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1. INTRODUCCION.



1.1 FOTOQUIMICA: ASPECTOS GENERALES.

La fotoquimica es la ciencia que estudia tanto las transformaciones quimicas como
los procesos fisicos, producidos tras la absorcién de fotones por parte de las moléculas. El
intervalo de longitudes de onda de la radiacién empleada, abarca desde el UV-Vis (180-
780 nm) hasta el IR cercano (780-2500 nm). [1]

Los dos principios fisicos por los que se rige la fotoquimica son:

- La primera ley de la fotoquimica, o principio de Grotthus-Draper, que enuncia que para
que una molécula dé a lugar una reaccion fotoquimica tiene necesariamente que absorber
radiacion. La energia proveniente de la irradiacion es absorbida selectivamente gracias a
los cromoéforos, grupos funcionales de la molécula que contienen electrones de valencia
con energias de excitacion relativamente bajas, tales como anillos aromaticos, dobles
enlaces conjugados, grupos carbonilo, etc.

- La segunda ley de la fotoquimica, o principio de Stark-Einstein, afirma que por cada
fotén absorbido tinicamente se activa una molécula para sufrir una reaccién posterior. [2]

Inicialmente, la molécula se encuentra en un estado electrénico no excitado (So).
Todo comienza cuando la molécula absorbe radiaciéon (Absorcién) y promociona sus
electrones hasta niveles vibracionales méas elevados de un excitado singlete de energia
superior (Sn). A partir de aqui, pueden ocurrir dos tipos de procesos: fotofisicos y
fotoquimicos. El diagrama de Jablonski ilustra estos procesos (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski simplificado.



PROCESOS FOTOFISICOS: Abarcan todas aquellas transiciones que convierten un estado
excitado en otro estado excitado diferente.

Los procesos fotofisicos pueden clasificarse en dos grupos: radiativos y no radiativos.

- Transiciones radiativas:

En éstas, la molécula absorbe o emite radiaciéon electromagnética.

Absorcion S-S (So + hv — Sy): Caracterizada experimentalmente por el coeficiente de
absortividad molar (¢). Este proceso transcurre en un tiempo de aproximadamente
10-1%s.

Emisién de fluorescencia (51 — So + hv): Transicién permitida y caracterizada por
una constante de velocidad kf con valores entre 10-19-107 s. Pérdida de la energia
electrénica a consecuencia de la emisién de un fotén.

Emisién de fosforescencia (T1 — So + hv): Transicién hacia el estado fundamental
prohibida y caracterizada por una constante de velocidad k, con valores entre 10 -
1 s. Al ser una transicion prohibida, los tiempos de vida de los estados excitados
tripletes son considerablemente mas largos que los del singlete.

- Transiciones no-radiativas:

La molécula en un estado excitado se convierte en otro estado excitado sin emision de

radiacion electromagnética.

Conversién interna (CI): Transiciones entre estados excitados de la misma
multiplicidad de spin (51 — So + Q) caracterizadas por una constante kic con
valores entre 10-1-10° s. Cuanto menor sea la diferencia de energia entre los
estados excitados, mayor es la eficiencia de CI.

Cruce entre sistemas (CIS): Transiciones prohibidas entre dos niveles vibracionales
con diferente multiplicidad de spin (51 — T1 + Q, o bien, Ti1 — So + Q)
caracterizadas por una constante ks con valores comprendidos entre 10-10-108 s.
Otro tipo de transicion no-radiativa que ocurre entre estados vibracionales de un
mismo estado electrénico es la relajacion vibracional (RV). A temperatura
ambiente, esta disipacion de energia, se produce en un tiempo de alrededor 10-12s.

PROCESOS FOTOQUIMICOS: Son aquellas transformaciones quimicas producidas a
partir de un estado excitado, tanto singlete como triplete. Implican una modificacién de la

estructura de la molécula, o su reaccién con otras del medio. [1,3]



1.2 ISOMERIZACION CIS-TRANS DE ESTILBENO

El estilbeno es un compuesto orgédnico perteneciente a la familia de los
diariletilenos, que tiene la capacidad de isomerizarse (cis-trans) fotoquimica o
térmicamente de forma reversible. Este proceso de isomerizacién va acompanado de un

cambio muy notable en su geometria espacial.

La isomerizacion cis-trans del estilbeno, y sus analogos sustituidos, ha sido objeto de
numerosos estudios a lo largo de muchos afios, por su estabilidad térmica y quimica, y
disponibilidad comercial, llegando a constituir un modelo de estudio para la
isomerizacion de las olefinas cis/ trans.

1.2.1 Isomerizacion térmica

Para que ocurra la isomerizacién térmica cis-trans debe superarse la barrera
energética de rotaciéon del enlace n del C=C, que posee un valor aproximado de 60
kcal/mol. Otro factor a tener en cuenta es la estabilidad termodindmica de los dos
isomeros: el isémero trans-estilbeno es termodindmicamente mas estable que el cis-
estilbeno, con una diferencia de aproximadamente 4,5 kcal/mol.

El equilibrio térmico en la isomerizacion estard mas desviado hacia la formacion del trans,
ya que en su estado fundamental, éste posee menor energia.

La isomerizacién en estado liquido del cis-estilbeno a trans-estilbeno requiere
temperaturas elevadas para conseguir cierta conversion. A temperaturas inferiores a 200°C
el grado de conversion es demasiado pequefio y muy lento, sin embargo, aumentando
ligeramente la temperatura hasta 214°C se consigue mejorar la conversién entre un 7% y
un 9% en 20 horas.

El problema surge cuando se sigue aumentando la temperatura. Un aumento
considerable de la temperatura favorece el grado de descomposicion de la molécula, tanto
del cis como del trans. [4] Otros autores afirman haber conseguido mejores ratios de
conversion empleando catalizadores como yodo molecular, sodio o peréxido de nitrégeno.
[5] Se ha llegado a la conclusién de que esto es debido al cardcter paramagnético de estas
moléculas, que interaccionan con los cuatro electrones del doble enlace.

1.2.2 Fotoisomerizacion por irradiacién directa

La isomerizacion fotoquimica, o fotoisomerizacién, del cis-trans estilbeno es un tipo
de reaccion fotoquimica que ocurre a partir de un estado excitado, tanto singlete como



triplete. Para el caso del singlete, la fotoisomerizacion parte del estado excitado singlete de
menor energia, el S, siendo para el trans 119 kcal/mol y el cis 115 kcal/mol (Figura 2). Los
estados excitados S1 formados a partir de los estados fundamentales, giran un angulo de
25° para el cis y 13° para el trans-estilbeno. Ademads, el doble enlace C=C sufre una
elongacion, y la distancia entre los carbonos aumenta un 4,5%. [6]
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Figura 2. Diagrama de Jablonski para la fotoisomerizacién por irradiaciéon directa a partir
del singlete

Ambos estados excitados Si se relajan rdpidamente dando lugar a una especie
zwitterionica intermedia, llamada “phantom” (1*p), mucho menos energética. Por
conversion interna, el “phantom” regresa al estado fundamental So (1p), que decae
equitativamente a los estados fundamentales de los isémeros cis/ trans.



Una pequefia proporcion del estado Si1 del trans regresa al isémero trans emitiendo
fluorescencia, sin embargo, desde el estado S1 del cis practicamente no se observa emisién
de fluorescencia, lo que indica que una parte sigue otro proceso distinto a la formacién del
“phantom”. Parte del cis-S1 puede sufrir una reorganizacién electrociclica, y generar el
compuesto 4a, 4p-dihidrofenantreno (DHP) que se oxidara a fenantreno (Figura 3).

- A
: cis*® S1

DHP*

DHP '
(l‘) So

N0\ Nye Ve

Figura 3. Reorganizacién electrociclica del cis-Si.

