente a lo largo de la fibra. El alginato (27) se obtiene de forma
abundante a partir de extractos de algas y se emplea en aplicaciones que van desde aditivo
en alimentacion hasta en formulacidon de medicamentos para la liberacién controlada de

/ 9-12
farmacos.

Esquema 8.1. Interacciones de la cadena de alginato (27) con el catién Ca** (izquierda) y
esferas de alginato de calcio obtenidas por precipitacién de disoluciones acuosas de

alginato con iones ca” (derecha).
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Cuando el alginato (27) posee como cation de compensacidon cationes de metales de
transicidn, la calcinacién al aire de estos biopolimeros produce la combustion del material

L. . . . i 13-16
organico y la formacién del correspondiente oxido metalico.

Se ha propuesto que las fibrillas de este polisacarido definen una cavidad de reaccidn
flexible en la cual las nanoparticulas de 6xido metalico que se van formando se encuentran
confinadas y estabilizadas frente a su crecimiento debido a la coordinacién con los grupos
del polisacdrido que esta descomponiendo.”’lg El Esquema 8.1 muestra la interaccion entre
las cadenas de biopolimero 27 y el cation metalico que eventualmente conduce al control
del tamafio de las nanoparticulas metdlicas cuando estas se forman empleando alginato

(27) como agente plantilla.

La principal ventaja del uso de alginato (27) como agente director en la preparacion de
nanoparticulas de 6xidos metdlicos es el reducido tamafio de las nanoparticulas que se

15,18 . ..
Este area superficial

obtienen por este procedimiento y su elevada area superficial.
grande deriva del hecho de que el alginato (27) conteniendo metales de transicién, cuando
es secado con CO, supercritico puede alcanzar areas superficiales BET entre 500 y 700 mz/g
un valor que se encuentra entre los materiales porosos de mayor area.’®” El secado
supercritico evita la agregacién de las fibrillas del alginato (27) al no estar presentes fuerzas
de menisco ni puentes de hidrégeno que aparecen cuando se seca el alginato (27) en agua u
otros disolventes. La agregacion de las fibrillas de alginato durante el secado del

biopolimero determina la formacion de materiales compactos de muy baja area superficial

y donde no existen poros en el interior del biopolimeros.

Siguiendo la estrategia basada en el secado supercritico de alginatos conteniendo metales
de transicién y su posterior combustion, nuestro grupo ha preparado recientemente un
diéxido de cerio nanoparticulado conteniendo o no nanoparticulas de oro que ha mostrado
una excelente actividad fotocatalitica para la generacion de oxigeno a partir del agua

. . . . s .. 6
mediante irradiacion con luz visible.
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También relacionado con el proceso de ruptura fotocatalitica del agua, hemos descrito
recientemente que nanoparticulas de oro en un porcentaje pequefio puede actuar como
fotosensibilizador del diéxido de titanio convirtiendo el material resultante en un
fotocatalizador que opera con luz visible para la generacién de hidrogeno.23 El fendmeno de
fotosensibilizacion de semiconductores con nanoparticulas de oro ha dado lugar a una linea
de investigacion en fotocatalisis que se conoce como fotocatdlisis de plasmén superficial

(“Surface Plasmon Photocatalysis”)(Esquema 8.2)

2H*
h’V"," Hz‘\%\
CB €

—— TiO»

A MeOH

w MeOH"*

Esquema 8.2. Mecanismo propuesto para el fendmeno de fotosensibilizacion de

semiconductores con nanoparticulas de oro por irradiacion con luz visible en la banda del
plasmon superficial de las nanoparticulas de oro.

Continuando con el desarrollo del alginato (27) como agente director en la formacién de
materiales inorganicos y considerando que el TiO, es un fotocatalizador mdas ampliamente
utilizado, en el presente capitulo se ha procedido a estudiar la preparacién de una serie de
diéxidos de titanio soportando o no nanoparticulas de oro y cuya sintesis se basa en el
empleo de alginato (27) como agente director, procediendo a comparar la actividad
fotocatalitica con luz visible de este didxido de titanio con respecto a la actividad que
exhibe la muestra comercial P25 que es el TiO, estandar en fotocatalisis. La reaccion elegida
para la comparacion fue la generacion de hidrégeno a partir del agua en presencia de
metanol como agente sacrificial. Los resultados obtenidos indican que la eficiencia
fotocatalitica inherente a las muestras Au/TiO, aumenta siguiendo la metodologia descrita

en el presente capitulo.
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8.2 Resultados y discusion

El procedimiento seguido en la preparacion de las muestras TiO, y Au/TiO, usando alginato
(27) como agente plantilla se resume en el Esquema 8.3. Como puede verse en el esquema,
una disolucién de alginato (27) a pH neutro conteniendo o no HAuCl, se precipito mediante

< . . .z .2
adicién de una disolucién acuosa de TiO™".

(HAucCl,) (i - . Esferas (iv) )
i) Tio> (i) | Esfereas | (iii) ] Esferas Alg/Ti/Au
s =P T |y | AlgTiAU | =y
Alginato 100mIH,0 AlgTilAu Deshidratadas Secas
100mlH,0

Esquema 8.3. Procedimiento empleado en la preparacién de los fotocatalizadores de TiO, y
Au/TiO, usando alginato (27) como agente plantilla: (i) precipitacién de la disolucién de
alginato (1 g / 100 ml agua) conteniendo o no HAuCl, (desde 0.5 a 21.5 umoles) al mezclarlo
con 100 ml de una disolucién acuosa 0.32 M TiO*; (ii) agitacién magnética a temperatura
ambiente durante 2 h; (iii) deshidratacién mediante una serie de lavados consecutivos con
mezclas agua/etanol en proporciones 90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 10/90 y 0/100; (iv)

secado en condiciones de CO, supercritico; (v) calcinacién al aire a 450 °C.

El proceso descrito en el Esquema 8.3 da lugar a esferas de tamafio milimétrico donde el
alginato (27) contiene TiO** en presencia o ausencia de AuCl, . Posteriormente estas esferas
se deshidratan mediante lavados consecutivos con disoluciones de agua/etanol que poseen
una proporcion creciente de etanol. La muestra final tras los lavados es conocida como
alcogel ya que contiene alcohol y presenta una apariencia esponjosa. Este alcogel es
finalmente secado en condiciones de CO, supercritico para dar lugar a aerogeles secos de
Ti-Alginato (28) o Au/Ti-Alginato (29) dependiendo de la presencia o no de oro. Los pasos
clave en el procedimiento seguido consisten en la precipitacion del alginato por
neutralizacion de sus cargas negativas por coordinacion con el catidn titanilo cargado

positivamente y el secado supercritico que produce un material de gran porosidad
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(aerogel). Cuando el AuCl, esta presente en el medio se produce ademas la formacion

espontdnea de nanoparticulas de oro por reduccidn de la sal de Au (l1l) por el polisacérido.

Se ha descrito que el proceso de secado supercritico tiene un papel crucial en la obtencidn
de muestras con una elevada area superficial.22 Puesto que el CO, supercritico no es
miscible con agua, pero si en etanol es necesario proceder al reemplazo gradual del agua
por etanol antes de proceder a la obtencién del aerogel. Las esferas de Au/Ti-Alginato (29)
se caracterizaron por microscopia electrénica. La Figura 8.1 muestra una fotografia de las
esferas Au/Ti-Alginato (29) asi como imagenes de SEM seleccionadas de las esferas Ti-
Alginato (28) a tres diferentes aumentos donde se observa la morfologia de la superficie
externa y de una seccién transversal de una de estas esferas. Como puede verse en estas
imagenes de microscopia, el material es altamente poroso, particularmente en el interior
de la esfera. De hecho medidas por adsorcidn isoterma de nitrogeno para el material Ti-
Alginato (28) dieron un area superficial de 485 mz/g con una amplia distribucion de tamario
de poro. Medidas similares para la muestra Au/Ti-Alginato (29) dan lugar a un dérea

superficial especifica BET de 275 mz/g y un tamafio de poro promedio de 16 nm.

Figura 8.1. Imagenes de SEM (a-d) de SEM seleccionadas de las esferas Ti-Alginato (28) y
fotografia de las esferas Au/Ti-Alginato (29) (e). Las imagenes (a) y (b) muestran una vista

frontal y una seccién transversal de las esferas y las imagenes (c) y (d) corresponden a la
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imagen de SEM de la superficie (c) y del interior (d) de las esferas a mayor aumento. La
fotografia (e) muestra el aspecto visual de las esferas que contienen oro antes de su

calcinacién donde puede observarse el color morado de las nanoparticulas metalicas.

Las medidas de termogravimetria para las muestras de Ti-Alginato (28) y Au/Ti-Alginato (29)
dieron valores similares, observandose una perdida inicial de peso a temperaturas
alrededor de 140 °C en torno al 7% y que fueron atribuidas a la desorcién de agua
adsorbida en las muestras. A partir de 150 y hasta 500 °C se registraron pérdidas
significativas de peso de alrededor del 66 % y que han sido atribuidas a la combustién del
alginato. La masa final resultante tras las medidas de termogravimetria en atmdsfera de
aire fue del 27% y debe corresponder al oxido de titanio conteniendo o no oro que se forma
durante el proceso de calcinacién en atmdsfera oxidante. Considerando que el material de
partida era el catidn titanilo Tio* gue contenia un Unico atomo metalico, es de suponer que
este precursor evoluciona durante el tratamiento térmico hacia el éxido correspondiente. El
objetivo es conseguir un material altamente cristalino en fase anatasa. Por tanto, se
seleccioné como temperatura adecuada para la calcinacién la de 450 °C, que de acuerdo
con el perfil de termogravimetria deberia ser suficiente para producir la combustion
completa de alginato (27) y la cristalizaciéon del TiO,, pero no seria lo suficientemente
elevada como para convertir la fase cristalina anatasa en rutilo. La presencia de rutilo, al
menos en elevadas proporciones se considera indeseable desde el punto de vista de la

actividad fotocatalitica.”*
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Figura 8.2 Curva de adsorcion isoterma de nitrégeno medida para la muestra Au/Ti-

Alginato. El recuadro de la figura muestra la distribucion de tamafio de poro para esta

muestra, determinado a partir de la rama de desorcion aplicando el algoritmo BJH.
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Figura 8.3 Perfil de termogravimetria obtenido en atmdsfera de aire donde se indica la
pérdida de peso para la muestra Au/Ti-Alginato (29) en funcidén de la temperatura. Los

numeros en la curva indican la pérdida de peso entre los puntos indicados.

