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Un día salgo a la vereda muy entusiasmado a recibir un regalo. Es un precioso 

carruaje estacionado frente a la puerta de mi casa. Es de madera de nogal lustrada, 
tiene herrajes de bronce y lámparas de cerámica blanca, todo muy fino, muy elegante… 
Abro la portezuela de la cabina y subo. Un gran haciendo semicircular forrado en pana 
bordó y unos visillos de encaje blanco le dan un toque de realeza al cubículo. Me siento 
y me doy cuenta que todo está diseñado exclusivamente para mí, está calculado el largo 
de mis piernas, el ancho del asiento, la altura del techo… Todo es muy cómodo y no hay 
lugar para nadie más. 

Miro la ventana y veo “el paisaje”: de un lado el frente de mi casa, del otro el 
frente de la casa de mi vecino… y digo: “¡Qué bárbaro este regalo! ¡Qué bien qué lindo!” 
Y me quedo un rato disfrutando de esa sensación. Al rato empiezo a aburrirme; lo que 
se ve por la ventana es siempre lo mismo. Me pregunto: “¿Cuánto tiempo uno puede ver 
las mismas cosas?” Y empiezo a convencerme de que el regalo que me hicieron no sirve 
para nada... 

De eso me ando quejando en voz alta cuando pasa mi vecino que me dice, como 
adivinando: 

-¿No te das cuenta que a este carruaje le falta algo?  
Yo pongo cara de `qué-le-falta´ mientras miro las alfombras y los tapizados. 
-Le faltan los caballos –me dice antes de que llegue a preguntarle. 
Por eso veo siempre lo mismo -pienso- por eso me parece aburrido. 
-Cierto, -digo yo. 

Entonces voy al corralón de la estación y le ato dos caballos al carruaje. Me subo 
otra vez y desde adentro les grito: -¡¡Eaaaa!!  

El paisaje se vuelve maravilloso, extraordinario, cambia permanentemente y eso me 
sorprende. Sin embargo, al poco tiempo empiezo a sentir cierta vibración en el 
carruaje y a ver el comienzo de una rajadura en uno de los laterales. Son los caballos 
que me conducen por caminos terribles; agarran todos los pozos, se suben a las 
veredas, me llevan por barrios peligrosos.  

Me doy cuenta que yo no tengo ningún control de nada; los caballos me arrastran a 
donde ellos quieren. Al principio, ese derrotero era muy lindo, pero al final siento que 
es muy peligroso. Comienzo a asustarme y a darme cuenta que esto tampoco sirve.  
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En ese momento veo a mi vecino que pasa por ahí cerca en su auto. Lo insulto: -¡Qué 
me hizo! 

Me grita: ¡Te falta el cochero! 
-¡Ha! –digo yo. 

Con gran dificultad y con su ayuda, sofreno los caballos y decido contratar un 
cochero. A los pocos días asume funciones. Es un hombre formal y circunspecto con 
cara de poco humor y mucho conocimiento. Me parece que ahora sí estoy preparado 
para disfrutar verdaderamente del regalo que me hicieron. Me subo, me acomodo, 
asomo la cabeza y le indico al cochero a donde ir. Él conduce, él controla la situación; él 
decide la velocidad adecuada y elige la mejor ruta. 

Yo… yo disfruto el viaje. 

 

La Alegoría del Carruaje 
Jorge Bucay 
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Prefacio	
 

 

Este  trabajo de  tesis doctoral  implica el desarrollo y mejoramiento de métodos 

analíticos  con  detección  fluorescente  dentro  del  campo  de  la  química 

supramolecular  analítica  en  base  a  estudios  espectroscópicos.  Este  tópico  surge 

como  necesidad  de  proponer  metodologías  alternativas  cada  vez  más  rápidas  y 

sensibles en la detección de contaminantes en muestras reales. 

La  contaminación  que  comienza  desde  el  suelo  y  llega  a  napas  de  agua 

subterráneas, debido al uso de agroquímicos, combustibles y derivados del petróleo, 

es  preocupante  y,  en  consecuencia,  hay  que  reaccionar  y  contribuir  ante  esta 

problemática. Es por esto  se eligió estudiar  sistemas  supramoleculares que actúen 

como dispositivos sensores de compuestos aromáticos heterocíclicos nitrogenados. 

Esta  tesis está organizada con un  índice  temático general,  listas de  figuras y de 

tablas,  seis  capítulos  y  tres  apéndices  que  extienden  algunos  temas  teóricos  y  el 

desarrollo de ecuaciones. 

El  capítulo  1  comienza  con  una  breve  introducción  sobre  la  química 

supramolecular  y  su  influencia  en  la  química  analítica  mediante  el  empleo  de 

receptores macrocíclicos.  Luego,  en  base  a  lo  descripto  se  enuncian  los  objetivos 

generales y específicos propuestos en este trabajo de tesis. 

El  capítulo  2  trata  sobre  conceptos  fundamentales  dentro  de  la  química 

supramolecular,  tales  como  las  interacciones  que  conducen  a  la  formación  de 

supramoléculas  y  los  requerimientos  de  complementariedad  estructural  y 

electrónica  que  deben  existir  para  su  existencia.  Se  describen  las  características 

estructurales  y  propiedades  fisicoquímicas  de  algunos  de  los  receptores 

macrocíclicos más estudiados en  la actualidad. Además, en base a  los antecedentes 

bibliográficos  se  brindan  ejemplos  de  aplicaciones  de  receptores macrocíclicos  en 

diversas áreas de estudio. 

En los capítulos 3, 4 y 5 se presentan y se discuten los resultados experimentales 

obtenidos  en  este  trabajo.  En  cada  uno  de  estos  capítulos  se  plantea:  una 

introducción  referente  al  tema  específico  que  se  va  a  tratar;  una  sección 

experimental  en donde  se  describen  los materiales,  las  técnicas  y  procedimientos 

que  se  emplearon;  luego  los  resultados  y  su  discusión;  por  último,  conclusiones 

específicas del capítulo en cuestión seguida de la bibliografía (que se hace referencia 

en el texto con superíndices numéricos), la cual amplia y respalda los temas tratados. 
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El capítulo 3 presenta el estudio del efecto de receptores macrocíclicos sobre las 

propiedades  espectroscópicas  de  dos  moléculas  representativas  de  los 

hidrocarburos  aromáticos  policíclicos  nitrogenados:  el  carbazol  y  la  quinolina.  Se 

analizan  a partir de  las  espectroscopias UV‐Visible  y de  fluorescencia,  las posibles 

interacciones y estructuras de los complejos formados. 

El capítulo 4 describe un estudio espectroscópico de dos sistemas mixtos de tres 

componentes, formado por dos receptores macrocíclicos diferentes y carbazol como 

sustrato orgánico. Con  los resultados de mediciones de  la emisión de  fluorescencia 

del  sistema  y  considerando  equilibrios  de  formación  de  complejos  de  diferente 

composición,  se  llega  a  explicar  la  existencia  de  un  complejo  supramolecular 

ternario.  

El capítulo 5 muestra el desarrollo de una metodología analítica supramolecular 

en donde se utiliza como sensor químico el receptor macrocíclico hidroxipropil‐β‐CD. 

Se  describe  el  proceso  de  validación  necesario  para  asegurar  que  el método  es 

confiable en la detección de carbazol. 

El capítulo 6 resume las conclusiones generales obtenidas en esta tesis doctoral. 

Se sugiere, para una mejor comprensión de este trabajo, consultar el apéndice A 

sobre conceptos básicos de fluorescencia. Además consultar la listas de figuras y de 

tablas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 



Capítulo 1: INTRODUCCIÓN GENERAL Y OBJETIVOS 
 

 

1	
 

 

 

CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN GENERAL Y OBJETIVOS 

 

1.1. INTRODUCCIÓN 

1.1.1. Hacia la Química Supramolecular 

El área de la química supramolecular abarca la síntesis, caracterización y estudio de la 

funcionalidad de ensambles moleculares constituidos por la asociación no covalente de 

dos o más unidades moleculares.
1,2

 La química supramolecular es un área 

multidisciplinaria que ha surgido en medio de muchas otras disciplinas. Por ejemplo: son 

fundamentales los conocimientos desarrollados desde la química orgánica e inorgánica 

para la síntesis de las moléculas constructoras; la química física sirve de soporte para 

comprender propiedades de sistemas supramoleculares; los modelos matemáticos 

permiten predecir su comportamiento; de la biología surge la inspiración y el conocimiento 

para el desarrollo de sistemas supramoleculares artificiales capaces de imitar el 

funcionamiento de biosistemas; etc.
3
 

En los últimos años, muchos grupos de investigación de todo el mundo han 

demostrado que la química supramolecular puede desempeñar un importante rol en el 

ámbito de la química analítica.
4
 Este campo involucra aplicaciones en química analítica de 

estructuras orgánicas e inorgánicas que se someten al reconocimiento molecular y el auto-

ensamblaje. En este contexto de ideas nace la química analítica supramolecular (QAS). El 

empleo de sistemas organizados supramoleculares presenta varias ventajas, como el 

incremento de la selectividad y de la sensibilidad.
5,6 

Por lo que el desarrollo de estos 

sistemas se encuentra en pleno auge, presagiando un futuro prometedor para la QAS. 

El estudio de la QAS involucra, en gran medida, el uso de receptores sintéticos.
7 
Es de 

interés en química analítica el uso de receptores solubles en medios acuosos, para 
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aplicaciones en ciencias del medio ambiente y de la vida.
8
 Los receptores macrocíclicos 

como los éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos y cucurbiturilos han sido ampliamente 

estudiados en el ámbito de la química supramolecular para formar complejos del tipo 

huésped-receptor con múltiples aplicaciones analíticas.
9,10,11

 Para que un receptor actúe 

como un sensor químico es necesario que cuente con funcionalidades que reconozcan la 

estructura del analito de interés y, por medio de esta interacción, se produzca un cambio 

detectable en una señal analítica. 

Las técnicas luminiscentes estáticas (fluorescencia, fosforescencia y 

quimioluminiscencia) y las resueltas en el tiempo (cromatografía líquida de alta resolución 

con detector de fluorescencia, etc.), se han aplicado en combinación con sistemas 

supramoleculares, para determinar y estudiar compuestos orgánicos de interés en 

diversas disciplinas, como la agroquímica, biología, química ambiental, de alimentos y 

farmacéutica, entre otras áreas.
6,11,12

 

1.1.2. Química Analítica 

1.1.2.1. Química Analítica vs Análisis Químico 

Como primera aproximación a la comprensión de esta gran área dentro de la química, 

esta disciplina se responsabiliza de la caracterización de la materia de una forma 

cualitativa (qué está presente) y cuantitativa (cuánto está presente).
13

 

La química analítica no se ocupa solamente de la realización de un análisis diario de 

una muestra de rutina, es decir del análisis químico propiamente dicho. Más bien la 

química analítica va más allá, busca mejorar los métodos establecidos, extender la 

aplicabilidad de los métodos ya existentes y desarrollar nuevas metodologías para medir 

fenómenos químicos. El desafío de desarrollar y validar un método analítico para 

proporcionar cierta información de un sistema es el trabajo del químico analítico. Una vez 

desarrollada la técnica se convierte en el trabajo de medición rutinaria del analista 

químico. 

Una descripción más apropiada de la definición de química analítica es “la ciencia de 

investigar y aplicar los conceptos, principios y estrategias para medir las características de 

especies y sistemas químicos”.
14 

A lo largo de su historia la química analítica ha 

proporcionado muchas herramientas y métodos necesarios para la investigación 
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multidisciplinaria en diversos campos, por ejemplo, medicina, química clínica, toxicología, 

química forense, ciencia de los materiales, geoquímica y química ambiental.
13

 

1.1.2.2. Sensores Macrocíclicos y Química Analítica Supramolecular. 

Los receptores macrocíclicos como ciclodextrinas (CD) y calixarenos (CA) pueden 

asociarse con diversas moléculas orgánicas y formar complejos huésped-receptor. Estos 

sistemas supramoleculares han sido utilizados con diferentes funciones tales como: 

transporte molecular, catálisis de reacciones, reconocimiento molecular, empleo en 

metodologías analíticas como sensores químicos, etc.
15

 Una contribución cooperativa de 

interacciones no covalentes es responsable de la formación de estos complejos, y el factor 

principal que dirige el reconocimiento molecular es la relación forma-tamaño entre el 

receptor y el sustrato interactuante y la complementariedad electrónica entre los grupos 

presentes en ambas estructuras moleculares. 

En la actualidad una parte de la química supramolecular se ha focalizado en el estudio 

y uso de receptores sintéticos en aplicaciones analíticas. Estas estructuras receptoras 

tienen cada vez más aplicaciones dentro del campo de la QAS, término ya definido que se 

emplea para describir procesos en donde ensamblados moleculares experimentan 

cambios que llevan a modular la señal analítica del sustrato a determinar.
4
 De esta 

manera, los receptores macrocíclicos pueden actuar como sensores químicos 

supramoleculares interactuando de forma no covalente con los analitos sensados. A esta 

clase de sensores moleculares se los puede considerar como un tipo de dispositivos 

moleculares, término que hace referencia a un ensamblado supramolecular que cumple 

una función determinada, por ejemplo, el incremento en la detección espectroscópica con 

fines analíticos. 

Un campo de gran interés para la investigación en QAS lo constituyen los sensores 

químicos. La palabra sensor dentro de este contexto, es “un receptor que interactúa en 

forma no covalente con un analito produciendo un cambio detectable en una señal 

analítica”.
4
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1. Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo fue estudiar mediante técnicas espectroscópicas 

complejos del tipo sustrato-receptor con el fin de caracterizar los sistemas 

supramoleculares e implementar su funcionalidad como sensores químicos para el 

desarrollo de métodos analíticos. 

1.2.2. Objetivos específicos 

 Adquirir experiencia en metodologías sintéticas de receptores calixarenos y realizar 

la síntesis de derivados p-sulfonatocalix[4]arenos alquilados. 

 Estudiar la influencia de macrociclos ciclodextrinas y calixarenos sobre el 

comportamiento espectroscópico de heterociclos nitrogenados. 

 Evaluar los tipos de interacción que se establecen en la asociación de los 

componentes moleculares para formar los distintos complejos sustrato-receptor. 

 Estudiar sistemas mixtos con la finalidad de evaluar el mecanismo de la asociación 

y su posible empleo con un fin analítico. 

 Proponer un método analítico supramolecular para la detección de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos nitrogenados. 

 Validar el método propuesto mediante la determinación de parámetros analíticos y 

la aplicación del mismo en muestras reales. 
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CAPITULO 2 

INTRODUCCIÓN TEMÁTICA 

 

2.1 INTRODUCCIÓN 

2.1.1. Química Supramolecular 

La química supramolecular involucra un campo de estudio interdisciplinario que analiza 

las organizaciones de especies químicas unidas fundamentalmente por fuerzas no 

covalentes, formando así una supramolécula o supermolécula. Las subunidades 

moleculares que forman la supramolécula deben experimentar un reconocimiento 

molecular que implica cierta selectividad en la unión. Para esto, las moléculas que forman 

parte de la estructura supramolecular deben tener cierta complementariedad tanto 

estructural como electrónica.
1
 

Las interacciones que se establecen en una especie supramolecular son, por ejemplo, 

del tipo electrostático (ión-ión, ión-dipolo, dipolo-dipolo, ión-), interacciones hidrofóbicas, 

enlaces puente hidrógeno, -	 stacking, y Van der Waals.
2
 A diferencia del enlace 

covalente, estas interacciones son más débiles y usualmente reversibles. Su naturaleza 

dinámica las hace partícipes de muchos procesos biológicos como el reconocimiento 

celular, el ensamble de proteínas complejas, la formación de complejos antígeno-

anticuerpo, la catálisis enzimática altamente selectiva, el reconocimiento de pares de 

bases complementarias que conduce a la formación de la doble hélice auto-ensamblada 

en el ADN, etc.
2-4 

La química supramolecular puede dividirse en dos grandes categorías, según la 

característica estructural de las especies estudiadas: la química sustrato-receptor  y la 

química de los auto-ensamblados (en inglés se refiere a host-guest chemistry y self-

assembly, respectivamente).
1 La química sustrato-receptor se basa en la interacción de 

una molécula o receptor con otra especie más pequeña (sustrato). En esta categoría se 
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encuentran los complejos sustrato-receptor o huésped-anfitrión, constituidos por una 

molécula receptora, que presenta sitios de unión que convergen en el complejo, y un 

sustrato cuyos grupos de unión divergen hacia el receptor en la entidad supramolecular.1 

Por otra parte, en los auto-ensamblados, no se distingue un receptor y un sustrato con 

grupos convergentes y divergentes, sino que existe una asociación espontánea y 

reversible de dos o más moléculas complementarias para producir un agregado 

termodinámicamente estable.1 En la figura 2-1 se muestra una representación simbólica 

de estos tipos de estructuras supramoleculares. 

 

 

 Figura 2-1. Construcción de sistemas supramoleculares (a) complejo sustrato-receptor y (b) 
auto-ensamblado entre moléculas complementarias. 
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Uno de los principales intereses de la química supramolecular es mimetizar 

interacciones no covalentes y fenómenos de reconocimiento molecular en sistemas vivos. 

La idea principal, en este marco, es diseñar un receptor artificial (R) capaz de reconocer a 

moléculas de sustrato (S), para formar una supramolécula de estructura y función bien 

definida a través de interacciones no covalentes. Desde el descubrimiento, por Pederson 

en 1967, de los éteres corona y su habilidad para unir iones metálicos, la química de los 

complejos sustrato-receptor ha evolucionado enormemente y contribuido a la aparición de 

diversos tipos de receptores supramoleculares, como por ejemplo, éteres corona, 

ciclodextrinas, calixarenos, resorcarenos, cucurbiturilos, dendrímeros, entre otros.
5
 En la 

figura 2-2 se muestran las estructuras cíclicas de algunos tipos de receptores 

macrocíclicos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figura 2-2. Algunos receptores macrocíclicos típicos. 

Ciclodextrina  Cucurbiturilo 

Éter Corona 

CalixarenoResorcareno 
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2.1.2. Interacciones Supramoleculares 

Como ya se ha mencionado las subunidades moleculares que forman una 

supramolécula se mantienen unidas por fuerzas de naturaleza no covalente. El término no 

covalente incluye una amplia variedad de atracciones y repulsiones que se resumen en la 

tabla 2-1.
1
 Algunas de las interacciones no covalentes que más interesan quizás para 

entender algunos de los resultados obtenidos en esta tesis se detallan en las siguientes 

subsecciones. 

2.1.2.1. Interacciones iónicas y dipolares 

Estas interacciones se dividen en tres categorías: ión-ión, ión-dipolo y dipolo-dipolo. 

Estas clases de interacciones se basan en la atracción coulómbica entre cargas opuestas 

próximas entre sí. Las interacciones ión-ión son las más fuertes de las tres (ver tabla 2-1) 

y son no direccionales, es decir que las especies interactuantes pueden estar situadas en 

cualquier dirección. En cambio, tanto las interacciones ión-dipolo como las dipolo-dipolo, 

requieren de cierta orientación entre las entidades para establecerse óptimamente (figura 

2-3).
1
 

Tabla 2-1. Resumen de las interacciones supramoleculares.
a
 

(a) 
Ref. 1 

Interacción Fuerza de enlace (kJmol
-1

) Ejemplo 

Ión-ión  200 – 300 En cloruro de 

tetrabutilamonio 

Ión-dipolo 50 – 200  Na+ y 15-Crown-5 

Dipolo-dipolo 5 – 50 Acetona 

Enlace de H 4 – 120 Entre guanina y citosina 

Catión-π 5 – 80 K+ en benceno 

π-π 0 – 50 Benceno y grafito 

Van der Waals	 < 5 KJ.mol-1 pero variable en función 

de la superficie 

Argón; empaquetamiento en 

cristales moleculares 

Efecto Hidrofóbico Relacionado con la energía de 

interacción solvente-solvente 

Complejos de inclusión con 

ciclodextrinas 
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2.1.2.2. Interacciones puente hidrógeno 

El enlace de hidrógeno (H) es posiblemente la interacción no covalente más importante 

en el diseño de estructuras supramoleculares, debido a su fuerza y alto grado de 

direccionalidad. Esta clase de interacción representa un tipo especial de fuerza dipolo-

dipolo entre un donor de H (D) y un aceptor de H (A).
1
 En la figura 2-4 se muestra un 

ejemplo de enlace de hidrógeno, que se establece entre las bases nitrogenadas guanina y 

citosina componentes de la doble hélice del ADN. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(a)	 (b)

(c)	

Figura 2-3. Ejemplos de Interacciones electrostáticas (a) interacción ión-ión entre tetrabutilamonio 
y cloruro, (b) interacción ión-dipolo entre sodio y el éter corona 15-crown-5 y (c) interacciones 

dipolo-dipolo en acetona.1 

Figura 2-4. Ejemplos de Interacciones puente hidrogeno (a) entre guanina y citosina pares de 
base del ADN, (b) representación esquemática.1 

D      Donor 

A      Aceptor 

         Interacciones Atractiva 1º 

         Interacciones Atractivas 2º 

         Interacciones Repulsivas 
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2.1.2.3. Interacciones π 

Hay dos tipos de interacciones π que se pueden encontrar: catión–π y π–π. Las 

primeras se dan entre cationes y sistemas de enlace dobles; por ejemplo, la interacción 

entre K+ y benceno, como se muestra en la figura 2-5a. Las segundas, surgen de la 

atracción entre la nube electrónica π de un sistema conjugado y el fragmento σ cargado 

positivamente de una molécula cercana (figura 2-5b).
1  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.1.2.4. Efecto Hidrofóbico 

El efecto hidrofóbico surge de la exclusión de especies no polares desde un medio 

acuoso. Esto es favorecido por la interacción entre moléculas de agua o del agua con 

otras moléculas polares afines. Las interacciones hidrofóbicas juegan un papel importante 

en química supramolecular; por ejemplo en la asociación de un sustrato orgánico (poco 

polar) con calixarenos y ciclodextrinas en medio acuoso.
1
 En la figura 2-6 se representa tal 

efecto en la asociación entre un sustrato y una ciclodextrina. En solución acuosa, la 

cavidad hidrofóbica de la ciclodextrina está ocupada por algunas moléculas de agua 

(interacción polar-apolar poco favorable), éstas pueden ser sustituidas por sustratos 

orgánicos menos polares.
6,7 

 

 

Figura 2-5. Tipos de interacción que involucran al sistema π: (a) interacción catión-π entre K+ y 

benceno, (b) interacción π-π	(i) cara-cara y (ii) borde-cara.1 

(a)	 (b)	

(i) (ii)	
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2.1.3. Conceptos Básicos en Química Supramolecular 

Para poder entender la acción de biomoléculas, la funcionalidad de una especie 

supramolecular (por ejemplo como sensor químico, transportador molecular, catalizador, 

etc.), es necesario tener en cuenta nociones sobre el reconocimiento molecular entre 

especies químicas. 

La comprensión de los factores que influyen en el reconocimiento molecular es 

importante para la elección de moléculas pequeñas que se utilizan como bloques para la 

formación de supramoléculas. En el contexto de esta tesis se hará especial énfasis hacia 

complejos del tipo sustrato-receptor. 

2.1.3.1. Selectividad 

Cuando un receptor se asocia con un sustrato orgánico particular o tiene preferencia 

por una familia de compuestos, se dice que es selectivo hacia esas especies. Para que se 

puedan formar interacciones del tipo sustrato-receptor, las moléculas interactuantes deben 

poseer sitios de unión que se complementen tanto espacialmente (forma y tamaño) como 

químicamente.
1
 Por ejemplo, si el receptor presenta grupos donantes de enlace de 

hidrógeno (como grupos amino primarios y secundarios, hidroxilos, etc.), el sustrato 

deberá tener en su estructura sitios aceptores de hidrógeno (como grupos carboxilato, 

fenolato, halógenos, etc.). Alternativamente, si el receptor presenta sitios ácidos de Lewis 

Figura 2-6. Representación de la formación de un complejo de inclusión. Se aprecia el efecto 

hidrofóbico por el desalojo de moléculas de agua del interior de la cavidad de la CD.7 
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entonces la molécula orgánica deberá poseer sitios que sean bases de Lewis para que se 

establezcan interacciones favorables.
1
 

2.1.3.2. Preorganización 

Un receptor que presente múltiples sitios de interacción con una geometría bien 

definida se unirá más fuertemente, a un ion o molécula complementaria, que un receptor 

con grupos de unión en una estructura más flexible. El hecho de que los sitios de unión 

estén ubicados en una estructura macrocíclica hace que se requiera un menor cambio 

conformacional de la estructura, por lo que el complejo resultante se ve favorecido 

termodinámicamente. Este incremento en la estabilidad de las supramoléculas que se 

forman recibe el nombre de efecto macrocíclico. En la figura 2-7 se comparan las 

estructuras de dos receptores macrocíclicos diferentes y en la tabla 2-2 la fuerza de 

asociación (representada como con el logaritmo de la constante de asociación KA) con 

iones metálicos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Tabla 2-2. Log KA de cationes del grupo I y los receptores 18-crown-6 y p-

sulfonatocalix[6]areno.
a
 

(a)
 Ref. 8 

Ion Log KA 

18-crown-6 CA[6]S 

Na+ 0,80 2,72 
K+ 2,03 2,55 

Rb+ 1,56 2,29 

Cs+ 0,99 2,64 

Figura 2-7. Dos receptores 
macrocíclicos con diferente 
grado de preorganización. (i) el 
éter corona 18-crown-6 y (ii) el 
p-sulfonatocalix[6]areno 

(CA[6]S).1 

(i) (ii)	
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2.1.3.3. Cooperatividad 

La cooperatividad surge del reconocimiento molecular de un receptor, con más de un 

sitio de unión, con un sustrato. La cooperatividad hace referencia a la influencia que tiene 

la unión de un sitio de interacción α en la asociación de un segundo sitio β. La 

cooperatividad puede ser positiva, cuando la interacción de un grupo favorece la 

asociación del otro, y negativo si la primera unión disminuye la fuerza de asociación de un 

segundo grupo. 

El efecto cooperativo puede darse en sistemas de más de dos componentes (por 

ejemplo, un receptor con dos sustratos orgánicos, o dos receptores con una molécula 

orgánica). 

2.1.4. Receptores Macrocíclicos: Cavitandos 

En este trabajo de tesis se emplearon receptores macrocíclicos del tipo cavitando, 

como son las ciclodextrinas y los calixarenos. Estos receptores poseen como 

característica común una cavidad hidrofóbica capaz de incluir una gran variedad de 

especies orgánicas e inorgánicas. Y presentan una inmensa variedad de aplicaciones en 

diversas áreas: en síntesis orgánica como sistemas catalíticos, en la innovación de nuevos 

materiales con propiedades de interés en química farmacéutica, medicina, agronomía, 

entre otras disciplinas como la química analítica. 

A continuación se describen las principales características y propiedades de estos 

receptores. 

2.1.4.1. Ciclodextrinas 

Las ciclodextrinas (CDs) son oligómeros cíclicos constituidos por unidades de α-D-(+)-

glucopiranosa unidas mediante enlaces α-(1-4)-glicosídicos.
6
 Estos macrociclos presentan 

una estructura ligeramente cónica con una cavidad relativamente hidrofóbica. En la figura 

2-8a se muestra la estructura química de CDs nativas. En el exterior del borde mayor se 

ubican grupos hidroxilos secundarios, y sobre el borde menor grupos hidroxilos primarios 

(ver figura 2-8b). La estructura macrocíclica se estabiliza por enlaces puente hidrógeno 

intramoleculares entre los grupos hidroxilo secundarios (C´2-OH- - -OH-C3) de dos 

unidades de glucopiranosas adyacentes. Debido a esta estabilización, las ciclodextrinas 
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nativas α-CD, γ-CD y en particular β-CD tienen limitada solubilidad en agua.
7
 En la tabla 

2-3 se exponen las propiedades fisicoquímicas de las ciclodextrinas nativas. 