El modelo de fotoisomerizacion a partir del estado excitado triplete (para el trans 48
kcal/mol y cis 57 kcal/mol) no muestra mucha diferencia con respecto a la producida a
partir del singlete. La mayor diferencia se encuentra en que el “phantom” en el estado
triplete es biradical mientras que el “phantom” del singlete es zwitterionico. No se observa
emision de fosforescencia y la relajacién no radiativa da resultados muy parecidos a los
obtenidos desde el singlete [6, 7, 9-13]

El proceso de isomerizacion puede verse afectado por varios factores:
e La temperatura, la polaridad y viscosidad del disolvente pueden afectar a la
fotoisomerizacion. La competencia entre la fluorescencia y la isomerizacion cis/trans
es extremadamente sensible a ligeras variaciones de estas magnitudes.



e Sise trata de un derivado sustituido del estilbeno (normalmente los sustituyentes se
encuentran localizados en las posiciones 4 o 4,4"), la naturaleza de éste afectara al
estado excitado desde el que se produce la isomerizacién. Es decir, los derivados
alquilicos y alcoxidos tienden a realizan la isomerizaciéon a partir del estado
excitado singlete, mientras que el grupo nitro a partir del triplete. [4,5]

1.3 ISOMERIZACION FOTOSENSIBILIZADA
1.3.1 Sensibilizadores

Un sensibilizador fotoquimico, o fotosensibilizador, es una especie quimica capaz
de promover una transformacién fotoquimica o fotofisica (proceso de fotosensibilizacion),
al absorber la radiacién y, desde el estado excitado, transferir su energia de excitacion a las
moléculas reaccionantes (por ejemplo, generacién de estados tripletes inaccesibles por
excitacion directa) sin experimentar cambio alguno.

Para llevar a cabo un proceso fotosensibilizado con éxito, hay que tener en cuenta ciertas
caracteristicas del fotosensibilizador:
e El valor de energia de singlete o triplete debe ser mayor que el de la molécula
reaccionante.
e Debe absorber intensamente a una longitud de onda distinta de la que absorbe la
molécula reaccionante.

e Debe poseer baja reactividad quimica. [1,3]

Los procesos de sensibilizacién pueden clasificarse en dos: transferencia electrénica y
transferencia de energia.

1.3.2 Isomerizacion fotosensibilizada mediante transferencia electronica

En la transferencia electrénica, el estado singlete o triplete del sensibilizador
interacciona con el estado fundamental del sustrato sensibilizado. En ésta interaccién se
produce una transferencia de un electrén de un sustrato a otro.

Dependiendo de la naturaleza de la molécula y del fotosensibilizador, aceptora
(oxidante) o dadora (reductora), la transferencia del electréon puede producirse, o bien
desde el sustrato al sensibilizador, o al revés, del sensibilizador al sustrato.
Independientemente de ello, el proceso de transferencia electrénica generard un cation-
radical y un anién-radical, que se verdn fuertemente afectados por el medio en el que se
encuentren, polaridad, temperatura, interferentes, etc.



La termodindmica de la reaccién esta determinada por la variacién de energia libre,
AG; controlada por los potenciales de reduccion y oxidacion de las especies que
intervienen y las energias de los estados excitados, bien sea singlete o triplete, de las
moléculas que absorben luz. En este contexto, la ecuacion de Rehm-Weller permite
averiguar si un proceso es (AG<0, exergonico) o no (AG>0, endergénico) esponténeo.

AG(kcal/mol) =-23,06 * [E(dador) - E(aceptor) + (2,6/¢) - 0,13] - E(S1 6 T1)
Ecuacion 1. Ecuacién de Rehm-Weller.

Muchas isomerizaciones de estilbenos a partir del estado triplete se han llevado a
cabo mediante procesos de transferencia electrénica oxidativa empleando sales de pirilio
(pirilio y tiopirilio) en disolucién [14,15] y en medios confinados [16]. También se ha
empleado fluorenona [17] y benzofenonas [18] para llevar a cabo ensayos similares.

Sensibilizador aceptor S h—v> g+ M G- M+
ey eq. hv * M o
Sensibilizador dador S —» & — 3 gtM--

Figura 4. Proceso de transferencia electrénica oxidativa y reductiva.

1.3.3 Isomerizacion fotosensibilizada mediante transferencia de energia

En la transferencia de energia, el estado excitado, habitualmente, triplete, aunque
puede darse desde el singlete, de una molécula dadora (S) se desactivara al transferir esa
energia a una molécula aceptora (M) que alcanzara un estado excitado triplete.

s — ™ 4, 15 M L 1M — , Procesosde singlete

CIS CIS

3G — M sM —— » Procesos de triplete

Figura 5. Proceso simplificado de transferencia de energfa.

Para que ello se produzca, la molécula dadora debe contar con un valor de Er
mayor que la de la aceptora, en nuestro caso cis/ trans-estilbeno, y transferira su energia a
éste altimo generando su estado excitado triplete. [3]



Ademads, dependiendo de cuanto mayor sea el valor de la energia triplete del
fotosensibilizador la ratio cis/trans se vera afectada.

s — ™ 4, g __CS , g TS , 575 L TS

|

3¢S —— > (S

Figura 6. Irradiacion fotosensibilizada del cis/ trans-estilbeno.

1.3.4 Acido 9-Carbazolacetico (CBZ-CH>-COOH)

El acido 9-carbazolacético es una de las moléculas escogidas para realizar ensayos
de fotosensibilizacién. Es un derivado del carbazol (CBZ), una molécula cuya fotofisica
comenzé a estudiarse en 1980, [19] y que actualmente estd bien descrita. Sin embargo, las
propiedades de su derivado no lo estan, pero se ha comprobado que los derivados N-
sustituidos presentan una energia de triplete ligeramente inferior a su precursor, por
ejemplo, la Et del carbazol esté entre 68-70 kcal/mol, mientras que su derivado N-metil en

66 kcal/mol y N-acetil en 64 kcal/mol. [20]
O

OH

Figura 7. Estructura del acido 9-carbazolacético.

1.3.5 Suprofeno (SPF)

El suprofeno (SPF) es un antiinflamatorio no esteroideo (AINEs), con propiedades
fotosensibilizadoras, perteneciente al grupo de los acidos 2-arilpropionicos. Es un farmaco
empleado para tratar los dolores y reducir la inflamacién causada por la artritis
reumatoide, el reima y diversas lesiones musculares, actia bloqueando la enzima COX,
inhibiendo la produccién de prostaglandinas.



\ |

OH

Figura 8. Estructura del suprofeno (SPF).

Muchos farmacos de este tipo son capaces de fotosensibilizar reacciones adversas,
en la piel de los pacientes, cuando se exponen a la luz solar durante el tratamiento,
desencadenando algan tipo de fototoxicidad. [21,22]

El suprofeno es una de las moléculas seleccionadas para llevar a cabo la
isomerizacion de trans-estilbeno a través de un proceso de transferencia de energia. Su
estado triplete tiene cardcter nn* con una energia de 58 kcal/mol. A partir del primer
estado excitado triplete, el SPF sufre descarboxilacién, dando lugar a diversas especies
intermedias. Este proceso se ve favorecido por la temperatura, que aumenta la ratio de
degradacion del triplete. [23]

1.4 MEDIOS CONFINADOS

1.4.1 Acidos biliares.

Los 4acidos biliares (AB) son un grupo de compuestos solubles en agua
pertenecientes a la familia de los esteroides, biosintetizados a partir de la degradacién
metabdlica del colesterol en los hepatocitos del higado.

Su estructura general consta de un esqueleto de 17 carbonos de
ciclopentanoperhidrofenantreno, y una cadena alifatica de 5 carbonos que termina con un
grupo carboxilico. Las mayores diferencias estructurales entre los &cidos biliares se
encuentran, en el nimero de grupos hidroxilo (uno, dos o tres) y en la orientacién en el
espacio de los mismos.

Los AB se dividen en dos grupos: primarios y secundarios. Los primarios se

obtienen directamente del metabolismo del colesterol. Estos, habitualmente, se encuentran
conjugados con la glicina o la taurina, formando un enlace amida en el grupo carboxilico
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terminal. La desconjugaciéon de los productos formados del proceso anterior y la
deshidroxilacién en el carbono C-7, da lugar a los &cidos biliares secundarios.