Cuando las muestras de aerogel de alginato (27) conteniendo titanio se sometieron a
calcinacion se observaron cambios notables en la morfologia de las particulas. La Figura 8.4
muestra imagenes de SEM seleccionadas para la muestra Ti-Alginato (28) calcinada a 450
°C. En ella pueden verse regiones de varios cientos de micras de tamafio con superficie lisa
que se han originado como consecuencia de la ruptura de la esfera inicial durante el
proceso de calcinacidn. Estas regiones independientes unas de otras todavia mantienen una

cierta asociacién con forma esférica pero con un didametro inferior a la esfera de alginato

precursora.

Figura 8.4. Imagenes de SEM seleccionadas para la muestra Ti-Alginato (28) calcinada a 450

°C.

Los difractogramas de rayos X de las muestras resultantes tras la calcinacion a la
temperatura de 450 °C muestran que el sélido estd constituido por TiO, en fase anatasa
(ver Figura 8.5). La presencia de nanoparticulas de oro no pudo ser determinada mediante
difraccion de rayos X para las muestras con un bajo contenido en este metal. Sin embargo
para las muestras donde el contenido de oro fue préximo al 1.3% el difractograma de rayos
X mostré junto a los picos correspondientes al TiO, en su forma anatasa otros picos de
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menor intensidad que coinciden con los descritos para la fase FCC del oro. La figura muestra
una comparacion del difractograma de rayos X para una muestra Au/Ti-Alginato (contenido
de oro en peso: 1.3%) antes y después de calcinacion donde se han indicado los picos
correspondientes a las nanoparticulas de oro. Como puede observarse en esa figura el

material antes de su calcinacidon no contiene ninguna fase cristalina.

(a)

(b)
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
20

Figura 8.5. Difractogramas de rayos X para una muestra Au/Ti-Alginato (contenido de oro
en peso: 1.3%) antes (a) y después (b) de calcinacién donde se han indicado (*) los picos

correspondientes a las nanoparticulas de oro.

Idénticas conclusiones sobre la fase cristalina del TiO, formado en la calcinacion de la
muestra de alginato (27) se alcanzaron mediante el estudio de los espectros Raman de
estas muestras. La espectroscopia Raman ademas de diferenciar entre las fases cristalinas,
permite determinar la presencia de TiO, amorfo que dificilmente puede observarse en las
técnicas de difraccidn. En el presente caso los espectros Raman de las muestras de TiO,
conteniendo o no oro obtenidas por calcinacidn de las muestras de alginato (27)
permitieron registrar los tres picos de vibracion a 650, 520 y 400 cm™ caracteristicos de la

anatasa sin que se registraran picos adicionales. Estos espectros Raman sugieren la
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ausencia de TiO, amorfo en las muestras. Ademas la muestras conteniendo oro tampoco

presentaron ninguna banda asociada a este metal noble.
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Figura 8.6. Espectro Raman de las muestras de TiO, conteniendo o no oro obtenidas por

calcinacién de la muestra de alginato (27) a 450 °C.

Aquellas muestras de titanio conteniendo oro fueron estudiadas mediante TEM a fin de
establecer la presencia en ellas de nanoparticulas del metal noble. La Figura 8.7 muestra
una imagen TEM representativa de la muestras Au (1.3%)/TiO, donde se observa la
presencia de nanoparticulas de oro. La imagen en campo oscuro pone igualmente de
manifiesto la presencia del oro como metal pesado con una amplia distribucién de tamafio
que se origina probablemente debido a las altas temperaturas necesarias para la
calcinacién. A modo de ejemplo la Figura 8.7 presenta igualmente los histogramas
correspondientes al tamafio de particula de dos muestras Au/TiO,. La Tabla 8.1 resume los
datos analiticos de contenido de oro en las muestras Au/TiO, resultantes tras la calcinacién

asi como el area superficial de las mismas y el rango de tamafio de particula.
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Figura 8.7. Imagen TEM representativa de la muestra Au (1.3%)/TiO, donde se observa la

presencia de nanoparticulas de oro (imagen superior izquierda). La imagen en campo

oscuro (imagen inferior izquierda) pone igualmente de manifiesto la presencia del oro como

metal pesado. Histogramas correspondientes al tamafio de particula de dos muestras

Au/TiO, conteniendo 0.556 % Au (histograma arriba a la derecha) y 1.3 % Au (histograma

abajo a la derecha).

Tabla 8.1. Area BET, contenido en oro y rango de tamafios de particula mayoritarios de las

muestras preparadas empleando alginato (27) como agente plantilla.

Muestra Area(m2/g) (% Au) @ Tamano de Particula (nm)
Au/TiO,-1 158 1.284 8-11
Au/TiO,- 2 169 0.789 5-6
Au/TiO, -3 136 0.68 3-10
Au/TiO, -4 160 0.556 3-10
Au/TiO,-5 163 0.045 4-10

a: % Au obtenido por Fluorescencia de Rayos X

189



CAPITULO 8

De los datos presentados en esta tabla cabe concluir que el area superficial de las muestras
Au/TiO, preparadas usando alginato (27) como plantilla varia entre 136 y 160 mz/g,
mientras que la muestra de TiO, preparada de la misma forma pero en ausencia de oro
presentd un darea superficial de 187 mz/g, siendo estos valores de area elevados para
muestras de TiO,. En este sentido cabe indicar que la muestra comercial de TiO,-P25
obtenida por pirolisis presenta un area BET en torno a 30 mz/g que es significativamente
menor que el area de los materiales aqui preparados.25 Por otra parte el porcentaje de oro
de las muestras se encuentra en el rango de valores que se considera como éptimo para
conseguir la maxima actividad catalitica y fotocatalitica en este tipo de materiales. Por lo
que respecta al tamafio de nanoparticula de oro las muestras presentan en general una
distribucion amplia, siendo el tamafio de la mayoria de las nanoparticulas inferior a los 10
nm. Se observa no obstante, que el tamafio de las nanoparticulas de oro tiende a crecer con
la carga de oro. Este hecho es habitual en este tipo de materiales a base de nanoparticulas
de oro soportadas en éxidos metalicos y es consecuencia de que la dispersion de oro sobre
el soporte se reduce a medida que se aumenta el nUmero de atomos de oro depositados en

. . . 26-31
el area superficial.

La presencia de oro y la distribucién de estados de oxidacidn de este metal noble se
determind igualmente mediante espectroscopia XP. Esta técnica permitié detectar la banda
4f 7/, en torno a 90 eV caracteristica del oro. La deconvolucién del pico de oro experimental
determina que aproximadamente un 64 % de los atomos de oro se encuentran en su estado
de oxidacién 0 existiendo no obstante una poblacidn significativa en torno al 36 % de Au® y

que se caracteriza por una energia de enlace mayor.
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4400+ a:Au 4f;, - Au(0)
a’: Au4f;;,— Au (0)
b: Au 4f,,, — Au(+1)

4200 ~ b": Au 4f; ), — Au (+1)

CPS

4000+

Energia de enlace, eV

Figura 8.8 Espectro de espectroscopia fotoelectronica de rayos X para la muestra Au/TiO,

que contiene un 1.3 % en peso de oro.

Las nanoparticulas de oro se caracterizan por poseer una banda intensa de absorcion en la
zona del visible que se conoce como la banda de plasmdn superficial (“Surface Plasmon
Band”). Esta banda caracteristica de las nanoparticulas de oro corresponde a la vibracién
colectiva de los electrones de la capa externa del oro confinados en un espacio de
dimensiones nanométricas y origina el color purpura caracteristico de estas nanoparticulas.
La posicidn exacta del maximo de la banda de plasmén superficial depende de la constante

32-34
En el caso del

dieléctrica del soporte y de la presencia de cargas en las nanoparticulas.
Au/TiO, la posicién del maximo de la banda de plasmdn se encuentra en torno a 540 nm,
pero la banda se extiende entre 400 y 700 nm. La intensidad de esta banda crece con el
contenido de oro. La Figura 8.9 muestra los espectros épticos de absorcién para alguna de

las muestras Au/TiO, preparadas empleando alginato como agente plantilla.
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400 500 600 700 800
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Figura 8.9. Espectro de reflectancia difusa de la muestra Au/TiO,-1 (% Au en peso: 1.3)
antes (c) y después (a) de su calcinacién a 450 °C y de la muestra Au/TiO,-4 (% Au en peso:

0.56) antes (d) y después (b) de su calcinacién a 450 °C.

8.2.1. Estudio de la actividad fotocatalitica de las muestras Au/TiO, para la generacion de

hidrogeno a partir del agua

Como se ha indicado anteriormente el objetivo del capitulo es desarrollar una metodologia
nueva de preparacion de didxido de titanio basada en el empleo de alginato (27) como
agente plantilla que permita disponer de materiales con actividad fotocatalitica mejorada
con respecto al P25 tomado como fotocatalizador de referencia. A tal fin se eligié como
reaccion modelo la generacion fotocatalitica de hidrogeno a partir del agua empleando
metanol como agente sacrificial dador de electrones. Se llevaron a cabo ensayos
empleando como fuente de irradiacion un simulador solar con un filtro AM15 que
reproduce adecuadamente el espectro solar en la superficie terrestre. Esta fuente de
excitacion contiene un pequefio porcentaje de luz UV (en torno al 4 %) y un porcentaje
elevado en torno al 50 % de luz visible. Es conocido en el estado del arte que el diéxido de
titanio es manifiestamente ineficaz cuando se emplea con longitud de onda superior a 380

25,35-37 ., e .. .
nm por lo que la obtencidn de respuesta fotocatalitica con luz visible requiere
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desarrollo de metodologias tales como dopaje o en el caso presente la deposicién de

, - 36,38-40
nanoparticulas metdlicas coloreadas.