Tabla 2-3. Propiedades fisicoquímicas de ciclodextrinas nativas.a 

(a)
 Ref. 7 

 

La capacidad para formar complejos sustrato-receptor con una amplia variedad de 

moléculas orgánicas es una de las propiedades más interesantes de las ciclodextrinas y 

ha sido la base para la mayoría de sus aplicaciones en el desarrollo de sensores químicos 

fluorescentes,
9,10,11 en catálisis,

12,13
 en química analítica,

14
 así como en la industria 

farmacéutica, agroquímica, de alimentos y de cosméticos. En particular, en el área 

farmacéutica, la complejación con CDs se usa principalmente para aumentar la solubilidad 

y velocidad de disolución en medios acuosos de fármacos poco solubles, y para mejorar la 

biodisponibilidad y estabilidad de drogas.
15 

 

 

 

 

Propiedades α‐CD β‐CD γ‐CD 

Nº de glucopiranosas 6 7 8 

Masa Molar (g/mol) 972 1135 1297 

Solubilidad en agua (% p/v), 25 ºC 14,5 1,85 23,2 

Diámetro Cavidad Interna (nm) 0,47 – 0,53 0,60 – 0,65 0,75 – 0,83 

Diámetro Cavidad Externa (nm) 1,46 1,54 1,75 

Altura de la cavidad (nm) 0,79 0,79 0,79 

Volumen de la cavidad (nm3) 0,174 0,262 0,472 

Contenido de agua en el cristal (%p/p) 10,2 13,2 – 14,5 8,13 – 17,7 

Moléculas de agua en la cavidad 6 11 17 
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Se ha sintetizado una enorme cantidad de derivados de ciclodextrinas para el estudio 

de complejos sustrato-receptor.
16,17

 Por ejemplo, el uso de ciclodextrinas en donde todos 

sus grupos hidroxilos son derivatizados por grupos metiloxilos (-OCH3), las cuales son 

llamadas ciclodextrinas permetiladas (PMCDs), no solamente se ve alterado el tamaño y 

forma de la cavidad, sino que también aumenta el carácter hidrofóbico.
11,18

  

Una variación que se ha empleado y se sigue utilizando es la adición de una cadena 

lateral funcional. En la figura 2-9 se ejemplifica el uso de un grupo indol fluorescente del 

residuo lateral L-triptófano (Tryp) en la β-CD.
1
 El grupo lateral se incluye dentro de la β-CD 

en solución acuosa por efecto hidrofóbico. Cuando un sustrato complementario a la 

cavidad del macrociclo es adicionado, desplaza al brazo lateral fuera de ella ocupando su 

lugar. Este desplazamiento se ha utilizado como sensor fluorescente para controlar la 

formación de complejos sustrato-receptor. Se ha demostrado que la ciclodextrina Tryp-β-

CD es capaz de diferenciar entre alcoholes químicamente distintos y también entre 

isómeros geométricos y enantiómeros.
1 

 

 

Figura 2-8. Estructura de ciclodextrinas (CDs). (a) α- β- γ-CD (b) representación esquemática de 
la estructura en forma de cono de las ciclodextrinas. Se indica con flechas los grupos hidroxilos 
que forman el borde menor y mayor. 

n = 0, 1, 2  
α- β- γ-CD

Borde mayor 

Borde menor 

(a)	 (b)

β-CD 
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2.1.4.2. Calixarenos 

Los calix[n]arenos (CA[n]) son oligómeros cíclicos constituidos por unidades de fenol p-

sustituidas, unidas entre sí por puentes metilenos.
19

 Su nombre deriva de su semejanza 

estructural con la copa griega llamada calix, y el término areno se refiere a los grupos 

arilos. Entre corchetes se indica el número de unidades fenólicas que forman la estructura 

cíclica (n = 4 - 16), los derivados más comunes son el tetrámero, el hexámero y el 

octámero, con n = 4, 6 y 8 (figura 2-10). 

Estos receptores macrocíclicos son sintetizados por condensación entre un fenol p-

sustituido y formaldehido. La reacción transcurre en un paso y puede ser catalizada tanto 

en medio ácido como en medio básico.
19

 Son receptores muy versátiles debido a la 

posibilidad de derivatizar tanto la cadena R como los grupos hidroxilos (ver figura 2-10), 

con lo que se consiguen calixarenos con diferentes propiedades fisicoquímicas y de 

reconocimiento molecular (para una descripción más detallada sobre la síntesis de 

calixarenos consultar el Apéndice B). Dependiendo de la naturaleza de su 

funcionalización, pueden complejar cationes, aniones y moléculas neutras. 

 

 

 

 

 

Trypβ-CD 

Figura 2-9. Equilibrios de inclusión de un grupo lateral triptófano (Tryp) unido covalentemente a β-
CD, y el subsecuente desplazamiento por la adición de 2-adamantanol.  
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Los calixarenos (de 4, 6 y 8 miembros) pueden adoptar al menos cuatro 

conformaciones, a causa de la libre rotación de los grupos metileno. Por esto, en solución, 

los grupos arilo rotan respecto a los grupos metilenos orientándose syn o anti unos en 

relación a otros generando los distintos confórmeros.
19

 En la figura 2-11 se esquematizan 

las cuatro conformaciones básicas: cono, cono parcial, 1,2-alternado y 1,3-alternado. La 

cantidad de confórmeros se incrementa con el número de unidades monoméricas y la 

estabilidad de los mismos depende de diversos factores, como el tamaño de los 

sustituyentes, la naturaleza del disolvente y del huésped.
5
 

La alta flexibilidad conformacional de derivados CA[6] y CA[8] ha dificultado su 

utilización como reactores químicos, debido a la incapacidad de mantener un orden 

estructural y forzar la preorganización requerida de las moléculas reactantes en su 

cavidad.
20,21

 A pesar de ello, su flexibilidad puede ser controlada por funcionalización de 

los bordes menor y mayor con grupos voluminosos adecuados a fin de bloquear la libre 

rotación de los grupos metileno.
22

 Además, es posible favorecer un único confórmero 

mediante la utilización de un sustrato adecuado que interaccione con la cavidad del 

macrociclo. Por ejemplo, se conoce que el derivado CA[8] puede presentar, en principio, 

n = 4, 5, 6, 7, 8, … , 16 
R = H, t-butilo, etc. 
Y = amplio rango de grupos funcionales 

CA[4], CA[6] y CA[8] 
m = 1, 3 y5 

Borde menor 

Borde mayor 

Figura 2-10. Estructura de calix[n]arenos (CA[n]). 
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16 conformaciones diferentes.
23

 Por otra parte, se ha demostrado que el empleo de 4-

bispiridiletileno reduce el número de conformaciones adoptadas por el derivado p-

sulfonatocalix[8]areno a 5 conformaciones posibles.
20

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Las investigaciones teóricas y experimentales sobre calix[n]arenos han contribuido al 

desarrollo de potenciales aplicaciones en diversas áreas, tales como diseño mimético de 

enzimas, extracción líquido-líquido de metales, transporte selectivo de iones, catálisis y 

sensores.
24,25,26

 Una aplicación ambiental relevante de CA[n] fue en el tratamiento de 

residuos nucleares, donde un derivado del p-sulfonatocalix[6]areno fue extensamente 

usado como receptor para extraer uranio del agua de mar a través de métodos de 

extracción cromatográficos.
27

 

El rasgo característico de los CA[n] es su baja solubilidad en agua, debido a su 

carácter apolar dominante. En los últimos años, se han conseguido sintetizar derivados 

solubles en agua entre los que se destacan los p-sulfonatocalix[n]arenos (CA[n]S). Los 

CA[n]S han sido los más ampliamente estudiados, debido a que poseen una alta 

solubilidad en medio acuoso ( 0,1 M), y además su síntesis es sencilla (ver Apéndice 

B).
28,29

 Estos derivados sulfonados se comparan a menudo con las ciclodextrinas, en la 

Figura 2-11. Los cuatro confórmeros del calix[4]areno.1 

cono cono parcial 

1,2-alternado 1,3-alternado 
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tabla 2-4 se muestran algunas diferencias y similitudes entre estos macrociclos. De este 

modo, los CA[n]S proporcionan tanto una cavidad como un entorno hidrofóbico (por los 

anillos bencénicos), y poseen en el borde superior grupos െܱܵ3
െ

 que les otorgan un fuerte 

carácter hidrofílico. Se conoce también que estos receptores macrocíclicos tienen baja 

toxicidad y que son inocuos respecto a efectos hemolíticos en concentraciones menores a 

50,0 mM, por arriba de la cual dichos efectos aumentan con el tamaño del anillo.
30

 

A diferencia de las CDs, la estructura simétrica de los CA[n]S los hace aquirales. Sin 

embargo, la quiralidad puede ser inducida por la introducción de sustituyentes quirales.
31,32

 

Los derivados quirales son efectivos en fases estacionarias para técnicas de separación 

analíticas.
33

 

El interés en los CA[n]S en la química sustrato-receptor es, en gran parte, debido a su 

tendencia a formar complejos en medio acuoso con una amplia gama de iones metálicos, 

moléculas orgánicas neutras y iónicas. La contribución de las interacciones hidrofóbicas, 

electrostáticas e interacciones π (catión-π, π-π stacking y CH-π) son importantes en la 

unión de sustratos y fundamentales para el reconocimiento molecular. 

 
Tabla 2-4. Comparación de propiedades de CA[n]S y CDs.a 

(a) Ref. 34 

Propiedades p-sulfonatocalix[n]arenos Ciclodextrinas 

Monómero p-sulfonatofenol α-D-glucopiranosa 

Diámetro de la cavidad interna (Å) 3,0 (n = 4) 

7,6 (n = 6) 

11,7 (n = 8) 

5,7 (α)	

7,8 (β) 

9,5 (γ) 

Propiedades de la cavidad Flexible 

Heterogénea 

Rígida 

Homogénea 

Propiedades Espectroscópicas Fuerte absorción en UV Transparente en UV

Interacciones Hidrofóbica y Electrostática Hidrofóbica 

Derivatización Fácil Difícil 

Quiralidad Inherente No posee Posee 
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La primer disociación de los fenoles de los CA[n]S tienen una constante ácida mayor 

que las respectivas unidades monoméricas, y su acidez se incrementa conforme 

disminuye el tamaño del anillo (ver tabla 2-5). La disociación del primer protón es 

relativamente fácil debido a la estabilización de la especie monoaniónica por formación de 

puentes hidrógenos con los grupos hidroxilos restantes. Por ejemplo, para el p-

sulfonatocalix[4]areno la primera disociación ocurre a pH ácido (pKa1 = 3,26), mientras que 

las otras tres disociaciones se observan a valores de pH bastante altos (pKa2 = 11,80; 

pKa3 = 12,80 y pKa4 = 14,00, ver tabla 2-5).
35

 

 
 
Tabla 2-5. Valores de pKa para ácidos de diferentes derivados CA[n]S.a 

(a)
 Ref. 35 y 36 

 
 

 

 

 

Compuesto pKa de grupos –SO3H pKa de grupos – OH

Ácido 4-

hidroxibencenosulfónico 

 

muy ácido 
pKa = 8,68 

Ácido del p-

sulfonatocalix[4]areno 

 

todos muy ácidos 
pKa1 = 3,26, pKa2 =  

11,80, pKa3 = 12,8 y  

pKa4 = 14,0 

Ácido del p-

sulfonatocalix[6]areno 

 

todos muy ácidos 
pKa1 = 3,45; pKa2 =  

5,02; pKa3 11 

Ácido del p-

sulfonatocalix[8]areno 

 

6 grupos muy ácidos; 

pKa7 = 4,10; pKa8 = 4,84 

pKa1 = 7,70; pKa2 =  

9,10; pKa3 11 
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2.1.4.3. Cucurbiturilos 

Aunque en este trabajo no se han empleado cucurbiturilos, resulta interesante hacer 

una breve presentación de estas estructuras receptoras ya que aportan al conocimiento en 

el campo de la química sustrato-receptor. 

Comparados con las CDs y los CA[n], los cucurbit[n]urilos (CB[n]) son receptores 

macrocíclicos relativamente nuevos. Se trata de oligómeros cíclicos compuestos por un 

número variable de unidades glicolurilo (ver figura 2-12a). Poseen una forma semejante a 

una calabaza como se muestra en la figura 2-12b. Estos macrociclos tienen una cavidad 

hidrofóbica capaz de albergar huéspedes o residuos moleculares neutros y especies 

catiónicas a través de enlaces ión-dipolo con sus grupos carbonilo expuestos en sus 

bordes.
37

 

La síntesis general se basa en la condensación de glicolurilo con formaldehido 

catalizada por ácido y en condiciones controladas.
38,39

 Se han obtenido los derivados con 

n = 5, 6, 7, 8 y 10, y sus propiedades fisicoquímicas y de reconocimiento molecular fueron 

investigadas con diversos sustratos orgánicos e inorgánicos.
40,41

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 2-12. Estructura de cucurbit[n]urilos (CB[n]) (a) Estructura química de la unidad 
monomérica glicolurilo de cucurbit[n]urilos (b) representación de la forma de barril que adquieren 

los CB[n].37 

(a)	 (b)
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2.1.5. Efecto de receptores macrocíclicos sobre las propiedades de compuestos 
orgánicos 

Las propiedades fisicoquímicas de un compuesto orgánico pueden verse alteradas 

mediante su asociación con un receptor macrocíclico. Estos cambios pueden emplearse 

con diferente intereses en varias áreas, incluyendo la industria farmacéutica (para mejorar 

la solubilidad, la estabilidad y la biodisponibilidad de fármacos, así como el transporte de 

moléculas activas en sistemas biológicos y para retardar la liberación de sustancias 

activas desde la matriz farmacéutica), y diversas ramas de la química analítica.
42 

La complejación de un compuesto orgánico luminiscente con un macrociclo receptor 

involucra interacciones no covalentes que son relativamente débiles, pero que en conjunto 

actúan en forma cooperativa resultando una unión bastante fuerte del luminóforo con la 

cavidad receptora. Esta fuerte interacción es la responsable de llamativos cambios en 

ciertas propiedades de moléculas orgánicas.
43

 En relación a esto, se ha encontrado: 

aumento en el rendimiento cuántico de fluorescencia, ΦF, y en tiempos de vida, τ, de la 

especie emisora, desplazamiento de las longitudes de onda de máxima emisión de 

fluorescencia, ߣ௠௔௫
௘௠ , mejora en la solubilidad y fotoestabilidad, cambios en las 

propiedades ácido-base, etc.
44,45,46,47

 Como ejemplo se puede mencionar la interacción de 

berberina (un alcaloide isoquinolínico con importancia clínica), con el receptor 4-

sulfonatocalix[8]areno, que lleva a un aumento significativo de la intensidad de 

fluorescencia de este sustrato, lo que puede ser aplicado para detectar cantidades trazas 

del mismo.
48

 

Mediante el uso de receptores ciclodextrina se han desarrollado con éxito técnicas de 

extracción para la evaluación de la biodisponibilidad de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAP) en suelo, imitando mecanismos de transferencia de masa que gobiernan 

la biodisponibilidad de contaminantes orgánicos no polares en suelo (ej. transferencia de 

sólido a fase acuosa).
44

 Por ejemplo, el receptor hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβ-CD) se 

ha empleado para detectar pireno y benzo[a]pireno, por incremento de la señal de 

fluorescencia al formar complejos de inclusión, en extracto de suelo contaminado 

conteniendo cuatro HPA (benzo[a]pireno, antraceno, pireno y fenantreno).
49

 También se 

ha publicado que al interaccionar con acridina las ciclodextrinas, β-CD y γ-CD, produjeron 
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un decaimiento de la señal de fluorescencia junto con un pequeño corrimiento 

hipsocrómico ( 3,0 nm) de la banda de emisión.
43

 

Las interacciones no covalentes en complejos sustrato-receptor, son las responsables 

de que una molécula orgánica cambie la respuesta esperada en el sistema supramolecular 

frente a estímulos externos como luz, temperatura, pH, agente desplazante, etc. Se busca 

encontrar las condiciones óptimas en las que se pueda aprovechar las propiedades del 

sustrato en presencia del receptor macrocíclico.
43 

En el marco de la química analítica supramolecular, el primer sistema de detección 

fluorescente, mediante el empleo de un complejo de inclusión, se ha desarrollado por 

Inouye et al., quien usó el complejo entre un resorcinareno y el catión pireno N-

alquilpiridinio (NAP) en una solución alcalina-alcohólica para la detección selectiva de 

acetilcolina.
50

 Luego Shinkai y colaboradores mejoraron este sistema usando la misma 

sonda fluorescente (NAP) pero con otro receptor, el derivado p-sulfonatocalix[6]areno, en 

medio alcohólico obteniendo una respuesta fluorescente mayor tras la unión de 

acetilcolina.
51

 

El uso de sensores macrocíclicos solubles en medio acuoso es de gran interés, debido 

a que muchas de las aplicaciones en analítica involucran este medio. Además, el empleo 

de receptores capaces de aumentar la solubilidad de compuestos poco solubles en agua 

con un objetivo analítico es de importancia.
8
 El uso combinado de diferentes macrociclos 

para obtener mayores rendimientos en la solubilización de drogas se ha estudiado poco.
31

 

En literatura se describe un sistema mixto formado por 4-sulfonatocalix[6]areno e 

hidroxipropilβ-CD (HPβ-CD) que incrementa marcadamente la solubilidad en medio 

acuoso de niclosamida, un fármaco antihelmíntico.
34

 

2.1.6. Propiedades de reconocimiento molecular y aplicaciones de receptores 
macrocíclicos. 

Uno de los principales intereses en química supramolecular es crear condiciones 

adecuadas para obtener estructuras supramoleculares estables a partir de moléculas 

pequeñas enlazadas de forma no covalente. Es conveniente para el fin que se busque, 

contar con moléculas que presenten alguna compatibilidad de unión.  
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Para ejemplificar algunas aplicaciones y procedimientos en esta área, a continuación 

se presentan algunos sistemas supramoleculares relativamente simples descriptos en 

bibliografía. 

2.1.6.1. Empleo de receptores macrocíclicos en procesos catalíticos  

Las CDs han contribuido en gran medida al desarrollo de procesos catalíticos en medio 

acuoso. Se han empleado como agentes de transferencia de masa (ATM) en sistemas 

bifásicos, acuoso:orgánico, y en el diseño de nuevos catalizadores.
52,53

 En la figura 2-13 

se muestra un esquema general del uso de CDs como ATM en reacciones catalizadas por 

un compuesto organometálico soluble en agua. El mecanismo de acción del macrociclo 

depende de la naturaleza del sustrato. Cuando el reactante es parcialmente soluble en 

agua, se ha propuesto un mecanismo como muestra la figura 2-13a, en donde la CD se 

compleja con el sustrato en la interfase líquido-líquido, lo lleva hacia la fase acuosa donde, 

en presencia del catalizador organometálico, se lleva a cabo la reacción.
54

 Luego, el 

producto se transfiere a la fase orgánica. Si el sustrato es muy poco soluble en medio 

acuoso se propuso un mecanismo a nivel de la interfase, como el esquematizado en la 

figura 2-13b. 

Se han estudiado diferentes reacciones químicas en presencia de ciclodextrinas. Por 

ejemplo, han sido empleadas como vehículos para transportar reactantes en reacciones 

de oxidación de alquenos a cetonas, catalizadas por complejos de metales de 

transición.
55,56 

También resultaron ser buenas promotoras para transferir sustratos 

orgánicos en reacciones de desoxigenación de alcoholes alílicos,
57 

reducción de ácidos 

α,β-insaturados,
58 
α-cetoésteres,

59
 y dienos conjugados.

60 
Algunas CDs modificadas, 

mostraron tener mejor actividad catalítica que las CDs nativas en numerosas reacciones 

como la hidroxilación de compuestos aromáticos,
61,62

 hidrogenación de aldehídos,
63,64 

reacción de Suzuki de acoplamiento cruzada,
65

 escisión de compuestos alílicos.
66 
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Además, se han logrado reacciones selectivas que son difíciles de realizar con 

catalizadores convencionales de metales de transición.
54

 Se han empleado receptores 

ciclodextrina para discriminar selectivamente un isómero en una mezcla. El isómero que 

mejor interactúa con la cavidad del receptor es el que sufre la modificación. Este tipo de 

sistema catalítico exhibe un comportamiento similar al del sitio activo de una enzima.
12,13 

Una aplicación interesante que se ha reportado es la utilización de un derivado mono-

(2-hidroxi-3-trimetilamoniopropil)-α-CD como un eficiente agente de transferencia de masa 

que además se une por interacción iónica a un grupo sulfonato del ligando trifenilfosfina 

trisulfonada (TPPTS), que se coordina con el catalizador metálico (rodio, Rh), originando 

un ensamble supramolecular que actúa como un eficiente sistema catalítico en la reacción 

de hidroformilación de olefinas superiores (figura 2-14a), en un sistema bifásico 

(orgánico:acuoso). Este sistema catalítico, además de aumentar la velocidad de la 

reacción de hidroformilación, favorece la formación del isómero lineal por protección de la 

estructura del alqueno dentro de la cavidad de la ciclodextrina (ver figura 2-14b). 

 

Figura 2-13. Principio de catálisis organometálica en medio bifásico acuso orgánico mediada por 
receptores ciclodextrinas. (a) Catálisis por transferencia de fase inversa (b) Catálisis interfasial. 

(a)	 (b)	
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Otro ejemplo en cuanto al empleo de macrociclos en sistemas catalíticos, se ha 

reportado en la reacción de Suzuki-Miyaura, de acoplamiento cruzado entre haluros 

orgánicos y compuestos organoboranos catalizada por paladio, para la formación de 

enlaces C-C (como se muestra en la figura 2-15a).
65

 En este caso, se han utilizado 

calixarenos y ciclodextrinas como transportadores de sustratos reactivos poco solubles en 

medio acuoso (donde se encuentra el catalizador) en un sistema bifásico, en el cual el 

catalizador es un complejo organometálico de paladio con trifenilfosfina monosulfonada 

(Pd/TPPMS). La reacción de acoplamiento del 1-iodo-4-fenilbenceno con ácido 

fenilborónico se vio favorecida en presencia de CDs y derivados CA[n]S.
65 

Los calixarenos que se muestran en la figura 2-15b con grupos sulfonatos hidrofílicos 

se han empleado como transportadores de masa para la reacción de Suzuki-Miyaura.
65

 

Estos derivados tienen además grupos t-butilo y fenilo en el borde mayor dando lugar, en 

este último caso, a que se establezcan interacciones π que son responsables, junto con 

las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas, de la formación de complejos de inclusión. 

Figura 2-14. Principio de catálisis supramolecular (a) catálisis supramolecular conducida en la 
presencia de un exceso de CD unida no covalentemente al catalizador. (b) Reacción de 

hidroformilación de 1-deceno catalizada por rodio (Rh) en presencia de α-CD.65 

(a)	

(b)	
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I B(OH)2
Pd(OAc)2/TPPMS

Na2CO3

CA[n]S o CDs

 

(a)	

 

 

 

(b)	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.1.6.2. Formación de complejos ternarios  

El efecto cooperativo se ha empleado para favorecer la formación de complejos en 

forma selectiva para separar y detectar un determinado sustrato. Se ha descripto el 

empleo de un sistema ternario formado entre el azoalcano bicíclico 1, el derivado p-

sulfonatocalix[4]areno y el catión divalente Zn2+.
67

 El sustrato orgánico se asocia a la 

cavidad del receptor por interacción hidrofóbica, mientras que el Zn2+ se une a través de 

interacciones coulómbicas con los grupos sulfonatos del calixareno y mantiene una 

interacción débil con el grupo azo del biciclo (unión cooperativa), como se muestra en la 

figura 2-16. Por otro lado, el compuesto bicíclico 2 se asocia de una forma similar que 1 al 

receptor calixareno,
68

 aunque en este caso por impedimento estérico del sustrato 2 el 

catión Zn2+ no puede acercarse a interaccionar con ambas especies a la vez, por lo que el 

azoalcano 2 es desplazado y se forma el complejo Zn2+-CA[4]S. Entonces se establece 

Figura 2-15. Reacción de Suzuki-Miyaura en presencia de CDs y CA[n] (a) Reacción de 
acoplamiento 1-iodo-4-fenilbenceno y ácido fenilborónico catalizada con paladio en solución acuosa 
de carbonato de sodio en presencia de CA[n]S o CDs. (b) Derivados calixarenos solubles en agua, 

con sustituyentes capaces de interaccionar con sustratos orgánicos.
65
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una competencia entre el ion metálico y el biciclo 2 por ocupar la cavidad de CA[4]S,como 

se muestra en la figura 2-16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mediante el reconocimiento molecular triple que se establece por la introducción del 

enlace catión-sustrato como un tercer motivo supramolecular, es posible aumentar la 

selectividad para la formación del complejo entre 1 y el CA[4]S bajo la forma del sistema 

ternario. 

El agregado de β-CD al sistema (formado por 1, 2 y CA[4]S en presencia de Zn2+) 

introduce un equilibrio competitivo con el receptor CA[4]S por la formación de complejo 

con el biciclo 2 (β-CD-2). De esta forma, se favorece la formación del complejo ternario 

Zn2+-1-CA[4]S, debido a la desestabilización del complejo 2-CA[4]S, lo que deja libre al 

receptor CA[4]S para complejar al azocompuesto 1 y se estabiliza por efecto cooperativo 

con el catión Zn2+. Este sistema de receptores macrociclos permite entonces seleccionar 

Figura 2-16. Ejemplos de Cooperación y competencia en la formación de complejos sustrato-
receptor (a) Equilibrio cooperativo para la formación del complejo ternario Zn2+-1-CA[4]S. (b) 
Equilibrio competitivo para la formación de Zn2+-CA[4]S por desestabilización del complejo 2-
CA[4]S. 

Zn2+-1-CA[4]S 1-CA[4]S 

2-CA[4]S Zn2+-CA[4]S 

(a)	

(b)	
1																2	

2 
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selectivamente el azoalcano bicíclico 1, y la presencia del catión Zn2+ direcciona el sistema 

de equilibrios múltiples hacia la formación del complejo ternario. Esto se resume en la 

figura 2-17. 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

 

Para muchas aplicaciones resulta útil contar con un conjunto de moléculas huésped 

simples que actúen como “clip” o “pegamento” molecular para mantener unidos diferentes 

macrociclos en una estructura compleja. Un ejemplo atractivo es la formación de un 

complejo ternario entre una dialquilamina (dihexilamina, DHA) y dos receptores 

macrocíclicos diferentes (β-CD y CB[6]). Este complejo se forma en dos etapas: primero 

se formó el complejo DHA-CB[6] y luego, con la adición de la ciclodextrina, resultó el 

complejo ternario β-CD-DHA-CB[6]. Este proceso se muestra en la figura 2-18.
69 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-17. Sistema de equilibrios múltiples direccionado hacia la formación del complejo 
ternario Zn2+-1-CA[4]S por la adición de Zn2+. 

Zn2+-1-CA[4]S 1-CA[4]S 

2-CA[4]S     2-β-CD     2-β-CD 

1-β-CD 
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En la primer etapa, la inclusión de una de las cadenas hexilo en la cavidad del 

cucurbiturilo CB[6] se ve favorecida debido a la complementariedad estructural y a las 

interacciones de Van der Waals con las paredes internas del macrociclo, y a la vez que se 

establecen interacciones del tipo ion-dipolo entre el grupo amonio secundario (-ܰܪଶ
ା-) y los 

oxígenos carbonílicos del borde del receptor (ver figura 2-19). Luego, en la segunda etapa, 

la formación del complejo ternario se ve especialmente favorecida debido a un efecto 

sinérgico que se dispara con la formación del primer complejo DHA-CB[6]. La fuerza de la 

asociación de CD a la cadena hexilo libre, del primer complejo, es 33 veces mayor que 

para la misma cadena en la hexilamina.
69

 Esto se debe al efecto cooperativo 

supramolecular por la formación del complejo DHA-CB[6] que facilita fuertemente la 

entrada del segundo receptor. 

El efecto cooperativo supramolecular que se observa en el ejemplo anterior, es 

análogo al concepto de efecto alostérico que se da en la unión de un sustrato al sitio activo 

de una enzima, en la cual, la asociación de una molécula en un lugar lejano a la zona de 

unión del sustrato, desencadena una serie de cambios estructurales en la proteína, que 

influyen en la unión del mismo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-18. Equilibrio en etapas para la formación de un complejo ternario CB[6]-Dihexilamina-

β-CD (CB[6]-DHA-β-CD).69 

DHA DHA-CB[6] β-CD-DHA-CB[6] 

KA1	 KA2

CB[6] β-CD 
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2.1.6.3. Aplicaciones Farmacéuticas  

Se han reportado interesantes aplicaciones de macrociclos receptores en el área 

farmacéutica, fundamentalmente en el transporte y liberación controlada de fármacos. 