Colico (CA) OH OH OH
Desoxicoélico (DCA) OH H OH
Quenodesoxicdlico (CDCA) OH OH H
Ursodesoxicoélico (UCA) OH OH(P) H
Litocdlico (LCA) OH H H

Figura 9. Estructura bésica de los acidos biliares.

Una fusion poco habitual de los anillos A y B en cis, provoca que los grupos
hidroxilos queden orientados hacia la cara céncava (a) de la molécula, haciendo que
adquiera caracter hidrofilico (parte polar), mientras que hacia la cara convexa (3) quedan
orientados los grupos metilo y la cadena alifatica, otorgando a la cara [} carécter
hidrofébico (parte apolar), convirtiendo a los acidos biliares en moléculas anfifilicas. [24]

1.4.1.1 Acido célico

El &cido célico es un &cido biliar directamente biosintetizado a partir del
catabolismo del colesterol, por lo que es un 4cido biliar primario. Posee tres grupos
hidroxilos en la cara a; uno en el carbono C-3, otro en el C-7, y otro en el C-12, por lo que
es el tnico trihidroxilico de todos los acidos biliares. Es uno de los mas abundantes en la
bilis humana (31%).
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1.4.1.2 Acido desoxicolico

El acido desoxicdlico es un &acido biliar secundario sintetizado a partir de la
glicodesconjugacion o taurodesconjugacién, y de la posterior deshidroxilacién, mediante
la enzima 7a-hidroxilasa, del C-7 del 4cido célico.

1.4.1.3 Acido quenodesoxicélico

El 4cido quenodesoxicdlico es un acido biliar primario. Es el mds abundante en la
bilis humana (45%). Se diferencia del 4cido célico en que ha sufrido un deshidroxilacién en
C-12., causada por la enzima 12a-hidrolasa.

1.4.1.4 Acido taurocélico

El 4cido taurocélico es un derivado del acido coélico conjugado mediante unién
peptidica con la taurina en el C-17. Forma parte de los &cidos biliares primarios. La
desconjugacién del aminoécido daré lugar a un 4cido biliar secundario, dependiendo de la
enzima con la que interaccione en el tracto intestinal.

NH

R,

Figura 10. Estructura del acido taurocélico
1.4.2 Funciones fisiol6gicas de los acidos biliares

Las funciones fisiolégicas de los acidos biliares en el organismo son muy variadas,
incluyen la emulsificacion de las grasas facilitando su accesibilidad a las lipasas, permiten
una mejor absorcién de las vitaminas liposolubles (A, K, D y E), evitan la precipitacién del
colesterol en la vesicula biliar, ya que su sintesis implica un correcto funcionamiento del
mecanismo de degradacién y eliminacion del colesterol, son inhibidores de la colinesterasa
y propician una mejor absorcion del hierro.

12



1.4.3 Agregados de derivados de acidos biliares

Debido a la anfifilia previamente descrita, tienen tendencia a autoasociarse entre
ellos dependiendo de a qué concentraciones se encuentren.
Estd documentado que cuando se supera la concentraciéon micelar critica (CMC)
forman diferentes agregados:
e A concentraciones muy bajas, los acidos biliares estardn en disolucién, no hay
agregacion.
e A concentraciones bajas, la interaccién entre las caras  de unos pocos monémeros
(hasta 10 moléculas) forman los llamados agregados primarios.
e A medida que la concentraciéon de los monémeros aumenta, también lo hace la
autoasociacion, formando los agregados secundarios.

Sin embargo, ciertos investigadores afirman que la formacién de los agregados es
progresiva y no tiene en cuenta el valor de la CMC. [25-28]

o )
H ) e
- 3
o

Figura 11. Niveles de autoasociacion de los acidos biliares.

Debido a la capacidad que poseen los 4cidos biliares de formar agregados y a la
funcion de solubilizacion de lipidos que llevan a cabo, se esta empezando a contemplar la
posibilidad de usarlos como transportadores de farmacos poco solubles. Existen estudios
que indican que esta aplicacion ya se ha probado con P-bloqueantes, benzodiacepinas o
morfina. [29, 30-32]

1.5 ISOMERIZACION FOTOSENSIBILIZADA DE ESTILBENO EN MEDIOS
CONFINADOS.

Al conocerse muy bien el mecanismo de isomerizacién de estilbenos, se han
incluido en el estudio del comportamiento de reacciones sencillas dentro de estructuras
supramoleculares como cavitandos, dendrimeros y resorcinarenos. En ellos se han llegado
a reacciones como dimerizaciones y deteccion de fluorescencia en el interior de estos
compuestos. [33-35].

13



14



2. OBJETIVOS.
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Durante la realizacion de este proyecto se marcaron como objetivos principales:

Explorar la influencia de la polaridad del disolvente en la fotoisomerizacién por
irradiacion directa de cis/trans-estilbeno.

Explorar la influencia de wun entorno poco polar y semirrigido en la
fotoisomerizacion por irradiacion directa de cis/trans-estilbeno empleando para ello

la encapsulaciéon en agregados de diferentes acidos biliares.

Investigar la contribucion térmica a la fotoisomerizacion por irradiacion directa de
cis/trans-estilbeno.

Estudiar la isomerizacion fotosensibilizada intermolecular de trans-estilbeno
empleando &cido 9-carbazolacético como fotosensibilizador.

Preparar una diada de trans-estilbeno y acido 9-carbazolacético para estudiar la

isomerizacion fotosensibilizada intramolecular.

Investigar el mecanismo de la reaccién de isomerizacion fotosensibilizada mediante
experimentos fotofisicos de desactivacion de la emision del fotosensibilizador.
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3. PARTE EXPERIMENTAL.
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Este proyecto puede dividirse en cuatro partes. La primera, consiste en la
caracterizacion fotofisica de todos los compuestos clave. La segunda, la irradiaciéon directa
de estilbenos en disolucion y en agregados de acidos biliares. La tercera, consiste en un
control térmico de la reaccion de isomerizacion. Por daltimo, se muestran los resultados de
la irradiacion fotosensibilizada de trans-estilbeno en disolucion.

3.1 CARACTERIZACION DE CIS/TRANS-ESTILBENO, TRANS-4-
ESTILBENMETANOL Y DE LOS FOTOSENSIBILIZADORES.
3.1.1 Fundamento teorico.

Se registraron los espectros UV-Vis de los estilbenos con los que se iba a trabajar; el
cis/ trans-estilbeno, el trans-4-estilbenmetanol, y los fotosensibilizadores: el acido 9-
carbazolacético (CBZ-CH>-COOH) y el suprofeno (SPF). De esta forma, se identificaron las
zonas dénde absorbe cada isémero, se decidieron las longitudes de onda 6ptimas para
irradiar y se identificaron los picos méaximos de absorcion.

3.1.2 Método experimental.

Para la obtencién de los espectros de absorcion de ultravioleta-visible (UV-Vis) del
cis/ trans-estilbeno se prepararon dos disoluciones madre de concentraciéon 7,5 x 103 M.
Para el trans, que es un sélido, se pesaron 33,8 mg y se diluyeron en 25 mL de acetonitrilo.
Para el cis, que es un liquido, se midieron 33 pL y se diluyeron en 25 mL de acetonitrilo.

Para la preparacion de la disolucion madre de 7,5 x 103 M de trans-4-
estilbenmetanol se pesaron 39,3 mg del producto y se diluyeron en 25 mL de acetonitrilo.

La disolucién del CBZ-CH>-COOH se prepar6 pesando 8,4 mg en 5 mL de metanol.

En cuanto a la disolucién de suprofeno, se pesaron 48,8 mg del compuesto y se
diluyeron en 25 mL de acetonitrilo.

De cada una de estas disoluciones, se tomaron 20 pL y se diluyeron en 3 mL de
acetonitrilo, permitiendo tener una concentracion de 5 x 105 M para realizar las
mediciones en el UV.

3.1.3 Analisis de resultados.

Los resultados obtenidos del UV permiten relacionar la absorbancia con la longitud
de onda. Gracias a la ecuacion de Lambert-Beer, se puede calcular la absortividad molar (e,
M-cm), a cada longitud de onda.