Los resultados experimentales de evolucion de hidrogeno en funcién del tiempo de
irradiacion se presentan en la Figura 8.10. Como puede verse en ella el TiO, no generd
cantidades significativas de hidrogeno mientras que todas las muestras conteniendo oro
exhibieron alguna actividad. Los resultados obtenidos demuestran que existe una cantidad
6ptima de oro para conseguir la maxima eficiencia en la evolucidn de hidrégeno. Este hecho
es debido a la distribucién del tamafio de particula y su influencia en los tiempos de vida y
la energia de los estados transitorios implicados. Esta distribucidon en el tamafio de particula
varia segun la carga de oro tal y como se ha indicado en la Tabla 8.1 y en la Figura 8.8. Es
importante hacer notar que la muestra P25 conteniendo oro en el mismo porcentaje que la
muestra mas activa preparada por el método del alginato presenta una eficiencia
significativamente inferior, poniendo de manifiesto la ventaja de nuestro método de

preparacién del TiO, basado en el empleo de alginato como agente plantilla.
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Figura 8.10. Evolucion de hidrégeno en funcién del tiempo de irradiacion para una serie de

fotocatalizadores Au/TiO, preparados utilizando alginato como plantilla. También se
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muestra el hidrégeno obtenido cuando se utilizé una muestra de TiO,-P25 en presenciay en

ausencia de Au NP.

El mecanismo propuesto para racionalizar la actividad fotocatalitica de las muestras Au/TiO,
en el visible se muestra en el Esquema 8.2. Como puede verse en ese esquema la absorcion
de luz ocurriria en las Au NPs produciendo la excitacidon del plasmoén que conduciria a la
inyeccién de un electrén desde el oro a la banda de conduccion del TiO, produciéndose el
estado de separacién de cargas. La diferencia con respecto al mecanismo cldsico se
encuentra en que el hueco electrdnico se halla localizado en las Au NPs y que han sido estas
nanoparticulas las que han sufrido la excitacidon fotoquimica. La existencia de una superficie
de separacién entre la nanoparticula de oro y el semiconductor crea una barrera de
Schottky que hace lento el fendmeno de recombinacidon, estabilizando el estado de
separacién de cargas por motivos cinéticos. El electron en la banda de conduccion del TiO,
tendria la misma energia que si se hubiera producido la excitacién directa de este
semiconductor y por tanto es capaz de generar hidrogeno por reduccion del agua en
condiciones en las que el oxigeno se encuentre ausente. Por otro lado el hueco positivo se
encontraria localizado en la Au NPs y tendria mucha menos capacidad de oxidacién que un
hueco en la banda de valencia del TiO,. Sin embargo este hueco sobre el oro seria
eficientemente inhibido por el agente sacrificial dador de electrones (metanol) con lo cual
se cerraria el ciclo fotocatalitico donde la absorcion de un fotén produciria el movimiento
de electrones desde el metanol a través del fotocatalizador hacia el agua, viniendo a

resultar el cation radical del metanol (especie oxidada) y el hidrégeno (especie reducida).
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8.3 Conclusiones

En el presente capitulo hemos presentado un procedimiento de preparacion de muestras
de TiO, y Au/TiO, basado en el empleo de alginato como agente plantilla que proporciona
un ambiente favorable para la formacién de nanoparticulas de TiO, de pequefio tamafio.
Estas nanoparticulas de didxido de titanio conteniendo oro son de 3 a 8 veces mas activas
que una muestra andloga donde el oro se encuentra soportado sobre P25 que es el

fotocatalizador de referencia en este campo.
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CAPITULO 9: TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

9.1. Técnicas de Caracterizacion
9.1.1 Andlisis quimicos.

Los analisis elementales cuantitativos de combustion de C, H y N se llevaron a cabo en un

analizador elemental Fisons EA 1108 CHNS-O.
9.1.2 Difraccion de Rayos-X (DRX).

Los espectros de Rayos X se registraron utilizando un difractémetro PHILIPS X'PERT PW
3719 equipado con un polarizador de grafito, rendijas automaticas, una superficie total de
barrido constante de 14 mm, porta muestras giratorio y un detector proporcional. Para
registrar los difractogramas se utilizé la radiacion Ka del Cu (A = 1.54184 A) y una potencia
de excitacion de 2 KW. La velocidad angular del goniometro fue de 0.02°%s™, siendo el

intervalo usual de barrido de 26 = 2 - 40°.
9.1.3 Espectroscopia ultravioleta-visible-infrarrojo cercano de reflectancia difusa.

Las medidas de espectroscopia por reflectancia difusa UV-Vis-NIR de las muestras sdlidas se
realizaron en un espectrofotémetro JASCO V-650. El estudio por reflectancia difusa de los
solidos opacos se realizé utilizando una esfera integradora, obteniéndose espectros cuya
intensidad viene expresada en unidades de reflectancia (R) en tanto por cien, tomando
como 100% la reflectancia del BaSO, en todo el rango de longitudes de onda. El espectro de
absorcion se obtiene representando 1/R, o bien la funcién Kubelka-Munk (F(R) = (1-R)2/2R),

frente a la longitud de onda.
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Las medidas de espectroscopia UV-Vis de las muestras organicas en disolucion se realizaron
en un espectrofotometro JASCO V-650 utilizando cubetas de cuarzo y ajustando el cero de

absorcidén con el disolvente puro.
9.1.4 Espectroscopia IR

La absorcion en el IR se produce por interaccion de la radiacion incidente con los niveles
vibracionales de las moléculas. La intensidad de la absorcion depende de las variaciones
que produce la oscilacion en el momento dipolar. Los espectros FT-IR fueron obtenidos en
un espectrofotémetro JASCO FT-IR 460plus usando pastillas de KBr comprimidas a 2 Ton

cm-2 durante 2 minutos.
9.1.5 Espectroscopia Raman

La Espectroscopia FT-Raman es una técnica fotdnica de alta resolucién que proporciona
informacion quimica y estructural de casi cualquier material o compuesto orgénico y/o
inorganico permitiendo asi su identificacion. El analisis mediante espectroscopia Raman se
basa en el examen de la luz dispersada por un material al incidir sobre él un haz de luz
monocromatico. Una pequefia porcion de la luz es dispersada inelasticamente
experimentando ligeros cambios de frecuencia que son caracteristicos de los materiales

analizados e independientes de la frecuencia de la luz incidente.

Se trata de una técnica de analisis que se realiza directamente sobre el material a analizar
sin necesitar éste ningun tipo de preparacion especial y que en general no conlleva ninguna
alteracién de la superficie sobre la que se realiza el analisis, es decir, es no-destructiva. Los
espectros de Raman se registraron en un espectrofotémetro Renishaw Invia Raman
Microscope midiendo la emision a 180°. Para la excitacién de las muestras se utilizé la linea
514.5 nm de un laser de diodo refrigerado por aire Renishaw (HPNIR) con un detector CCD
refrigerado por Peltier. La potencia del ldser sobre las muestras fue de 15 o 30 mW. La
resolucién espectral fue de 4 cm™ y el nimero de acumulaciones oscilé entre 800 y 4000,

con tiempos de registro variando entre 30 minutos y 2 horas.
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9.1.6 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electréonico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la observacién
y caracterizacion superficial de materiales inorgdnicos y organicos, dando informacién
morfolégica del material analizado. A partir de él se producen distintos tipos de imagenes
que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar la morfologia de zonas
microscopicas de los distintos materiales, ademas del procesamiento y analisis de las
imagenes obtenidas. Las principales caracteristicas del SEM son la alta resolucién (~100 A),
la gran profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imagenes y la
sencilla preparacién de las muestras. Las muestras fueron caracterizadas por un

microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5410 a 20 KV.

Para la preparacién de las muestras, éstas se adhirieron sobre un soporte porta muestras
que se recubre con una cinta adhesiva conductora de doble cara y se metalizaron con una
fina capa de oro mediante pulverizacion catddica con el objeto de hacer la superficie

conductora.
9.1.7 Microscopia electrénica de transmisién (TEM).

El microscopio electrénico de transmisiéon emite un haz de electrones dirigido hacia el
objeto. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo
atraviesan formando una imagen aumentada de la muestra. Los analisis de las muestras se
realizaron trabajando en campo claro empleando un microscopio Philips-CM10 a 100 kV.
Para la preparacion de las muestras se depositd una gota de una suspension del material en

agua sobre una rejilla de cobre (300 mesh) recubierta con una pelicula de grafito.
9.1.8 Espectroscopia de RMN-'H y Be.

La resonancia magnética nuclear es un método espectroscopico basado en las propiedades

1/2

) P 1 13 P . . .
magnéticas de los nucleos de "H y ~C, ambos con numero cuantico de spin Los

espectros de RMN en estado sélido por angulo magico se registraron en un
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espectrofotometro Bruker 400 a 5.5 kHz. Los espectros de RMN de muestras en disolucidon
se registraron en un espectrofotdémetro Bruker AV-300 de 300 MHz, utilizando disolventes
deuterados y tetrametilsilano (TMS) como patrén interno. Los valores de desplazamiento

quimico & se indican en la escala de ppm y los valores de acoplamiento en Hz.