El uso de ciclodextrinas en el desarrollo de nuevos materiales, en el marco de la 

química supramolecular y la nanotecnología es un tema de investigación actual. Un 

ejemplo, es el desarrollo de polímeros multifuncionales constituidos por unidades de 

ciclodextrinas entrecruzadas. Estos materiales pueden obtenerse por reacción directa de 

las ciclodextrinas nativas con un agente entrecruzante (carbonildiimidazol, trifosgeno, 

carbonato de difenilo, dianhídridos orgánicos, etc),
70

 que luego de la reacción deja una 

funcionalidad que le da al polímero un comportamiento químico particular.
70

 A estos 

materiales poliméricos se los llama nanoesponjas por su capacidad de retención de una 

gran variedad de moléculas. En la figura 2-20 se muestran las estructuras de dos de estos 

polímeros, obtenidos por reacción de β-CD y dos reactivos entrecruzantes con grupo 

carbonilo activo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-19. Estructura probable del complejo ternario CB[6]-DHA-β-CD.69 

β-CD-DHA-CB[6] 
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La estructura nanoporosa de estos materiales provee cambios en las propiedades 

respecto a las ciclodextrinas nativas. Como característica general, presentan mejor 

capacidad para formar complejos con sustratos orgánicos. Las moléculas incluidas son 

retenidas fuertemente o liberadas lentamente en forma controlada.
70

 

En virtud de su biocompatibilidad y versatilidad, las nanoesponjas resultan ser un 

sistema con aplicaciones potenciales en el campo farmacéutico, particularmente para la 

administración de fármacos. Se pueden emplear para la preparación de comprimidos, 

cápsulas, suspensiones o en sólidos cremosos para dosificación tópica.
71

 Estas 

estructuras poliméricas tienen la capacidad de incorporar fármacos ya sea como 

complejos de inclusión dentro de la cavidad hidrofóbica de las ciclodextrinas, como 

también dentro de los intersticios polares que quedan entre ciclodextrinas contiguas. Esto 

le permite al material interaccionar con moléculas de diferentes polaridades y estructuras. 

En la figura 2-21 se muestra la estructura molecular simulada de una nanoesponja de 

ciclodextrinas carbonatadas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-20. Nanoesponja de ciclodextrinas carbonatadas y carboxiladas.70 
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2.1.6.4. Aplicaciones Analíticas 

La formación de un complejo sustrato-receptor afecta marcadamente las propiedades 

fisicoquímicas de la molécula huésped, como la solubilidad, reactividad química, las 

propiedades espectroscópicas y electroquímicas, entre otras. Estos efectos pueden ser 

usados en muchos campos, algunos de los cuales se mencionaron anteriormente. Desde 

el punto de vista analítico, la formación de tales complejos permite, en ciertos casos, 

mejorar la eficiencia del método analítico para la determinación de diferentes especies 

químicas.
72

 

En los últimos años se ha obtenido una gran variedad de sensores químicos 

fluorescentes con receptores macrocíclicos basados en la formación de complejos de 

inclusión. Se han sintetizado una amplia gama de ciclodextrinas y calixarenos 

derivatizados para una diversidad de analitos vinculados a distintas áreas dentro de la 

química. Un ejemplo interesante, es el empleo de ciclodextrinas permetiladas 

derivatizadas en su borde menor con un grupo lateral cromóforo (naftaleno o quinolina) 

para la detección de sales biliares.
11

 Las sales biliares son moléculas biológicas 

anfipáticas que se almacenan en la vesícula y juegan un papel significante en el 

metabolismo y excreción del colesterol en animales. 

Figura 2-21. Estructura molecular de la nanoesponja de ciclodextrinas carbonatadas.70 
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Se empleó como sensor fluorescente una β-CD permetilada derivatizada en uno de sus 

grupos hidroxilo primarios con un grupo naftilo (PMβ-CDNaf). El grupo cromóforo se 

acomoda en el interior de la cavidad como se muestra en la figura 2-22 (esto se evidenció 

por DCI y un experimento ROESY RMN 2D).
11

 Cuando se adiciona la sal sódica del ácido 

cólico (SAC) al receptor PMβ-CDNaf, la fluorescencia del sensor se vió incrementada. Lo 

que le da a este sistema la propiedad de reconocer este tipo de estructuras químicas y 

poder detectarlas. 

El aumento de la señal fluorescente sucede debido a la inclusión de SAC en la cavidad 

del receptor, lo que produce un desplazamiento del grupo naftilo hacia el borde menor del 

macrociclo.
11

 Es interesante recalcar que la formación del complejo fluorescente (PMβ-

CDNaf)-(SAC) se ve favorecida gracias a un efecto cooperativo entre el cromóforo, la 

cavidad y la molécula huésped.
11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-22. Representación de ciclodextrinas involucradas en la detección de una sal biliar. Sal 
sódica del ácido cólico (SAC) β-CD permetilada derivatizada con un grupo naftilo en uno de sus 
hidroxilos primarios (PMβ-CDNaf) y complejo de inclusión PMβ-CDNaf-SAC. 

SAC PMβ-CDNaf 

PMβ-CDNaf-SAC 
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Los derivados calixarenos sulfonados tienen numerosas aplicaciones como sensores 

de moléculas orgánicas catiónicas en solución acuosa.
73,74,75,76

 Los complejos sustrato-

receptor formados por CA[n]S funcionan como sensores fluorescentes para la detección 

de sustancias biológicas. Particularmente estos complejos se han aplicado para detectar 

neurotransmisores como acetilcolina y carnitina, así como también otros analitos 

orgánicos.
77,78

 El principio de la detección se esquematiza en la figura 2-20b. Consiste en 

el desplazamiento de una molécula fluorescente por el analito lo que resulta en la 

regeneración de la fluorescencia intrínseca del fluoróforo. 

Como un ejemplo atractivo de un sensor fluorescente de este tipo, puede citarse el 

empleo de p-sulfonatocalix[4]areno (CA[4]S) en el seguimiento de una reacción enzimática 

de descarboxilación del aminoácido L-lisina. La enzima aminoácido descarboxilasa 

convierte aminoácidos (competidores débiles) a aminas biogénicas (competidores 

fuertes).
78

 En particular, lisina descarboxilasa transforma L-lisina a cadaverina y CO2 (ver 

figura 2-23a), y su estudio es importante en la investigación sobre el crecimiento y 

proliferación anormal de células cancerosas.
79

 

El sensor químico fue el complejo lucigenina-CA[4]S (LCG-CA[4]S). El producto 

diamina de la reacción enzimática de descarboxilación de la L-lisina desplaza al fluróforo 

LCG y se compleja con CA[4]S (KA = 1,2 x105 M-1, en el buffer enzimático). De esta 

manera, se obtiene un aumento en la señal de fluorescencia del sistema debido a que se 

detecta, en tiempo real, la cadaverina que se va formando a medida que la reacción 

transcurre.
25

 

Una aplicación similar se le ha dado al complejo entre p-sulfonatocalix[8]areno y 

rhodamina 800 (RDM) para la detección fluorescente de acetilcolina (Aco). El CA[8]S 

inhibe la fluorescencia de RDM, pero no de una forma total. Cuando se adicionó Aco la 

fluorescencia a 725 nm, correspondiente a RDM, se incrementó debido al desplazamiento 

del fluoróforo por la fuerte asociación de acetilcolina con la cavidad de CA[8]S. El método 

resultó específico para Aco frente a otros neurotransmisores como dopamina, GABA, 

glisina y ácido L-aspártico.
77
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Figura 2-23. Método de detección fluorescente por reacción de desplazamiento. (a) Reacción 
catalizada por lisinadescarboxilasa, (b) principio de la detección fluorescente, y (c) rodamina 
(RDM) y lucigenina (LCG) dos sondas fluorescentes empleadas para formar los sensores y 
acetilcolina (Aco) un neurotransmisor detectado con un complejo RDM-CA[8]S 
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Existe una diversidad de técnicas para la determinación de gran variedad de analitos 

orgánicos presentes en diferentes matrices naturales, entre las que se pueden nombrar 

CG-MS, HPLC con detección quimioluminiscente, determinaciones colorimétricas, 

radioinmunoensayos, métodos electroquímicos con electrodos modificados, etc. Sin 

embargo, muchos de esto métodos presentan procedimientos extensos y complicados, y 

requieren además un costoso equipamiento.  

El empleo de macrociclos orgánicos en el mejoramiento de técnicas analíticas basadas 

en el incremento (o disminución, o quenching) de emisión fluorescente, por formación de 

especies supramoleculares, es un campo de estudio importante en la actualidad dentro de 

la química analítica supramolecular. 

En el presente trabajo de tesis se emplean procedimientos simples con detección 

fluorescente para el estudio de complejos del tipo sustrato-receptor y la utilización de una 

de estas especies en el marco de la química analítica. La espectroscopia de fluorescencia 

es una técnica simple, rápida y altamente sensible (con detección de concentraciones μM 

– nM);
7,77,80

 que a diferencia de otras técnicas como CG-MS, HPLC y radioinmunoensayos 

no requiere de complicados pretramientos de la muestra. 
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CAPITULO 3 

EFECTO  DE  RECEPTORES  MACROCÍCLICOS  SOBRE  LAS 
PROPIEDADES ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

3.1. INTRODUCCIÓN 

3.1.1. Hidrocarburos aromáticos policíclicos nitrogenados 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos nitrogenados (HAPN) son una clase de 

compuestos orgánicos constituidos por dos o más anillos fusionados en donde además de 

átomos de carbono e hidrógeno tienen unos pocos átomos de nitrógeno formando parte de 

la estructura. Los HAPN forman parte de la gran familia de compuestos denominados 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP). Estos compuestos proceden tanto de fuentes 

naturales como antropogénicas, y se encuentran en forma de mezclas complejas en el 

agua, el aire y el suelo.
1
 

Los HAPN son en gran medida agentes contaminantes. Gran cantidad de HAPN se 

liberan al medio ambiente durante la combustión incompleta o la pirólisis de materia 

orgánica. Las principales fuentes de emisión de estos contaminantes se producen a partir 

de incendios forestales, quema de maderas en hogares, tubos de escape de vehículos, 

humo de cigarrillo, carbón, petróleo, incineración de desechos industriales, municipales y 

peligrosos, descargas de plantas industriales y de tratamiento de aguas residuales, etc.
1 

Por otro lado, ciertos núcleos de HAPN se han encontrado en algunos alcaloides 

biológicamente relevantes.
2,3,4

 Por ejemplo, el carbazol (CZL, 1) se encuentra en 

compuestos naturales como la olivacina y la elipticina (figura 3-1)
5
 que actúan como 

intercaladores del ADN inhibiendo la replicación del mismo y la transcripción del ARN, por 

lo que han sido empleados como agentes antitumorales.
5,6

 También constituye el núcleo 

base de alcaloides β-carbolínicos que presentan propiedades alucinógenas, actividad 

farmacológica y antiviral.
7,8

 Otro ejemplo, es la quinolina (QUI, 2), este núcleo heterocíclico 



Capítulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCÍCLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES 
ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

 

52	
 

H
N

N

R3

R2

R1

NCl

HN
N

N

O

HO
N

H
N

N

se encuentra presente en alcaloides derivados de la cinchona
9
 y en una gran cantidad de 

sustancias farmacológicamente activas, con importante actividad biológica, antimalarial, 

antibacterial, antifúngica, antihelmíntica, cardiotónica, anticonvulsiva, antiinflamatoria y 

analgésica.
10,11

 En la figura 3-1 se muestran dos compuestos que continen el núcleo QUI, 

la quinina y la cloroquina, la primera se utiliza como antimalárico, y la segunda posee 

propiedades antipiréticas, antipalúdicas y analgésicas. Además, la QUI y algunos de sus 

derivados se emplean principalmente para la preparación de agroquímicos y colorantes.
12

 

Por otra parte, la oxidación de QUI proporciona ácido quinolínico (piridina-2,3-

dicarboxílico), un precursor para la obtención de herbicidas; y se utiliza para la síntesis de 

8-hidroxiquinolina que es un importante precursor de pesticidas.
13

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existe una gran cantidad de HAPN en corrientes de líquidos hidrocarbonados 

derivados del petróleo, tal como el gasoil de destilación directa, aceite de ciclo ligero 

(fracción de hidrocarburos con pto. eb. 205 – 345 ºC), y gasoil de coquización, que se 

utilizan habitualmente para la reserva diesel en refinerías.
13

 Estos compuestos desactivan 

a los catalizadores empleados para los procesos de refinamiento de combustibles.
14,15

 

Además, la presencia de HAPN en el combustible final reduce la estabilidad térmica y 

Figura 3-1. Carbazol (CZL) y Quinolina (QUI) y algunos compuestos naturales que poseen en su 
estructura tales núcleos. 

R1 = R3 = CH3, R2 = H   Olivacina 
R1 = R2 = CH3, R3 = H   Elipticina 

Quinina Cloroquina 

1 

2 
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oxidativa, además de afectar el color y aroma del producto.
14,15

 Por último, la aparición de 

esta clase de compuestos en combustibles incrementa la emisión de óxidos de nitrógeno 

cuando el combustible se quema.
14

 

Los procesos de transporte, distribución y persistencia de HAPN en el medio ambiente, 

sistemas vivos y alimentos dependen de las propiedades físicas y químicas (solubilidad en 

agua, volatilidad, reactividad química, degradación biótica y abiótica), de cada compuesto 

en particular. En el agua, se encuentran generalmente disueltos en algún contaminante 

oleoso o adsorbidos sobre partículas húmicas debido a la baja solubilidad en este medio.
16

 

En el aire están presentes como vapores o adsorbidos sobre la superficie de partículas 

sólidas dependiendo de las características individuales de cada hidrocarburo.
13

 En el 

ambiente, se degradan por la acción de microorganismos y/o mediante reacciones 

fotoquímicas y de oxidación con la luz solar y otros compuestos químicos.
13

 

Las principales vías de exposición de HAPN son mediante inhalación, contacto cutáneo 

e ingestión.
17

 La exposición por inhalación varía según el grado de urbanización, tráfico e 

industrialización. Las vías de ingreso en la población no fumadora son fundamentalmente 

a través del aire respirado y el consumo de alimentos y bebidas contaminados. Mientras 

que la exposición relacionada a las actividades laborales en refinerías de petróleo, 

industria minera, metalúrgica y de transporte, entre otras, es principalmente por inhalación 

y adsorción dérmica.
13

 

En general, los HAP absorbidos por el organismo de humanos y animales ingresan a 

todos los tejidos pero tienden a almacenarse en los tejidos adiposos. En los sistemas 

biológicos los hidrocarburos aromáticos policíclicos se transforman en una mezcla de 

quininas, epóxidos, fenoles, dioles, trioles y tetraoles por diferentes vías metabólicas.
13

 La 

mayoría de los metabolitos se eliminan en las heces y en menor proporción en la orina.
18

 

Sin embargo, algunos HAP se transforman en sustancias involucradas en procesos 

mutagénicos, cancerígenos y de disrupción hormonal.
13

 

El efecto causado en la salud depende de cada HAPN y es determinado por diferentes 

factores, como tipo y gravedad del efecto, dosis dañina, vía y tiempo de exposición, 

características y hábitos del individuo (edad, sexo, estado nutricional, etc.), presencia de 

otras sustancias químicas, etc. La exposición prolongada de humanos a mezclas 
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complejas de HAP y otros compuestos químicos a través de la respiración o el contacto 

dérmico puede producir cáncer.
13

 Basándose en los efectos adversos que estos 

compuestos causan sobre la salud, algunos HAPN se incluyeron en las listas de 

contaminantes prioritarios de diferentes entidades, como: US EPA (siglas en inglés 

correspondientes a la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos), ATSDR 

(siglas en inglés correspondientes a la Agencia para Sustancias Tóxicas y el Registro de 

Enfermedades de los Estados Unidos),
19

 IARC (siglas en inglés correspondiente a la 

Agencia Internacional para la investigación del Cáncer),
20

 EFSA (siglas en inglés 

correspondientes a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria),
13

 entre otras. 

En base a la problemática que representa la exposición a los HAPN, es importante la 

detección y cuantificación de estos contaminantes. Las técnicas analíticas empleadas para 

tal fin son principalmente cromatográficas. Además, ciertos organismos y metabolitos son 

usados como biomarcadores, por ejemplo, algunos moluscos bivalvos son buenos 

indicadores del nivel de polución en aguas contaminadas con HAP debido a que presentan 

la habilidad de filtrar agua pero no metabolizan eficientemente todos los HAP.
21 

3.1.2. Técnicas Espectroscópicas 

En el análisis de especies supramoleculares como los complejos huésped-receptor, las 

técnicas espectroscópicas constituyen un importante recurso para la caracterización de 

tales estructuras. Todos los métodos espectroscópicos se basan en la medición de la 

variación de una señal (en absorbancia, corrimiento químico en RMN, intensidad de 

fluorescencia, etc.) del sistema en estudio.
22

 Por lo tanto, para la aplicabilidad de alguna 

de estas técnicas es necesario que dicha variación pueda ser detectada con suficiente 

precisión.
22,23

 

La mayoría de estas metodologías consisten en trabajar a una concentración fija del 

sustrato o huésped, variando la concentración del receptor macrocíclico o viceversa. Por lo 

que se requiere de la preparación de un gran número de soluciones de muestra. 
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3.1.2.1. Espectroscopia UV-Visible 

La espectroscopia UV-Visible es una técnica simple y útil para analizar la formación de 

complejos huésped-receptor en solución. La formación de complejo suele dar lugar a una 

modificación en el espectro de absorción de la molécula huésped y de esta forma 

evidenciar la formación de la especie supramolecular. 

La modificación del espectro de absorción del cromóforo puede deberse a un cambio 

de polaridad en su entorno. La inclusión, desde un medio polar, hacia el interior de una 

cavidad hidrofóbica, es la causa de la variación observada en la señal espectroscópica de 

muchos sistemas supramoleculares de este tipo.
22,23

 

Como resultado de la formación de complejo huésped-receptor se pueden observar 

cambios batocrómico e hipsocrómico del máximo de absorción y/o aumento o disminución 

de la intensidad de absorción.
22

 Se han publicado numerosos trabajos sobre el incremento 

en la intensidad de absorción, por la formación de complejos (fundamentalmente con 

ciclodextrinas), con o sin cambios en su longitud de onda de máxima absorción, λmax.
24,25,26

 

3.1.2.2. Espectroscopia de Fluorescencia 

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica instrumental sencilla, rápida y 

altamente sensible. Es una técnica particularmente útil para investigar la formación de 

complejos huésped-receptor entre sustratos fluorescentes y receptores 

macrocíclicos.
22,27,28,29 

Su aplicación precisa de un fluoróforo, pero esto no limita los 

alcances de la técnica para su aplicación en la detección de especies no 

fluorescentes.
30,31,32,33

 En la práctica, se requiere de cuidados rigurosos en la preparación 

de las muestras (ej. empleo de reactivos puros, limpieza de los materiales utilizados, etc.), 

para evitar interferencias.
22

 

La inclusión dentro de la cavidad de CDs produce generalmente un aumento de la 

intensidad de fluorescencia del huésped orgánico debido a la protección hacia procesos 

de quenching y de procesos de decaimiento no radiactivo.
34

 Por ejemplo, la fluorescencia 

del naproxeno (un analgésico de uso general) y la benzocaína (un anestésico de uso 

local), fue incrementada en presencia de β-CD y derivados metilados e hidroxipropilados 

proporcionando evidencia de la formación de complejos de inclusión; la emisión de 
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fluorescencia del gemfibrozil (derivado del ácido fíbrico, que se utiliza para disminuir 

niveles de triglicéridos en sangre), fue exaltada en presencia de γ-CD, y aún más en 

presencia del derivado hidroxipropil‐γ-CD, debido a que la inclusión de su anillo aromático 

dentro de la cavidad tuvo un efecto de protección del estado excitado.
35

  

3.2. OBJETIVOS 

En esta parte del trabajo de tesis se propuso estudiar si se producen interacciones que 

permitan la formación de complejos del tipo sustrato-receptor entre los sustratos orgánicos 

carbazol (CZL) y quinolina (QUI), con diferentes receptores macrocíclicos (ciclodextrinas y 

calixarenos). 

Como objetivos específicos se planteó realizar la caracterización espectroscópica de 

las aminas heterocíclicas CZL y QUI en ausencia y en presencia de los receptores 

ciclodextrinas α-CD, β-CD, Meβ-CD, HPβ‐CD y γ-CD, y de los receptores p-

sulfonatocalix[n]arenos CA[6]S y CA[8]S. 

3.3 SECCIÓN EXPERIMENTAL 

3.3.1. Instrumentación 

El control de la pureza de los reactivos se realizó midiendo el punto de fusión, 

empleando un fusiómetro electrotérmico Thermo Scientific 9100. La homogenización de 

las soluciones de cada uno de los reactivos se realizó con un sonicador Arcano modelo 

PS-10A. Se emplearon baños termostáticos con circulación Haake para el control de la 

temperatura de las muestras a determinar. 

Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro Orion 720ª equipado con 

electrodo combinado Orion sistema Ross. Este equipo se calibró usando soluciones buffer 

estándar de pH = 4,008, pH = 6,994 y pH = 9,155 preparadas según la metodología 

descripta en la literatura.
36  Esta calibración se verificó periódicamente. 

Los espectros de absorción UV-Visible se obtuvieron en espectrofotómetros Shimadzu 

UV-2101 PC y/o Shimadzu UV-1800. Los espectros de emisión de fluorescencia se 

determinaron en espectrofluorímetros JASCO modelo FP-777 y Perkin Elmer modelo LS 

55. 
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Los datos se analizaron con los siguientes programas: Sigma Plot versión 8.0, 

OriginPro 8 y Conversion Program for ASCII (FP-777) versión 1.03. 

3.3.2. Reactivos y Procedimiento 

3.3.2.1. Reactivos 

Las aminas heterocíclicas carbazol CZL (sólido) y QUI (líquida 99+% de pureza), 

fueron reactivos de grado analítico Sigma-Aldrich. 

Los receptores ciclodextrinas empleados fueron reactivos de grado estándar de 

laboratorios Roquete y Cerestar. En particular la hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβ-CD) 

empleada tiene un grado de sustitución por unidad de glucosa de 0,61, en cuanto a la 

metil-β-ciclodextrina (Meβ-CD) la fracción de grupos metilo fue de 0,50 por unidad de 

glucosa 

Los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CA[8]S, fueron sintetizados en 

colaboración con un laboratorio especializado en síntesis de calixarenos en la universidad 

de Río Grande del Sur, Brasil.
37

 

La pureza de los mismos se corroboró determinando los puntos de fusión. Los valores 

obtenidos experimentalmente concuerdan con los valores de referencia (tabla 3.1) 

Tabla 3-1. Punto de fusión de los compuestos empleados 

Compuesto Pto. de fusión experimental, °C Pto. de fusión de referencia,°C

CZL 243,5-246 243-246
a
 

α-CD 278-279 278
b
 

β-CD 300-301 298-300
b
 

HPβ-CD 278-280 278
b
 

Meβ-CD 283-285 280-282
b
 

γ-CD 285 267
b
 

CA[6]S 285 – 290 (Descompone) 320
c
 

CA[8]S 285 – 290 (Descompone ) 300
c
 

(a)
 Informado por el fabricante código de producto C5132 

(b)
 Informados en http://www.chemnet.com 

(c)
 Ref. 38 
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Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q obtenida de un 

purificador Millipore, metanol (CH3OH) grado HPLC Sintorgan y ácido clorhídrico (36 % 

p/v) de grado analítico (Cicarelli). 

3.3.2.2. Preparación de soluciones para la determinación de espectros UV-Visible 

Los espectros de absorción (A) se determinaron entre 200,0 nm y 400,0 nm usando 

cubetas de cuarzo de 1,0 cm y de 4,0 cm de paso óptico (b). Las mediciones se realizaron 

a una temperatura controlada de (25,0  0,1) °C. 

Se obtuvieron las curvas de calibración de CZL, QUI y de algunos receptores 

macrocíclicos (CDs y CA[n]S) para establecer un valor de coeficiente de absortividad 

molar, ελ, en el medio de trabajo a 25,0 °C. 

En la calibración de receptores ciclodextrina (CDs), se prepararon soluciones de 

concentración entre 1,0 mM hasta 12,0 mM, y para los derivados calixarenos sulfonados 

(CA[n]S) entre 15,0 μM hasta 120,0 μM. Todos los espectros se registraron descontando 

previamente la señal del correspondiente blanco. 

3.3.2.2.1. Preparación de soluciones de CZL 

Las soluciones de CZL en ausencia de receptores macrocíclicos se prepararon 

partiendo de una solución de CZL, solubilizando 25,0 mg de cristales en un volumen final 

de metanol igual a 5,0 mL; la concentración de esta solución fue 0,030 M. Empleando la 

solución anterior se preparó una segunda solución de concentración 3 x10-4 M, en CH3OH 

(estas soluciones se conservaron en heladera, protegidas de la luz y se emplearon 

durante un tiempo no superior a dos semanas). Esta última solución se utilizó para 

preparar las restantes soluciones para determinar por UV-Vis, cuyas concentraciones 

estuvieron comprendidas entre 0,5 μM y 7,5 μM. 

Para reducir al mínimo el error en las concentraciones finales de las soluciones, en la 

determinación de las constantes de asociación, se prepararon dos soluciones, una de ellas 

manteniendo una concentración fija del sustrato orgánico ([CZL] = 5,6 μM), y la otra con la 

misma concentración de CZL (5,6 μM) y la máxima concentración del receptor 

macrocíclico ([CA[n]S] ≈ 100,0 μM, [CD] ≈ 12,0 mM). Luego las soluciones a determinar se 
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prepararon mezclando estas dos soluciones, variando la concentración del macrociclo 

receptor entre 0 y 10,0 mM. 

Las soluciones a estudiar por espectroscopia fueron preparadas en medio acuoso 

bufferizado, utilizando un 95,0 % v/v de buffer (pH = 1,00 y pH = 6,994). Se utilizó un 2,0 

% v/v de CH3OH como cosolvente para favorecer la solubilidad de CZL en medio acuoso. 

Las soluciones reguladoras de pH = 1,00 (con [HCl] = 0,2 M y [KCl] = 0,2 M),
36

 pH = 

2,101 (con [HCl] = 0,01 M y [NaCl] = 0,09 M)
39

 y de pH = 6,994 (con [NaH2PO4] = 0,02 M; 

[Na2HPO4] = 0,03 M y [NaCl] = 0,02 M),
39

 se prepararon según el procedimiento descripto 

en la literatura citada, empleando reactivos de grado analítico. Las soluciones buffer se 

controlaron por medición experimental. 

El efecto de los receptores CDs sobre las propiedades espectroscópicas de CZL se 

analizó determinando los espectros del sustrato orgánico en presencia de distintas 

concentraciones del macrociclo, entre 0 y 12,0 mM. Por otro lado, el efecto de receptores 

CA[n]S se estudio variando la concentración entre 0 y 100,0 µM. Siempre se mantuvo una 

concetración constante de CZL (alrededor de 6,0 µM). 

3.3.2.2.2. Preparación de soluciones de QUI 

Las soluciones de QUI en ausencia de receptores macrociclicos se prepararon 

partiendo de una solución preparada solubilizando 18,5 μL de QUI pura en un volumen 

final 5,0 mL con metanol; la concentración de esta solución fue 0,031 M. Empleando esta 

solución se preparó una segunda solución de concentración 5,0 x10-4 M, en metanol. 

Estas soluciones se conservaron protegidas de la luz con papel aluminio. 

A partir de la solución 5,0 x10-4 M se prepararon soluciones de QUI, en un intervalo de 

concentraciones desde 0 μM hasta 36,0 μM en medio acuoso empleando un 95,0 % v/v 

de buffer pH = 2,101, y desde 0 μM hasta 96,7 µM pH = 6,994. Siempre se utilizó un 2,0 % 

v/v de CH3OH como cosolvente para favorecer la solubilidad de QUI. 

El efecto de los receptores CDs sobre las propiedades espectroscópicas de QUI se 

analizó determinando los espectros del sustrato orgánico en presencia de distintas 

concentraciones del macrociclo, entre 0 mM y 12,0 mM. Por otro lado, el efecto de 

receptores CA[n]S se estudio variando la concentración entre 0 µM y 100,0 µM. La 
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concetración de QUI a pH neutro se mantuvo constante en 20,4 µM y a pH ácido en 5,0 

µM. Siempre se utilizó un 2,0 % v/v de CH3OH como cosolvente. En el procesamiento de 

datos se descontó la señal de A asociada al blanco para cada concentración de receptor 

macrocíclico. 

3.3.2.3. Preparación de soluciones para la determinación de espectros de fluorescencia 

Para la determinación de espectros de emisión de fluorescencia de las sondas 

fluorescentes, CZL y QUI, se trabajó con soluciones cuyas concentraciones se 

encontraron dentro del rango lineal de respuesta del espectrofluorímetro (para CZL entre 

0,5 μM y 7,5 μM, y para QUI a pH neutro entre 1,5 μM y 26,0 μM). En todo momento se 

aseguró que la concentración del sustrato fuera tal que 2,3xA < 0,05 (con un b = 1,0 cm). 

Las muestras preparadas se determinaron dentro de las 24 horas después de prepararse 

y se procuro protejarlas de la luz cubriendo los matraces con papel aluminio. Los 

espectros se obtuvieron descontando el blanco correspondiente. 

3.3.2.4. Determinación de espectros de emisión de fluorescencia 

Las mediciones de fluorescencia se realizaron usando cubetas de cuarzo (con b = 1,0 

cm). Los espectros se registraron a partir una longitud de onda mayor a la longitud de 

onda de excitación, λexc, del fluoróforo hasta una longitud de onda en la que la intensidad 

de emisión fuera nula. En todos los casos se obtuvieron las áreas absolutas de los 

espectros de emisión de fluorescencia. 