A=¢lc
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Dénde A es la absorbancia, € es el coeficiente de absortividad molar, ¢ es la
concentraciéon de la muestra y 1 longitud de la cubeta. Las absortividades molares en
funcion de la longitud de onda para cada uno de los compuestos pueden verse en la
Figura 12, Figura 13, Figura 14 y Figura 15.

3.2 IRRADIACION DEL CIS/TRANS-ESTILBENO EN DIFERENTES DISOLVENTES.
3.2.1 Fundamento teodrico.

Se monitoriz6 mediante UV-Visible cémo afecta la polaridad de distintos
disolventes a la fotoisomerizacion del cis/ trans-estilbeno.

3.2.2 Método experimental.

Las disoluciones preparadas para la obtencion del espectro de absorcion y
absortividades molares del cis/ trans-estilbeno, se aprovecharon para realizar ensayos de la
isomerizacion cis/ trans del estilbeno en acetonitrilo, n-hexano y metanol.

Para la irradiaciéon de los isémeros, se cogieron dos cubetas de 3 mL; cada una
conteniendo un isémero con una concentraciéon de 5 x 105 M (ver apartado 3.1.2). Se
introdujeron dentro del fotorreactor, en el cual, se colocé en un lateral, solamente, una
lampara (que presenta un méximo de emision a 350 nm), de modo que quedara a la altura
de las cubetas.

Para comprobar el avance la fotoisomerizacion, se registraron medidas en el UV a
diferentes tiempos. El rango de tiempos fue de 0 hasta 60 minutos (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 14,
18, 24, 30, 40, 50, 60 min).

3.2.3 Analisis de resultados.

El avance de la fotoisomerizacion de cada uno de los isémeros en distintos
disolventes se monitorizé por UV-Vis (absorbancia frente a longitud de onda). Para el
trans-estilbeno, como producto de partida, ver Figura 16, Figura 17 y Figura 18. Para el
cis-estilbeno, ver Figura 19, Figura 20 y Figura 21.
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3.3 IRRADIACION DEL CIS/TRANS-ESTILBENO EN AGREGADOS DE
DIFERENTES ACIDOS BILIARES.
3.3.1 Fundamento teodrico.

Se estudi6é como afecta un entorno semirrigido a la velocidad de fotoisomerizaciéon
y al equilibrio entre producto inicial y final empleando como producto de partida tanto
trans-estilbeno como cis-estilbeno.

3.3.2 Método experimental.

Se prepararon dos disoluciones de cis/ trans-estilbeno 5 - 10> M (ver apartado 3.1.2) en
cuatro agregados biliares.
Las disoluciones de los agregados biliares (200 mM) se prepararon de la siguiente
forma:
- Para el acido colico se pesaron 4,3 g de colato sédico y se disolvieron en 50 mL
de una disoluciéon de H2O/NaCl 0,2 M (2,9 mg en 250 mL).
- Para el acido desoxicélico se pesaron 4,1 g de desoxicolato sodico y se
disolvieron en 50 mL de una disoluciéon de HxO/NaCl 0,2 M.
- Para el 4cido taurocdlico se pesaron 0,1 g de taurocolato sédico y se disolvieron
en 10 mL de una disoluciéon de H>O/NaCl 0,2 M.
- DPara el acido quenodesoxicdlico se pesaron 82,9 mg de quenodesoxicolato
s6dico en 10 mL de una disoluciéon de H>O/NaCl 0,2 M.
Para la irradiacién los isoémeros, se prepararon en paralelo cubetas de 3 mL; cada
una conteniendo 3 mL de cada uno de los acidos biliares con una concentracién de 200
mM vy se introdujeron 20 pL de cis-estilbeno o trans-estilbeno (7,5 x 10-3 M) para tener una
concentracion final 5 x 10° M. Se introdujeron dentro del fotorreactor, en el cual, se coloco
en un lateral, una lampara (que presenta un maximo de emisién a 350 nm), de modo que
quedara a la altura de las cubetas.
Para comprobar el avance la fotoisomerizacion, se registraron medidas en el UV a
diferentes tiempos. El rango de tiempos fue de 0 hasta 60 minutos (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 14,
18, 24, 30, 40, 50, 60 min).

3.3.3 Analisis de resultados.

De la misma forma que para los estudios en diferentes disolventes, se estudi6 el
avance de la reacciéon dentro de agregados biliares. Se registré el UV-Vis en funcién del
tiempo de irradiaciéon para ver la evolucién de la reaccion en funcién de la absorbancia.
Para el trans ver Figura 29, Figura 31, Figura 33 y Figura 35. Para el cis ver Figura 30,
Figura 32, Figura 34 y Figura 36.
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3.4 CONTROL TERMICO DE LA FOTOISOMERIZACION CIS/TRANS DEL
ESTILBENO.
3.4.1 Fundamento teodrico.

Se registraron los espectros UV-Vis del cis/trans-estilbeno para controlar la
isomerizacion térmica y asegurar que en los experimentos realizados en el fotorreactor la
reaccion de isomerizacién que estéd teniendo lugar es fotoinducida.

3.4.2 Método experimental.

Las disoluciones preparadas del cis/trans-estilbeno, se aprovecharon para realizar
los ensayos de la isomerizacion térmica cis/ trans del estilbeno en acetonitrilo.
Las disoluciones de ambos contenian una concentraciéon de 5 x 10> M (ver apartado 3.1.2).
Se introdujeron dentro del fotorreactor tapadas con papel de aluminio, en el cual, se coloco
en un lateral, una lampara, de modo que quedara a la altura de las cubetas.

Para comprobar el avance la isomerizacion térmica, se registraron medidas en el UV
a diferentes tiempos. El rango de tiempos fue de 0 hasta 60 minutos (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 14,
18, 24, 30, 40, 50, 60 min). La temperatura alcanzada en el fotorreactor oscil6é entre 30-32°C
en las sesiones de trabajo.

3.4.3 Analisis de resultados.

A partir de la informacion obtenida del UV, ver Figura 47 y Figura 48, es posible
determinar el efecto de la temperatura sobre la reaccién de isomerizacion a partir de cada
uno de los isémeros.

3.5 IRRADIACION FOTOSENSIBILIZADA DE TRANS-ESTILBENO.
3.5.1 Fundamento teodrico.

Se registraron los espectros UV-Vis para seguir la reaccion de isomerizacion
fotosensibilizada, tanto intermolecular como intermolecular. Para obtener informacion
sobre qué ruta sigue la fotosensibilizacion se registraron los espectros del
fotosensibilizador en presencia de concentraciones variables de cis o trans-estilbeno.
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3.5.2 Método experimental.

Los ensayos de irradiacion fotosensibilizada se pueden dividir en dos partes: la
primera, ensayos fotoquimicos realizados en la lampara monocromatica, y la segunda,
ensayos fotofisicos realizados en el fluorimetro.

A.) Ensayos fotoquimicos.

Todas las irradiaciones se realizaron con una ldmpara monocromética, irradiando a
250 nm.
Para comprobar el avance la fotoisomerizacion, se registraron medidas en el UV a
diferentes tiempos. El rango de tiempos fue de 0 hasta 60 minutos (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 14,
18, 24, 30, 40, 50, 60 min) excepto en la irradiacién fotosensibilziada intramolecular que se
dejo hasta los 210 minutos (90, 120, 150, 210 min).
Se prepararon disoluciones de trans-estilbeno, CBZ-CH;-COOH vy 4&cido
carbazolacético-trans-4-estilbenmetanol (trans-Em-CBZ) diada empleada en la irradiacion
fotosensibilizada intramolecular cuya sintesis se describe mas adelante) de la siguiente
forma:
- Para el trans-estilbeno se pesaron 39,4 mg y se disolvieron en 25 mL de CH3CN
para tener una concentraciéon 7,5 x 10> M.

- Para el CBZ-CH>-COOH se pesaron 8,5 mg y se disolvieron en 5 mL de CH3CN
para tener una concentraciéon 7,5 x 10> M.

- Para el 4cido carbazolacético-trans-4-estilbenmetanol (trans-Em-CBZ) se pesaron
15,6 mg en 5 mL de CH:Cl; para tener una concentracién 7,5 x 103 M.