9.1.10 Medidas de fluorescencia.

La fluorescencia es una técnica espectroscépica muy sensible (limites de deteccién del
orden de partes por billén) capaz de detectar especies transitorias de moléculas que
pueden absorber radiacidn electromagnética. Es una técnica muy util para elucidar el
mecanismo de fotodegradacién de farmacos. Ofrece la posibilidad de medir espectros de
fluorescencia en estado estacionario y resuelto en el tiempo, dando informacién sobre la
evolucion del estado excitado de la molécula bajo estudio. Las especies transitorias que

permite detectar son los estados excitados singlete.

Un espectrometro de fluorescencia consta de una lampara de excitacién, que puede ser de
Xendn o Mercurio, la cual genera un haz que atraviesa la muestra. Se puede seleccionar la
longitud de onda de excitacidn gracias a la existencia de un monocromador. La muestra,
tras ser excitada, emite luz en todas las direcciones, pero se registra la emision
perpendicular al haz de excitacion, para evitar la monitorizaciéon de posibles interferencias
derivadas de este haz. Finalmente, la sefial llega a un fotomultiplicador, y de ahi se
monitoriza a la pantalla del ordenador. Si se desea registrar espectros de excitacion,
también puede fijarse la longitud de onda de emisidn, gracias a la existencia de un segundo

monocromador de emision.

Los espectros de fluorescencia de estado estacionario fueron registrados en un

espectrofluorimetro JASCO FP-8500 cubetas Suprasil de cuarzo.
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9.1.11. Fluorescencia de rayos X

La fluorescencia de RAYOS X (FRX) es una técnica espectroscopica que utiliza la emisidon
secundaria o fluorescente de radiacién X generada al excitar una muestra con una fuente de
radiacion X. La radiacion X incidente expulsa electrones de capas interiores del dtomo. Los
electrones de capas mas externas ocupan los lugares vacantes, y el exceso energético
resultante de esta transicion se disipa en forma de fotones, radiacion X fluorescente, con
una longitud de onda caracteristica que depende del gradiente energético entre los
orbitales electrénicos implicados, y una intensidad directamente relacionada con la

concentracién del elemento en la muestra.

La determinacién del contenido de oro en las muestras del capitulo 8 se registré en un

espectrémetro de rayos X Phillips MiniPal 25 fm.
9.1.12. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS).

Los espectros XPS fueron registrados con un espectrémetro SPECS equipado con un
detector Phoibos 150 9MCD usando una fuente de rayos-X no monocromatica (Al y Mg)
trabajando a 200 W. Las muestras fueron comprimidas en un pequefio disco y evacuadas en
el pre-compartimento del espectrémetro a 10 mbar. Las relaciones de intensidad de los
componentes fueron obtenidos del drea de la sefial correspondiente tras la substraccion del
fondo mediante un ajuste no lineal tipo Shirley y corregidos por la funcién de transmisién
del espectrometro. El software Casa fue utilizado en la cuantificacién y tratamiento de los

espectros.
9.1.13. Analisis termogravimétrico e isotermas de adsorcion de N,.

Los andlisis termogravimétricos se llevaron a cabo en una termobalanza Netzsch — STA 409
EP y las isotermas de adsorcidon de N, se registraron a 77 K, en un analizador ASAP 2420

PTO6 Micrometrics.
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9.1.14. Conductimetria

Los compuestos idnicos son solidos de alto punto de fusidon, que se disuelven en
disolventes polares como el agua y que fundidos o disueltos conducen la corriente eléctrica.
En los compuestos covalentes existe una gran dispersidn en cuanto a estado fisico, desde
sélidos con alto punto de fusién como el diamante, hasta gases como el amoniaco o el
metano; generalmente son solubles en disolventes apolares y ni en estado fundido, ni

disuelto conducen la corriente eléctrica.

Las sustancias ionicas cuando se encuentran en disolucién se disocian en iones (aniones y
cationes), en cualquier caso, particulas cargadas y como tales susceptibles de conducir la
corriente eléctrica. Las sustancias covalentes por el contrario cuando se disuelven no dan

lugar a separacion de cargas, por lo que no conducen la electricidad.

La conductimetria es una técnica instrumental que tiene como objeto determinar la
conductividad de las disoluciones de las sustancias llamadas electrolitos, las cuales se
caracterizan por ser conductoras de la electricidad y por presentarse en las mismas el

fendmeno de la ionizacion.

Las medidas de conductividad se llevaron a cabo utilizando un conductimetro Crison 524

previamente calibrado mediante disoluciones acuosas de KCl.

9.1.15. MALDI-MS y ESI-MS

La Espectrometria de Masas es una técnica usada para identificar compuestos
desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y
propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo
con cantidades realmente pequefias (algunos pmoles) de muestra y obtener informacion
caracteristica como el peso y algunas veces la estructura del analito. En todos los casos,

alguna forma de energia es transferida a las moléculas a analizar para producir la ionizacion.
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El espectrometro de masas es un instrumento que permite analizar con gran precision la
composicion de diferentes elementos quimicos e isétopos atdmicos, separando los nucleos

atémicos en funcion de su relacién masa-carga (m/z).

Los espectros de MALDI-TOF se registraron en un espectrémetro de masas REFLEX IV
(Bruker Daltonics). Por otro lado, los espectros ESI-MS y MS-MS se registraron en un
espectrometro de masas Bruker Esquire 3000 plus LC-MS (Bruker Daltonik, Germany). Las

intensidades relativas de los picos de interés fueron determinadas por el aparato.
9.2. Procedimientos experimentales generales
9.2.1. Preparacion de las matrices de sensores

Para desarrollar las matrices de sensores colorimétricos y fluorimétricos se utilizaron placas

multipozo "Corning@ 384 96 well plates” transparentes a la luz ultravioleta.

Para el caso de las SACs, por filas (A-F) se distribuyeron los colorantes (PF, AO, PYY, OX, TH,
MB) y por columnas (1-12) se distribuyeron las cadpsulas organicas (CBs y ciclodextrinas); la
primera columna se rellend Unicamente con agua para determinar el efecto que produce la
ausencia de la cdpsula organica. Cada uno de los pozos se rellend con 200 pL de disolucidon
de la capsula organica correspondiente 10" M; a continuacion se afadieron 70 pL de una
disolucion del colorante correspondiente 5.10* M y 30 uL de disolucién de analito; en cada
una de las placas se utilizaron diferentes concentraciones del analito objeto de estudio, en

el rango 10°a 10° M.
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=
Ko wCD-CO-CD CBIS] CE[6) CB[7) CBl8)
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Esquema 9.1. Esquema de preparacion de las matrices de sensores para SACs y AAs.

Las matrices de sensores para la identificacién de AAs, se prepararon de la siguiente forma:
se utilizaron Unicamente dos capsulas organicas, CB[7] y CB[8], para cada una de las cuales
se utilizé una placa; en esa misma placa se distribuyeron 4 colorantes fluorescentes: PF, AO,
PYY y OX. Las cantidades y concentraciones tanto de las capsulas como de los colorantes
fueron las mismas que se emplearon en el caso de las SACs. En cada placa se distribuyd un
analito, pero en esta ocasion se varid la concentracion del mismo por filas (20, 30, 40 y 50
pg/ulL), mientras que por columnas se varid la cantidad de co-solvente (0, 10, 20, 30, 40 y
50 uL) afiadido para una mejor observacion de los cambios en la emision de los colorantes.
Para una mejor comprension en el Esquema 9.1 se muestra la composicién de las matrices

de sensores.

En el caso de las matrices de sensores para el GHB, sus precursores y compuestos con
estructura similar la composicidn de las placas, en cuanto a cépsulas y colorantes utilizados,

asi como la concentracion de los mismos fue andloga a la que se utilizd para los
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aminodcidos, pero en este caso solo se utilizaron 2 colorantes por placa ya que el rango de
concentraciones de analito fue mas amplio (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 pg/uL) como

puede observarse en la Figura 4.5.

Una vez preparada la matriz de sensores, se trasladé a una camara oscura donde se
tomaron fotos bajo iluminacidn con luz UV (330 nm) y con luz blanca (lampara de vapor de
mercurio de baja presidén) antes y después de la adicion de analito para observar sus

diferencias.
9.2.2. Ensayos RMN-"H

Los ensayos de RMN-H para la determinacidn de la formacién de complejos con CB[n] se
llevaron a cabo preparando una disolucion de la molécula huésped en D,0 (1 mg/1 ml) ala
que se adiciond un exceso (20 mg) del CB[n] correspondiente para asegurar la
encapsulacion completa del huésped. Tras sonicar 5 minutos se registraron los espectros de

RMN-"H.
9.2.3. Conductimetria

Las valoraciones por conductimetria para el cdlculo de las constantes de asociacién se
llevaron a cabo mediante la adicién de alicuotas de 50 puL de una disoluciéon de compuesto
huésped (100 veces mas concentrada) a una disolucién de hospedador, de manera que al
terminar la valoracién la concentracién de huésped es 10 veces superior a la de
hospedador. Después de la adicion de cada una de las alicuotas, se estabilizé el sistema y se
anotd la medida de conductividad. Para el célculo de las constantes de asociacién se
tomaron las medidas de conductividad (A) obtenidas en la valoracién y se transformaron en
conductividad molar (Am) utilizando la ecuacién (1). Con esta curva se obtuvieron los
valores de conductividad molar a dilucién infinita (Amw) y conductividad molar inicial (Amy),

y aplicando la ecuacion (2) se calculd el grado de saturacion del sistema. De la pendiente de
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la recta obtenida al representar 1/6 vs 1/[huésped] se obtuvo la constante de disociacidn,

cuya inversa corresponde con la constante de asociacidn.