En el estudio por fluorescencia se trabajó con valores de áreas relativas para minimizar 

errores por causas instrumentales. Utilizando como referencia una solución del fluoróforo 

de concentración conocida y constante. 

3.3.2.4.1. Método para la determinación de espectros de emisión de fluorescencia de CZL 

El método utilizado para adquirir los espectros de emisión de fluorescencia de CZL (en 

equipo JASCO P777), se obtuvo de acuerdo a los siguientes parámetros instrumentales: 

o Longitud de Onda de excitación: 290 nm y 322 nm 

o Ancho de rendijas de excitación y emisión: 10,0 nm 
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o Ganancia del fotomultiplicador = Muy baja (very low) 

o Velocidad de barrido = 500,0 nm/min 

En el estudio utilizando receptores CA[n]S, la λexc se eligió tal que corresponda a un 

máximo de A del sustrato, en donde no absorba el receptor macrocíclico o su absorción 

sea no significativa respecto al fluróforo (λexc = 322,0 nm para CA[n]S ver figura 3-2). Las 

concentraciones empleadas de receptores CA[n]S fueron desde los 5,0 µM hasta los 

185,6 µM. 

Cuando se trabajó con CDs la λexc coincidió con un punto isosbéstico entre el espectro 

del sustrato y el correspondiente para el receptor (λexc = 290,0 nm). Las concentraciones 

empleadas de receptores CDs estuvieron en el rango entre 0,005 mM y 0,012 mM. 

Se empleo como referencia la señal obtenida de una solución de [CZL] = 5,0 μM (en 

equipo JASCO), y [CZL] = 2,0 μM (en equipo Perquin Elmer LS 55). 

3.3.2.4.2. Método para la determinación de espectros de emisión de fluorescencia de QUI 

El método utilizado para adquirir los espectros de emisión de fluorescencia de QUI (en 

equipo Perkin Elmer LS 55), se consiguió eligiendo los siguientes parámetros 

instrumentales: 

o Longitud de Onda De excitación: 312,5 nm 

o Ancho de rendijas de excitación y emisión: 10,0 nm 

o Potencia del fotomultiplicador = 650 – 700 

o Velocidad de barrido = 500,0 nm/min 

Tanto para la especie QUI como para la especie QUIH+ se excito a 312,5 nm. Solo 

para la determinación del núcleo neutro QUI fue neceario descontar el blanco con el 

receptor macrocíclico (CDs y CA[n]S). 

Se empleo como referencia la señal obtenida de una solución de [QUI] = 6,0 μM (en 

equipo Perquin Elmer LS 55). 
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3.4. RESULTADOS 

3.4.1. Estudio por espectroscopia UV-Visible  

3.4.1.1. Estudio por espectroscopia UV-Visible de CZL, QUI y derivados p-

sulfonatocalix[n]arenos 

En primer lugar, con el fin de realizar una evaluación de la absorción de los sistemas 

aromáticos de CZL, QUI y los derivados CA[6]S y CA[8]S se determinaron los respectivos 

espectros de absorción UV-Visible de estos compuestos policíclicos. 

Los espectros de absorción experimentales de CZL y de QUI (a dos valores de pH, 

2,101 y 6,994), se muestran en la figura 3-2. Las longitudes de onda de máxima absorción 

para CZL son: 334,6 nm; 322,0 nm; 290,4 nm; 254,8 nm y 232,6 nm. Mientras que para 

QUI las longitudes de onda de máxima absorción aparecen a: 312,5 nm; 233,0 nm para la 

especie protonada, QUIH+, y 312,5 nm; 299,5 nm; 280,0 nm; 229,5 nm y 224,5 nm para la 

especie neutra QUI. 

El espectro UV-Visible de CZL no se modifica en todo el rango de pH, ya que presenta 

una única especie ácido base (pKa del ácido conjugado ≈ – 6 
40

 y de la especie neutra ≈ 

19,9
41

). En tanto que el núcleo QUI presenta un pKa ≈ 4,92,
41

 por lo que, a los pH en que 

se determinaron los espectros de la figura 3-2b, se encuentra tan solo una de las dos 

especies ácido-base del núcleo de quinolina. Así, puede corroborarse que la absorción de 

la especie ácida QUIH+ es más intensa y algunas bandas de absorción sufren 

desplazamiento batocrómico 

En la figura 3-3 se muestran los espectros individuales de los receptores p-

sulfonatocalix[n]areno (CA[6]S y CA[8]S) a dos pH diferentes. Las longitudes de onda de 

máxima absorción para CA[6]S son: 274,6 nm y 282,6 nm a pH = 2,101 y 281,9 nm a pH = 

6,994, a este último pH, presenta a 293,8 nm, un hombro en el espectro; y para CA[8]S 

son: 275,2 nm y 282,7 nm a pH = 2,101 y 283,5 nm a pH = 6,994, a este último pH 

presenta un hombro a 294,4 nm. 

 

 

 



Capítulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCÍCLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES 
ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

 

63	
 

225 250 275 300 325 350
0,0

0,3

0,6

0,9

1,2

 (nm)

A

260 280 300 320

0.00

0.35

0.70

1.05

1.40

1.75

 (nm)

A

220 240 260 280 300 320 340

0,00

0,09

0,18

0,27

0,36

 (nm)

A
H
N

260 280 300 320

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

1.8

(nm)

A

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N
H

N

Figura 3-2. Espectros UV-Vis de CZL y QUI. (a) de CZL (–––) con un 95,0 % v/v de buffer fosfato 
de pH = 6,994, y (b) QUI (–––) con un 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; y QUIH+ (–––) 
con un 95% v/v de buffer HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101. Las soluciones fueron 
preparadas con un 2,0 % v/v de CH3OH y a 25,0 °C. Las concentraciones de los sustratos fueron: 

[CZL] = 6,02 μM; [QUI] = (8,89 – 9,34) μM. 

Figura 3-3. Espectros UV-Vis de CA[n]S a dos valores de pH diferentes: (a) [CA[6]S] = 109 µM a 
95,0 % v/v HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101 (–––) a 95,0 % v/v buffer fosfato de pH = 
6,994 (–––), y (b) [CA[8]S] = 115 μM a 95,0 % v/v HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101 (–––), 
a 95,0 % v/v buffer fosfato de pH = 6,994 (–––). CH3OH 2,0 % v/v; 25,0 °C; en (a) b = 4,0 cm y 

en (b) b = 1,0 cm. 

a b	

a b
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3.4.1.2. Determinación de absortividades molares. 

Para determinar la concentración de las especies estudiadas por medio de su espectro 

de absorción se utiliza una curva de calibración y se emplea la ley de Lambert y Beer.
26

 

Esta ley enuncia que la cantidad de luz absorbida por un cromóforo es independiente de la 

potencia o intensidad inicial de luz, I0, y que la cantidad de luz absorbida es proporcional a 

la concentración de las moléculas absorbentes en el paso óptico, b, que el haz recorre a 

través de la solución.
42

 En la figura 3-4 se esquematiza la absorción de una muestra, 

dando la expresión para la absorción de luz, A, en función de I0 y la intensidad del haz de 

luz transmitido I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

donde A representa la absorbancia, ε la constante de proporcionalidad denominada 

absortividad molar (con unidades M‐1cm‐1), b es la longitud del paso óptico del haz de luz 

a través de la solución (en cm) y [S] es la concentración del sustrato (expresada en M).
42

 

El coeficiente ε es una propiedad intrínseca del compuesto en el medio donde está 

disuelto a la temperatura en que se efectúa su determinación a una dada longitud de onda 

(λ). 

Se registraron espectros UV-Visible de los sustratos orgánicos (S), CZL y QUI. Las 

soluciones de CZL se prepararon en seis niveles de concentración (1,75; 3,50; 4,38; 5,25; 

Figura 3-4. Absorción de luz. Ley de Lambert y Beer 

log
ூబ

ூ
ൌ ሾܵሿܾߝ ൌ	A                                                  (3.01)	

I

I0	

b
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6,12 y 7,00 μM) a pH = 6,994. En tanto que para QUI se realizaron medidas tanto a pH = 

2,101 como a pH = 6,994, obteniendo espectros de absorción para los siguientes niveles 

de concentración: 6,00; 12,00; 18,00; 24,00; 30,00 y 36,00 μM para la especie ácida 

QUIH+, y 29,02; 38,70; 48,38; 58,05; 67,72; 77,40; 87,08 y 96,75 μM para la especie 

neutra QUI. En la figura 3-5 se muestran las curvas de calibración tanto para CZL como 

para QUI, graficando A (a la longitud de onda de máxima absorción, λmax) en función de la 

[S]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de las curvas de calibración en las condiciones mencionadas anteriormente, se 

obtuvieron los coeficientes de absortividad molar, ε, para ambos sustratos orgánicos, 

mediante el ajuste de la ecuación 3.01. 

Los valores de ε a las diferentes λmax se muestran en la tabla 3-2. Los ε de los 

receptores calixarenos también se obtuvieron para las condiciones experimentales 

estudiadas siguiendo el procedimiento detallado en la sección 3.3.2.2. En la tabla 3-3 se 

exponen los valores de ε determinados para los receptores CA[6]S y CA[8]S. 

Figura 3-5. Curvas de calibración por UV-Vis de CZL y QUI. (a) CZL en 95,0 % v/v de buffer fosfato 
de pH = 6,994 a 290,4 nm (–––); (b) de QUI en 95,0 % v/v de HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 
2,101 a 312,5 nm (–––) y QUI en 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 a 312,5 nm (–––). Las 
soluciones se prepararon con un 2,0 % v/v CH

3
OH; 25,0 °C; b = 4,0 cm. 

a	 b
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Todas las curvas de calibración presentaron buenos ajustes lineales con coeficientes 

de correlación entre 0,981 y 0,999 en el intervalo de concentraciones analizado. 

Tabla 3-2. Coeficientes de absortividad molar a longitudes de onda de máxima absorción 

para CZL y QUI.
 a
 

(a)
 Los coeficientes de absortividad molar se expresan con sus desviaciones estándares. 

(b) 
95,0 % v/v Buffer fosfato (pH = 6,994), 2,0 % v/v CH

3
OH, 25,0 °C. 

(c) 
95,0 % v/v HCl 0,01M/NaCl 0,09 M (pH = 2,101), 2,0 % v/v CH

3
OH, 25,0 °C. 

 
Tabla 3-3. Coeficientes de absortividad molar a longitudes de onda de máxima absorción 

para los derivados CA[n]S empleados.
a
 

(a)
 Los coeficientes de absortividad molar se expresan con sus desviaciones estándares. 

(b)
 95,0 % v/v HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M (pH = 2,101), 2,0 % v/v CH

3
OH, 25,0 °C. 

(c)
 95,0 % v/v de Buffer fosfato (pH = 6,994), 2,0 % v/v CH

3
OH, 25,0 °C. 

 

 

 

CZL QUI 

λmax, nm ε,	10
3M‐1.cm‐1 λmax, nm ε,	10

3M‐1.cm‐1 

232,6 48,4  0,9
b
 233,0 39,2 ± 0,3

c
 

290,4 16,6  0,3
b
 312,5 6,85  0,06

c
 

322,0 4,2 0,2
b
 224,8 33,5  0,2

b
 

334,6 3,4  0,2
b
 312,5 3,938  0,008

b
 

CA[6]S CA[8]S 

λmax, nm ε,	10
3M‐1.cm‐1 λmax, nm ε,	10

3M‐1.cm‐1 

274,6 7,20 ± 0,07
 b

 275 10,2 ± 0,3 

282,6 6,48 ± 0,08
 b

 282 9,7 ± 3 

281,9 18,0 ± 0,1
 c
 283 14,1 ± 0,3 
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3.4.1.3. Efecto de receptores macrocíclicos en la absorción de CZL y QUI 

3.4.1.3.1. Efecto de Ciclodextrinas 

Para evaluar el efecto de los receptores macrocíclicos sobre las propiedades 

espectroscópicas de absorción de los heterociclos nitrogenados CZL y QUI, se obtuvieron 

los espectros UV-Visible en ausencia y en presencia de receptores macrocíclicos. 

En la figura 3-6 se muestra el cambio en las curvas espectrales de CZL y QUI cuando 

están en presencia de un receptor ciclodextrina. Se observan dos comportamientos 

diferentes: por un lado, la A de CZL se ve incrementada cuando se encuentra presente el 

receptor β-CD; por otro lado, se observa que la A de QUI en presencia de γ-CD se ve 

disminuida, en medio acuoso a pH = 6,994. En medio ácido, la absorbancia de CZL y de 

QUI no se vió afectada de manera significativa en presencia de receptores ciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este efecto en el CZL se observó también para los receptores α-CD, HPβ-CD y Meβ-

CD. En tanto que, para QUI se evidenció un cambio similar con los receptores HPβ-CD, 

280 315 350 385 420
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Figura 3-6. Espectros de absorción UV-Visible de CZL y QUI en presencia de una ciclodextrina. (a) 
de CZL (– – –) en ausencia y (–––) en presencia de β-CD ([CZL] = 6,0 μM; [β-CD] = 10,0 mM); y 
(b) de QUI (– – –) en ausencia y (–––) en presencia de γ-CD ([QUI] = 20,0 μM; [γ-CD] = 10,0 mM). 
En 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v CH

3
OH; 25,0 °C; b = 4,0 cm. 
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Meβ-CD y γ-CD. Los cambios espectrales en la A de CZL y QUI, en presencia de CDs, se 

muestran detallados en la tabla 3-4. 

Tabla 3-4. Cambios en el espectro UV-Vis de CZL y QUI en presencia de receptores 

ciclodextrinas.
a
 

(a) 
[CZL] = 6,0 μM; [QUI] = 20,4 μM; [CDs] = 10,0 mM; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 

2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 °C; b = 4,0 cm. 

3.4.1.3.2. Efecto de p-sulfonatocalix[n]arenos 

En la figura 3-7 se muestra el cambio espectral que sufre el núcleo CZL cuando está 

en presencia del derivado calixareno CA[6]S a dos valores de pH diferentes (6,994 y 1,00). 

Se exponen los espectros UV-Visible de las moléculas individuales, la suma de estos 

espectros y el correspondiente a la mezcla experimental de CZL y CA[6]S. La máxima 

variación en la absorbancia del sistema es mayor en medio neutro que en condiciones 

ácidas ( Δܣ௠௔௫
ଶ଻ଶ,ସ ൌ  -0,232 y Δܣ௠௔௫

ଶ଻ସ,଴ ൌ  -0,089, a pH = 6,994 y pH = 1,00, 

respectivamente), como puede apreciarse claramente en la figura 3-7. La presencia del 

derivado CA[8]S también produjo cambios en la absorbancia de CZL en medio neutro 

(Δܣ௠௔௫
ଶ଼ହ,ଽ ൌ 0,162). 

La absorción del núcleo QUI en su forma neutra no sufrió cambios significativos 

(Δܣ௠௔௫
ଷଵଶ,ହ ൌ  -0,012 para la especie QUI Δܣ௠௔௫

ଶଵଶ,ହ ൌ  -0,004 para la especie QUIH+) en 

presencia de los calixarenos sulfonados CA[6]S y CA[8]S. En la figura 3-8 se exponen los 

espectros de QUI en ausencia y en presencia de CA[6]S a dos valores de pH diferentes 

(6,994 y 2,101). 

CZL QUI 

Receptor	 ࢞ࢇ࢓࡭∆
૛ૢ૝,૞࢓࢔	 Δλmax, nm ࢞ࢇ࢓࡭∆

૜૚૛,૞࢓࢔ Δλmax, nm 

α-CD 0,110 0,00 -0,005 - 

β-CD 0,106 1,20 -0,031 0,25 

HPβ-CD 0,126 1,80 -0,024 0,5 

Meβ-CD 0,040 1,40 -0,037 0,1  

γ-CD - - -0,044 0,36 
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Todos los espectros obtenidos en presencia de receptores macrocíclicos se les han 

descontado las absorbancias asociadas a cada macrociclo (blanco). 
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Figura 3-7. Espectros de absorción UV-Vis de CZL en presencia del receptor CA[6]S. Se observa 
una disminución de la A respecto a la suma aritmética de los espectros de las moléculas por 
separado. Espectros UV-Visible de (– ∙	 –) CZL, (– – –) CA[6]S, (–––) mezcla experimental y (–––) 
suma aritmética de espectros individuales. Condiciones: (a) 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 
6,994; (b) 95,0 % v/v de HCl 0,1 M. [CZL] = 8,6 μM; [CA[6]S] = 30 μM; 2,0% v/v CH

3
OH; 25,0 °C; 

b = 4,0 cm. 
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A	‐	A0

Figura 3-8. Espectros de absorción UV-Vis de QUI en presencia de CA[6]S. (a) [QUI] = 10 μM en 
ausencia del macrociclo (–––) con un 95,0 % v/v de buffer fosfato pH = 6,994 y a distintas 
concentraciones del macrociclo: [CA[6]S] = 8,5 μM (–––) hasta [CA[6]S] = 78,0 μM (–––); (b) [QUI] 
= 10 μM en ausencia del macrociclo (–––) con un 95,0 % v/v de HCl 0,01 M y a distintas 
concentraciones del macrociclo: [CA[6]S] = 10,0 μM (–––), [CA[6]S] = 30,0 μM (–––) y [CA[6]S] = 
50,0 μM (–––). Todas las soluciones con un 2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 °C; b = 4,0 cm. 

a	 b
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3.4.1.3.3. Efecto Macrocíclico por UV-Visible 

Para evidenciar el efecto macrocíclico, sobre las características espectroscópicas de 

los sustratos CZL y QUI, y que los cambios observados no se deban a un efecto del 

medio, se registraron espectros UV-Visible utilizando una cantidad del monómero 

equivalente en masa a la concentración empleada de receptor macrocíclico. En la figura 3-

9a se muestra el espectro de absorción de CZL en ausencia y en presencia de glucosa y 

β-CD y en la figura 3-9b espectros de QUI en ausencia y en presencia de glucosa y 

algunos receptores CDs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-9. Efecto del monómero y efecto macrocíclico por espectroscopia UV-Vis. Espectros UV-
Vis de (a) (–––) [CZL] = 6,2 μM, (–––) CZL + glucosa y (–––) CZL + β-CD, y (b) (–––) [QUI] = 20,4 
μM, (–––) QUI + glucosa, (–––) QUI + HPβ-CD (–––) QUI + β-CD,	 (–––) QUI + Meβ-CD, (–––) QUI + 
γ-CD. Condiciones: [CD] = 10 mM, cantidad de glucosa equivalente en masa a la concentración de 

CD, 95,0 % v/v de buffer fosfato pH = 6,994, 2,0 % v/v CH
3
OH; 25,0 °C; b = 4,0 cm. 

a b
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S  +  R
KA

S‐R

3.4.1.4. Determinación de KA por espectroscopia UV-Visible 

La constante de asociación, KA, de un complejo entre un sustrato orgánico, S, y un 

dado receptor macrocíclico, R, puede ser determinada mediante la medición de una 

propiedad espectroscópica afectada por la interacción huésped-receptor, variando la 

concentración de uno de los componentes mientras se mantiene constante la 

concentración del otro. 

En principio, se considera que en la reacción de complejación se forma un complejo de 

estequiometria 1:1, estableciéndose el siguiente equilibrio (Eq. 3.1): 

 

 

(Eq. 3.1) 

 

Para explicar la variación de la A (ΔA) del sistema a una longitud de onda determinada 

(ej. λmax) en función de la concentración del R, se derivó la expresión que describe tal 

comportamiento por medio del planteo de ecuaciones simples de equilibrio químico y 

basadas en la ley de Lambert-Beer. A continuación se describen las consideraciones 

empleadas y los pasos seguidos para obtener dicha función (A vs [R]). 

La constante de equilibrio de la ecuación química de formación de complejo es la 

constante de asociación, KA, del sustrato y del receptor y se define como sigue: 

஺ܭ ൌ
ሾௌିோሿ

ሾௌሿ.ሾோሿ
                                                      (3.02) 

donde [S–R], [S] y [R] se refieren a las concentraciones en equilibrio del complejo, del 

sustrato y del receptor, respectivamente. 

Considerando que los espectros de absorción de S libre y complejado presentan 

diferencias significativas y que todas las especies cumplen la ley de Lambert-Beer, se 

elige una longitud de onda a la cual los coeficientes de absortividad molar de S y S–R son 

diferentes. 
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Según la ley de Lambert-Beer (ecuación 3.01), la A de la solución en ausencia de R es 

proporcional a la concentración analítica del sustrato, [S]0. 

ܣ ൌ .ௌߝ ܾ. ሾܵሿ଴                                                (3.03) 

Cuando se adiciona el macrociclo, la absorbancia del sistema en el equilibrio es la 

sumatoria de las contribuciones del S, del R y del S–R obteniéndose la ecuación 3.04. 

ܣ ൌ ܾ. ሺߝௌ. ሾܵሿ ൅ .ோߝ ሾܴሿ ൅ .ௌିோߝ ሾܵ െ ܴሿ)                           (3.04) 

Incorporando en la ecuación 3.04 los balances de masa del sustrato ([S]0= [S] + [S–R]) y 

del receptor ([R]0 = [R] + [S–R]), surge la ecuación 3.05 que se da a continuación: 

ܣ ൌ ܾ. ሺߝௌ. ሾܵሿ଴ െ .ௌߝ ሾܵ െ ܴሿ ൅ .ோߝ ሾܴሿ଴ െ .ோߝ ሾܵ െ ܴሿ ൅ .ௌିோߝ ሾܵ െ ܴሿሻ        (3.05) 

Agrupando los términos relacionados a [S–R] y considerando que ΔεS‐R = εS‐R - (εS - εR) 

se deriva la ecuación 3.06. 

ܣ ൌ ܾ. ሺߝௌ. ሾܵሿ଴ ൅ .ோߝ ሾܴሿ଴ ൅ .ௌିோߝ∆ ሾܵ െ ܴሿሻ                     (3.06) 

Si la A del S es mucho mayor que la que presenta el receptor (ya que la A de R es 

despreciable) se puede considerar εS.[S]0  εR.[R]0 y la ecuación 3.06 se simplifica a la 

ecuación siguiente 

ܣ ൌ ܾ. ሺߝௌ. ሾܵሿ଴ ൅ .ௌିோߝ∆ ሾܵ െ ܴሿሻ                              (3.07) 

Combinando las expresiones de la KA (ecuación 3.02) y del balance de masas para el S 

se obtiene: 

ሾܵሿ ൌ
ሾௌሿబ

ଵା௄ಲሾோሿ
                                             (3.08) 
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Si desde la expresión de KA se despeja la [S–R] y se sustituye la [S] por su equivalente 

dado por la ecuación 3.08, se deriva la ecuación 3.09. 

ሾܵ െ ܴሿ ൌ
௄ಲሾௌሿబሾோሿ

ଵା௄ಲሾோሿ
                                          (3.09) 

Ahora reemplazando en la ecuación 3.07 la [S–R] por la expresión anterior se obtiene 

la siguiente expresión: 

 

ܣ ൌ ܾ ቀߝௌሾܵሿ଴ ൅
∆ఌೄషೃሾௌሿబ௄ಲሾோሿ

ଵା௄ಲሾோሿ
ቁ                                  (3.10) 

Finalmente, si se trabaja en condiciones de pseudo primer orden ([R]0  [S]0)
43

 se 

puede plantear la aproximación [R] ≈ [R]0 y, en consecuencia, se obtiene la ecuación 3.11 

que relaciona la variación de la A, a una dada longitud de onda, con la concentración total 

del receptor, [R]0. 

ܣ ൌ ଴ܣ ൅
௕∆ఌೄషೃሾௌሿబ௄ಲሾோሿబ

ଵା௄ಲሾோሿబ
                                      (3.11) 

Esta ecuación se empleó para determinar los valores de las constantes de asociación 

de los complejos sustrato-receptor entre los sutratos, CZL y QUI, y los receptores 

macrocíclicos CDs. 

La máxima diferencia de A (ΔAmax) entre los espectros de las soluciones de CZL y QUI 

en ausencia y en presencia de CDs se presenta a 294,5 nm y 312,5 nm, respectivamente 

(ver tabla 3-4). A estas longitudes de onda de ΔAmax se determinaron los valores de A 

variando la concentración del receptor macrocíclico (descontando la señal del blanco 

correspondiente). 
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En la figura 3-10 se muestran los valores experimentales de A, para los sistemas CZL-

β-CD y QUI-γ-CD. La figura 3-10a muestra un incremento de A de CZL a medida que 

aumenta la concentración del receptor β-CD. En la figura 3-10b se expone un decaimiento 

de A de QUI a medida que aumenta la concentración de γ-CD. Ambos perfiles de A vs [R] 

presentan la curva de ajuste usando como modelo la ecuación 3.11. Nótese que en el 

caso del CZL, el ΔεS‐R es positivo indicando que el complejo CZL-β-CD presenta una 

mayor absortividad que el CZL libre. También se observó esta característica en la 

absorbancia de los complejos CZL-α-CD, CZL-HPβ-CD y CZL-Meβ-CD. Por otro lado, 

para el núcleo QUI el ΔεS‐R es negativo y el complejo QUI-γ-CD absorbe en menor medida 

que el núcleo QUI libre. Este mismo comportamiento se registró para el complejo QUI-β-

CD, y una tendencia similar pero en menor medida para los complejos QUI-HPβ-CD y 

QUI-Meβ-CD. 

De esta manera, se puede atribuir que la variación de la A se debe a la formación de 

un complejo huésped-receptor entre el sustrato orgánico (CZL o QUI) y el receptor CD. 

Los valores de constantes de asociación, KA, obtenidos a partir del ajuste con la ecuación 

3.11 se especifican en la tabla 3-5. La KA obtenida para el complejo CZL-HPβ-CD fue la 

de mayor magnitud con un valor de (11  1) x102 M-1. De esta forma, se han obtenido KA 

para las ciclodextrinas α-CD, β-CD, HPβ-CD y Meβ-CD. Con γ-CD no se pudo establecer 

un valor para KA ya que los valores experimentales mostraron cambios muy pequeños con 

dispersiones significativas. Por otro lado, las constantes de asociación determinadas para 

los complejos QUI-β-CD y QUI-γ-CD son semejantes.  
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Tabla 3-5. Constantes de asociación obtenidas por UV-Visible de complejos de CZL y QUI 

con algunas CDs 
a
 

(a) 
Los valores de Constantes de asociación se expresan con sus repectivos desviaciones 

estándares. Medio: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 °C; b = 
4,0 cm. 

  

CZL QUI 

Receptor KA	,	10
2	M‐1 Receptor KA	,	10

1	M‐1 

α-CD 9 ± 3 β-CD 3,6 ± 0,7 

β-CD 4 ± 1  γ-CD 4,1 ± 0,4 

HPβ-CD 11 ± 1  - 

Meβ-CD 0,9 ± 0,4  - 

[β‐CD]/M

Figura 3-10. Efecto de CDs en la absorbancia de CZL y QUI. (a) CZL ([CZL] = 6,0 μM; λmax = 
294,5 nm) en función de la concentración del receptor β-CD y (b) QUI ([QUI] = 20,5 μM; λmax = 
312,5 nm) en función de la concentración del receptor γ-CD. Condiciones: 95 % v/v de buffer 
fosfato de pH = 6,994; 2 % de  v/v CH

3
OH; 25,0 ºC. 

a bA	
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3.4.1.5. Relación estequiométrica de los complejos huésped-receptor por UV-Vis 

El método de doble recíproca permite establecer si la estequiometria 1:1 inicialmente 

supuesta es correcta.
43

 Por este método, la ecuación que se emplea, utilizando medidas 

de A, se presenta a continuación: 

ሾோሿబ

୼஺
ൌ

ଵ

௕୼ఌೄషೃሾௌሿబ௄ಲ
൅

ሾோሿబ

௕୼ఌೄషೃሾௌሿబ
                                 (3.12) 

Considerando la ecuación 3.12, cuando se grafica [R]0/ΔA en función de la 

concentración del receptor macrocíclico y se obtiene una relación lineal, la estequiometría 

del complejo huésped-receptor es 1:1. La figura 3-11 muestra un comportamiento lineal 

evidenciando una relación estequiométrica 1:1 para los complejos CZL-β-CD y QUI-β-CD. 

Para los complejos formados con las CDs estudiadas se observó un comportamiento 

lineal en los gráficos de doble recíproca obtenidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ba

0,000 0,005 0,010 0,015

-0,24

-0,20

-0,16

-0,12

[‐CD]/M

[‐CD]/A

Figura 3-11. Gráfico de doble recíproca con medidas de absorbancia para confirmación de 
estequiometría 1:1. (a) [CZL] = 6,4 μM y [β-CD] = variable entre 0 – 10 mM. (b) [QUI] = 20,4 μM y 
[β-CD] = variable entre 0 – 10 mM. Condiciones: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % 
v/v de CH3OH; 25,0 ºC). 

b
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3.4.2. Estudio por espectroscopia de fluorescencia 

3.4.2.1. Espectros de emisión de fluorescencia de CZL y QUI 

En busca de las condiciones apropiadas para el estudio de la interacción de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos nitrogenados con receptores macrocíclicos, CDs y 

CA[n]S, se prepararon soluciones de las sondas fluorescentes CZL y QUI bajo distintas 

condiciones experimentales.  