A.1.) Irradiacién fotosensibilizada:

- Para la irradiaciéon fotosensibilizada intermolecular a una cubeta de 3 mL que
contenia 3 mL de acetonitrilo se le anadieron 20 puL de trans-estilbeno 7,5 x 10-3
My 20 pL de CBZ-CH>-COOH 7,5 x 103 M.

- - Para la irradiacion fotosensibilizada intramolecular, se cogieron 20 pL de la
disolucién de la diada trans-Em-CBZ 7,5 x 10> M y se llevaron a una cubeta que
contenia 3 mL con CH>Cl.

A.2.)) Experimentos control:
Se cogieron dos cubetas de 3 mL; cada una conteniendo 3 mL de CH3CNj a una se le

afadieron 20 pL de trans-estilbeno 7,5- 10> M y a la otra 20 pL. de CBZ-CH,-COOH 7,5 x
103 M.
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B.) Ensayos fotofisicos:

En los ensayos en el fluorimetro, la concentraciéon idénea de CBZ-CH>-COOH en la
cubeta se determin6 con el UV, ajustado a una absorbancia de 0,1 a 250 nm.
Para los ensayos en el fluorimetro se prepararon las siguientes disoluciones de trans-
estilbeno y cis-estilbeno:
- DPara el trans-estilbeno se pesaron 45 mg y se disolvieron en 5 mL de CH3CN
para tener una concentraciéon 5 x 10-2 M.
- Para el cis-estilbeno se midieron 44,5 pL y se disolvieron en 5 mL de CH3CN
para tener una concentraciéon 5 x 10-2 M.

2.1.) Experimentos de desactivacién de la fluorescencia de CBZ-CH,-COOH:

Se registr6 la evolucion de la emision (entre 260 y 460 nm) obtenida por excitaciéon a
250 nm tras cada adicion de trans o cis-estilbeno.

A la disolucion de CBZ-CH>-COOH se adicionaron volimenes crecientes de las
disoluciones de cada uno de los isémeros por separado (provenientes de las disoluciones
detalladas previamente); 2,5, 5, 10, 20 pL.

2.2.) Experimentos control:

Los blancos (control) se realizaron afiadiendo las mismas cantidades de trans o cis-
estilbeno a cubetas de 3 mL que no contenian CBZ-CH>-COOH.

3.5.3 Analisis de resultados.

A partir de los espectros de UV de la reaccién de isomerizacion fotosensibilizada
intermolecular e intramolecular, Figura 51 y Figura 52 respectivamente, y los obtenidos
de las disoluciones control, Figura 48 y Figura 50, se pudo obtener del proceso de
fotosensibilizacion.

Ademas se obtuvieron mateméaticamente dos espectros maés al restar los datos de la
disolucién control de CBZ-CH>-COOH, a las obtenidas de las irradiaciones
intermoleculares e intramoleculares Figura 53 y Figura 54, para asegurar que la reaccién
transcurria adecuadamente.

Los espectros obtenidos del fluorimetro, Figura 56 y Figura 58, trans y cis
respectivamente, asi como sus controles, Figura 55 y Figura 57, unido a los célculos
realizados (Rehm-Weller), proporcionaron informacién acerca de la ruta de isomerizacién
fotosensibilizada del trans-estilbeno.
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3.6 PRODUCTOS.
3.6.1 Sintesis.

3.6.1.1 Carbazolacetato de trans-4-estilbenmetanol (trans-Em-CBZ)

A una disoluciéon de CBZ-CH>-COOH (100 mg; 0,15 mmol) y TBTU (185 mg; 0,58
mmol) en DMF anhidro (5 mL) se le afadieron 0,8 mL (4,6 mmol) de DIEA, y se dej6 en
agitacion durante 1 hora, en una atmosfera de N». Por otro lado, se prepar6 otra disolucién
de trans-4-estilbenmetanol (121 mg; 0,58 mmol) en DMF (5 mL), también en atmosfera de
N2. Una vez transcurrida la hora, se adicion6 ésta ultima disolucion a la primera, y se dej6
en agitacion durante 1 dia, en ausencia de luz. Se secé y se purific6 mediante columna
cromatogréfica empleando AcOEt:Hex en gradiente. La proporcioén inicialmente era 30:70
(200 mL), luego 40:60 (200 mL), y finalmente 50:50. Las fracciones que contenian el
producto se concentraron se secaron y se registré su espectro de RMN 1H.

J

Esquema 1. Sintesis de trans-Em-CBZ

A continuacion se detallen brevemente los ensayos en marcha hacia la preparacion
de diadas conteniendo carbazol y trans-estilbeno o suprofeno y trans-estilbeno con un
espaciador de acido célico. La sintesis de estas diadas no estd completa por lo que no se
han llegado a emplear en irradiaciones fotosensibilizadas.

3.6.1.2 Colato trans-4-estilbenmetanol (CA-trans-Em)

A una disolucién de &cido célico (631 mg; 1,5 mmol) y TBTU (494 mg; 1,5 mmol) en
DMF anhidro (5 mL) se le afiadieron 0,8 mL (4,6 mmol) de DIEA, y se dej6 en agitaciéon
durante 1 hora, en una atmosfera de N». Por otro lado, se prepar6 otra disolucién de trans-
4-estilbenmetanol (200 mg; 0,95 mmol) en DMF (5 mL), también en atmosfera de N>. Una
vez transcurrida la hora, se adicion6 ésta tltima disolucién a la primera, y se dejé en
agitacion durante 1 dia, en ausencia de luz. Se secé y se purific6 mediante columna
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cromatogréfica de AcOEt:Hex en gradiente. La proporcién inicial fue 30:70 (200 mL), luego
40:60 (200 mL), y finalmente 50:50. Las fracciones del producto que se obtuvieron se
concentraron se secaron y se registré su espectro de RMN 'H y 1BC que figuran en el
anexo.

Esquema 2. Sintesis de CA-trans-Em.

3.6.1.3 Preparacion de la diada carbazol-célico-estilbeno.

Una disoluciéon de CA-trans-Em (220 mg; 0,36 mmol) y DMAP (49 mg; 0,40 mmol)
en DMF anhidro (5 mL) se dejé en agitacién durante 1 hora, en atmosfera de N». Por otro
lado, se prepar6 otra disoluciéon de CBZ-CH>-COOH (247 mg; 1,09 mmol) en DMF (2 mL),
también en atmosfera de No. Se adiciono esta tltima, a la primera, se enfri¢ hasta alcanzar
los 0°C, y agit6 durante 10 min. A continuacion, se introdujo EDC (170,5 mg; 1,09 mmol)
en DMF (5 mL) y se dejo en agitaciéon durante toda la noche en ausencia de luz. Por falta
de tiempo el producto obtenido no se pudo purificar.

Esquema 2. + N
- O

Esquema 3. CA-trans-Em-CBZ
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3.6.1.4 Preparacion de la diada suprofeno-célico-estilbeno.

Se prepar6 una disolucién conteniendo suprofeno (SPF; 129 mg; 0,5 mmol) y DCC
(85 mg, 0,4 mmol) en CH2Cl> anhidro, y se agit6 a 0°C durante 30 min, en atmoésfera de No.
Aparte, se prepar6 otra disolucién que contenia CA-trans-Em (250 mg; 0,4 mmol) en
CH2Clz> anhidro, en atmosfera de N2. Una vez disuelto, se le afiadi6 DMAP (4,25 mg).
Pasados los 30 min, se adicion6 ésta ultima a la primera, a 0°C y se mantuvo a esta
temperatura, durante 8 horas, en ausencia de luz. Por falta de tiempo el producto obtenido

no se pudo purificar. o
S
Esquema 2. + | / 0 - 5

OH

\ /

7
Y, 4
OH

Esquema 4. CA-trans-Em-SPF
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.
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4.1 CARACTERIZACION DE CIS/TRANS-ESTILBENO, TRANS-4-
ESTILBENMETANOL Y DE LOS FOTOSENSIBILIZADORES.
4.1.1 Resultados.