_ A-1000

m

_Am —Am,

B Am_, — Am,

[1L]

Equation (1)

Egquation (2)

Para una mejor comprension en la figura se muestran las gréaficas correspondientes al

calculo de la constante de asociacion para uno de los compuestos huésped utilizados en la

presente tesis con CB[n].
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Figura 9.1. Graficas asociados al calculo de la constante de

conductimetria.
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CAPITULO 9

9.2.4. Didlisis

La etapa de dialisis se llevo a cabo introduciendo la disolucidn que contenia los liposomas
obtenidos por polimerizacion del complejo liquido idnico@CB[n] (5 ml de disolucidon 10" M
en CB[n]) en una membrana tubular de didlisis (“Sigma-Aldrich benzoylated dialysis tubing”,
con un tamafio de poro de 32 mm). La membrana de didlisis se lavé antes de su uso
agitandola en agua milliQ durante 24 horas. La membrana tubular con la disolucién que
contenia los liposomas polimerizados se introdujo en 500 ml de agua milliQ. El sistema se

mantuvo en agitacion magnética 96 horas, cambiando el agua milliQ cada 24 horas.

9.2.5. Valoraciones UV-Vis

Las valoraciones por espectroscopia UV-Vis se llevaron a cabo para la determinacion de la

presencia de CB[8] asi como su cuantificacion en disoluciones problema.

La valoracién de CB[8] en las disoluciones de liposomas del capitulo 7, antes y después de la
didlisis, se realizé segun el siguiente procedimiento: se tomaron 3 ml de una disolucion del
colorante AO 10°° M. Esta disolucién se valoré mediante la adicién de alicuotas de 30 uL de
disoluciones de liposomas conteniendo CB[8], en una concentracion que como maximo
podria ser 10 M (concentracién de CB[8] utilizada en la preparaciéon de los liposomas).
Para cada una de las alicuotas adicionadas se registréd el espectro de absorcién del

colorante.

Las valoraciones por espectroscopia UV-visible correspondientes al capitulo 5 para la
determinacién de CB[8] se llevaron a cabo de manera similar pero en esta ocasion, para la
cuantificacién del CB[8] se realizé una curva de calibrado previa. Para ello se prepararon
disoluciones de CB[8] de diferentes concentraciones cubriendo el rango entre 0 y 10° M; a

3 ml de cada una de estas disoluciones se afiadieron 300 uL de una disolucion de AO 10" M.
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Seguidamente se registrd el espectro absorcion. Una vez obtenida la curva de calibrado, se
procedi6é de manera similar con las disoluciones problema: se tomaron 3 ml de las mismas y
sobre estas se afiadieron 300 pL de la disolucién de AO y a continuacion se registrd el

espectro de absorcién de la disolucion con el colorante.
9.2.6. Valoraciones por fluorescencia

Las valoraciones por espectroscopia de fluorescencia se llevaron a cabo de manera andloga
a las valoraciones por espectroscopia UV-visible, pero en esta ocasion, la capsula organica a

analizar fue el CB[7].

La determinacion de la presencia de CB[7] en las disoluciones de liposomas del capitulo 7,
antes y después de la etapa de didlisis, se llevd a cabo valorando 3 ml de una disolucion de
AO 10° M mediante la adicién de alicuotas de 30 uL de disoluciones de liposomas
conteniendo CB[7], en una concentracion que como maximo podria ser 10" M
(concentracion de CB[7] utilizada en la preparacion de los liposomas). Para cada una de las

alicuotas adicionadas se registré el espectro de emisién de fluorescencia del colorante.

En las valoraciones del capitulo 5 se procedié exactamente igual que en el caso de las
valoraciones mediante espectroscopia UV-visible: previamente se realizd6 una curva de
calibrado para lo cual se prepararon disoluciones de CB[7] de diferentes concentraciones
cubriendo el rango entre 0 y 10” M; seguidamente se tomaron 3 ml de cada una de estas
disoluciones, se afiadieron 300 uL de una disolucién de AO 10 M y se registré el espectro
de emisidn de fluorescencia. Una vez obtenida la curva de calibrado, se procedié de manera
similar con las disoluciones problema: se tomaron 3 ml de las mismas y sobre estas se
afadieron 300 pL de la disolucion de AO y a continuacion se registrd el espectro de emision

de fluorescencia de la disolucidn con el colorante.
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Figura 9.2. Espectros de emision, A = 427 nm (izquierda) y absorcién (derecha) de los
sobrenadantes de los sélidos 16-18 después del contacto con disoluciones de CB[7] y CB[8]
y la adicion del colorante AO. También se muestran los espectros correspondientes a

disoluciones sin CB[n] o conteniendo CB[n] 10° M.
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Figura 9.3. Curvas de calibrado obtenidas de la valoraciéon por fluorescencia (izquierda) y de

la valoracidn por UV-visible (derecha).

9.2.7. Adsorcion de CB[n] sobre silice

Los ensayos de adsorcion de CB[n] se llevaron a cabo poniendo en contacto una disolucién

del CB[n] correspondiente con los sélidos 16, 17 y 18 asi como con la silice comercial sin
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funcionalizar. Las concentraciones de las disoluciones de CB[n] fueron 10° M para CB[6] y
10* M para CB[7] y CB[8]. Las suspensiones se mantuvieron bajo agitacion magnética
durante 12 horas. El sélido fue recuperado mediante centrifugacién de la suspension a

9000 rpm durante 15 minutos.
9.2.8. Ensayos MALDI-MS

Los andlisis por MALDI-MS se utilizaron en la cuantificacién de CB[6]. En primer lugar se
prepararon 3 patrones que posteriormente se emplearon en la determinacion del factor de
respuesta de este CB[n]. Cada uno de los patrones contenian una cantidad fija de CB[5],
utilizado como patrén interno (3 mg) y cantidades variables de CB[6] (3, 1.5 y 0.6 mg). Se
registré el espectro de los mismos por MALDI-TOF; representando la relacién entre la
intensidad de los picos correspondientes a la masa de CB[5] (831 u.a.m) y a la masa de
CB[6] + H,0 (1014 u.a.m),para cada uno de los patrones frente a la relacién entre la masa
de CB[5] y CB[6] en los patrones se obtuvo una recta cuya pendiente corresponde al factor

de respuesta.
Icp(s) Mcp[s)

=frr— @3
Icpm) R McRn) 3

A continuacion se tomaron los sobrenadantes correspondientes a los ensayos de adsorcién
de CB[6], se les afiadié una cantidad conocida de patron CB[5] (3 mg) y se registraron los
espectros MALDI-TOF. Aplicando la ecuacién (3) se obtuvo la cantidad de CB[6] residual en

disolucion.
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Figura 9.4. Representacion lineal de la que se obtuvo el factor de respuesta, f.
Los ensayos llevados a cabo para determinar la contribucidn relativa de la formacién de
complejos huésped-hospedador frente a interacciones inespecificas entre la superficie de la
silice y el CB[n] se realizaron de manera similar. Los patrones se prepararon variando la
relacion molar entre CB[5] y CB[7] de la siguiente manera: 1:1, 1:0.5, 1:0.1 para
CB[5]:CB[7].A continuacidn se registro el espectro de MALDI-TOF para los mismos vy
mediante el uso la relacion molar y de la relacidon entre las intensidades de los picos
correspondientes a las masas de CB[5] y CB[7] (1162 u.a.m) se construyé una recta de
calibrado que posteriormente se utilizé6 para determinar la relacion molar entre CB[5] y

CB[7] en las muestras problema.

ICB5/ICB7

-1 T T T T
0 2 4 6 8 10

CB[5)/CB[7]

Figura 9.5. Representacion lineal de la que se obtiene la razon molar entre CB[5] y CB[7].
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Las muestras problema fueron los sobrenadantes de los ensayos de adsorcion
correspondientes a los solidos 16 y 18 puestos en contacto con una disolucidn equimolar de
CB[5] y CB[7]. Después de separar el sélido por centrifugacidn, se registraron los espectros
MALDI-TOF de los sobrenadantes. Utilizando la relacién entre las intensidades de los picos
correspondientes a la masa de CB[7] y CB[5] en la recta de calibrado se obtuvo la relacién

molar de los mismos.

9.3. Sintesis y procedimientos para la preparacidon de materiales funcionales

9.3.1. Sintesis del GHB (1).

A una disolucidon de NaOH (4.64 g) en etanol absoluto (14 ml) se le afiaden lentamente 8.68
ml de y-butirolactona, GBL (3). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15
minutos y a 40 °C durante 30 minutos mds. A continuacién se enfrié la disolucion a
temperatura ambiente y el disolvente se evapord a vacio. El compuesto (1) se obtuvo como
un polvo blanco y se secd a vacio durante 3h.

RMN-'H: (400 MHz, D,0), &6(ppm): 3.53 (t, J; =6.72, J, =6.71, 2H), 2.16 (t, J; =7.929, J,
=7.457, 2H), 1.73 (m, 2H)

RMN-"*C: (101 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 182.79, 61.53, 34.01, 28.36

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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Figura 9.6. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del y-hidroxibutirato
sédico, GHB (1).

9.3.2. Sintesis de la cloroacetamida de la anilina (8)

223 ulL (0.23 g, 2.5 mmol) de anilina (4) se agitaron en acetonitrilo, bajo atmosfera de

nitrégeno y 214 pL (0.3 g, 2.7 mmol) de cloruro de cloracetilo (7) se afiadieron a la

disolucidén que se agit6 a temperatura ambiente durante 24 h. A continuacion, se eliminé el

disolvente a vacio y el residuo se re-disolvié en diclorometano. El residuo se lavo una vez

con agua acida (pH = 2-3). La fase orgdnica se seco con MgSQ, y el diclorometano se elimind

a vacio. El compuesto 8 se obtuvo como un polvo blanco (0.3 g, 55 %).

RMN-'H: (400 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 10.28 (s, 1H), 7.58 (d, J,= 8.222, 2H), 7.32 (t, J;=

7.37 Hzy J,=14.71 Hz 2H), 7.08 (t, J;= 7.185 Hz y J, = 7.986 Hz 2H), 4.25 (s, 2H).

RMN-"c: (101 MHz, DMSO) &(ppm): 165.03, 138.85, 129.43, 124.05, 119.97, 43.95.