Los espectros de emisión de CZL y QUI a dos valores de pH diferentes se presentan 

en la figura 3-12. El espectro de emisión de fluorescencia de CZL presenta una longitud de 

onda de máxima emisión ∆ߣ௠௔௫
௘௠ ൌ 361,5 nm, que no se ve afectada por el cambio de pH 

del medio (figura 3-12a). En tanto que el espectro de emisión de fluorescencia del núcleo 

quinoleínico presenta una estructura ancha con un máximo de intensidad para la especie 

neutra QUI a 406,8 nm y la especie ácida QUIH+ a 409,9 nm, ambos espectros presentan 

una diferencia en longitud de onda de máxima emisión ∆ߣ௠௔௫
௘௠ ൌ  3,1 nm. Puede 

apreciarse en figura 3-12b que la especie QUIH+ presenta un mayor rendimiento cuántico 

de fluorescencia que la especie neutra QUI (QUIH+/QUI).
44,45
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Figura 3-12. Espectros de emisión de fluorescencia de CZL y QUI a dos pH. (a) (–––) [CZL] = 4,8 
μM, 95,0 % v/v HCl 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101, 2,0 % v/v de CH3OH y (–––) [CZL] = 5,0 

μM, 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994, 2,0 % v/v de CH3OH; y (b) (–––) [QUIH+] = 8,0 μM, 

95,0 % v/v HCl 0,01 M/NaCl 0,09M de pH = 2,101, 2,0 % v/v CH3OH y (–––) [QUI] = 26,0 μM, 95,0 

% v/v de buffer fosfato de pH = 6,994, 2,0 % v/v de CH3OH. λexc = 322,0 nm para CZL y λexc = 313,0 
nm para QUI en ambas condiciones de pH y una temperatura de 25,0 ºC. 

a b
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En la figura 3-13 se presenta el espectro de absorción UV-Vis junto con el de emisión 

de fluorescencia (obtenidos ambos en las mismas condiciones) para CZL, QUI y QUIH+. 

Se informan los corrimientos de Stokes (ΔλStokes) para cada caso. El valor de ΔλStokes para 

las especies ácido-base de QUI son similares entre sí y superiores al correspondiente 

valor para CZL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3.4.2.2. Efecto de receptores macrocíclicos sobre la fluorescencia de CZL y QUI 

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales y los parámetros instrumentales 

establecidos para el estudio por espectroscopia de fluorescencia, se llevó a cabo el 

estudio del efecto de diferentes receptores macrocíclicos sobre las propiedades 

fotoluminiscentes de CZL y QUI. Se emplearon las CDs: α-CD, β-CD, HPβ-CD, Meβ-CD y 

γ-CD, y los calixarenos sulfonados CA[6]S y CA[8]S. 

Figura 3-13. Espectros UV-Vis y espectros de 
emisión de fluorecencia de CZL y QUI. (a) 
[CZL] = 5,0 μM 95,0 % v/v de buffer fosfato de 
pH = 6,994, ΔλStokes = 39,9 nm; (b) [QUIH+] = 
8,0 μM; 95,0 % v/v HCl 0,01/NaCl 0,09 M de 
pH = 2,101, ΔλStokes = 97,5 nm; y (c) [QUI] = 
26,0 μM 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 
6,994, ΔλStokes = 95,0 nm. En todos los casos 
se mantuvo un 2,0 % v/v CH3OH y 25,0 ºC. 

a b

c
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Se analizó, para el caso de la quinolina, el comportamiento de las especies ácido-base 

QUIH+ y QUI frente a la presencia de receptores ciclodextrinas y calixarenos. 

En esta sección primero se expondrán los resultados obtenidos con receptores 

ciclodextrinas sobre las propiedades espectroscópicas de CZL y de QUI. Luego se 

mostrarán los resultados obtenidos con los derivados calixarenos sulfonados. 

3.4.2.2.1. Efecto de ciclodextrinas 

Se encontraron efectos diferentes en los espectros de emisión de los sustratos 

orgánicos estudiados. A continuación, en la figura 3-14 se muestran espectros de CZL y 

QUI en presencia de un receptor CD dado. 

La emisión de fluorescencia de CZL fue exaltada en presencia de cantidades 

crecientes del receptor HPβ-CD (figura 3-14a), siendo el porcentaje de aumento de la 

señal espectral igual a 34,0 %. Resultados similares se obtuvieron cuando se adicionaron 

las ciclodextrinas β-CD y Meβ-CD a una solución de carbazol en buffer fosfato (pH = 

6,994), mientras que en presencia de α-CD y γ-CD no se observaron cambios 

significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-14. Espectros de emisión de fluorescencia de CZL y QUI en presencia de cantidades 
crecientes de un receptor CD. (a) (– – –) [CZL] = 5,7 μM y (–––) [CZL] = 5,7 μM + [HPβ-CD] = 
0,010 M;. (b) (– – –) [QUI] = 26,0 μM y (–––) [QUI] = 26,0 μM + [γ-CD] = 0,012 M, las 
concentraciones intermedias de γ-CD son: 1, 2, 4, 5 y 7 mM. Condiciones: 95,0 % v/v de buffer 

fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 ºC; ߣ௘௫௖
஼௓௅ ൌ 292,5 nm, ߣ௘௫௖

ொ௎ூ ൌ 313,0 nm; 

 b = 1,0 cm. 

a b
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En la figura 3-14b se muestran los espectros de fluorescencia del núcleo QUI en 

presencia de cantidades crecientes de γ-CD. El núcleo quinoleínico sufre una inhibición de 

la fluorescencia (quenching, ver apéndice A), la cual se produjo en un 58,5 %. Un 

comportamiento similar también se observó con β-CD, HPβ-CD y Meβ-CD. La emisión de 

fluorescencia de la especie QUIH+ no experimentó cambio en presencia de cualquiera de 

las CDs estudiadas. 

Para ambos sistemas fluorescentes (CZL y QUI), las longitudes de onda de máxima 

emisión mantienen sus valores inalterados en presencia de los receptores ciclodextrina 

empleados. 

El efecto macrocíclico sobre las propiedades espectroscópicas de los sustratos CZL y 

QUI se demostró registrando espectros de emisión de cada sustrato orgánico en presencia 

de una cantidad de monómero equivalente a la concentración empleada de receptor 

macrocíclico. En la figura 3-15 se muestran los espectros de fluorescencia de CZL y QUI 

individuales, y en presencia de glucosa y de un receptor ciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-15. Estudio del efecto del monómero y macrocíclico por emisión de F de CZL y QUI (a) 
CZL (– – –) en ausencia de β-CD, (–––) en presencia de glucosa, (–––) en presencia de [β-CD] = 
10,0 mM y (–––) en presencia de [HPβ-CD] = 10,0 mM; (b) QUI (–––) en ausencia del receptor γ-
CD, (–––) en presencia de glucosa, (–––) en presencia de [γ-CD] = 5,0 mM. Condiciones: 95,0 % v/v 
de buffer fosfato pH = 6,994; 2,0 % v/v CH

3
OH; 25,0 °C; λexc = 290,0 nm; ancho de rendijas de 

excitación y emisión = 10,0 nm; voltaje del fotomultiplicador 650; b = 1,0 cm. 

a b
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3.4.2.2.2. Efecto de p-sulfonatocalix[n]arenos 

El efecto del derivado CA[6]S sobre la emisión de fluorescencia de CZL y QUI se 

muestra en la figura 3-16. La interacción de los sustratos fluorescentes con los derivados 

calixarenos sulfonados se refleja a través de un quenching de fluorescencia de los núcleos 

aromáticos nitrogenados. Con CZL, en buffer fosfato de pH = 6,994, la disminución de 

fluorescencia fue del 44,6 % (figura 3-16a). Se produjo una inhibición de la fluorescencia 

todavía más acentuada cuando se utilizó el derivado calixareno sulfonado de ocho 

miembros, CA[8]S, produciendo un porcentaje de disminución de la fluorescencia del CZL 

del 66,3 % (figura 3-16b). 

La influencia de CA[6]S sobre la fluorescencia del núcleo quinoleínico se ensayó tanto 

en medio ácido (QUIH+) como en medio neutro (QUI), como se muestra en la figura 3-16c 

y d. Para la especie QUIH+ la intensidad del quenching fue del 29,3 % (empleando 

[CA[6]S]/[QUIH+] = 21,25), en tanto que para la especie QUI fue del 76,9 % (empleando 

[CA[6]S]/[QUI] = 3,46). Por otra parte, el derivado CA[8]S produjo sobre la especie neutra 

de QUI un quenching del 32,2 % (empleando [CA[8]S])/[QUI] = 1,06). 
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3.4.2.3. Determinación de KA por espectroscopia de fluorescencia 

En esta sección se plantearán las ecuaciones para llegar a obtener la expresión 

matemática que relaciona la emisión de fluorescencia del sustrato orgánico S con la 

concentración del receptor macrocíclico R en un sistema de estequiometria 1:1 (figura 

380 400 420 440 460 480
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3x102
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F

Figura 3-16. Espectros de emisión de fluorescencia de CZL, QUI en 95,0 % v/v de buffer fosfato 
de pH = 6,994 y QUIH+ en 95,0 % v/v de buffer HCl 0,01M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101, en 
ausencia y en presencia de CA[n]S. (a) (– – –) [CZL] = 5,23 μM; (–––) [CZL] = 5,23 μM + 
[CA[6]S] = 185,6 μM; (b) (– – –) [CZL] = 5,50 μM; (–––) [CZL] = 5,50 μM + [CA[8]S] = 180,0 μM; 
(c) (– – –) [QUIH+] = 8,0 μM; (–––) [QUIH+] = 8,0 μM + [CA[6]S] = 170,0 μM y (d) (– – –) [QUI] = 
26,0 μM; (–––) [QUI] = 26,0 μM + [CA[6]S] = 90,0 μM. Todas las soluciones con un 2,0 % v/v de 

CH3OH; 25,0 ºC. ߣ௘௫௖
஼௓௅ ൌ 322,0 nm, ߣ௘௫௖

ொ௎ூ ൌ 313,0 nm. 

a b
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3.08).
46

 La intensidad de emisión de fluorescencia (expresada en área) de un fluoróforo, 

cuya concentración cumple con la relación 2,303xA < 0,05, se define como: 

 

ܨ ൌ  ሾܵሿ                                            (3.13)ߝ߶଴ܾܫܤ2,303

Donde B es una constante asociada a varios parámetros instrumentales; I0 representa la 

intensidad de la fuente de excitación; b es el paso óptico; ߶ es el rendimiento cuántico de 

fluorescencia; ε es la absortividad molar a la longitud de onda de excitación (λexc) y [S] la 

concentración molar del fluoróforo. La ecuación 3.13 se puede reescribir definiendo la 

constante ξ que incluye todas las constantes de proporcionalidad que relacionan F con la 

concentración de S en ausencia del receptor, como sigue: 

଴ܨ ൌ  ሾܵሿ଴                                                       (3.14)ߦ

con el subíndice “0” se indica el sistema en ausencia de receptor macrocíclico. 

Si se considera la presencia de un receptor macrocíclico R, la fluorescencia F 

corresponde a la sumatoria de las contribuciones de las distintas especies presentes en el 

equilibrio: 

ܨ ൌ ௌሾܵሿߦ ൅ ோሾܴሿߦ ൅ ௌିோሾܵߦ െ ܴሿ                              (3.15) 

Considerando que el receptor no absorbe luz a la λexc y por lo tanto no emite 

fluorescencia (ߦோ. ሾܴሿ = 0), la ecuación 3.15 se simplifica a la siguiente expresión: 

ܨ ൌ ௌሾܵሿߦ ൅ ௌିோሾܵߦ െ ܴሿ                                         (3.16) 

Combinando la ecuación 3.16 con la ecuación 3.02 se deriva la ecuación 3.17  

ܨ ൌ ሾܵሿሺߦௌ ൅  ஺ሾܴሿሻ                                        (3.17)ܭௌିோߦ



Capítulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCÍCLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES 
ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

 

84	
 

Estableciendo el cociente entre la intensidad de emisión de fluorescencia del sustrato 

en presencia (F) y en ausencia (F0) de receptor macrocíclico (ecuaciones 3.17 y 3.15, 

respectivamente), FR, se obtiene: 

ோܨ ൌ
ி

ிబ
ൌ

ଵାቀ
కೄషೃ

కೄ
൘ ቁ௄ಲሾோሿ

ଵା௄ಲሾோሿ
                                   (3.18) 

Nótese que el cociente ߦௌିோ/ߦௌ ൌ ௌ߶ௌߝ/ௌିோ߶ௌିோߝ , representa la relación de 

rendimientos cuánticos de fluorescencia del sustrato complejado respecto al sustrato libre 

(Φ ൌ ߶ௌିோ/߶ௌ), siempre que se cumpla la igualdad εS-R = εS a la longitud de onda de 

excitación (λexc). La ecuación 3.18 se puede reescribir para cuando [R]0  [S]0 

aproximando entonces que [R] ≈ [R]0, dando lugar a la ecuación que sigue: 

 

ோܨ ൌ
ଵା஍௄ಲሾோሿబ

ଵା௄ಲሾோሿబ
                                               (3.19) 

La ecuación 3.19 es llamada isoterma de asociación
43

 y relaciona la variación de las 

intensidades de emisión de fluorescencia con el cambio de la concentración del receptor 

[R]0. Pueden ocurrir gran variedad de efectos sobre las propiedades de fluorescencia del 

sistema huésped-receptor, y la ecuación 3.19 engloba varios comportamientos posibles. 

Por ejemplo, en el caso que el rendimiento cuántico del complejo formado sea igual a cero 

(ξS‐R = 0), la relación de rendimientos cuánticos Φ es nula y la ecuación 3.19 se puede 

reescribir de la siguiente manera 

 

ଵ

ிೃ
ൌ

ிబ

ி
ൌ 1 ൅ .஺ܭ ሾܴሿ଴                                        (3.20) 

La ecuación 3.20 es la ecuación de Stern-Volmer para un quenching del tipo estático 

(ver Apéndice A, sección A.5.2), y supone la formación de un complejo no fluorescente en 
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el estado basal con una estequiometria 1:1. Por otra parte, para un proceso dinámico, la 

dependencia de la señal fluorescente con la concentración del receptor se expresa 

mediante la ecuación 3.21 como se muestra a continuación: 

ଵ

ிೃ
ൌ

ிబ

ி
ൌ 1 ൅ ݇௤. ߬଴. ሾܳሿ଴                                     (3.21) 

Donde se ha reemplazado [R]0 por la concentración inicial del quencher [Q]0, kq es la 

constante de velocidad del proceso de quenching bimolecular, τ0 es el tiempo de vida del 

fluoróforo en el estado excitado en ausencia de quencher (ver Apéndice A, sección A.5.1 

para una mayor descripción del tema).  

Con las ecuaciones 3.19 y 3.20 se determinaron los valores de constantes de 

asociación, KA, de los complejos huésped-receptor entre los fluoróforos orgánicos CZL y 

QUI, y varios receptores CDs y CA[n]S. 

De la misma forma en que se llevaron a cabo los experimentos mediante 

espectroscopia UV-Vis (sección 3.4.1.1), se midieron las áreas de espectros de emisión de 

fluorescencia de CZL, FR, variando la concentración del receptor macrocíclico R (figura 3-

17). La igualdad εS-R = εS se cumple a la λexc, y las intensidades se corrigieron 

descontando las señales correspondientes a los blancos (trabajando siempre con áreas). 

Las constantes de asociación entre CZL y receptores CA[n]S se obtuvieron utilizando 

la ecuación 3.20, ajustando los valores experimentales de área de fluorescencia de CZL. 

Como se menciono antes, el núcleo QUI experimento quenching en presencia tanto de 

receptores CA[n]S como con receptores CDs. Las correspondientes KA para los complejos 

de QUI y los receptores macrocíclicos fueron determinadas mediante la ecuación 3.20. 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCÍCLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES 
ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

 

86	
 

1,6

1,8

1/FR

 

 

 

 

 

 

En la figura 3-18 se muestran algunas de las variaciones de fluorescencia (como 

1/FR), de los sustratos orgánicos empleados, en función de la variación de la 

concentración del receptor macrocíclico, junto con la función de ajuste (ecuación 3.20). 

Las constantes de complejación de los sustratos, CZL y QUI, con los receptores CDs y 

CA[n]S se muestran en la tabla 3-6. También se especifican en dicha tabla las relaciones 

de rendimientos cuánticos de fluorescencia entre S complejado y S libre (Φ), de aquellos 

sistemas en que la señal de fluorescencia fue exaltada por la formación de complejos 

huésped-receptor. Estos parámetros se establecieron empleando las ecuaciones 3.19 y 

3.20, las cuales suponen la formación de un complejo de estequiometria 1:1. 

 

 

 

 

Figura 3-17. Variación de la intensidad de emisión de fluorescencia de CZL en función de la 
concentración de CDs. (a) [CZL] = 5,6 μM	 +	 β-CD y (b) [CZL] = 5,6 μM + HPβ-CD. Condiciones 

95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 ºC; λexc = 291,0 nm con β-CD 

y λexc = 292,5 nm con HPβ-CD; ancho de rendija de emisión y excitación = 10,0 nm; ganancia del 

fotomultiplicador = muy baja; b = 1,0 cm). En línea continua se muestra el ajuste no lineal de los 
datos empleando como modelo la ecuación 3.19. 
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1/F
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Los valores de las constantes de asociación entre CZL y las CDs (a 25,0 ºC), obtenidas 

a partir de mediciones por espectroscopia UV-Visible (Sección 3.4.1.4) y 

espectrofluorimetría (tabla 3-6) concuerdan bastante bien dentro del error experimental. 

Esto concuerda con el modelo estequiométrico 1:1 ya planteado para el sistema 

estudiado.
43  

 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3-6. Valores de las constantes de asociación entre CZL y derivados β-CD, y de las 
relaciones de rendimientos cuánticos de fluorescencia.a 

Figura 3-18. (–––) Ajustes del modelo de 
Stern-Volmer (ecuación 3.20) a la variación de 
la señal de fluorescencia de CZL y QUI en 
presencia de receptores macrocíclicos. (a) de 
CZL ([CZL] = 5,2 μM) en función de [CA[6]S], 
(b) de QUI ([QUI] = 26,0 μM) en función de [γ‐
CD]; y (c) de QUI ([QUI] = 26,0 μM) en función 
de [CA[6]S]. Se grafica la fluorescencia como 
1/FR = F0/F. 95,0 % v/v de buffer fosfato de 
pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH3OH; 25,0 ºC; 

λexc = 322,0 nm; ancho de rendijas de 

excitación y de emisión = 10,0 nm; ganancia 
del fotomultiplicador = muy baja; b = 1,0 cm.  
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(a) 
[CZL] = 5,0μM; CH

3
OH 2,0 % v/v. La fluorescencia relativa FR se corrigió descontando los 

blancos correspondientes. Desviaciones estándares calculados por Sigma Plot 8.0. 

(b)
 Constantes obtenidas a 25,0ºC y en 95,0 % v/v buffer fosfato pH = 6,994, el dato con asterisco 

(*) fue determinado en 95,0 % v/v de buffer HCl 0,01/NaCl 0,09 M de pH = 2,101. 
 

Para los complejos entre CZL y los derivados de β-CD estudiados, las relaciones de 

rendimientos cuánticos de fluorescencia son superiores a la unidad, reflejando la 

intensificación de la señal analítica por adición del macrociclo. 

Por la técnica fluorimétrica no se pudo determinar una constante de asociación entre 

CZL y α-CD ya que los cambios en la emisión de fluorescencia fueron poco significativos 

con la adición de concentraciones crecientes de este receptor macrocíclico. 

3.4.2.4. Relación estequiométrica de los complejos huésped-receptor por fluorescencia 

La ecuación de doble recíproca, utilizando medidas de fluorescencia, se presenta a 

continuación: 

ሾோሿబ

ிೃିଵ
ൌ

ଵ

௄ಲሺ஍ିଵሻ
൅

ሾோሿబ

ሺ஍ିଵሻ
                                       (3.22) 

Esta ecuación se deriva de la isoterma (ecuación 3.19) empleada para determinar las 

KA por espectroscopia de fluorescencia. 

Receptor	 QUI	 CZL 

KA	,	10
2	M‐1 b	 KA	,	10

2	M‐1 b	 ઴ 

β-CD 0,50 ± 0,04 7 ± 1 1,32 ± 0,01 

HPβ-CD - 12 ± 1 1,56 ± 0,02 

Meβ-CD - 1,7 ± 0,6 1,54 ± 0,09 

γ-CD 0,57 ± 0,01 - - 

CA[6]S 23,9 ± 0,4* 
280 ± 5 

47 ± 1 - 

CA[8]S 201 ± 5 89 ± 5 - 
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Considerando la ecuación 3.22, si al graficar [R]0/(FR – 1) en función de la 

concentración del macrociclo se obtiene una relación lineal, la estequiometria del complejo 

huésped-receptor es 1:1. Una curvatura en dicho gráfico significaría que la relación 

estequiométrica entre el S y el R es distinta a 1:1. En la figura 3-19 se muestra el gráfico de 

doble recíproca para la respuesta de fluorescencia del sistema CZL-HPβ-CD. 

Los gráficos de doble recíproca correspondientes a los complejos formados entre los 

sustratos orgánicos, CZL y QUI, y los receptores macrocíclicos CDs muestran en todas las 

curvas comportamiento lineal con coeficientes de correlación aceptables ( 0,93). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. DISCUSIÓN 

3.5.1. Propiedades espectroscópicas de los compuestos estudiados 

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
0,000
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0,008

0,012

0,016

0,020

[HP‐CD]/M

[HP‐CD]/(FR‐1)

Figura 3-19. Gráfico de doble recíproca con medidas espectrofluorimétricas para confirmación de 
estequiometría 1:1 del complejo CZL-HPβ-CD. 
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Las propiedades espectroscópicas de absorción y de emisión de fluorescencia de una 

molécula proveen información asociada a la estructura, energía y dinámica de los distintos 

estados electrónicos de la misma molécula 
47,48

 

Los espectros de emisión de fluorescencia de diferentes fluoróforos presentan 

características generales.
49

 Por ejemplo, se sabe que la banda de emisión de una 

determinada transición electrónica se desplaza hacia longitudes de onda mayores 

respecto a la banda de absorción (ߣ௠௔௫
௘௠  > λexc). La diferencia entre ambas bandas se 

denomina corrimiento de Stokes
49

 (ver Apéndice A, sección A.1), y en general el perfil del 

espectro de emisión de fluorescencia corresponde a la imagen especular de la banda de 

absorción (o excitación) de la transición S0 → S1 (Regla de Kasha) y no varía con la 

longitud de onda de excitación (Regla de Vavilov).
49

 El cambio de estas características en 

un dado luminóforo se asocia a cambios en el medio circundante (polaridad, presencia de 

especies químicas interactuantes, etc.).
49,50

 

Aunque la λem de la banda de emisión de fluorescencia puede cambiar con diferentes 

solventes, su posición es característica del medio en que se encuentre la especie emisora. 

Esta constancia en la ubicación de la banda de emisión ha llevado a relacionar que la 

fluorescencia ocurre desde el nivel más bajo del estado electrónico singlete excitado (S1) 

contiguo al estado basal (S0).
49,50,51

 Esto se explica sobre la base de que las transiciones 

electrónicas entre estados electrónicos excitados de la misma multiplicidad de spin son 

mucho más rápidas que la transición desde el estado electrónico más bajo hacia el estado 

fundamental. 

Los espectros de absorción de CZL y QUI expuestos en la figura 3-2 (a y b, 

respectivamente) son moderadamente estructurados y presentan valores de coeficientes 

de absortividad molar relativamente altos respecto a otros HAP.
47

 Las bandas de 

absorción en estos espectros involucran transiciones π → π*.52,53
 

En el espectro de absorción de CZL la banda observada a 322,0 nm se le asigna la 

transición típica π → π* al estado localmente excitado.
52

 En adición, el pequeño máximo 

que se observa a 334,6 nm posiblemente se deba a transiciones electrónicas desde el 

estado basal a estados de transferencia de carga intramolecular.
54

 Las bandas a 322,0 nm 
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y 290,0 nm se asignaron a las transiciones electrónicas S0 → S1 y S0 → S2, 

respectivamente (ver apéndice A). Las posiciones de dichas bandas fueron verificadas con 

datos espectroscópicos obtenidos por cálculos químico cuánticos (ZINDO/S) ya publicados 

para carbazoles en diferentes medios orgánicos (acetonitrilo, etanol y ciclohexano).
55

 En el 

origen de la banda con máximo a 290,0 nm, se encuentra la transición adiabática a una 

longitud de onda de 277,0 nm (calculado por TD-B3P86).
56

  

Con respecto a la especie neutra QUI, la transición de más baja energía presenta 

carácter n → π* (a 318 nm con un ε = 80 M-1cm-1).
57

 La banda correspondiente a dicha 

transición queda solapada con la banda de absorción intensa a 280,0 nm de carácter π → 

π*. Esta banda a 280,0 nm ha sido asignado a la transición S0 → S2, cuya degeneración 

da origen a dos bandas de absorción: una débil a 312,5 nm (transición S0 → S1) y una 

intensa a 229,5 nm (transición S0 → S3),
57

 como se puede apreciar en los espectros 

experimentales de QUI de la figura 3-2b. 

La especie protonada, QUIH+, muestra una variación importante en la absorción UV-

Vis respecto de la especie neutra QUI. La banda correspondiente a la transición S0 → S2 

se desplaza desde los 280,0 nm hacia una mayor longitud de onda de absorción 

(aproximadamente a 307,4 nm se observa en forma de hombro en el espectro, ver figura 

3-2b), mientras que el máximo de absorción debido a la transición S0 → S1 solo se corre 

ligeramente. La intensificación de la absorción de QUIH+, observada en la región entre 

290,0 y 340,0 nm, puede deberse en parte al aumento del carácter polar debido al enlace 

N-H.
58

 

Los espectros de emisión de fluorescencia de CZL y QUI muestran una estructura 

amplia que responde a las condiciones a las que se obtuvieron dichos espectros (ancho 

de rendijas de excitación de 10,0 nm). La banda de emisión del núcleo carbazólico se 

relaciona con la correspondiente transición S1 → S0 (el espectro de emisión es imagen 

especular de la banda de absorción asociada con la transición S0 → S1), con un ΔλStokes = 

39,9 nm. En tanto que el espectro de emisión de quinolina en medio ácido (QUIH+) como 

en neutro (QUI) presenta la misma estructura y el mismo ΔλStokes = 96,2 nm (ver figuras 3-

12b y 3-13). Solamente se aprecia una marcada disminución en intensidad en el medio 
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neutro, debido al menor valor del coeficiente absortividad y a una disminución del 

rendimiento cuántico de la especie emisora (ver figura 3-12). Realizando la relación de 

áreas de los espectros de fluorescencia de QUIH+ y QUI, FQUIH+/FQUI, obtenidas de los 

espectros expuestos en la figura 3-12b, y utilizando la ecuación 3-13 se obtiene una 

relación de rendimientos cuánticos de fluorescencia de la especie protonado y la especie 

neutra,QUIH+/QUI, igual a 3,75. 

3.5.2. Efecto de receptores macrocíclicos sobre las propiedades espectroscópicas 
de CZL y QUI 

El efecto de complejación entre un dado luminóforo y un receptor macrocíclico 

depende de la identidad del sistema supramolecular y puede atribuirse a diferentes 

factores.
46

 Por ejemplo, el entorno menos polar en la cavidad hidrofóbica del receptor en 

relación al seno de la solución acuosa puede inducir a corrimientos batocrómicos de las 

señales de absorción en el UV-Vis. En muchos casos, la complejación restringe el 

movimiento rotacional del sustrato y/o protege al luminóforo excitado de otras especies 

desactivadoras (quenchers). Estos efectos disminuyen los mecanismos de decaimiento no 

radiactivos, intensificando la señal de fluorescencia.
46

 

Se ha observado que la naturaleza de unión de los receptores macrocíclicos 

empleados conduce a resultados bien diferentes para los núcleos heterocíclicos 

estudiados. Esta sección se divide de acuerdo a la clase de receptores macrocíclicos 

estudiados. 

3.5.2.1. Efecto de ciclodextrinas 

Los cambios espectrales observados en solución acuosa en presencia de receptores 

macrocíclicos CDs pueden relacionarse al proceso de formación de complejos de 

inclusión, dependiendo del tamaño de la cavidad del macrociclo.  