A continuacién, se muestra una gréfica con las absortividades molares de ambos
isomeros. El trans-estilbeno, en naranja, y el cis-estilbeno, en azul.
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Figura 12. Absortividades molares del cis/ trans-estilbeno (azul/naranja) en acetonitrilo.

La siguiente grafica muestra la absortividad molar del trans-4-estilbenmetanol:

35000
30000 —
25000 —
20000 —

15000

g (M'lcm'l)

10000

5000

. . , . , . .
200 250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Figura 13. Absortividad molar del trans-4-estilbenmetanol en acetonitrilo.
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Por ultimo, la absortividad molar del 4cido 9-carbazolacético y del suprofeno:
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Figura 14. Absortividad molar del CBZ-CH>-COOH en metanol.
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Figura 15. Absortividad molar del suprofeno en acetonitrilo.

4.1.2 Discusion.

En la primera gréafica se puede apreciar que tanto el cis como el trans-estilbeno
absorben practicamente en la misma regién del espectro electromagnético, el trans absorbe
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en una region mas amplia que el cis; el cis hasta 325 nm, y el trans hasta 340 nm. También
cabe destacar que no absorben con la misma intensidad, siendo el trans el que mas
absorbe.

El trans tiene un pico de maxima absorbancia a 294 nm (30070 M-lcm-!) y un hombro a 306
nm (28329 M-lcm), mientras que el cis tiene su maximo a 201 nm (18175 M-! cm-) y dos
hombros; uno a 223 nm (14873 M-'lcm) y otro a 276 nm (7702 M-lcm™).

En la segunda gréfica, se puede apreciar el gran parecido entre el trans-estilbeno y
el trans-4-estilbenmetanol. Sin embargo, este altimo, absorbe en una regién ligeramente
mas amplia, entre hasta 375 nm. El trans-4-estilbenmetanol tiene un maximo a 311 nm
(34336 M-lcm!) y un hombro a 299 nm (33668 M-lcm).

La gréfica del CBZ-CH>-COOH muestra que su maximo se encuentra a 235 nm
(36400 M-lcm), y dos hombros a 259 y 292 nm, y absorbe hasta los 350 nm.

En la dltima, el suprofeno tiene un maximo a 263 nm (20675 M-lcm), y un hombro a
288 nm (20336 M-lcm), y absorbe hasta los 360 nm.

4.2 IRRADIACION DEL CIS/TRANS-ESTILBENO EN DIFERENTES DISOLVENTES.
4.2.1 Resultados.

Tal y como se ha mencionado en el apartado 3.2.3, a continuacién se muestran los
registros de las mediciones en el UV-Vis para las irradiaciones directas de cis/trans-
estilbeno en acetonitrilo.

Absorbance

350

Wavelength (nm)

Figura 16. Evolucion de la irradiacion directa de trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm
en acetonitrilo a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 17. Evolucion de la irradiacion directa de trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm
en n-hexano a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 18. Evolucion de la irradiacion directa de trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm
en metanol a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 19. Evolucion de la irradiacion directa de cis-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en
acetonitrilo a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 20. Evolucion de la irradiacion directa de cis-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en
n-hexano a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 21. Evolucion de la irradiacion directa de cis-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en
metanol a diferentes tiempos (0-60 min).

4.2.2 Discusion.

Los datos obtenidos a partir de las graficas del trans-estilbeno, nos permiten
distinguir dos reacciones: la isomerizacioén trans-cis, y la reorganizacion electrociclica del
cis dando lugar a un producto que finalmente se identific6 como fenantreno.

Puesto que los dos isémeros absorben e la misma regiéon podemos analizar la
conversion de un isémero en el otro en base a la diferente absorbancia, en concreto a 300
nm. La absorbancia de una disolucién es el resultado aditivo de la absorbancia de sus

componentes (Ct, concentracion de trans-estilbeno - €., concentracion de cis-estilbeno):
— * .
At = (cer + cfec)
Sabiendo que la concentracion cada momento es igual a la suma de las
concentraciones de los dos isémeros y préacticamente igual a la inicial (despreciando la
formacioén de fenantreno:

Co=c¢Cttce

Aparece asi un sistema de ecuaciones en el que la concentraciéon inicial es la

concentracion del isomero de partida a tiempo 0 minutos, y siendo €(300 nm) = 28286,69 y
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la &(300nm) = 4450,07. A continuacién se muestra como varia la concentracién para cada
isomero en cada uno de los experimentos:

[stilbene] M

Time (min)

Figura 22. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-

estilbeno (rojo) en acetonitrilo.
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Figura 23. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en acetonitrilo.
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Figura 24. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
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Figura 25. Evolucién de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en n-hexano.
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Figura 26. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
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Figura 27. Evolucién de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en metanol.
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Las gréaficas muestran como la concentraciéon de un isémero varia con respecto al
tiempo. Partiendo del trans se aprecia como su concentracién va disminuyendo, a medida
que la del cis aumenta; y al contrario ocurre, con el cis, aunque en menor medida debido a
la reorganizacion electrociclica del cis.

La polaridad del medio no parece que afecte a la velocidad de la isomerizacién, sin
embargo, la reorganizacion electrociclica se ve favorecida en medio apolar.

Transcurridos 60 minutos de irradiacion se ve claramente una banda con un
méaximo a 250 nm, que no corresponde ni al trans-estilbeno ni al cis-estilbeno y que puede
corresponder al producto resultante de la organizacion electrociclica, el fenantreno. Se
registr6 su espectro en n-hexano para comprobar que, efectivamente, la nueva banda que
aparece a 250 nm corresponde a este compuesto (Figura 28).

Con los datos obtenidos a partir de las gréficas del cis-estilbeno, se puede concluir
que toma la ruta de la reorganizacion electrociclica estd mas favorecida que la
isomerizacion al trans sobre todo en un disolvente apolar.
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Figura 28. Espectro de absorbancia del fenantreno en n-hexano.
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4.3 IRRADIACION DEL CIS/TRANS-ESTILBENO EN AGREGADOS DE
DIFERENTES ACIDOS BILIARES.
4.3.1 Resultados.

Los espectros UV muestran el transcurso de la reacciéon de fotoisomerizacion de

ambos isémeros del estilbeno en el interior de agregados biliares (c6lico, desoxicdlico,
taurocélico y quenodesoxicélico).

2,0

1,8

Absorbance

. , . , .
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Figura 29. Evolucion del trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en acido célico a
diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 30. Evolucion del cis-estilbeno por irradiacion a 350 nm en acido célico a diferentes
tiempos (0-60 min).
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Figura 31. Evolucion del trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en acido desoxicdlico a
diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 32. Evolucion del cis-estilbeno por irradiacion a 350 nm en &cido desoxicoélico a
diferentes tiempos (0-60 min).

2,0

18
1,6—- \)
1,4-_
1,24

1,0

Absorbance

0,8
0,6
0,4

0,2 -

0,0 : : , —
200 250 300 350
Wavelength (nm)

Figura 33. Evolucion del trans-estilbeno por irradiaciéon a 350 nm en acido taurocélico a
diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 34. Evolucion del cis-estilbeno por irradiacion a 350 nm en acido taurocélico a
diferentes tiempos (0-60 min).

Absorbance

0,0 ’ ’

T T —
200 250 300 350
Wavelength (nm)

Figura 35. Evolucion del trans-estilbeno por irradiacién a 350 nm en acido
quenodesoxicélico a diferentes tiempos (0-60 min).
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Figura 36. Evolucion del cis-estilbeno por irradiacion a 350 nm en &cido quenodesoxicélico
a diferentes tiempos (0-60 min).

4.3.2 Discusion.

Las reacciones de fotoisomerizacién del trans y cis-estilbeno también suceden en el
interior de agregados de 4cido biliares, de forma anéloga a las observadas en disolucién.