150 100 50

Figura 9.7. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-">C (abajo) del compuesto (8).
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9.3.3. Sintesis de las bis(2-cloroacetamidas) de la orto- y para-fenilendiamina (9) y (10)
2.09 g de cloruro de cloracetilo (7) (18.5 mmol) se afiadieron gota a gota a una disolucién
de la correspondiente orto- o para-fenilendiamina (5) y (6) (1 g, 9.25 mmol) en acetonitrilo
(50 ml). La mezcla de reaccidn se agit6 a 80 °C durante 24 h, bajo atmdsfera de nitrogeno. A
continuacion se enfrid la mezcla y se recupero el sélido precipitado (compuestos 9 y 10)
mediante filtracion y posterior secado al aire.

Compuesto 9

RMN-*H: (400 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 9.68 (s, 2H), 7.554-7.530 (m, 2H), 7.242-7.218 (m,
2H), 4.33 (s, 4H).

RMN-"*C: (101 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 165.09, 130.19, 125.49, 124.87, 30.10.

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 9.8. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto (9).
Compuesto 10
RMN-"H: (400 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 10.46 (s, 2H), 7.55 (s, 4H), 4.24 (s, 4H)
RMN-"C: (101 MHz, DMSO-dg), 6(ppm): 146.73, 134.79, 120, 43.92
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180 160 140 120 100 80 60 40

Figura 9.9. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto (10).
9.3.4. Sintesis de N-fenil-2-(propilamino)acetamida (12)

0.1 g de la cloroacetamida de la anilina (8) se pusieron en contacto con 1 ml de propilamina
(11) durante 4 h a temperatura ambiente bajo atmodsfera de nitrégeno. Una vez
transcurridas las 4 h, se afnadieron 10 ml de diclorometano, se disolvié la mezcla y a
continuacidn se evaporo el disolvente. El residuo se lavo con agua acida y se secé a vacio. El
sélido residual (12) se suspendié en diclorometano y a continuacién se filtré y se secé al
aire.

RMN-"H: (400 MHz, D,0) & (ppm):7.45 — 7.29 (m, 4H), 7.29 — 6.96 (m, 1H), 3.99 (s, 2H), 3.10
—2.99 (m, 2H), 1.70 (dq, J = 15.2, 7.5 Hz, 2H), 0.94 (t, ) = 7.4 Hz, 3H).

RMN-"C: (101 MHz, D,0) & (ppm): 129.41, 125.63, 120.90, 48.96, 47.76, 18.71, 10.21.
Analisis Elemental (%): tedrico: C 57.76 %, H 7.49 %, N 12.25 %,; calculado: C 56.99 %, H

7.78 %, N 12.09 %.
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MS-ESI (m/z): 193.1 ([M+H]").

JKILL

120 100 80 60 40 20 0

Figura 9.10. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto
(12).
9.3.5. Sintesis de bis-2-(propilamino)acetamida de la orto-fenilendiamina (13)
0.118 g de propilamina (11) (2 mmol) se afiadieron a una disolucion de N,N’-
bis(chloroacetil) o-fenilendiamina (9) (0.25 g ,1 mmol) en acetonitrilo y la mezcla se agité a
80 °C durante 24 h, bajo atmdsfera de nitrégeno. A continuacion se enfrié la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente y se recuperd mediante filtracién y secado al aire un
sélido blanco correspondiente al compuesto 13 (0.174 g, 57 %).
RMN-H: (8, D,0): 7.41-7.394 (m, 2H), 7.295-7.262 (m, 2H), 3.966 (s, 4H), 2.973 (t, J;= 7.5 Hz
y J,=15,3 Hz, 4H), 1.702-1.585 (m, 4H), 0.871 (t, J;= 6.9 Hz and J, = 14.7 Hz, 6H).
RMN-"C: (D,0) & (ppm): 165.397, 129.398, 127.63, 126.242, 49.138, 47.954, 18.83, 9.899
Analisis Elemental (%): tedrico: C 50.67 %, H 7.45 %, N 14.80 %; calculado: C 51.8 %, H 8.0
%, N 15.1 %.
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MS-ESI (m/z): 307.1 ([M+H]").

[ S N A
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Figura 9.11. Espectro de RMN-'H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto
(13).
9.3.6. Sintesis de bis-2-(propilamino)acetamida de la para-fenilendiamina (14)
N,N’-bis(chloroacetyl) p-phenylendiamine (10) (0.1 g, 0.4 mmol) se puso en contacto con
propilamina (11) (1.39 g, 0.024 mmol) y la suspensidén se agité a temperatura ambiente
durante 4 h bajo atmosfera de nitrégeno. A continuacion se afiadié a la mezcla de reaccion
15 ml de diclorometano, se disolvié el crudo de reaccién y se eliminé el disolvente a vacio.
El residuo se lavé con agua acida (pH 2 — 3) y se secé a vacio. El sélido residual se decanto
en una mezcla metanol/diclorometano (25:75), se filtré y se secé al aire para dar lugar al
producto deseado (14).
RMN-'H: (400 MHz, D,0) &(ppm): 7.43 (s, 4H), 3.99 (s, 4H), 3.04 (t, J = 7.6 Hz, 4H), 1.69 (dd,
J=15.0, 7.2 Hz, 4H), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 6H).
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RMN-"*C: (101 MHz, D20), §(ppm):122.26, 49.28, 33.29, 19.10, 9.76.

Analisis Elemental (%): tedrico: C 50.66 %, H 7.4 5%, N 14.77 %, calculado: C 50.26 %, H
7.62 %, N 14.67 %.

MS-ESI (m/z): 307.1 ([M+H]").

8 7 6 5 4 3 2 1 120 100 80 60 40 20 0

Figura 9.12. Espectro de RMN-'H (izquierda) y espectro de RMN-"C (derecha) del
compuesto (14).
9.3.7. Funcionalizacion de la aminopropil silice comercial (solidos 16, 17 y 18)
La silice aminopropil comercial se secé a 100 °C en la estufa durante 1 noche antes de
proceder a su funcionalizacidn. A continuacién se suspendié en acetonitrilo (30 ml) y se
calenté a 80 °C. La cloroacetamida correspondiente se disolvié en 50 ml de acetonitrilo (en
los casos de la orto- y para-cloroacetamida se necesitd calentar a 80 °c para su disolucidn) y
se anadio a la suspensidn de la silice comercial. La mezcla se mantuvo a reflujo durante 48
h. Inmediatamente se filtrd la suspensidn y se seco el sélido al aire.
9.3.8. Sintesis de N,N’-bis(10-undecenil)-2-metilimidazolio (21)
Trietilamina (1.2 equivalentes, 7.3 mmol, 0.738 g, 1.017 ml) y 11-bromo-1-undeceno (20) (2
equivalentes, 12.2 mmol, 2.84 g, 2.66 ml) se afiadieron a una disolucién de 2-metilimidazol
(19) (6.1 mmol, 0.5 g) en tolueno (50 ml). La mezcla se agité a 90 °C durante 48 h y
transcurrido este tiempo se enfrid y se filtré para eliminar la sal de amonio formada
durante la reaccién. A continuacién el disolvente se elimind a vacio y el aceite resultante se
lavé varias veces con hexano hasta que se obtuvo el liquido idnico 21 como un polvo
amarillento (0.282 g, 56.5 %).
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RMN-"H: (300 MHz, DMSO): 6=7.733 (s, 2H), 5.877-5.716 (m, 2H), 5.024-4.878 (dd,
J,=5.017, J,=4.952, 4H), 4.156-4.039 (t, J;=4.138, J,=4.114, J3=4.090 Hz, 4 H), 2.624 (s, 3 H),
2.069-1.952 (m, 4H), 1.775-1.658 (m, 4H), 1.363-1.128 ppm (m, 24H).

RMN-"*C: (75 MHz, D,0): 6=138.284, 121.575, 113.82, 48.007, 33.498, 29.34, 28.968,
28.695, 25.758, 9.732 ppm.

Analisis Elemental (%): tedrico C 64.0, H 10.40, N 6.15; experimental: C 63.1, H 10.35, N

6.29.

150 100 50

Figura 9.13. Espectro de RMN-'H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto
(21).

9.3.9. Sintesis de N,N-bis(10-undecenil)-imidazolio (26)

El liquido idnico N,N’-bis(10-undecenil)-imidazolio (26) se sintetizé de manera analoga al
liquido idnico 21 pero en lugar del 2-metilimidazol (19) se partié del metilimidazol (25)

llevando a cabo la reaccion en tolueno, a reflujo durante 48 h y utilizando trietilamina como
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base. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se enfrid y se filtré para eliminar la
sal de amonio formada durante el transcurso de la misma. Después de eliminar el
disolvente a vacio, el residuo se lavd con hexanos y se obtuvo el compuesto 26 como un
liquido viscoso (63 %).

RMN-"H: (300 MHz, D,0): & = 7.54 (s, 3H), 5.71-5.57 (m, 2H), 4.84-4.79 (dd, J,=6, J,=6.3, Hz,
4H), 4.23-4.03 (t, J,;=10.2, J,= 10.5, Hz, 4 H), 1.88-1.77 (m, 8H), 1.13 (m, 24H).

RMN-"*C: (75 MHz, D,0): 6 = 138.58, 122.69, 114.37, 72.05, 62.48, 49.25, 33.76, 29.71,
29.69, 29.67, 29.65, 29.62, 29.61, 29.01, 6.37 ppm.

Analisis Elemental (%): tedrico C 66.2, H 10.0, N 6.18; experimental: C 61.7, H 12.97, N 5.75.

L e e
140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 9.14. Espectro de RMN-"H (arriba) y espectro de RMN-"C (abajo) del compuesto
(26).