Con ciclodextrinas se obtuvieron efectos contrarios para CZL y QUI. En presencia de 

CDs la intensidad de absorción de CZL se vió incrementada como consecuencia de la 

interacción fundamentalmente del tipo hidrofóbica, entre el macrociclo y el núcleo 

carbazólico. El incremento observado podría atribuirse a la formación del complejo CZL-β-
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CD que, por un lado, rigidiza la estructura molecular del sustrato.
59

 Si bien el incremento 

en la intensidad de absorción es similar para α-CD y β-CD (tabla 3-4), el efecto es aún 

mayor en presencia de HPβ-CD, con lo que se puede predecir que los grupos hidroxilos 

intervienen en las fuerzas atractivas que conducen a la formación del complejo CZL-HPβ-

CD (ver tabla 3-4). Estas fuerzas pueden ser del tipo puente hidrógeno (-OH---N-) o 

interacciones entre los hidrógenos de los grupos hidroxilos de la CD y el sistema π-

electrónico del sustrato (interacciones del tipo π). La sustitución por grupos metilo en el 

receptor Meβ-CD conduce a un menor cambio en la intensidad de la absorción con 

respecto a lo obtenido para α-CD, β-CD y HPβ-CD. Los grupos metilo sustituyentes no 

interaccionan con la misma fuerza que lo hacen los grupos hidroxilo, esto se ve reflejado 

de alguna manera en la intensidad del cambio espectral. Puede verse, que al aumentar el 

tamaño de la cavidad cuando se utiliza γ-CD, no se observa cambio en el espectro UV-

Vis. Esto puede deberse a que el microambiente dentro de la cavidad de la γ-CD no difiere 

al del seno de la solución acuosa, ya que la cavidad más amplia de este receptor 

permitiría la entrada de moléculas de agua junto con el sustrato orgánico
60

 o no hay una 

complementariedad de tamaño. 

Se observa además un ligero corrimiento batocrómico en el espectro de CZL en 

presencia de las β-CDs estudiadas. Este comportamiento es característico de las 

transiciones electrónicas n→π*, cuando N-heterociclos actúan como aceptores de 

hidrógeno. Los grupos hidroxilos de las CDs actúan como donadores de H y se establecen 

interacciones puente hidrógeno cuyo efecto es un desplazamiento hacia mayores λmax.
61

 

Además un cambio de polaridad en el microambiente cercano al núcleo sería responsable 

de un corrimiento del máximo de A.
22

 En la figura 3-20 se esquematizan de forma 

cualitativa posibles disposiciones que podrían adoptar el núcleo CZL y las CDs nativas α y 

β. 

Por otro lado, se puede ver que con el receptor α-CD no se produce un cambio en la 

longitud de onda de absorción máxima (Δλmax = 0,00), lo que puede sugerir una 

interacción superficial (receptor-OH---sistema-π del sustrato, además de interacciones 

puente H secundarias) más que una inclusión del sustrato dentro de la cavidad de la α-CD 
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cuyo diámetro interno es de alrededor 5,3 Å, menor al diámetro longitudinal de CZL de 

aproximadamente 6,0 Å (ver figura 3-20). 

A diferencia de lo observado con CZL, el efecto en la absorción de la especie neutra 

QUI fue menor debido a la protección del sistema π-electrónico cuando se produce la 

encapsulación del núcleo quinoleínico. Además, el espectro sufre un ligero 

desplazamiento batocrómico del máximo de absorción debido a interacciones puente de 

hidrógeno que influyen sobre transiciones n → π* como se mencionó anteriormente. Este 

efecto se observó con β-CD, HPβ-CD, Meβ-CD y γ-CD, mientras que con α-CD no se 

observaron cambios significativos en el espectro UV-Vis (ver tabla 3-4), con lo que no se 

evidenció interacción entre esta última ciclodextrina y el núcleo QUI. Este comportamiento 

no descarta la posibilidad que el complejo entre QUI y α-CD se forme, sino que por 

espectroscopia UV-Vis no obtienen indicios de la formación del mismo. 

Por otro lado, la absorción de la especie protonada QUIH+ no sufrió ninguna 

modificación espectral en presencia de las CDs estudiadas. Este resultado indica que, si 

bien por espectroscopia UV-Vis no se identifican interacciones que evidencien la 

formación de algún complejo entre QUIH+ y el receptor macrocíclico, demuestra que las 

interacciones puente hidrógeno entre QUI y las CDs son las responsables de los cambios 

observados mediante espectroscopia UV-Vis. 

Con respecto a la emisión de fluorescencia de CZL y QUI en presencia de CDs, se 

obtuvieron nuevamente efectos contrarios: una exaltación de la fluorescencia de carbazol 

(con derivados β-CDs) y una inhibición de la fluorescencia de quinolina (con las β-CDs y γ-

CD). Comportamientos similares al obtenido para CZL en presencia de β-CDs se 

encuentran comúnmente.
23,62,63

 El incremento en el rendimiento cuántico de CZL 

complejado se debe a la restricción de los grados de libertad de movimiento de este 

cromóforo (efecto “jaula”) que desfavorece los procesos de desactivación no radiactivos 

(conversión interna, transferencia de energía intermolecular, etc.) favoreciendo así la 

desactivación radiativa por fluorescencia (ver Apéndice A, ecuación A.01 en sección A.1). 

Se puede predecir entonces, de forma cualitativa, que el núcleo está incluido dentro de la 

cavidad de la ciclodextrina (figura 3-20). 

 



Capítulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCÍCLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES 
ESPECTROSCÓPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA 

 

 

95	
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con respecto a la disminución en la emisión de fluorescencia de QUI al aumentar la 

concentración de los receptores CDs, este resultado es bastante menos frecuente entre 

los estudios de fluorescencia de complejos sustrato-receptor. En este sistema la extinción 

de fluorescencia se puede deber a interacciones puente H específicas entre los anillos 

quinoleínicos incluidos en la cavidad receptora y varios grupos hidroxilos de la CD.
64 

Estas 

interacciones no covalentes específicas conducirían a la formación de un complejo no 

fluorescente o menos fluorescente que el fluoróforo libre.
23,65

 

 

3.5.2.2. Efecto de receptores CA[6]S y CA[8]S 

El efecto de los receptores p-sulfnatocalix[6]areno y p-sulfnatocalix[8]areno (CA[6]S y 

CA[8]S) sobre la absorción del núcleo CZL se estudió a dos pH diferentes. Según los 

valores de pKa informados en literatura (tabla 2-5), el derivado CA[6]S en el medio ácido 

Figura 3-20. Posibles disposiciones de CZL en los complejos con α-CD y β-CD. (a) Interacción 
superficial entre CZL y α-CD (b) Inclusión de CZL en β-CD. (La orientación relativa de los 
componentes de los sistemas es ilustrativa). 
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presenta sus grupos -SO3H deprotonados, mientras que en el medio neutro presenta 

además dos grupos -OH deprotonados. El receptor CA[8]S por su parte en el medio ácido 

empleado presenta seis de sus grupos -SO3H deprotonados, y al pH neutro se produce la 

deprotonación de los dos grupos sulfónicos restantes (ver tabla 2-5). 

El macrociclo CA[6]S influye en el espectro de absorción de CZL de forma tal que la 

absorbancia del sistema disminuye. Este efecto es más pronunciado a pH = 6,994 que a 

pH = 1,00 (ver figura 3-7). Quizás este comportamiento se deba a la mayor ionización de 

la estructura macrocíclica que posiblemente induzca a conformaciones más 

complementarias (con un mayor número de sitios de unión) con el cromóforo.  

En cuanto a la acción de CA[8]S sobre la absorbancia de CZL, no se evidenció 

interacción por esta técnica espectroscópica. Este hecho no significa que las interacciones 

entre el sustrato orgánico y el receptor CA[8]S estén ausentes. Tampoco se registraron 

cambios significativos en la absorbancia de las especies QUI y QUIH+. 

Con respecto a las posibles estructuras de los complejos, resulta más complicado que 

en el caso de receptores CDs, ya que al ser los CA[n]S moléculas muy flexibles, existen 

numerosos confórmeros en equilibrio interconvirtiéndose unos con otros a gran 

velocidad.
66

 

El quenching observado para la formación de los complejos CZL-CA[n]S y QUI-CA[n]S 

se debe puramente a fuerzas electrostáticas (ión-dipolo, ión-ión y catión-π) que llevan a la 

formación de complejos del tipo sustrato-receptor. 

Para demostrar la formación de los complejos de CZL y QUI con los receptores 

macrocíclicos empleados se verificó el efecto macrocíclico mediante el uso del monómero 

de cada receptor (glucosa (GLU) y ácido p-hidroxibencenosulfónico (ApHbS) para CDs y 

CA[n]S, respectivamente). La absorción del núcleo CZL no fue afectada y el espectro de 

emisión de fluorescencia no presentó corrimiento de λem ni se observó cambio en la 

intensidad de la emisión (ver figuras 3-9 y 3-15). Por otro lado, se observó una ligera 

variación en la emisión de fluorescencia de QUI en presencia de GLU y ApHbS (15 % de 

inhibición, en figura 3-15b se muestra dicho efecto con GLU), probablemente debido a un 

aumento en la polaridad del medio (ver apéndice A, sección A.3.2); no obstante, este 

decaimiento no llega a ser comparable al quenching existente en presencia de receptores 

CDs y CA[n]S. Con este estudio se pudo corroborar que los cambios espectroscópicos 
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observados tanto para el CZL como para la QUI se debieron realmente a un efecto 

macrocíclico y no a un efecto del medio por una alta concentración de los receptores.
67

 

3.5.3. Mecanismo de quenching involucrado 

La complejación de CZL y QUI con CA[6]S y CA[8]S generalmente llevó a una fuerte 

inhibición de la fluorescencia de estas moléculas luminiscentes. Para corroborar el 

mecanismo de quenching que experimenta cada sistema se estimó la constante de 

quenching bimolecular (kq), a partir de la ecuación 3.21 suponiendo un proceso dinámico. 

Los valores de estas constantes se determinaron a partir de las constantes de asociación 

de los complejos y considerando valores de tiempos de vida del estado excitado de 1,75 

ns para QUI
68

, y de 13,7 ns y 17,2 ns para CZL.
69,70

 Los valores estimados de kq	 ((3,43 

x1011 – 1,6 x1013) M-1s-1) fueron superiores al máximo valor posible de constante de 

velocidad de difusión de especies moleculares en solución (~ 1010 M-1s-1).
49,71

 Por lo tanto, 

la inhibición de la emisión de fluorescencia cuando se forman los complejos sustrato-

receptor es debido a un mecanismo estático, el cual involucra la asociación del receptor 

CA[n]S (quencher, Q) y el fluoróforo en el estado basal, para formar un complejo no 

fluorescente (figura 3-21). 

El quenching de fluorescencia obtenido para QUI en presencia de ciclodextrinas, 

también se puede proponer que transcurre vía un complejo no fluorescente entre QUI en 

el estado basal y el receptor ciclodextrina (figura 3-21). Las constantes kq obtenidas 

superan al límite difusional ((2,28 x1010 – 3,26 x1010) M-1s-1), con lo que se trata de un 

quenching estático de fluorescencia (ver apéndice A). 
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3.5.4. Valores de KA y estequiometría de los complejos sustrato-receptor 

Se evidenció la formación de complejos de estequiometria 1:1 entre los heterociclos 

nitrogenados CZL y QUI. Se emplearon modelos que asumen esta estequiometria y tanto 

por espectroscopia UV-Vis como de fluorescencia de estado estacionario, se obtuvieron 

buenos ajustes de constantes de asociación (KA). La obtención de una dependencia lineal 

en el gráfico de doble recíproca (ecuación 3.12) justifica la formación de complejos con 

esta estequiometria. Además, el empleo del modelo de Stern-Volmer para el quenching 

estático de fluorescencia indica la presencia de esta estequiometria en los complejos 

formados con CZL y CA[n]S, y con QUI y los receptores β-CD, γ-CD y CA[n]S. 

Con respecto a la magnitud de los valores de constantes de asociación obtenidas 

puede apreciarse la mayor estabilidad de los complejos de CZL y QUI con derivados 

CA[n]S (del orden de 103-104 M-1, ver tabla 3-6). Esta diferencia se debe a las 

interacciones electrostáticas que mantienen la asociación del sustrato orgánico y el 

receptor CA[n]S, que son de naturaleza más fuertes que las que gobiernan la formación de 

los complejos con ciclodextrinas cuyas interacciones son de naturaleza hidrofóbicas, 

además de interacciones puentes H, fuerzas de Van der Walls y dipolares (ver tabla 2-1). 

Los receptores ciclodextrinas, en especial las β-CDs, formaron complejos más estables 

con CZL (KA del orden de (102 - 103) M-1) que con QUI (KA del orden de 101 M-1), 

probablemente debido a una mayor complementariedad estructural y electrónica del CZL 

con la cavidad de estos receptores. Con respecto a la complementariedad electrónica, en 

complejos QUI-CDs los puentes hidrógeno que se establecen (-N: --- HO-) estarían 

desestablizados por fuerzas electrostáticas de repulsión entre el par de electrones solitario 

del átomo de N del heterociclo con los pares de electrones libres de los grupos hidroxilos 

de las ciclodextrinas (interacciones repulsivas, ver figura 2-4). En tanto que la formación 

de enlaces puente H en complejos CZL-CDs resulta ser favorecida por la ausencia de 

repulsiones electrostáticas secundarias como las mencionadas anteriormente. 

Los valores de la relación de rendimiento cuántico de fluorescencia entre CZL 

complejado y libre (Φ = ϕCZLCD/ϕCZL) fueron de 1,32 a 1,54, lo que indicaría la disminución 

de la velocidad de los procesos no radiativos, favoreciendo la fluorescencia. 
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Se obtuvo un mayor valor de KA con HPβ-CD entre las ciclodextrinas estudiadas, esta 

ciclodextrina aportaría una mayor interacción gracias a los grupos hidroxipropilos. El 

incremento obtenido en la señal de fluorescencia del carbazol por formación del complejo 

podría ser la base del desarrollo de metodologías analíticas para el sensado de este tipo 

de moléculas (ver capítulo 4).  

 

 

 

 

 

3.6. CONCLUSIONES 

La variación observada en los espectros de absorbancia UV-Vis de CZL y QUI permitió 

evidenciar la interacción con CDs, y solamente para el primer heterociclo se observaron 

pequeños cambios en la absorción en presencia de CA[n]S. 

Los receptores CDs provocaron una exaltación importante de la fluorescencia del CZL, 

mientras que causaron un decaimiento en la fluorescencia de QUI. Los derivados p-

sulfonatocalix[n]arenos indujeron un fuerte quenching de la fluorescencia de ambos 

núcleos fluorescentes. El quenching de fluorescencia fue del tipo estático. 

La naturaleza de las interacciones de estos sistemas supramoleculares es 

principalmente hidrofóbica para los complejos con ciclodextrinas y electrostática para 

cuando se utilizan los calixarenos sulfonados. Esta diferencia en las fuerzas de interacción 

se vio reflejada en los valores de KA obtenidos para los diferentes complejos sustrato-

receptor. 

Los marcados cambios en las propiedades espectrofluorimétricas servirían de base 

para el desarrollo de métodos analíticos basados en la formación de complejos 

fluorescentes. Otro recurso, es el empleo de un complejo no fluorescente en un método 

indirecto que por desplazamiento del fluoróforo, debido al ingreso de un analito no 

fluorescente, este último puede ser determinado. 

Figura 3-21. Formación del complejo no fluorescente QUI-R.  
(La orientación relativa de los componentes del sistema es ilustrativa) 

N KA	
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CAPÍTULO 4 

SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR CARBAZOL, 
HPβ‐CD Y CA[n]S 
 
 

4.1. INTRODUCCIÓN 

En el capítulo 2 se comentó sobre el empleo de ciclodextrinas y calixarenos como 

receptores de una gran variedad de especies químicas y algunas de las aplicaciones de 

los complejos resultantes en diversas áreas dentro de la química. 

Estos compuestos macrocíclicos servirían para desarrollar nuevos sensores que sean 

selectivos y que permitan mejorar la detección de especies químicas de interés por 

técnicas espectroscópicas.
1,2,3

 Los complejos del tipo sustrato-receptor se suelen emplear 

en el diseño de sensores luminiscentes en el campo de la química supramolecular 

analítica.
1,2,3

 En este contexto, el estudio de sistemas ternarios formados por dos 

receptores macrocíclicos diferentes es interesante y aunque hay relativamente pocos 

casos descriptos en literatura,
4,5

 se han logrado sensores con buenas selectividades para 

iones y moléculas neutras.
6,7

 Se han reportado por ejemplo, la inclusión de complejos de 

éteres corona con cationes metálicos dentro de cápsulas formadas por dímeros de p-

sulfonatocalixarenos
8
 y la inclusión de un derivado calix[4]areno catiónico dentro de la 

cavidad de cucurbit[10]urilo.
9
 

Conociendo los sitios o puntos de unión y la complementariedad entre las subunidades 

moleculares se pueden hacer predicciones sobre cómo influirá una determinada molécula 

(receptor) sobre las propiedades de otra o varias moléculas asociadas. En vista de formar 

una especie supramolecular mediante el reconocimiento molecular de las unidades 

constituyentes,
10,11

 a continuación se resumen algunas características a tener en cuenta: 
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 Las unidades moleculares que forman la supramolécula o complejo sustrato-

receptor deben tener grupos funcionales que permitan interactuar 

reversiblemente con el analito. Por ejemplo, funciones polares, ácido base, 

grupos capaces de mantener uniones de hidrógeno. 

 Los sitios de unión de las especies interactuantes deben estar preorganizados 

de tal manera que proporcionen la selectividad requerida. 

 Para detectar y cuantificar un sustrato hay que buscar un cambio en una señal 

analítica debida a la interacción entre el receptor y el analito. 

Respecto al último punto, hay disponible un grupo variado de métodos de señalización, 

entre los que se incluyen los electroquímicos (ej. potenciometría y amperometría), y 

espectroscópicos (ej. absorbancia y fluorescencia). En este trabajo de tesis se han 

utilizado técnicas espectroscópicas, en especial la de emisión de fluorescencia, debido a 

su gran sensibilidad y la variedad de opciones que se pueden emplear para el análisis de 

la señal (ej. exaltación y quenching de fluorescencia).
12

 

Luego de estudiar el efecto individual de CDs y CA[n]S sobre las propiedades 

espectroscópicas de CZL, se propuso investigar como influye el agregado de un receptor 

macrocíclico en la señal espectroscópica de un complejo sustrato-receptor ya formado, 

operando con receptores de distinta estructura, naturaleza química y electrónica. Este 

capítulo avanza en el diseño de sistemas fluorescentes mixtos para la detección de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos nitrogenados. 

4.2. OBJETIVOS 

En esta instancia se propuso estudiar el comportamiento espectroscópico de un 

sistema supramolecular mixto entre CZL y dos receptores macrocíclicos de diferente 

naturaleza química (un CA[n]S y una CD). Además, evaluar la posible formación de 

complejos ternarios y comparar sus estabilidades con los correspondientes complejos 

binarios. 

Se planteó analizar el tipo de mecanismo de complejación que gobierna la formación 

de complejos en este sistema de tres componentes mediante el estudio de la emisión de 

fluorescencia. Evaluar la posibilidad y viabilidad del empleo de un sistema ternario para la 

aplicación en química analítica. 
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4.3 SECCIÓN EXPERIMENTAL 

4.3.1. Instrumentación 

Los equipos empleados para la preparación de las muestras, el control de la 

temperatura, pH y la determinación de los espectros de absorción UV-Visible y de emisión 

de fluorescencia se describen en la sección 3.3.1 (capítulo 3) de esta tesis. 

4.3.2. Reactivos y Procedimiento 

4.3.2.1. Reactivos 

El carbazol CZL (sólido) empleado fue un reactivo de grado analítico Sigma-Aldrich. 

La hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβ-CD) empleada fue un reactivo de grado estándar 

de laboratorios Roquete y Cerestar, con un grado de sustitución por unidad de glucosa de 

0,61. 

Los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CA[8]S, fueron sintetizados en 

colaboración con un laboratorio especializado en síntesis de calixarenos en la universidad 

de Río Grande del Sur, Brasil. 

Las sales inorgánicas empleadas fueron reactivos comerciales de grado analítico. Los 

solventes que se utilizaron fueron: agua deionizada calidad Milli-Q obtenida de un 

purificador Millipore, y metanol grado HPLC (Sintorgan). 

4.3.2.2. Preparación de soluciones de CZL en ausencia y en presencia de receptores 
macrocíclicos 

Las soluciones concentradas de CZL (solución madre e intermedia) se prepararon 

mediante su solubilización en metanol (ver Sección 3.3.2.2). 

Las soluciones de CZL en presencia de dos receptores macrocíclicos (HPβ-CD y 

CA[n]S) se prepararon partiendo de: una solución de CZL en presencia de un receptor 

macrocíclico, R1, en su máxima concentración (solución A) y una solución del sustrato en 

presencia de R1 y un segundo receptor macrocíclico, R2, ambos en su máxima 

concentración (solución B). La concentración de CZL se mantuvo constante ([CZL] = 5,6 

μM). Las muestras a medir se obtuvieron mezclando las soluciones A y B, de manera que 
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se fue variando la concentración de uno de los receptores (R2), mientras la concentración 

de CZL y R1 se mantuvieron constantes. Cuando el receptor R2 fue HPβ-CD las 

concentraciones elegidas fueron: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y 10,0 mM, y cuando R2 fue un CA[n]S 

las concentraciones empleadas fueron: 21,8; 43,6; 65,4; 87,2 y 109,0 μM. En la figura 4-1 

se esquematiza este procedimiento experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas las soluciones empleadas para el estudio espectroscópico fueron preparadas 

con un 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y un 2,0 % v/v de CH3OH como 

cosolvente. Y se mantuvieron protegidas de la luz recubiertas con papel de aluminio. 

 

 

4.3.2.3. Preparación de soluciones para la determinación de espectros UV-Visible y de 

emisión de fluorescencia 

Figura 4-1. Esquema del procedimiento experimental de preparación de muestras del sistema 
ternario CZL/HPβ-CD/CA[n]S. 

Solución A 
[CZL] = 5,6 μM 
[CA[n]S] = 109,0 μM 

Solución B 
[CZL] = 5,6 μM 
[HPβ‐CD] = 10,0 mM 
[CA[n]S] = 109,0 μM 
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Los espectros de absorción (A) se determinaron entre 200,0 nm y 400,0 nm usando 

cubetas de cuarzo de 1,0 cm y de 4,0 cm de paso óptico. Las mediciones se realizaron a 

una temperatura controlada de (25,0  0,1) °C. 

Las determinaciones de fluorescencia se realizaron usando cubetas de cuarzo de 1,0 

cm de paso óptico. Los espectros se registraron a partir de una longitud de onda mayor a 

la λexc (alrededor de 10,0 nm), hasta una λ en la cual la intensidad de emisión fue nula 

(340 – 600 nm). El método utilizado para adquirir los espectros de emisión de 

fluorescencia de CZL en cada sistema ternario se obtuvo de acuerdo a los siguientes 

parámetros instrumentales: 

o Longitud de Onda de excitación (λexc) = 322,0 nm 

o Ancho de rendijas de excitación y emisión = 10,0 nm  

o Ganancia del fotomultiplicador = Muy baja 

o Velocidad de barrido = 500 nm/min 

En el estudio por fluorescencia se trabajó con valores de áreas relativas para minimizar 

errores por causas instrumentales. Se emplearon como referencia la señal obtenida de 

soluciones de [CZL] = 5,6 μM. Además, la concentración de los receptores macrocíclicos 

fueron tales que, la 2,303A < 0,05 (con un paso óptico de 1,0 cm). Los espectros se 

obtuvieron descontando el blanco correspondiente. 

4.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.4.1. Análisis espectroscópico de un sistema de tres componentes formado por 

CZL y dos receptores macrocíclicos diferentes (HPβ-CD y CA[n]S). 

Ya evaluado los efectos individuales de distintos receptores macrocíclicos sobre la 

fluorescencia del núcleo carbazol (ver Sección 3.4.2), a continuación se estudia cómo se 

comporta este fluoróforo en presencia de dos receptores de distinta naturaleza (una CD y 

un CA[n]S). En este sistema de tres componentes (CZL/CD/CA[n]S), podrían plantearse 

diferentes situaciones de equilibrio que conllevan a la formación de complejos: 

coexistencia, competitividad y cooperatividad. En la figura 4-2 se muestra un esquema de 

los equilibrios que se podrían plantear para el sistema propuesto. 
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El predominio de alguna de estas situaciones depende básicamente de la 

complementariedad existente entre el sustrato (CZL) y los receptores macrocíclicos CD y 

CA[n]S, y además, entre los mismos receptores. Por ejemplo, en el caso de la formación 

de un complejo ternario que surge por la formación, en una primera etapa, de un complejo 

sustrato-receptor binario, el cual favorece la unión de un segundo receptor en una 

segunda etapa como muestra la figura 4-2 (ver además Sección 2.1.6.2 en Capítulo 2). 

En este trabajo se eligió la HPβ-CD (el receptor CD que más fuertemente se asoció al 

CZL con una KA = 12 x102 M-1), y un receptor calixareno sulfonado (CA[6]S o CA[8]S 

cuyas KA son 4,7 x103 M-1 y 8,9 x103 M-1, respectivamente). Se estudiaron dos sistemas 

diferentes: CZL/HPβ-CD/CA[6]S y CZL/HPβ-CD/CA[8]S. Para formar estos sistemas 

mixtos, inicialmente se preparó uno de los complejos huésped-receptor, CZL-R1, y se 

agregaron cantidades crecientes del segundo receptor (R2), como se muestra en el 

esquema experimental de la figura 4-1. Esto se realizó de dos maneras diferentes: 

partiendo del complejo CZL-HPβ-CD y agregando concentraciones crecientes del derivado 

calixareno sulfonado CA[n]S; y por otro lado, partiendo del complejo CZL-CA[n]S y 

Complejo Ternario  

Competencia

Coexistencia  

Cooperatividad

Figura 4-2. Equilibrios que pueden darse en un sistema de tres componentes CZL/CD/CA[n]S. 
                  (La orientación relativa de los componentes del sistema es ilustrativa). 
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CA 

CA 

H
N

H
NH

N

CD 



Capítulo 4: SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR              
CARBAZOL, HPβ-CD Y CA[n]S 

 

 

115	
 

adicionando luego el receptor macrocíclico HPβ-CD. A continuación se presentan los 

resultados obtenidos para ambos sistemas por separado. 

4.4.1.1. Estudio por espectroscopia UV-Visible de sistemas CZL/HPβ-CD/CA[n]S 

Se realizaron medidas por espectroscopia UV-Visible para evaluar cómo afecta la 

aparición de R2 en la absorción del sistema binario (CZL-R1). Si bien las mediciones de 

absorbancia ayudaron a verificar pequeños cambios en la absorción de los sistemas 

ternarios, no resultaron determinantes para obtener información relevante respecto a las 

fuerzas de las interacciones o para inferir el mecanismo de complejación. 

 

4.4.1.2. Estudio por espectroscopia de fluorescencia de sistemas CZL/HPβ-CD/CA[n]S 

Para realizar una mejor interpretación y explicación de los resultados obtenidos por 

espectroscopia de fluorescencia, se dividirán los resultados de acuerdo al sistema mixto 

analizado (CZL/HPβ-CD/CA[6]S y CZL/HPβ-CD/CA[8]S), y dentro de cada sistema se 

distinguirá la condición inicial desde la que se partió: i) CZL-HPβ-CD + CA[n]S y ii) CZL-

CA[n]S + HPβ-CD. 

4.4.1.2.1. Sistema CZL/HPβ-CD/CA[6]S 

En la figura 4-3 se exponen los perfiles de fluorescencia para CZL/HPβ-CD/CA[6]S 

bajo dos condiciones iniciales diferentes. En la figura 4-3a se muestra como varía la 

emisión de fluorescencia cuando al complejo CZL- HPβ-CD inicialmente formado se le 

agregan cantidades crecientes del receptor CA[6]S. Por otra parte, en la figura 4-3b se 

exponen los valores de fluorescencia al variar la concentración del receptor HPβ-CD 

cuando se tiene el complejo binario CZL-CA[6]S como condición inicial (en los gráficos la 

señal de fluorescencia se expresa como FR = F/F0 , donde, en este caso, F0 es la 

fluorescencia en el estado inicial y F indica la fluorescencia luego de agregar el segundo 

receptor). 
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Se puede ver claramente, en la figura 4-3a, que la pequeña concentración del receptor 

CA[6]S no es suficiente para producir un cambio en la fluorescencia. Esto puede resultar 

evidente por la diferencia de concentraciones entre los macrociclos. Por el contrario, 

cuando el sistema se estudia desde la formación del complejo CZL-CA[6]S (figura 4-3b), y 

se registra el cambio en FR tras la adición de cantidades crecientes de HPβ-CD, se puede 

observar una marcada variación en la emisión de fluorescencia del sistema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para explicar el comportamiento fluorescente observado se plantearán diferentes 

modelos, basados en equilibrios de formación de complejos sustrato-receptor, teniendo en 

cuenta lo investigado acerca del efecto individual de receptores macrocíclicos sobre el 

CZL en el capítulo 3 de este trabajo. Se divide el análisis en las dos situaciones 

estudiadas según la condición inicial de la cual se parte: i) CZL-HPβ-CD + CA[6]S y ii) 

CZL-CA[6]S + HPβ-CD. 