Para poder aplicar la evolucién de la concentraciéon de cada uno de los isémeros con
el tiempo se aplicaron las ecuaciones de Lambert-Beer tal como se ha descrito

anteriormente en el apartado 4.2.2.
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Figura 37. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
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Figura 38. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en &cido célico.
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Figura 39. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
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Figura 40. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en acido desoxicolico.
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[stilbene] M
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Figura 41. Evolucién de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
estilbeno (rojo) en acido taurocolico.
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Figura 42. Evolucién de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-
estilbeno (negro) en &cido taurocolico.
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Figura 43. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del trans-estilbeno (negro) y cis-
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Figura 44. Evolucion de la concentracion frente al tiempo del cis-estilbeno (rojo) y trans-

estilbeno (negro) en 4cido quenodesoxicolico.
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Para comparar mejor la evoluciéon de las concentraciones de cada isémero en los

distintos acidos biliares se representaron juntos.
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Figura 45. Evolucion de la concentracion de trans-estilbeno (curvas descendentes) y cis-

estilbeno (curvas ascendentes) en los diferentes agregados de acidos biliares (rojo-célico;
azul-desoxicolico; violeta-taurocoélico; rojo oscuro-quenodesoxicolico) partiendo de trans-

estilbeno.
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Figura 46. Evolucion de la concentracion de cis-estilbeno (curvas superiores) y trans-

estilbeno (curvas inferiores) en los diferentes agregados de acidos biliares (rojo-célico;
azul-desoxicolico; violeta-taurocoélico; rojo oscuro-quenodesoxicélico) partiendo de cis-

estilbeno.
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De esta forma, en la grafica recopilatoria de las fotoisomerizaciones del trans-
estilbeno se puede apreciar que la velocidad de conversion es més ligeramente mas rapida
en el interior del taurocélico y el quenodesoxicélico, y muy similar en el célico y
desoxicolico. El equilibrio cis/trans es diferente y mas favorecido hacia el cis en el interior
del 4cido taurocolico. Este hecho puede correlacionarse con la mayor polaridad del acido
taurocolico, aunque de forma cualitativa.

En cuanto a la grafica de la fotoisomerizacion del cis-estilbeno, pocas diferencias se
aprecian entre los diferentes entornos, ya que la via de ciclacién sigue pareciando
mayoritaria.

4.4 CONTROL TERMICO DE LA FOTOISOMERIZACION CIS/TRANS DEL
ESTILBENO.
4.4.1 Resultados.

La Figura 47 y la Figura 48 permiten comprobar el efecto de la temperatura sobre la
reaccion de isomerizacion. La primera grafica corresponde al trans-estilbeno.
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Figura 47. Evolucion de la isomerizacion térmica del trans-estilbeno en acetonitrilo en
ausencia de luz.
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La siguiente, hace referencia a la del cis-estilbeno:
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Figura 48. Evolucion de la isomerizacion térmica del cis-estilbeno en acetonitrilo en
ausencia de luz.

4.4.2 Discusion.

Se realiz6 el control térmico sobre los isémeros en el mismo intervalo de tiempo en
acetonitrilo. Los resultados obtenidos a partir del trans-estilbeno indican que la
temperatura no ejerce demasiada influencia sobre la reaccion de fotoisomerizacién, ya que
al cabo de una hora la absorbancia se ha reducido en un 33%, mientras que con la
isomerizacion fotoinducida de trans-estilbeno conseguia una reduccién de la absorbancia
de un 67%. Partiendo del cis-estilbeno, el incremento de la absorbancia por reaccién
térmica es de un 16%, mientras que se observa un 29% en la fotoisomerizacion
fotoinducida. Cabe destacar que la tendencia a la reorganizacién electrociclica en ausencia
de luz es menor.

Por estas razones, descartamos la influencia de la temperatura en las reacciones de

fotoisomerizacion.

4.5 IRRADIACION FOTOSENSIBILIZADA DE TRANS-ESTILBENO.
4.5.1 Resultados

Se van a realizar las irradiaciones fotosensibilizadas empleando ldmpara
monocromadtica a 250 nm. Por ello, en primer lugar se realizaron los controles en estas
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condiciones para comprobar el avance en la isomerizacion por irradiaciéon directa del
trans-4-estilbenmetanol y la estabilidad del fotosensibilizador. Las pruebas de
fotosensibilizacién con el suprofeno como fotosensibilizador no han podido mostrarse en
este proyecto debido a la falta de tiempo. Las primeras gréaficas muestran (Figuras 49 y 50)
los controles del trans-4-estilbenmetanol y CBZ-CH>-COOH.
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Figura 49. Evolucion de la absorbancia del trans-4-estilbenmetanol 5 x 10-°M en
acetonitrilo tras irradiar a 250 nm.
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Figura 50. Evolucion de la absorbancia del 4cido 9-carbazolacético 5 x 10-°M en acetonitrilo
tras irradiar a 250 nm.

Los espectros a continuacién muestran el avance la reaccion fotosensibilizada
intermolecular e intramolecular. Para la reaccién fotosensibilizada intermolecular se
emplearon disoluciones equimoleculares de trans-4-estilbenmetanol y CBZ-CH>-COOH,
tal como se ha descrito en el apartado 3.5.2. La irradiacién intramolecular se estudi6
tnicamente con la diada resultante de la unién directa de trans-4-estilbenmetanol y 4 CBZ-
CH2-COOQOH, ya que la diada en la que el fotosensibilizador y estilbeno estan separados por
acido colico no estaba perfectamente purificada para completar los estudios.
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0,0 . ,

: , : .
200 250 300 350 400
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Figura 51. Evolucion de la absorbancia de la reaccion fotosensibilizada intermolecular de
trans-4-estilbenmetanol y dcido 9-carbazolacético a 5 x 10-> M cada uno en acetonitrilo tras

irradiacién monocromatica a 250 nm.
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Figura 52. Evolucion de la absorbancia de la reaccion fotosensibilizada intramolecular de
la diada trans-Em-CBZ 5 x 10-°M en diclorometano tras irradiacion monocromatica a 250
nm.

4.5.2 Discusion

Las figuras 49 y 50 muestran que la contribucién de la irradiacioén directa de trans-4-
estilbenmetanol no es despreciable, mientras que el sensibilizador es estable en estas
condiciones. Por ello, con objeto de discutir mejor los resultados de las irradiaciones
fotosensibilizadas tanto inter como intramoleculares se realizaron matematicamente las
restas de los espectros de estas reacciones menos el del control de irradiacién directa del
CBZ-CH,-COOH vy se compararon con los resultados obtenidos por irradiaciéon directa a
250 nm (Figura 49). Asi se obtuvieron la Figura 53 para la irradiaciéon fotosensibilizada
intermolecular y la Figura 54 para la irradiacion fotosensibilizada intramolecular.
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Figura 53. Gréfica resta: reaccion intermolecular (Figura 51) menos control del acido 9-
carbazolacético (Figura 50).
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Figura 54. Gréfica resta: reaccion intramolecular (Figura 52) menos control del acido 9-
carbazolacético (Figura 50).

Al observar la gréfica resta de irradiacién fotosensibilizada intermolecular menos la
control del CBZ-CH>-COOH, se obtuvo un espectro UV que recordaba claramente al de
irradiacion directa de trans-4-estilbenmetanol (Figura 49). Sin embargo, la disminucién de
la absorbancia en la reacciéon de la irradiacion fotosensibilizada intermolecular es del 44 %,
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mientras que en la irradiacion directa es del 35%, lo cual indica que el CBZ-CH>-COOH
estd contribuyendo a la fotoisomerizacién, y que en parte estd ocurriendo por
fotosensibilizacion

De la reacciéon intramolecular (Figura 54) se obtuvo un espectro con dos puntos
isosbésticos, uno a 275 y otro a 330 nm, lo que podria indicar la aparicién de un nuevo
producto ademas de la disminucién de la absorbancia del trans-4-estilbenemetanol debida
probablemente a la isomerizacién fotosensibilizada.

4.5.3 Estudios fotofisicos.

El proceso de fotoisomerizacion de cis/trans-estilbeno puede ocurrir por
transferencia de energia o por transferencia electrénica oxidativa o reductiva en funcién
del fotosensibilizador empleado.