9.3.10. Procedimiento general para la polimerizacion térmica de liposomas

La polimerizacion térmica en ausencia de oro de los liposomas a partir del liquido ionico
N,N-bis(10-undecenil)-2-metilimidazolio (21) se llevd a cabo disolviendo 77.5 mg (0.2
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mmol) del mismo en 50 ml de agua milliQ. La disolucidn se agité a temperatura ambiente
durante 1 h bajo atmdsfera de nitrégeno para permitir la auto-organizacién del monémero.
A continuacion se afiadié una cantidad catalitica de persulfato potasico (30 mg) y se agité la
disolucion durante 24 h a tres temperaturas diferentes: 40 °c, 60 °C y 100 °c. Bajo estas
condiciones, la polimerizacién se siguid por RMN-lH, ya que las sefiales correspondientes al
doble enlace van desapareciendo a medida que transcurre la polimerizacidn. Una vez
pasadas las 24 horas, se enfrid la disolucidon a temperatura ambiente y se centrifugé a 9000
rom durante 30 minutos. Después de eliminar el sobrenadante y una etapa de liofilizacion,
se obtuvo un sélido blanco (65, 68 y 72 % de rendimiento para la polimerizacién a 40 °,
60 °C y 100 °c respectivamente).

La polimerizacion que incorporaba AuNPs dentro de las esferas poliméricas se llevd a cabo
disolviendo 77.5 mg (0.2 mmol) del liquido idnico N,N"-bis(10-undecenil)-2-metilimidazolio
(21) en 40 ml de agua y agitando durante 1 h bajo atmdsfera de nitrégeno esta disolucidn
para facilitar la auto-organizacion del mondémero. Por otra parte, 0.016 g (0.04 mmol) de
HAuCl, se disolvieron en agua milliQ y se afiadieron a la disolucion y se agit6é a temperatura
ambiente durante 30 minutos mas. A continuacién se afiadid una cantidad catalitica de
persulfato potasico (30 mg) y 70 mg de acido ascérbico como agente reductor para la
formacion de las AuNPs. La mezcla se agité a 40 °C durante 24 h. A continuacién, la
disolucién se centrifugd y tras eliminar el sobrenadante se liofilizd para dar lugar a las
esferas poliméricas (0.0332 g, 53.5 %).

9.3.11. Procedimiento general para la polimerizacion fotoquimica de liposomas

La polimerizacion fotoquimica se llevd a cabo irradiando las muestras con luz UV a través de
un tubo transparente de cuarzo bajo atmdsfera de nitrégeno. El liquido iénico N,N -bis(10-
undecenil)-2-metilimidazolio (21) (0.16 mmol, 0.062 g) se disolvié en 15 ml de agua y se
agitdé durante 1 h a temperatura ambiente para favorecer la auto-organizacion de este
mondmero en agua. A continuacion se afiadié a la disolucion HAuCl, (0.016 mmol, 0.008 g)
disuelto en agua (5 ml) y se agitd la mezcla durante 30 minutos mas. Una vez transcurrido
este tiempo se adiciond 2-hidroxi-4’-(2-hidroetoxi)-2-metilpropiofenona (22) (0.32 mmol,
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0.066 g) disuelto en 20 ml de agua. La disolucién se irradié durante 12 h y el proceso de
polimerizacién se monitorizé mediante RMN-'H hasta que las sefiales correspondientes al
doble enlace C = C desaparecieron. Una vez se terminé de irradiar la disolucién se lavo con
diclorometano (3 x 40 ml) y la fase acuosa se redujo mediante evaporacion a vacio hasta 10
ml aproximadamente. La disolucion residual se liofilizd y se obtuvo un polvo que
presentaba el color caracteristico de las nanoparticulas de oro (0.035 g, 45.2 %).Siguiendo
el mismo procedimiento se prepararon dos muestras analogas en las que la concentracion
de liquido idnico (21) y de 2-hidroxi-4’-(2-hidroetoxi)-2-metilpropiofenona (22) se
mantuvieron constantes mientras que la proporcién entre liquido idnico 21" y AuCl, se
varié como se indica a continuacion: 0.016:0.032, 0.016:0.064.

En el caso de la sintesis de liposomas sin AuNPs, se procedié de manera analoga pero sin la
etapa de incorporacién de HAuCl,.

9.3.12. Polimerizacién de los complejos entre los liquidos ionicos 21y 26 y CB[7] y CB[8].
Antes de llevar a cabo la polimerizacién de los complejos entre los liquidos idnicos 21 y 26
con CB[7] y CB[8], se prepararon los sistemas hospedador-huésped, mediante la disolucién
en 50 ml de agua milliQ de 77.5 mg (0.2 mmol) y 74.8 mg (0.2 mmol) de los liquidos idnicos
21 y 26 respectivamente. A continuacion se afadieron 0.025 mmol de CB[7] y CB[8] y cada
disolucion se agité a 40 °C durante 92 h bajo atmdsfera de nitrégeno. Una vez transcurrido
este tiempo se afiadié una cantidad catalitica de persulfato potasico (30 mg) y se agité la
disolucién a 40 °C 24 h mas.

9.3.13. Sintesis del fotocatalizador de TiO, (28) Au/TiO, (29) usando alginato como agente
plantilla

Para la sintesis de los fotocatalizadores usando alginato como agente plantilla se disolvié 1
g de alginato (27) en 100 ml de agua milliQ. En el caso de los materiales que incorporaban
oro, este se incorporé como HAuCl, (8 mg, 4 mg, 2 mg, 1 mg y 0.5 mg) al agua milliQ antes
de afiadir el alginato (27). A continuacidn, la disolucién de alginato (27) conteniendo o no
oro, se precipitdé gota a gota, sobre 100 ml de una disolucién 0.32 M de TiO(SO,). Las

esferas de hidrogel obtenidas se agitaron magnéticamente durante 2 h. A continuacién se
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procedié a la deshidratacion de las mismas mediante lavados de 30 minutos con mezclas
etanol/agua en las que se disminuia el contenido en agua a medida que se aumentaba el
contenido en etanol. La composicion de estas mezclas H,O/EtOH fue la siguiente: 100/0,
90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 10/90 y 0/100. Las esferas de alcogel se secaron con CO, en

.. - S les . . 0
condiciones supercriticas antes de la ultima etapa de calcinacién a 450 "C.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos y a la vista de los resultados obtenidos se pueden

llegar a las siguientes conclusiones:

1. La formacidn de complejos entre colorantes triciclicos fluorescentes y CBs sirve
para desarrollar una matriz de sensores donde el andlisis de la respuesta conjunta
de toda la matriz sirve para identificar y determinar la concentracién en un rango
UM de sales de amonio cuaternario y aminoacidos disueltos en agua. Ademas es
posible diferenciar los aminodcidos de los dcidos carboxilicos y aminas
estructuralmente relacionadas.

2. Se ha desarrollado una matriz de sensores que permite la deteccion vy
cuantificacién del y-hidroxibutirato en disoluciones acuosas siendo Ia
caracteristica principal de este sensor la presencia de un co-solvente. Se ha
racionalizado este hecho considerando que la asociacién entre el GHB anidnico y el
colorante triciclico positivo asociado al CB[n] se ve desfavorecida en agua debido a
su alta capacidad de solvatacion, haciendo posible la presencia de un co-solvente,
la asociacion entre analito y sensor que eventualmente conducen al fendmeno de
deteccidn.

3. Se han establecido las constantes de asociacién de CBs con anilidas con estructura
de a-amino acetanilida. El anclaje sobre un solido siliceo insoluble de andlogos con
estructura de acetanilida similar permite la transferencia de CBs de la disolucion
acuosa al solido, siendo mas eficiente el proceso cuando la constante de formacion
del complejo es mas elevada.

4. Los liquidos idnicos con estructura de imidazolio simétricamente sustituidos por
grupos w-alquenilo sufren un proceso de auto-ensamblaje para dar lugar a
liposomas y vesiculas donde una membrana encierra un vacio en su interior. La
polimerizacién de los grupos vinilo terminales hace posible mantener la morfologia

de estos liposomas. El uso de AuCl, ha hecho posible la preparacion de AuNPs en
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el interior de estas vesiculas, siendo este sistema moderadamente activo como
catalizador para promover la oxidacion aerdbica de alcohol bencilico.

5. Los liquidos idnicos con estructura de imidazolio simétricamente sustituidos por
grupos w-alquenilicos forman complejos con CB[7] y CB[8] siendo la fuerza
termodindmica impulsora de los mismos la hidrofobicidad de las cadenas
alguenilicas que tienden a acomodarse en el interior de las capsulas de CB[n]. Esta
interaccién hidrofébica se ve modificada en el proceso de auto-ensamblaje que es
responsable de la destruccién del complejo de los liquidos idnicos con el CB[7]. En
el caso del CB[8] estos complejos de inclusidn no se ven totalmente destruidos
durante la formacién de los liposomas.

6. Se ha preparado un oOxido de titanio nanoparticulado que muestra actividad
fotocatalitica para la generacion de hidrégeno a partir del agua mediante
iluminacién con luz solar. Este dxido de titanio se obtiene por calcinacidon de un
material precursor en el que se produce la complejacion del catidn titanilo con los

restos anionicos de los acidos manurdnico y glucurdnico presentes en el alginato.
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El auto-ensamblaje donde debido a la interaccién con el disolvente moléculas de un
compuesto anfifilico se asocian espontdneamente es un proceso general que puede servir
para la preparacion de entidades supramoleculares de gran tamafio con aplicacién en la
preparacién de materiales tanto dispersos en fase liquida como sélidos insolubles. Por otra
parte la asociacién supramolecular puede ocurrir también entre moléculas diferentes y
cuando una de ellas es una cdpsula molecular esta puede albergar en su interior una

molécula de tamafio inferior al de su abertura.