 

 

Figura 4-3. Valores de fluorescencia del sistema mixto CZL/HPβ-CD/CA[6]S al variar uno de los 
receptores macrocíclicos. (a) partiendo del complejo CZL-HPβ-CD variando CA[6]S. Se expone 
una línea constante indicando que no hay una variación significativa de la respuesta fluorescente 
del sistema; y (b) partiendo del complejo CZL-CA[6]S variando HPβ-CD. Se ajusta una curva con 
la ecuación 4.10. λexc = 322,0 nm. 

a b
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4.4.1.2.1i. CZL-HPβ-CD + CA[6]S 

Inicialmente se tiene el complejo CZL-HPβ-CD y en el medio se establece simplemente 

el equilibrio de formación del complejo a partir de CZL e HPβ‐CD. Cuando se comienza 

agregar el calixareno sulfonado el núcleo de CZL se encuentra ahora en presencia de dos 

receptores y se pueden plantear los siguientes equilibrios simultáneos: 

																																																																																			KA1	

																																																																																			KA2	

 

A partir de las expresiones de las constantes de equilibrio KA1 y KA2, y los balances de 

masa correspondientes se obtienen las siguientes expresiones para las especies en el 

equilibrio: 

 

(4.01) 

 

 

(4.02) 

 

 

(4.03) 

 

Al principio del experimento, se tiene solamente el equilibrio 4.1. La intensidad de 

fluorescencia inicial, F0, responderá entonces a la ecuación siguiente: 

 

଴ܨ ൌ ஼௓௅஼஽ܨ ൌ .஼௓௅ߦ ሾܮܼܥሿ ൅ .஼௓௅ு௉ఉ஼஽ߦ ሾܦܥߚܲܪܮܼܥሿ                (4.04) 

Reemplazando en la ecuación 4.04 las correspondientes igualdades según las 

ecuaciones 3.08 y 3.09 (presentadas en el capítulo 3) para las concentraciones de las 

especies en el equilibrio (considerando solamente la formación de CZL-HPβ-CD), se 

CZL-HP-CDCZL + HP-CD

CZL + CA[6]S CZL-CA[6]S

ሾܦܥߚܲܪܮܼܥሿ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴ܭ஺భሾܦܥߚܲܪሿ

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ6ሿܵሿܣܥ஺మሾܭ
 

ሾܣܥܮܼܥሾ6ሿܵሿ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴ܭ஺మሾܣܥሾ6ሿܵሿ

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ6ሿܵሿܣܥ஺మሾܭ
 

ሾܮܼܥሿ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ6ሿܵሿܣܥ஺మሾܭ
 

(Eq. 4.1) 

(Eq. 4.2) 
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obtiene la expresión 4.05. Se ha identificado a F0 como FCZLCD para señalar que 

inicialmente (antes del agregado del segundo receptor) se tiene el complejo CZL-HPβ-CD. 

଴ܨ ൌ ஼௓௅஼஽ܨ ൌ
క಴ೋಽሾ஼௓௅ሿబ

ሾு௉ఉ஼஽ሿ௄ಲభାଵ
൅

క಴ೋಽಹುഁ಴ವሾ஼௓௅ሿబ௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿ

ሾு௉ఉ஼஽ሿ௄ಲభାଵ
         (4.05) 

 

Suponiendo que al agregar CA[6]S, ambos equilibrios 4.1 y 4.2 coexisten, y que los 

complejos resultantes no interfieren entre sí, la fluorescencia del sistema mixto será la 

resultante de la emisión de las especies fluorescentes que integran el sistema y se plantea 

la siguiente ecuación: 

ܨ ൌ ஼௓௅஼஽ା஼஺ሾ଺ሿௌܨ ൌ ሿܮܼܥ஼௓௅ሾߦ ൅ ሿܦܥߚܲܪܮܼܥ஼௓௅ு௉ఉ஼஽ሾߦ ൅  ሾ6ሿܵሿ     (4.06)ܣܥܮܼܥ஼௓௅஼஺ሾ௡ሿௌሾߦ

Se utiliza el subíndice “CZLCD	+	CA[6]S” para indicar que se inicia con el complejo CZL-

HPβ‐CD y se adiciona el receptor CA[6]S. 

La fluorescencia proveniente del receptor calixareno CA[6]S no se encuentra en la 

ecuación debido a que experimentalmente se resta la emisión correspondiente a una 

solución que sólo tenga presente al macrociclo en el medio de trabajo (blanco). Por otro 

lado, se considera que el complejo CZL-CA[6]S no aporta a la intensidad de fluorescencia 

observada ya que como se vio en el capítulo 3 dicho complejo es no fluorescente 

(quenching estático). De acuerdo a esto, en la ecuación 4.07 se debe anular el tercer 

término y la F global queda descripta por la siguiente ecuación: 

஼஺ሾ଺ሿௌ	ା	஼௓௅஼஽ܨ ൌ ሿܮܼܥ஼௓௅ሾߦ ൅  ሿ                     (4.07)ܦܥߚܲܪܮܼܥ஼௓௅ு௉ఉ஼஽ሾߦ

Si reemplazamos en la expresión anterior las concentraciones de CZL y CZL-HPβ-CD 

en el equilibrio, se obtiene la ecuación 4.08, la cual tiene en cuenta el equilibrio de 

formación del complejo CZL-CA[6]S (Eq. 4.2). 

஼஺ሾ଺ሿௌ	ା	஼௓௅஼஽	ܨ ൌ
క಴ೋಽሾ஼௓௅ሿబ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿା௄ಲమሾ஼஺ሾ௡ሿௌሿ
൅

క಴ೋಽ಴ವሾ஼௓௅ሿబ௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿା௄ಲమሾ஼஺ሾ௡ሿௌሿ
    (4.08) 
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La tabla 4-1 muestra las concentraciones porcentuales de CZL y los complejos con 

ambos receptores junto a los valores de fluorescencia teóricos (como 1/FR(teórico)) 

correspondientes a cada concentración de CA[6]S adicionada. Las concentraciones de las 

especies en el equilibrio, de acuerdo al modelo de coexistencia, indican que el CZL 

complejado con HPβ-CD varía entre 89 – 92 %, y solo un porcentaje muy pequeño forma 

el complejo no fluorescente con CA[6]S (hasta un 3,5 %). Además, los valores FR(teórico) no 

superan una variación del 10 % respecto a los obtenidos experimentalmente. 

Tabla 4-1. Concentración porcentual de especies en el equilibrio para el sistema CZL-
HPβ‐CD + CA[6]S. Suponiendo coexistencia de equilibrios. 

 

4.4.1.2.1ii. CZL-CA[6]S + HPβ-CD 

Si se considera como condición inicial la formación del complejo CZL-CA[6]S, la 

intensidad de fluorescencia estará determinada por la emisión de la amina heterocíclica 

CZL libre sin formar complejo, según la expresión 4.09, y dependerá solamente de la 

concentración del núcleo CZL en el equilibrio.  

଴ܨ ൌ ஼௓௅ܨ ൌ ሿܮܼܥ஼௓௅ሾߦ ൌ ሿ଴ܮܼܥ஼௓௅ሺሾߦ െ ሾܣܥܮܼܥሾ6ሿܵሿሻ         (4.09) 

En esta situación, cuando se comienza a agregar el receptor HPβ-CD (R2) la expresión 

para la relación F/F0 queda representada por la ecuación 4.10 (ver desarrollo en anexo C) 

 

 

[CA[6]S] variable/μM % [CZL-CD]eq % [CZL-CA[6]S]eq %[CZL]eq FR(teórico) 

0 92,3 0 7,7 1,00 

20 91,6 0,7 7,7 1,01 

40 91,0 1,4 7,6 1,01 

60 90,3 2,1 7,6 1,02 

80 89,7 2,8 7,5 1,03 

100 89,1 3,5 7,4 1,04 
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ி

ிబ
ൌ

ி಴ೋಽ಴ಲሾలሿೄ	శ	಴ವ

ி಴ೋಽ
ൌ

ଵା	൬
క಴ೋಽಹುഁ಴ವ

క಴ೋಽ
൘ ൰௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿబ

ଵାቀ
௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿబ

ሺଵା௄ಲమሾ஼஺ሾ଺ሿௌሿబሻ
൘ ቁ

                       (4.10) 

Esta ecuación se empleó como modelo de ajuste de los puntos experimentales 

obtenidos al medir la emisión de fluorescencia del sistema mixto CZL/CA[6]S/HPβ-CD, al 

variar la concentración de HPβ-CD (ver figura 4-3b). De ese ajuste, se obtuvo un valor de 

la constante KA1 = (1,2 ± 0,1) x103 M-1, que es igual al obtenido para el sistema binario 

CZL/HPβ-CD. Esto solo puede darse en un sistema donde los equilibrios 4.1 y 4.2 

conviven sin afectarse uno con el otro (figura 4-4). La ecuación 4.10 también predice el 

perfil de FR en función de [CA[6]S] constante en el rango de concentraciones de CA[6]S 

empleadas (ver figura 4-3a y valores 1/FR(teórico) en tabla 4-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-4. Equilibrios en el sistema ternario CZL/CA[6]S/HPβ-CD. (La orientación relativa de los 
componentes del sistema es ilustrativa). 
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4.4.1.2.2. Sistema CZL/HPβ-CD/CA[8]S 

En este sistema se empleó el derivado calixareno CA[8]S. Se ha encontrado una 

mayor interacción de CZL por el octámero cíclico que por el hexámero (ver capítulo 3). Por 

esto se quiso estudiar si un receptor con una mayor fuerza de asociación con el sustrato 

en estudio, y a la vez con una abertura más amplia (con la posibilidad de tener nuevos 

sitios de unión), da lugar, por un mecanismo cooperativo, a la formación de estructuras 

supramoleculares. 

En la figura 4-5 se exponen las medidas de fluorescencia (como 1/FR = F0/F) en 

función de la concentración del receptor variable R2. En la figura 4-5a se varía la 

concentración de HPβ-CD mientras que la concentración del receptor CA[8]S se mantiene 

constante, en tanto que en la figura 4-5b la situación es inversa. En ambos casos se 

observa un quenching en la fluorescencia del sistema mixto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-5. Valores de fluorescencia del sistema mixto CZL/HPβ-CD/CA[8]S al variar la 
concentración de uno de los receptores macrocíclicos. En (a) se inicia con el complejo CZL-CA[8]S 
y varía la [HPβ‐CD] y en (b) se inicia con CZL-HPβ-CD y se varía [CA[8]S], en (●) se indican los 
valores teóricos de 1/FR, en (■) se indican los valores de 1/FR experimentales y en (---) el ajuste 
lineal de los puntos teóricos con la ecuación 4-17. λexc = 322,0 nm. 

a b
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4.4.1.2.2i. CZL-CA[8]S + HPβ-CD 

Para el caso, en el cual se inicia con el complejo CZL-CA[8]S se puede apreciar un 

rango de concentraciones del receptor HPβ-CD en donde la señal es aproximadamente 

constante (línea ––– en figura 4-5a), hasta llegar a un valor límite ([HPβ-CD] ≈ 4,0 x10-3 M), 

a partir del cual se produce un cambio significativo en la emisión de fluorescencia (línea ––

– en figura 4-5a). 

Este cambio poco convencional que se observa en la emisión de fluorescencia al 

agregar HPβ-CD, sorprende debido a que se esperaría un aumento en la intensidad de F 

de acuerdo con los resultados obtenidos en sistemas binarios CZL/CDs ya estudiados (ver 

capítulo 3). Este nuevo comportamiento espectroscópico del sistema debe responder a 

interacciones específicas que difieren y quizás se complementen a las establecidas en 

aquellos sistemas binarios. 

Para explicar la variación en la emisión de fluorescencia en el sistema 

CZL/CA[8]S/HPβ-CD, primeramente se propuso plantear nuevamente equilibrios de 

coexistencia, similares a los propuestos anteriormente (Eq. 4.1 y 4.2) para el sistema mixto 

CZL/CA[6]S/HPβ-CD. Teniendo en cuenta este modelo, se obtuvieron las expresiones de 

concentración de las especies en el equilibrio (análogas a las ecuaciones 4.01, 4.02 y 

4.03) y se calcularon las correspondientes concentraciones porcentuales. En la tabla 4-2 

se exponen los porcentajes de las especies en el equilibrio para el caso que se describe, 

empleando como modelo la coexistencia de equilibrios. 

Tabla 4-2. Concentración porcentual de especies en el equilibrio para el sistema CZL-

CA[8]S + HPβ‐CD. Considerando coexistencia de equilibrios. 

 

[CD] variable/mM % [CZL-CD]eq % [CZL-CA[8]S]eq %[CZL]eq 1/FR(teórico) 

0 0 47 53 1,00 

2 56 21 23 0,48 

6 79 10 11 0,39 

8 84 8 9 0,38 

10 86 6 7 0,37 
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De acuerdo a estos resultados, la fluorescencia (FR) del sistema CZL/CA[8]S debería 

aumentar desde 1,00 a 2,70 (o 1/FR disminuir desde 1,00 hasta 0,37) aproximadamente, 

ya que, a medida que se incrementa la concentración de HPβ-CD aumenta la 

concentración del complejo fluorescente CZL-HPβ-CD (desde 0 a 86 %, a la máxima 

concentración de HPβ-CD, ver tabla 4-3) cuya relación de rendimientos cuánticos de 

fluorescencia, Φ, es de 1,56. Esto no explica el comportamiento espectroscópico del 

sistema. 

El período de inducción, en el cual el aumento de [HPβ-CD] no tiene ningún efecto 

sobre la señal de fluorescencia, indica que el complejo CZL-CA[8]S no se ve 

desestabilizado pese a que el complejo CZL-HPβ-CD presenta una KA relativamente alta. 

Antes de buscar otra alternativa es conveniente analizar el sistema partiendo desde el 

complejo CZL- HPβ-CD. 

4.4.1.2.2ii. CZL-HPβ-CD + CA[8]S 

También puede llamar la atención que la adición de pequeñas cantidades del receptor 

CA[8]S al sistema binario CZL/HPβ-CD, afecte la emisión de luz (ver figura 4-5b). Esto 

puede deberse a la fuerte complementariedad entre los bloques moleculares, lo que 

permite que se establezcan interacciones moleculares aun a bajas concentraciones de 

CA[8]S. Pero la pregunta que se presenta a continuación es: ¿A qué unidad molecular se 

asocia CA[8]S? ¿Al núcleo de CZL libre o al complejo CZL-HPβ-CD? Para responder a 

estas preguntas se completará el análisis del sistema proponiendo un modelo de 

coexistencia, como se realizó anteriormente para la condición CZL-CA[8]S + HPβ-CD, de 

manera de corroborar o no sólo la formación de los complejos binarios CZL-HPβ-CD y 

CZL-CA[8]S. 

En la tabla 4-3 se muestran los porcentajes de las especies en el equilibrio en esta 

última situación, suponiendo que los equilibrios 4.1 y 4.3 están presentes sin interferir uno 

con el otro. 
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Tabla 4-3. Concentraciones porcentuales de especies en el equilibrio para el sistema CZL-

HPβ‐CD + CA[8]S. Considerando coexistencia de equilibrios. 

 

En principio se sabe que la mayor parte del CZL está en su forma complejada (92,4 %), 

debido a la alta concentración de HPβ‐CD que hace que el equilibrio del sistema se 

encuentre desplazado hacia la formación del complejo. De esta forma es permisible y 

lógico pensar que el CA[8]S pueda interaccionar con el complejo CZL-HPβ-CD, teniendo 

una cavidad amplia (~12 Å)
13

 capaz de interaccionar con estructuras de tamaño 

considerable. 

Para poder respaldar la interacción de CA[8]S con el complejo CZL-HPβ-CD y explicar 

la respuesta en la emisión de fluorescencia del sistema, se propuso plantear un equilibrio 

adicional, que condujera a una estructura supramolecular de tres componentes. Es decir, 

además de los equilibrios de formación de los complejos binarios CZL-HPβ-CD y CZL-

CA[8]S, se planteó la formación de un complejo ternario (CT), como se muestra en los 

siguientes equilibrios químicos: 

 

 

 

 

[CA[8]S] variable/μM % [CZL-CD]eq % [CZL-CA[8]S]eq %[CZL]eq 1/FR(teórico) 

0 92,4 0 7,6 1,00 

20 91,1 1,4 7,5 1,01 

40 89,8 2,6 7,6 1,03 

60 88,7 3,4 7,9 1,04 

80 87,5 5,2 7,3 1,06 

100 86,4 6,4 7,2 1,07 

(Eq. 4.1) 

(Eq. 4.3) 

KA1 

KA3 

 

CZL-HP-CDCZL + HP-CD

CZL + CA[8]S CZL-CA[8]S

CZL-HP-CD + CA[8]S HP-CD-CZL-CA[8]S

KA1 

KA3 

KAT 

CZL-HP-CDCZL + HP-CD

CZL + CA[8]S CZL-CA[8]S

CZL-HP-CD + CA[8]S HP-CD-CZL-CA[8]S

(Eq. 4.1) 

(Eq. 4.3) 

(Eq. 4.4) 
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Teniendo en cuenta estos tres equilibrios y los respectivos balances de masas, se 

obtuvieron las expresiones de las especies químicas en el equilibrio. 

 

 

(4.11) 

 

 

 

 

(4.12) 

 

 

 

(4.13) 

 

 

 

(4.14) 

 

 

Para encontrar una ecuación que explique la fluorescencia del sistema, como se 

realizó anteriormente, hay que analizar las especies fluorescentes en cada etapa: al inicio 

y cuando se adiciona R2. Cuando se inicia con el complejo CZL-HPβ-CD, se tiene que la 

fluorescencia del sistema es la suma de la contribuciones del núcleo CZL y CZL-HPβ-CD 

como se expresa en la ecuación 4.04, que al sustituir por la concentración de las especies, 

teniendo en cuenta únicamente el equilibrio 1, ya que se trata de la condición inicial, se 

obtiene la ecuación 4.15. 

 

଴ܨ ൌ ஼௓௅஼஽ܨ ൌ
క಴ೋಽሾ஼௓௅ሿబ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿ
൅

క಴ೋಽಹುഁ಴ವሾ஼௓௅ሿబ௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿ
             (4.15) 

ሾܦܥߚܲܪܮܼܥሿ௘௤ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴ܭ஺భሾܦܥߚܲܪሿ

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ8ሿܵሿܣܥ஺యሾܭ ൅ ሿܦܥߚܲܪሾ8ሿܵሿሾܣܥ஺యሾܭ஺೅ܭ
 

ሾܣܥܮܼܥሾ8ሿܵሿ௘௤ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴ܭ஺మሾܣܥሾ8ሿܵሿ

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ8ሿܵሿܣܥ஺యሾܭ ൅ ሿܦܥߚܲܪሾ8ሿܵሿሾܣܥ஺యሾܭ஺೅ܭ
 

ሾܮܼܥሿ௘௤ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ8ሿܵሿܣܥ஺యሾܭ ൅ ሿܦܥߚܲܪሾ8ሿܵሿሾܣܥ஺యሾܭ஺೅ܭ
 

ሾܶܥሿ௘௤ ൌ
ሾܮܼܥሿ଴ܭ஺೅ܭ஺మሾܣܥሾ8ሿܵሿሾܦܥߚܲܪሿ

1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ8ሿܵሿܣܥ஺యሾܭ ൅ ሿܦܥߚܲܪሾ8ሿܵሿሾܣܥ஺యሾܭ஺೅ܭ
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Luego de agregar el receptor CA[8]S, de acuerdo al modelo planteado, la fluorescencia 

del sistema ternario vendrá determinada nuevamente por CZL y CZL-HPβ-CD, pero ahora 

teniendo en cuenta las nuevas expresiones para las concentraciones de las especies en 

equilibrio, dada por las ecuaciones 4.11 y 4.12. 

ܨ ൌ ஼௓௅஼஽ା஼஺ܨ ൌ
క಴ೋಽሾ஼௓௅ሿబ

஽
൬1 ൅ ൬

஼௓௅ு௉ఉ஼஽ߦ
஼௓௅ߦ
൘ ൰ܭ஺భሾܦܥߚܲܪሿ൰   (4.16) 

Donde D = 1 ൅ ሿܦܥߚܲܪ஺భሾܭ ൅ ሾ8ሿܵሿܣܥ஺యሾܭ ൅  ሿ. Para obtener laܦܥߚܲܪሾ8ሿܵሿሾܣܥ஺యሾܭ஺೅ܭ

expresión para F0/F (1/FR) se hace la relación entre la ecuación 4.15 y la 4.16 y operando 

(ver desarrollo en Apéndice C) se obtiene la ecuación 4.17 que se da a continuación. 

ிబ

ி
ൌ 1 ൅

൫ଵା௄ಲ೅ሾு௉ఉ஼஽ሿబ൯௄ಲయሾ஼஺ሾ଼ሿௌሿ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿబ
                       (4.17) 

La ecuación 4.17 muestra una relación lineal entre la recíproca de FR y la 

concentración del receptor que se adiciona, es una expresión análoga a la ecuación de 

Stern-Volmer, donde el término fraccionario que multiplica a [CA[8]S] es una constante 

global y en este trabajo se simboliza con la letra κ como sigue en la ecuación 4.18. 

 

ߢ ൌ
൫ଵା௄ಲ೅ሾு௉ఉ஼஽ሿబ൯௄ಲయ

ଵା௄ಲభሾு௉ఉ஼஽ሿబ
                                         (4.18) 

El ajuste de las medidas experimentales de fluorescencia en función de la 

concentración de CA[8]S (figura 4-5b) arrojo un valor de κ = (4,8 ± 0,2) x103 M-1. Dicho 

ajuste se realizó con los datos experimentales cuyo error relativo, respecto a los 

correspondientes valores predichos por la ecuación 4.17 (ver capítulo 5), fue menor a un 

10,0 %. Se pudo obtener la constante de asociación del sistema ternario, ܭ஺೅, despejando 

desde la ecuación 4.18 y resolviendo la siguiente expresión: 
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஺೅ܭ ൌ
ଵ

ሾு௉ఉ஼஽ሿబ
൬

఑

௄ಲయ
൅ 1൰ ൅

఑.௄ಲభ
௄ಲయ

                             (4.19) 

La constante obtenida fue ܭ஺೅ = (8 ± 1) x102 M-1. Este valor de constante refleja una 

asociación moderadamente fuerte entre el receptor CA[8]S y el complejo CZL-HPβ-CD en 

la segunda etapa (equilibrio Eq 4.4) para formar el sistema supramolecular ternario 

planteado. 

En la tabla 4-4 se exponen los valores de porcentajes de las especies en el equilibrio 

para el modelo que plantea la formación del CT. Las concentraciones de las especies 

fluorescentes decaen, a medida que se incrementa la concentración de CA[8]S, a la vez 

que se forman bajos niveles del complejo binario CZL-CA[8]S y una importante cantidad 

del complejo HPβ-CD-CZL-CA[8]S. De esta forma, puede explicarse la emisión de 

fluorescencia del sistema, debido a la formación del CT no fluorescente estabilizado por 

interacciones supramoleculares (fundamentalmente del tipo ión-dipolo). Se ha reportado la 

formación de complejos ternarios en los que HPβ-CD forma parte de la estructura 

supramolecular junto con un polímero (PVP).
14,15

 

La formación del CT no fluorescente estaría favorecida mediante un mecanismo por 

etapas, en donde en un primer paso se formaría uno de los complejos binarios, y en una 

segunda etapa se adicionaría un segundo receptor que daría lugar al ensamble del CT 

(equilibrio 4 cuya constante de asociación es KAT).
6,16,17

 Mecanismos de formación de 

complejos ternarios por etapas ya se ha observado y descrito como ejemplo en el capítulo 

2 de esta tesis. 
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Tabla 4-4. Concentraciones porcentuales de especies en el equilibrio para CZL-HPβ‐CD + 
CA[8]S. Considerando la formación de un complejo ternario (CT). 

 

En la figura 4-6 se muestra la estructura hipotética del complejo ternario, a modo 

ilustrativo para señalar las interacciones no covalentes que favorecerían su formación. Los 

grupos sulfonatos del calixareno son capaces de mantener uniones puente hidrógeno con 

los grupos hidroxilo de la HPβ-CD. El interior de la cavidad del CA[8]S podría interactuar 

mediante fuerzas de atracción π-π stacking. 

Para poder plantear una descripción estructural correcta se deberían realizar estudios 

por espectroscopia RMN en dos dimensiones para estudiar el entorno de los protones 

tanto del receptor HPβ-CD como del sustrato orgánico. También estudios por dicroísmo 

circular inducido se emplean para analizar la orientación espacial de los componentes 

moleculares de complejos del tipo sustrato-receptor.
18,19,20,21

 Las bajas concentraciones 

empleadas, debido a la escasa solubilidad del CZL en medio acuoso, no permiten realizar 

los experimentos de RMN bajo condiciones comparables. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

[CA[8]S] 

variable/μM 
%[CZL]eq %[CZL-CD]eq %[CZL-CA[8]S]eq %[CT]eq 1/FR(teórico) 

0 7,7 92,3 0 0 1,00 

20 6,8 82,2 1,2 9,8 1,12 

40 6,2 74,1 2,2 17,6 1,24 

60 5,6 67,4 3,0 24,0 1,34 

80 5,2 61,8 3,7 29,4 1,49 

100 4,8 57,1 4,2 33,9 1,62 

Figura 4-6. Estructura hipotética de un 
complejo ternario formado por CZL, HPβ-CD y 

CA[8]S. 

HPβ-CD-CZL-CA[8]S (CT) 
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4.5. CONCLUSIONES 

Se ha encontrado por mediciones espectrofluorimétricas del sistema mixto CZL/HPβ-

CD/CA[6]S, indicios de coexistencia entre los equilibrios de formación de los complejos 

binarios individuales CZL-HPβ-CD y CZL-CA[6]S. Se obtuvo una dependencia entre la 

respuesta de fluorescencia y la variación de [HPβ-CD], en presencia de CA[6]S, idéntica a 

la que se obtuvo en el sistema binario CZL-HPβ-CD. Esto es interesante ya que el estudio 

de este sistema mixto podría extenderse en presencia de otro sustrato que pudiera 

interaccionar con el calixareno, dando lugar a una determinación similtánea 

Por otro lado, el estudio del sistema CZL/HPβ-CD/CA[8]S por mediciones 

espectrofluorimétricas, dio lugar al planteamiento de la formación de un complejo ternario 

(CT) HPβ-CD-CZL-CA[8]S además de los respectivos complejos binarios. Este CT es no 

fluorescente, dando una inhibición de la respuesta fluorescente del sistema aun cuando se 

incrementó la concentración del receptor HPβ-CD. El cambio encontrado en la señal 

analítica es menor que el obtenido en presencia de los receptores macrocíclicos por 

separado, lo que no supone una mejora en cuando al sensado del CZL. No obstante, el 

hecho de que se pueda formar un sistema supramolecular de este tipo es sumamente 

interesante para investigaciones subsecuentes sobre complejos del tipo sustrato receptor. 
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CAPITULO 5 

DETERMINACIÓN ANALÍTICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL 

 

5.1. INTRODUCCIÓN 

5.1.1 Determinación analítica de hidrocarburos aromáticos policíclicos 

Para lograr determinar la concentración de uno o varios analitos en una muestra real, 

los químicos analíticos siguen una serie de procedimientos dedicados a la separación, 

identificación y cuantificación de dichos componentes. Este conjunto de procedimientos 

define lo que se conoce como método analítico y comienza desde que se recepta la 

muestra para analizar hasta la determinación final.
1
 

La detección y cuantificación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) y sus 

derivados heterocíclicos es de gran importancia, ya que estos compuestos orgánicos se 

presentan como contaminantes de suelos y aguas.
2
 Además, constituyen una gran 

amenaza a la salud del hombre, constituyendo una alta gama de agentes cancerígenos, 

incluyendo aminas aromáticas policíclicas,
3,4,5

 derivados halogenados de HAP,
6
 etc.  