Los datos de potenciales redox de trans-estilbeno son: E(TS/TS*) = +1,49 V y de
E(TS/TS ) =-2,26 V. Si se analiza la viabilidad de una reaccién de transferencia electrénica
eligiendo dos fotosensibilizadores como el carbazol (empleado en este TFM) o el
trifenilpirilio (TPP, también empleado en la literatura) uno se encuentra con lo siguiente:

CBZ: Es = 86,4 kcal /mol.

Et =70,2 kcal/mol.
Icis = 0,36
E(CBZ*/CBZ)=1,16 V.

TPP: Es =
Et =52 kcal/mol.
ICIS = 0,53

E(TPP*/TPP) =-0,29 V.

La reacciéon de transferencia electrénica en el caso de emplear trifenilpirilio seria
oxidativa:
TPP+ + TS > TPP + TS*
Aplicando Rehm-Weller:
AG(kcal/mol) =-23,06 * [E(dador) - E(aceptor)] - E(S1 6 T1)
AG(kcal/mol) =-23,06 * [-0,29 - 1,49] - 52 = -10 kcal /mol
Por lo tanto seria factible desde el triplete.

En el caso de empelar carbazol como fotosensibilizador nos encontramos con una
transferencia electrénica reductiva:
CBZz + TS > CBzZ* + TS
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Aplicando de nuevo Rehm-Weller:
AG(kcal/mol) =-23,06 * [E(dador) - E(aceptor)] - E(S1 6 T1)
AG(kcal/mol) =-23,06 * [-2,26 -1,16] - 86,4 = -7,6 kcal /mol
Por lo tanto, es factible desde el singlete.
Con el triplete sucede que la AG(kcal/mol) > 0 y por lo tanto es endergénica y no es
posible la transferencia electrénica desde ese estado excitado.

La transferencia de energia seria termodindmicamente favorable tanto al cis como al
trans-estilbeno.

Dado el tiempo limitado de este TFM solo se ha examinado la isomerizacion
fotosensibilizada por transferencia electronica desde el singlete. Por tanto, inicamente se
han realizado experimentos de desactivacion del singlete del CBZ-CH>-COOH con
cis/trans-estilbeno en estado estacionario.

A partir de los datos de energia de singlete y triplete de cis/trans-estilbeno y CBZ-

CH>-COOH:
TS: Es = 119 kcal/mol

Er=48 kcal/mol
CS: Es = 115 kcal/mol

Et = 56 kcal/mol
CBZ: Es = 86 kcal/mol

Er =70 kcal/mol

Nos encontramos con la siguiente situacion:

CIS
Bz —Y 1ICBZ ——  3CBZ

/ >1<TE55 l TETT

TS-0 CS- 1TS o 1CS 3TS 0 3CS

Con objeto de hacer algunas investigaciones acerca del mecanismo de la irradiaciéon
fotosensibilizada se eligieron cis/trans-estilbeno y CBZ-CH;-COOH y se realizaron
estudios de emision en de CBZ-CH>-COOH estado estacionario.

En la Figura 55 podemos observar que la emisiéon debida a CBZ-CH>-COOH (con
dos méaximos a 340 y 360 nm) tras excitacion a 250 nm en acetonitrilo disminuy6 tras
adicionar concentraciones crecientes de trans-estilbeno (0 - 3 x 104 M). Se realizé6 un

55



experimento control en el que Unicamente se utilizé frans-estilbeno en las mismas
condiciones y se pudo observar la emision caracteristica de éste (Figura 56). Puesto que el
trans-estilbeno también emite en la misma zona se puede concluir que la disminucién real
serd mayor a la observada en la Figura 55.

400000 N
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300000
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200000
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50000 +

Emission (AU)

Wavelength (nm)

Figura 55. Irradiacién de CBZ-CH>-COOH a 250 nm en presencia de concentraciones
crecientes de trans-estilbeno (0 - 3 x 104 M) en acetonitrilo.
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Figura 56. Irradiacion de trans-estilbeno 250 nm (0 - 3 x 10 M) en acetonitrilo.
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Mas claro atn resulta el experimento llevado a cabo empleando cis-estilbeno como
desactivante Figura 57, ya que este no emite por excitacion directa (Figura 58).

Emission (AU)

Figura 57. Irradiacién de CBZ-CH>-COOH a 250 nm en presencia de concentraciones
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Figura 58. Irradiacion de cis-estilbeno 250 nm (0 - 3 x 104 M) en acetonitrilo.
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De nuevo podemos concluir que la isomerizaciéon fotosensibilizada de trans-
estilbeno en presencia de CBZ-CH>-COOH transcurre parte desde el singlete del CBZ-
CH>-COOH aunque no se puede descartar la TE desde el triplete del fotosensibilizador.

4.6 INSTRUMENTACION GENERAL.

El equipo utilizado para medir los espectros de absorcién de ultravioleta-visible ha
sido con un espectrofotémetro Cary 300 UV-Vis (UV0811M209, Varian).

Las irradiaciones y el control térmico se realizaron en un fotorreactor Luzchem modelo
LZC-AV, con una lampara de longitud de onda de emisién centrada en 350 nm.

RMN Bruker Ultrashield 300 MHz para los espectros de resonancia magnética nuclear de
1H y 13C empleando CDCI3 como disolvente.

Los ensayos de fluorescencia se realizaron en un Easylife X Filter Fluorescence Lifetime
Fluorometer. La longitud de onda de excitacion fue de 250 nm y se registr6 la emision entre 260-
460 nm.

Los ensayos de irradiacion fotosensibilizada de trans-estilbeno se realizaron con una

ldampara monocromatica Microbeam a 250 nm.
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5. CONCLUSIONES.
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A partir de todos los ensayos realizados se pudieron llegar a las siguientes conclusiones.
De los ensayos de irradiacion directa se concluyo:
e La irradiaciéon directa de trans-estilbeno di6 fundamentalmente el isémero cis
independientemente de la polaridad del disolvente.
¢ Se obtuvo ademads, fenantreno como producto derivado de la ciclacién del isémero
cis. El rendimiento de formacion de este producto resulté mas alto en n-hexano que
en el resto de disolventes mas polares.
e La irradiacién directa de cis-estilbeno dio fundamentalmente fenantreno, ciclacion

que se vio favorecida de nuevo en n-hexano.

De los ensayos de irradiacion directa en agregados de acidos biliares se concluy6:
e No se observaron diferencias significativas al comparar la irradiacién de trans o cis
estilbeno en los diferentes acidos biliares respecto a disolucion.

De los controles térmicos se concluyé:
e El control térmico de las reacciones de isomerizacion partiendo de cis/trans-
estilbeno puso de manifiesto un avance de la reaccion insignificante respecto a la
fotoinducida, no observandose la aparicién de fenantreno.

De los ensayos de irradiacion fotosensibilizada se concluyé:

e El acido 9-carbazolacético es estable en las condiciones de irradiacion
fotosensibilizada.

e FEl grado de isomerizacién fotosensibilizada es mayor que el de la isomerizaciéon por
irradiacion directa.

e Estudios fotofisicos indican que la emisién de dcido 9-carbazolacético se desactiva
en presencia de concentraciones crecientes tanto de trans-estilbeno como de cis-
estilbeno, por lo que apuntan a la participacion de estado excitado singlete en un
proceso de transferencia electrénica.

e Los calculos empleando la ecuacion de Rehm-Weller apoyan la viabilidad
termodindmica del proceso.
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Se establecen pues, como propuestas de trabajo futuro:

Optimizar las condiciones de irradiacion fotosensibilizada para aumentar la
selectividad en la excitacion del sensibilizador.

Determinar las constantes de desactivacion del estado excitado singlete del
sensibilizador, mediante experimentos en tiempo resuelto.

Explorar la viabilidad del suprofeno como sensibilizador.

Caracterizar las diadas sintetizadas en el apartado 3.6.1.

Estudiar la participacion del triplete del acido 9-carbazolacético en el proceso de
transferencia de energia a cis/trans-estilbeno.
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6. ANEXOS.
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ANEXO 1: ESPECTROS DE RMN.
Carbazolacetato de trans-4-estilbenmetanol (frans-Em-CBZ)
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Colato de trans-4-estilbenmetanol (CA-trans-Em)
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Espectro de 13C RMN
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