Los CB[n] son oligdmeros ciclicos de unidades de glicol uril unidas por puentes metileno
que definen una cavidad en forma de calabaza hueca que permite alojar en su interior
moléculas de colorantes fluorescentes (Capitulos 3 y 4). En la presente tesis doctoral se ha
desarrollado una matriz de sensores para sales de amonio cuaternarias (Capitulo 3), a-
aminodcidos (Capitulo 3) y acido y-hidroxibutirico (Capitulo 4) que es capaz de identificar el
compuesto organico, determinar su estructura y cuantificar su cantidad en un rango de
concentraciones basandose en los cambios en la imagen de estas matrices de sensores

cuando son iluminadas con luz visible o ultravioleta.

De la misma manera los CBs pueden también formar complejos con acetanilidas
conteniendo grupos aminopropil (Capitulo 5) y uno de los objetivos de la presente tesis
doctoral sera el anclaje de unidades con estructura de acetanilido en la superficie de silice
de gran drea superficial por derivatizacion de grupos NH, en la silice aminopropil. Se
pretende determinar si estos sdlidos pueden adsorber cantidades significativas de CB[n] y si
esta adsorcion es especifica y derivada de la formacién de complejos huésped-hospedador
o si por el contrario la contribucion mas relevante a la adsorcion deriva de interacciones no

especificas tales como puentes de hidrégeno o fuerzas dipolares.

En la presente tesis doctoral se va a sacar ventaja del auto-ensamblaje de liquidos idnicos
con estructura de imidazolio simétrico sustituido con dos grupos w-alquenilo para formar

liposomas que posteriormente se someteran a polimerizacion radicalaria a fin de mantener
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la morfologia de las vesiculas (Capitulo 6). Estos liposomas podran contener o no
nanoparticulas de oro y en este ultimo caso interés por determinar las propiedades

cataliticas de las mismas para la oxidacion aerdbica de alcoholes.

Otro tema de interés serd establecer como el proceso de auto-ensamblaje, originado por la
interaccidon entre moléculas idénticas que tiene lugar por encima de la concentracion critica
de auto-ensamblaje influye en la asociacién supramolecular entre liquidos idnicos con
estructura de imidazolio y cucurbituriles (Capitulo 7) ya que tanto en el proceso de auto-
ensamblaje como en el deformacidn del complejo de inclusidn operan fuerzas de naturaleza

hidrofébica que pueden competir entre si.

Por ultimo el ensamblaje entre iones inorganicos y biopolimeros naturales se empleara para
pre-organizar los precursores inorgdnicos de manera que cuando estos sufran
polimerizacién el biopolimero actlie como agente plantilla controlando el tamafio de las

particulas inorganicas formadas (Capitulo 8).

El objetivo general de la presente tesis doctoral es estudiar procesos de agregacion que
ocurren de manera espontdnea en el seno de disoluciones acuosas y que dan lugar a la
formaciéon de complejos supramoleculares huésped-hospedador o a la formacién de
entidades supramoleculares de tipo liposomas. Estos estudios sirven para el desarrollo de
sensores colorimétricos o fluorimétricos para la preparacion de sodlidos adsorbentes
selectivos, para la formacién de liposomas con potencial actividad catalitica o para la
preparacién de materiales inorgdnicos nanoparticulados que posean propiedades

mejoradas frente materiales analogos preparados sin el empleo de agentes plantilla.
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The self-assembly phenomena where, due to the interaction with the solvent, molecules of
an amphiphillic compound are associated spontaneously, is a general process that can be
used for the preparation of supramolecular entities of great size with application in the
preparation of materials either dispersed in liquid phase or either as not soluble solids. On
the other hand the supramolecular association can also take place between different
molecules and when one of them is an organic capsule it can hosts in its interior a molecule

of lower size than its opening.

The CB[n] are cyclic oligomers of glycoluril units bridged by methylene groups that define a
cavity like a hollow pumpkin that allows to locate in its interior molecules of fluorescent
dyes (Chapters 3 and 4). In the present thesis it has been developed a sensor array for
quaternary ammonium salts (Chapter 3), a-amino acids (Chapter 3) and y-hydroxybutiric
acid (Chapter 4) that is able to identify the organic compound, to determine its structure
and to quantify its amount in a range of concentrations based on the changes in the image

of these arrays when they are illuminated with visible or ultraviolet light.

In the same way, CBs can also form complexes with acetanilides containing aminopropyl
groups (Chapter 5) and one of the objectives of the present thesis will be the anchorage of
units with acetanilido structure on the surface of silica with high superficial area by means
of the derivatization of NH, groups in the commercial silica. The aim is try to determine if
these solids could adsorb significant amounts of CB[n] and if this specific adsorption is
derived from the formation of host-guest complexes or if the highest contribution to the

adsorption is due to nonspecific interactions such as dipole forces or hydrogen bridges.

In this thesis we will take profit from the self-assembly of symmetrical imidazolium ionic
liquids substituted with two groups w-alkenyl to form liposomes that will be later
submitted to radical polymerization in order to maintain this morphology (Chapter 6).
These liposomes will be able to contain or not gold nanoparticles and in the first case we

will determine the catalytic properties of these nanoparticles for aerobic alcohol oxidation.
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Another subject of interest will be to establish how the self-assembly, originated by the
interaction between identical molecules that takes place above the critical self-assembly
concentration influences the supramolecular association between imidazolium ionic liquids
and cucurbiturils (Chapter 7) since as it occurs in the self-assembly process in the formation

of the inclusion complex the operating forces also have an hydrophobic nature.

Finally the assembly between inorganic ions and natural biopolymers will be used to pre-
organize inorganic precursors so that when the biopolymer is polymerized acts like a

templating agent controlling the size of the inorganic particles formed (Chapter 8).

The main goal of the present thesis is to study aggregation processes that occur in a
spontaneous way in water solutions and that give rise to the formation of supramolecular
host-guest complexes or to the formation of supramolecular entities as liposomes. These
studies are used to develop colorimetric or fluorometric sensors, to prepare selective
adsorbent solids, for liposome formation with potential catalytic activity or for the
preparation of inorganic materials containing metallic nanoparticles that have improved

properties than similar materials prepared without the use of templating agents.
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L'auto-enssamblatge on la interaccié amb el dissolvent de molecules d'un compost anfifilic
s’associen espontaniament és un procés general que pot servir per la preparacié d’entitats
supramoleculars amb aplicacié en la preparacié de materials dispersos tant en fase liquida
com a solids insolubles. D'altra banda I'associacié supramolecular també pot océrrer entre
diferents molécules i quan una d'elles és una capsula organica pot allotjar al seu interior

una molécula de dimensions menors a la seua obertura.

Els CBs son oligomers ciclics d’unitats glicoluril connectades per ponts metilé que defineixen
una cavitat en forma de carabassa amb capacitat per a contenir molécules fluorescents
(Capitols 3 i 4). En aquesta tesi s’ha desenvolupat una matriu de sensors per a sals d'amoni
quaternari (Capitol 3), a-aminoacids (Capitol 3) i acid y-hidroxibutiric (Capitol 4) que és
capag d'identificar el compost organic, determinar la seua estructura i quantificar la seua
concentracié en una gamma de concentracions sobre la base dels canvis en la imatge

d'aquestes matrius de sensors quan que s’il-luminen amb Ilum ultravioleta o visible.

De la mateixa manera els CBs també poden formar complexos amb acetanilides que
contenen grups a aminopropil (Capitol 5) i un dels objectius de la present tesi sera
I'ancoratge d'unitats amb I|'estructura de acetanilido a la superficie d’una silice d'elevada
area superficial per derivatitzacid dels grups NH, de la silice aminopropil. L’ objectiu és
determinar si aquests solids poden conservar quantitats significatives de CB[n] i si aquesta
adsorcié és especifica i deriva de la formacié del complex amfitrid - hoste o si per contra la
contribucié més rellevant de I'adsorcié es deriva d'interaccions no especifiques com ponts

d'hidrogen i forces dipolars.

En aquesta tesi s’aprofita 'auto-enssamblatge de liquids ionics amb estructura d’imidazolio
amb dos grups cadenes w-alquenil per formar liposomes, que posteriorment seran
polimeritzats via radicals per tal de mantenir la morfologia de vesicules (Capitol 6). Aquests
liposomes podrien contenir o no nanoparticules d'or i en el primer cas es determinarien les

propietats catalitiques de les nanoparticules per a I'oxidacid aerobica d'alcohol.
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Un altre tema d'interes establira com el procés de l'auto-enssamblatge, causat per la
interaccioé entre molecules idéntiques que es produeix per damunt de la concentracid critica
d’auto-enssamblatge influéncia I'associacié supramolecular entre liquids idnics amb
I'estructura de imidazolio i cucurbiturils (Capitol 7) ja que tant en el procés d’auto-
enssamblatge com en la formacié de complexes de inclusié operen forces de natura
hidrofobica de manera que tant el fenomen de auto-enssamblatge con la formacié de

complexos competeixen I'un amb I'altre.

Finalment s'utilitzara 'associacié entre ions inorganics i bio-polimers naturals sera d’utilitat
per pre-organitzar precursors inorganics de manera que quan es polimeritza el bio-polimer
aquest actua com agent plantilla i aixi es controla la mida de les particules inorganics

formades (Capitol 8).

L'objectiu general d'aquesta tesi és estudiar processos d'agregacié produits
espontaniament en el si de les solucions aquoses i que donen lloc a la formacié de
complexos supramoleculars hoste-amfitrio o la formacié d'entitats supramoleculars com
liposomes. Aquests estudis serveixen com per al desenvolupament de sensors colorimétrics
o fluorimetrics, per a la preparacié de solids adsorbents selectius, per a la formacié de
liposomes amb potencial activitat catalitica o per a la preparacié de materials inorganics
nanoparticulats posseint propietats millorades front a un material similar preparat sense

I'is d'agents plantilla.
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