La creosota es una mezcla que contiene carbazol, fenoles, piridina, y demás HAP, que 

se utiliza en el tratamiento de maderas para su protección ante el ataque de insectos, 

microorganismo y de las agresiones del medio ambiente.
7
 El empleo de esta sustancia se 

ha restringido bastante en los últimos años debido a la peligrosidad de sus componentes 

sobre la salud humana
7
 y su potencial fuente de contaminación. Por ejemplo, HAP 

nitrogenados como el CZL y la QUI se han encontrado como contaminantes en aguas 

subterráneas debido al uso de combustibles, creosota y agroquímicos.
3,8,9,10

 Esto resulta 

preocupante, ya que las aguas subterráneas constituyen el principal recurso hídrico para 

el consumo humano, correspondiendo el abastecimiento de una tercera parte de la 

población mundial.
11 
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Muchas de las regulaciones actualmente existentes sólo contemplan algunos HAP, 

como benzo[a]pireno, a pesar de que varios efectos nocivos se atribuirían a las mezclas 

de los mismos.
12

 En consecuencia, en los últimos años se han organizado varios 

programas destinados a establecer regulaciones y recomendaciones respecto a los 

máximos niveles permisibles y a los métodos analíticos adecuados para analizar estos 

contaminantes. La comisión del CODEX alimentarius, establecida en conjunto por la FAO 

(Organización de las naciones unidas para la agricultura) y la OMS (Organización mundial 

de la salud), en su compendio de normas alimentarias, directrices y códigos de prácticas 

adoptados internacionalmente indica que para ciertas sustancias nocivas para la salud 

humana (como HAP y su derivados, plaguicidas y bifenilos clorados), el límite permitido 

debe ser el límite de cuantificación del método estándar empleado para la determinación.
13

 

Se han desarrollado numerosos procedimientos analíticos para determinar la presencia 

de una gran cantidad de derivados HAP en diferentes matrices y cuantificar la 

concentración de los mismos.
14,15

 Los métodos analíticos principalmente usados para 

analizar estos compuestos orgánicos son: cromatografía líquida de alta resolución con 

detección por fluorescencia (HPLC-FDL) y la cromatografía gaseosa con detección por 

espectrometría de masas (GC-MS).
12,15,16

 La primer técnica resulta más ventajosa que la 

segunda debido a que separa eficazmente estos contaminantes y no requiere de 

tratamientos complejos de las muestras reales ni el empleo de estándares internos para 

corregir recuperaciones bajas y/o errores instrumentales asociados al proceso de 

inyección de la muestra. Por otra parte, el método GC-MS se caracteriza por presentar 

buena resolución, selectividad y la posibilidad de emplear HAP marcados isotópicamente 

como estándares internos. Además, la espectrometría de masas permite la determinación 

de HAP no fluorescentes.
12,15,16

 

Otras técnicas cromatográficas empleadas para el análisis de HAP contaminantes son 

HPLC con detector UV-Visible y la GC con detección por ionización de llama (FID).
12,15,16 

En general, estas metodologías presentan selectividades y sensibilidades menores que las 

técnicas mencionadas anteriormente. 

En casos en que los niveles de concentración del analito se encuentran por debajo del 

límite de detección de la técnica analítica empleada, se realizan etapas de pre-

concentración que requieren su tiempo y dedicación para lograr buenos resultados.
17
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Entre las técnicas de pre-concentración desarrolladas para HAP pueden citarse 

extracciones líquido-líquido y en fase sólida, microextracciones en fase sólida y sistemas 

de extracción con membrana y extracción con agitación.
17,18,19

 

La regulación del Departamento de recursos naturales y medioambientales (división 

calidad del agua) de Carolina del Norte en su código administrativo (15A NCAC 02L 

.0202), basándose en los efectos de diferentes contaminantes sobre la salud humana, 

establece que la concentración máxima permisible de CZL en aguas de napas 

subterráneas es de 2,0 μg/L.
20

 Por otro lado, un estudio realizado sobre las aguas 

superficiales y subterráneas del acuífero Cherry Lake ubicado en Dakota norte (EEUU), 

detectó CZL a una concentración de 72,6 μg/L.
21

 

En este capítulo se presentan los principales parámetros de validación del método 

analítico propuesto para la determinación del núcleo carbazol, incluyendo la aplicación en 

matrices reales de agua corriente, de tanque y de río. 

Seguidamente se introducen los conceptos necesarios a tener en cuenta en el proceso 

de validación. 

5.1.2. Validación de un método analítico 

Se conoce como validación al análisis que demuestra que un método analítico 

desarrollado es capaz de proveer suficiente especificidad, exactitud y precisión en la 

determinación de un analito en una dada muestra real. Este análisis proporciona evidencia 

básica para fundamentar la validez de los resultados obtenidos por el método propuesto.
22

 

La validación de un método analítico es necesaria para respaldar la acreditación o 

publicación del mismo, o defender resultados generados por su uso. Aunque hay poco 

acuerdo internacional sobre los requisitos de evaluación, se pone cada vez más énfasis 

sobre los estándares internacionales como parámetros de comparación.
22

 

5.1.2.1. Parámetros de validación 

Los parámetros estadísticos que se deben evaluar para validar un método desarrollado 
son los siguientes: 
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 Linealidad. Aquel intervalo de concentraciones del analito donde la respuesta 

analítica se correlacione linealmente (figura 5.1). En general, se aconseja para el 

trabajo cuantitativo el empleo del intervalo lineal. 

 Especificidad. Se debe corroborar que la respuesta analítica debe ser atribuible 

al analito.
23

 

 Selectividad. Establece en qué medida la señal correspondiente al analito de 

interés es afectada por la presencia de otras especies en la muestra.
24,25,26

 

 Precisión. Indica cuan cercanos son entre sí los valores obtenidos tras 

mediciones repetidas. Una medida de dispersión de los datos es la desviación 

estándar de la muestra (s).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 
 
 

 Sensibilidad. Es el cambio en la respuesta analítica inducida por un cambio en 

la concentración del analito en estudio. La sensibilidad de calibración de una 

técnica se define como la pendiente de la recta de calibrado. 

Figura 5-1. Definición de intervalo intervalo lineal. 

Bl 

xLOQ	

Intervalo 
lineal 

Bl = blanco 

y 
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 Límite de Detección (LOD). Se puede describir como límite de detección de un 

analito como aquella concentración que proporciona una señal en el instrumento 

(y) significativamente diferente de la señal del “blanco” o “ruido de fondo”. 

 Límite de Cuantificación (LOQ). Es considerado como la mínima cantidad de 

analito cuantificable por un dado método. 

 Robustez. Evalúa la insensibilidad del método a pequeñas variaciones en las 

condiciones y en el equipamiento (sustitución de alguna pieza), ambiental 

(temperatura, humedad), procesos de deterioro (columna CG HPLC, reactivos), y 

composición de la muestra. La robustez del método proporciona un indicio de su 

fiabilidad durante el uso normal.
27

 

 Exactitud. Describe el grado de concordancia (sesgo) entre el valor verdadero y 

el determinado por la aplicación del método analítico. 

A continuación se brinda un detalle de las expresiones y modelos estadísticos que se 

emplearon para el tratamiento de los datos experimentales en el análisis de validación. 

5.1.2.2. Calibración y Linealidad 

La calibración es el procedimiento que se lleva a cabo para obtener la expresión 

matemática que relaciona la respuesta o señal analítica (y) con la concentración del 

analito en la muestra (x).28 

Las observaciones de la señal y varían según una función f(x) que depende de la 

concentración x. Los valores y tienen asociado un error (ρ).
29

 Teniendo en cuenta lo 

mencionado, la i-ésima observación de yi puede representarse con la ecuación 5.01.  

௜ݕ ൌ ݂ሺݔ௜ሻ ൅ ௜ߩ                                              (5.01) 

Los errores ρi son perturbaciones aleatorias propias de cada observación y, 

consideradas normalmente distribuidas con media y desviación estándar iguales a cero (x̅ 

= 0 y σ = 0).
24,28

 La naturaleza de la función f(xi) depende de la relación entre las 

variables x e y, si es lineal entonces dicha función será: 
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݂ሺݔ௜ሻ ൌ ܤ ൅ ௜ݔܣ                                             (5.02) 

El primer coeficiente (B) corresponde a la ordenada al origen y el segundo (A) a la 

pendiente. La ecuación 5.02 se le llama curva de calibración. El valor de B es la señal del 

blanco y A representa la sensibilidad de calibración. Estos parámetros se estiman a partir 

de n pares de medidas experimentales (xi, yi) empleando el modelo de regresión lineal
27

 

(ecuación 5.03) mediante el método de cuadrados mínimos.
24,30

 

௜ݕ ൌ ܤ ൅ ݔܣ ൅ ௜ߝ                                            (5.03) 

Para que el modelo de regresión sea válido se deben cumplir con ciertas condiciones o 

supuestos: 

 Los errores aleatorios ρi son despreciables en x y predominantes en y. 

 La relación entre x e y es lineal en el intervalo evaluado. 

 Los residuos son homocedásticos. 

 La distribución de los residuales es normal con media igual a cero. 

Esta última suposición es debido a que, como se mencionó anteriormente, se asumen 

los errores como perturbaciones no sistemáticas y por lo tanto su promedio es cero.
28

 

Cuando se busca la expresión de la curva de calibración se quiere encontrar aquella 

función que minimice las desviaciones de y (ver figura 5-2), entre los puntos 

experimentales, yi, y los calculados por el modelo ŷi (valores predichos).  

Bƹ	=	௜ݕ̂ 	+	Â.	ݔ௜	                                                   (5.04) 

Estas variaciones se conocen técnicamente como residuos de y (wyi) 
 

௬௜ݓ ൌ ௜ݕ െ  ௜                                                    (5.05)ݕ̂

Un parámetro a tener en cuenta para evaluar si el modelo estadístico de regresión 

explica la variabilidad de los datos es el coeficiente de determinación R2, el cual se 

interpreta como la fracción de variación observada en la variable de respuesta y explicada 
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por las variaciones observadas en la variable independiente x en el experimento 

analizado.
29

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar la presencia de puntos anómalos y verificar la linealidad es útil examinar 

visualmente la distribución de los wyi de la regresión. En la figura 5-3 se muestran 

diferentes distribuciones para los residuos. Una gráfica de wyi en función de ݔ௜ que tenga 

una distribución aleatoria de los residuos indica una relación lineal entre y y ݔ (figuras 5-3, 

a y b). Mientras que si los valores de los wyi presentan desviaciones sistemáticas o una 

tendencia definida, el modelo lineal es inadecuado (figuras 5-3, c y d). Por otra parte, si los 

wyi muestran una variabilidad independiente de ݔ  se verifica homocedasticidad de los 

valores residuales (figura 5-3, a y c); por el contrario, si la variabilidad de los wyi depende 

de ݔ  (ej. que aumenten con la concentración del analito), los residuos son 

heterocedásticos (figura 5-3, b y d). Se suele utilizar también los residuos estudentizados, 

௬௜ݓ
௘ , un tipo especial de residuo que se obtienen al dividir los residuos por sus errores 

estándares (ecuación 5.06). 

Figura 5-2. Residuales de y de una regresión lineal. 

y 

௬ଶݓ

 ௬ଵݓ

௬ଷݓ

௬ସݓ

௬ହݓ

 ௬଺ݓ

x 
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௬௜ݓ
௘ ൌ

௪೤೔

௦೤/ೣ
                                                      (5.06) 

El empleo de gráficos de ݓ௬௜
௘  vs ݔ௜ o ݓ௬௜

௘  vs predichos, trae como ventaja una lectura 

más clara de la distribución de los residuos, ya que presentan valores pequeños en torno a 

cero (para un 95,0 % de confianza los residuos estarán entre -2 y 2).  

La desviación estándar de los residuales, sy/x, se emplea para estimar el LOD del 

método analítico, y se calcula según la ecuación 5.07. 

௬/௫ݏ ൌ ට
∑ ሺ௬೔ି௬೔̂ሻ

మ
೔

௡ିଶ
                                               (5.07) 

donde yi es la respuesta para cada valor de concentración medida e ŷi representa la i-

ésima respuesta estimada por el modelo de regresión lineal. 

Para verificar la validez estadística del modelo de regresión lineal se empleó un 

ANOVA, para evaluar las fuentes de error que afectan a la variable dependiente y.25,28
 

Cuando se dispone de observaciones replicadas, la varianza total se divide en dos 

componentes: la variación atribuida a la imprecisión experimental y la variación asociada a 

la regresión lineal. En consecuencia, la hipótesis nula plantea que la variación asociada al 

modelo propuesto (regresión lineal) es menor que la variación asociada al procedimiento 

experimental. El estadístico de contraste, F, corresponde a la relación entre la varianza 

atribuida a la regresión y la varianza asociada al error experimental.
14 

El valor de F 

obtenido desde el análisis de la varianza se compara con el F crítico tabulado para un 

contraste de dos colas (F m – 2, N – m , donde N representa el número total de medidas y m el 

número de niveles diferentes de x) al nivel de significación α para los correspondientes 

grados de libertad del numerador (m - 2) y del denominador (N - m). Entonces, si el valor 

de F < F m – 2, N – m se acepta la hipótesis nula H0, concluyendo que el modelo lineal se 

ajusta a los datos experimentales y explica correctamente su variabilidad.14 
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5.1.2.3. Límite de Detección y de Cuantificación 

La definición moderna del límite de detección (LOD), que representa la mínima 

concentración detectable por el método analítico, se expresa mediante la ecuación 5.08. 

 

ܦܱܮ ൌ
ଷ,ଶଽ.ఙ್

஺
                                                 (5.08) 

Figura 5-3. Diferentes distribuciones para las desviaciones de los residuales de la regresión. (a) 
distribución de wyi sin patrón e independiente de la variable x indica relación lineal entre y y x y 

homocedasticidad, (b) distribución de wyi sin patrón y con variabilidad dependiente de x indica 

indica relación lineal entre y y x y heterocedasticidad, (c) Distribución con una tendencia definida 
e independiente de x indica comportamiento no lineal y homocedasticidad, (d) Distribución con 
una tendencia definida y con variabilidad dependiente de x indica comportamiento no lineal y 
heterocedasticidad. 
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Donde σb es la desviación estándar poblacional de los blancos.
30,31

 En la práctica se 

estima σb con la desviación estándar de una muestra de blancos sb obtenida mediante la 

medición de un conjunto de blancos químicos preparados independientemente 

(>20).
24,25,32

 Por lo que la ecuación 5.08 puede escribirse reemplazando σb por sb. 

El LOD se puede estimar en función de la desviación estándar de la concentración 

predicha para una muestra blanco (ŝb). Para calcular ŝb se recurre a la ecuación 5.09 para 

la desviación estándar de la concentración predicha por el modelo de regresión lineal 

 .(ሺ௫̂ሻݏ)

ሺ௫̂ሻݏ ൌ
௦೤/ೣ

஺
ට
ଵ

௡
൅

ଵ

௠
൅

ሺ௫̂	ି	௫̅ሻమ

∑ ሺ௫೔ି௫̅ሻ
మ೘

೔సభ

                                      (5.09) 

 

Donde sy/x es la desviación estándar de los residuales (dados por la ecuación 5.07), A es 

la pendiente de la recta de regresión, n es el número de réplicas de la muestra incógnita, 

m es el número total de patrones de calibrado, xi es la concentración de cada uno de los 

m patrones de calibrado, x̅ es el promedio de las concentraciones de calibrado. 

Suponiendo que se analiza una muestra por triplicado (lo más usual es n = 3) donde el 

analito no esté presente (x̂ = 0), la ecuación 5.09 se modifica a la expresión 5.10. 

଴ሻ	ୀ	ሺ௫̂ݏ ൌ ௕ݏ̂ ൌ
௦೤/ೣ

஺
ට
ଵ

ଷ
൅

ଵ

௠
൅

௫̅మ

∑ ሺ௫೔ି௫̅ሻ
మ೘

೔సభ

                         (5.10) 

El LOD se establece mediante una prueba de hipótesis estadística. En primer lugar se 

fija una concentración llamada nivel crítico, LC (ver Figura 5-4). Para concentraciones 

superiores a LC existe una probabilidad α de cometer el error tipo I o falso positivo. Esto 

implica rechazar erróneamente la hipótesis nula, H0, aceptando la presencia del analito 

cuando en realidad no está presente en la muestra. En tanto que por debajo de la 

concentración crítica LC hay una probabilidad β de cometer un error tipo II o falso negativo, 
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en el que se acepta erróneamente la hipótesis nula, admitiendo que el analito está ausente 

cuando en realidad está presente.
32 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

El valor de LOD depende de α y β y de las desviaciones estándares de las dos curvas 

gaussianas de la Figura 5-04. En general, ambas probabilidades se asignan iguales a 0,05 

(sugerido por IUPAC, con el objetivo de facilitar la comparación entre diferentes métodos 

analíticos),
24,25,26

 mientras que las desviaciones estándares se suponen iguales a ŝb.
31

 De 

esta manera, el LOD se define por la siguiente ecuación 

ܦܱܮ ൌ 2. .଴,଴ହ,௠ିଶݐ  ௕                                        (5.11)̂ݏ

La ecuación 5.11 ha sido adoptada por IUPAC 
26

 e ISO.
33

 Dado que m es un número 

relativamente grande, el valor de 2.t0,05,	m‐2 tiende a 3,29 (t0,05,	m‐2 = 1,64, para una prueba 

de una cola y considerando un valor de m muy grande ∞). La ecuación 5.11 se aproxima 

entonces a la siguiente expresión: 

Figura 5-4. Prueba de significación empleada para estimar el límite de detección. 

Hipótesis nula: 
Analito ausente 

Hipótesis alternativa: 
Analito presente a 
este nivel 

(tα,ν +	tβ,ν) s0

β	 α

LC LOD
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ܦܱܮ ൌ 3,29.  ௕                                               (5.12)̂ݏ

De esta forma el calculo de ŝb permite conseguir una estimación del LOD  para cuando 

se tiene un número bajo de muestras replicadas. Por esto, los valores de LOD 

determinados son superiores a los obtenidos mediante la ecuación 5.08 con lo cual se 

requiere la obtención experimental de sb. Es importante informar el valor de n que se 

utiliza en el cálculo de ŝb y por lo tanto del LOD. 

Por otra parte, el límite de cuantificación (LOQ) considerado la menor concentración 

cuantificable del analito de manera confiable, se determina mediante la ecuación siguiente 

ܱܳܮ ൌ
ଵ଴.ఙ್

஺
                                                   (5.13) 

Esta ecuación al igual que la ecuación 5.08 puede escribirse reemplazando σb por sb 
considerando una muestra de por los menos 25 blancos químicos.

31
 

5.1.2.4. Selectividad e Interferencia 

La selectividad indica hasta qué punto el método propuesto es capaz de detectar el 

analito inequívocamente de otros componentes presentes en la muestra. Aquellas 

especies que puedan llegar a interferir con la señal analítica del sustrato en estudio se le 

llaman interferentes. 

Teniendo en cuenta la presencia de interferentes, los métodos analíticos pueden 

clasificarse según su selectividad como sigue.
24

 

 Método Universal: presenta sensibilidades comparables para un gran número de 

analitos con propiedades muy diversas. 

 Método Selectivo: cuando la sensibilidad es alta para un determinado grupo de 

especies químicas. 

 Método Específico: es sensible a una sola especie química. 
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5.1.2.5. Precisión 

La precisión del método, aplicado en determinadas condiciones, se valida comparando 

la varianza de los resultados, ݏଶ , con la de la referencia, ݏ௥
ଶ  (que es la esperada o 

requerida para el método aplicado en condiciones similares). Si la primer varianza no es 

mayor que la segunda, la precisión del método queda validada.
24

 

Es conveniente hacer distinción de la precisión entre dos condiciones de trabajo 

extremas. Por un lado, las condiciones de repetitividad la cual se caracterizan por un 

grado de control a corto plazo sobre el método analítico (misma muestra, mismo operador, 

iguales condiciones). Por el otro, las condiciones de reproducibilidad en la cual se incluyen 

factores que influyen a largo plazo (diferentes condiciones: muestra, operador, 

instrumentos, laboratorio, etc.).
23,24

 

En general, los resultados obtenidos en las dos condiciones extremas suele dar una 

idea suficiente sobre la magnitud de las fuentes de varianza implicadas. Las varianzas 

pueden obtenerse a partir de los resultados analíticos de un ANOVA, y se deben incluir en 

las especificaciones del método.
24

 

5.1.2.6. Exactitud 

Cuando se aplica un método analítico es necesario saber cuánto se aproxima la 

determinación de concentración al verdadero valor. Esto se expresa como la exactitud del 

método. ISO define la exactitud como el grado de concordancia entre el resultado de la 

aplicación de un método analítico y el valor de referencia aceptado del analito.
30

 

Los principales métodos que se proponen para el estudio de la exactitud son: 

 Verificación con un material de referencia certificado (MRC). 

 Ensayos de recuperación sobre matrices o muestras reales. 

 Comparación de los resultados del método propuesto con un método de 

referencia. 

 Comparación entre ensayos inter-laboratorios. 
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A continuación se extiende la explicación sobre los ensayos de recuperación, ya que 

se emplearon como método analítico para evaluar la exactitud y selectividad de la 

metodología de análisis empleada para la detección de CZL. 

5.1.2.6.1. Ensayos de Recuperación 

Se entiende por recuperación, R, a la eficiencia del método analítico para recuperar y 

medir el analito adicionado en una matriz real.
25

 

El ensayo de recuperación consiste en agregar cantidades conocidas del analito a una 

matriz real, antes del procesamiento de la muestra, y luego se determina la 

correspondiente curva de calibración. Esta curva de calibración se compara con la 

calibración en ausencia de matriz. Si ambas curvas coinciden se concluye que la 

recuperación es 100,0 % y que la interferencia de la matriz es despreciable. Si las curvas 

no se superponen se asocia a un posible efecto matriz.
24

 El efecto matriz produce errores 

sistemáticos por exceso o por defecto y, en consecuencia, aumenta proporcionalmente 

con la concentración del analito.
24

 

Se define el factor de recuperación o simplemente recuperación, R, como la cantidad 

de analito cuantificado por el método propuesto (QM) dividida la cantidad original presente 

en la muestra previa a un proceso de extracción y/o preconcentración (QR), como lo 

expresa la siguiente ecuación 

ܴ ൌ
ொಾ

ொೃ
                                                     (5.14) 

Se distingue también la recuperación aparente, RA, definida como el cociente entre la 

cantidad de analito determinada a partir de la curva de calibración del método propuesto 

(xM) y el valor de referencia (xR) como se expresa en la ecuación 5.15. El valor xR es la 

cantidad de analito adicionada a la muestra antes del proceso de medición.
34,35

 

ܴ஺ ൌ
௫ಾ

௫ೃ
                                                     (5.15) 
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Para los distintos niveles de fortificado se obtienen los correspondientes valores de RA 

y a partir de estos se puede obtener el promedio de las recuperaciones aparentes, ܴ஺, 

definido por la ecuación 5.16 siguiente 

 

ܴ஺ ൌ
∑ ோಲ

೔೙
೔

௡
                                                 (5.16) 

Para examinar la exactitud del método, se evalúa si el valor de ܴ஺  es 

significativamente diferente al 100,0 % de recuperación mediante una prueba de 

significación t bilateral a un dado nivel de significación planteando como hipótesis nula H0: 

% ܴ஺ = 100,0 %. El valor del estadístico t se calcula mediante la ecuación 5.17. 

ݐ ൌ
√௡൫ோಲିଵ଴଴൯

௦
                                                 (5.17) 

Donde n representa el número de ensayos de recuperación considerados para calcular 

ܴ஺ y s, la desviación estándar muestral.  

El valor obtenido de t se compara con un valor t crítico (tα, n - 1) tabulado según el nivel 

de significación elegido y los grados de libertad (݊ െ 1). Si el valor de t calculado es 

menor que tα, n - 1 se dice que el método analítico utilizado es exacto. 

5.2. OBJETIVOS 

En esta etapa se propuso desarrollar un método analítico sencillo que pueda detectar 

CZL en presencia del receptor macrocíclico, que mejor respuesta analítica ha 

proporcionado, en un rango de concentraciones que incluya la concentración máxima 

admisible en matrices de agua para consumo humano. 

Como objetivos específicos se planteó validar el método analítico propuesto mediante 

la obtención de los parámetros analíticos correspondientes aplicando herramientas 
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estadísticas adecuadas. Por último, evaluar la aplicabilidad del método para determinar 

CZL en matrices reales de agua. 

5.3. SECCIÓN EXPERIMENTAL 

5.3.1. Instrumentación 

Los equipos empleados para la preparación de las muestras, el control de la 

temperatura y la determinación de los espectros de fluorescencia se describen en la 

sección 3.3.1 (capítulo 3) de esta tesis.  

5.3.2. Reactivos y procedimiento 

5.3.2.1. Reactivos 

Las especificaciones de los reactivos empleados para el desarrollo de los experimentos 

se describen en el capítulo 3. Las sales inorgánicas empleadas en el estudio de 

interferentes fueron reactivos comerciales de grado analítico. 

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q obtenida de un 

purificador Millipore y metanol grado HPLC Sintorgan. 

5.3.2.2. Procedimiento general 

Las soluciones concentradas de CZL se prepararon siguiendo la misma metodología 

detallada en la sección 3.3.2.2 (capítulo 3). 

El método utilizado para adquirir los espectros de emisión de fluorescencia de CZL, se 

obtuvo de acuerdo a los siguientes parámetros instrumentales (en espectrofluorímetro 

JASCO) fueron: 

o Ancho de rendijas de excitación y emisión: 10,0 nm 

o Potencia del Detector = muy baja (very low) 

o Velocidad de barrido = 500,0 nm/min 

En todos los casos se registraron las áreas totales de los espectros de emisión. Y se 

utilizó una cubeta de cuarzo de 1,0 cm de paso óptico. A las longitudes de onda de 



Capítulo 5: DETERMINACIÓN ANALÍTICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL 
 

 

151	
 

excitación de CZL (λexc = 290,0 nm), la absorbancia de la concentración más alta de HPβ-

CD (10,0 mM) fue menor a 0,05.  

En las mediciones espectrofluorimétricas siempre se utilizó como solución de 

referencia una concentración de CZL 5,0 μM en un 95,0 % v/v de buffer fosfato pH = 6,994 

y 2,0 % v/v de metanol y enrasando con agua Milli-Q. Los experimentos se realizaron a 

(25,0  0,1) ºC. 

5.3.2.3. Determinación de los parámetros analíticos 

Para realizar la calibración de CZL en ausencia y en presencia del receptor CD (10,0 

mM), las soluciones se prepararon a 7 niveles de concentración diferentes ([CZL] = 1,0; 

1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 8,0 μM), procediendo de la siguiente forma: se agregó la cantidad de 

buffer fosfato necesario para un 95,0 % v/v, luego se agregó el volumen requerido de 

solución intermedia de CZL (preparada en CH3OH) y se completó hasta el 2,0 % v/v con el 

cosolvente, por último se enrazó con agua Milli-Q. Las calibraciones de CZL en presencia 

de CD se prepararon por un procedimiento similar ya descripto (en la sección 3.3.2.2.) 

realizando mezclas de dos soluciones madres, una con CZL a la máxima concentración 

([CZL] = 8,0 μM) y con CD ([CD] = 10,0 mM), y la otra sólo con la misma concentración de 

CD. Los porcentajes de metanol y de buffer fosfato se mantuvieron constantes. Luego, 

para obtener las soluciones a medir, se varió la concentración de CZL mezclando ambas 

soluciones y variando la concentración de CZL. Para obtener la desviación estándar de los 

blancos, sb, se midieron soluciones replicadas (n = 25). 

El estudio de selectividad se realizó mediante la adición de una alícuota de los 

compuestos potencialmente interferentes a soluciones de CZL ([CZL] = 2,0 – 3,0 μM) con 

HPβ-CD ([HPβ-CD] = 10,0 mM). Si la variación de las señales analíticas era superior al 

5,0 %, la concentración del interferente se disminuyó gradualmente hasta que no se 

superara ese valor. 
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5.3.2.4. Recolección de muestras de agua 

La recolección de muestras de agua fue realizada con los recaudos necesarios para 

evitar algún tipo de contaminación externa (impurezas humanas, polvillo del ambiente, 

resto de suciedad en canilla y material de recolección, etc.). A continuación se detalla el 

procedimiento que se empleó para recolectar las distintas muestras de agua. 

 Limpieza de material de vidrio: las muestras se recolectaron en matraces de vidrio 

cuya limpieza consistió en remojar con mezcla sulfonítrica (1:2 de HNO3:H2SO4) durante 

30 minutos y luego enjuagar exhaustivamente con agua destilada y por último con agua 

Milli-Q. 

 Manipulación del Material: la manipulación del material siempre se realizó con 

guantes de látex y cuidando el contacto con agentes externos. 

 Recolección del agua de tanque: la muestra de agua de tanque se recolectó desde 

la canilla de una casa en la ciudad de Río Tercero, donde el agua es provista de napas de 

agua subterránea. Antes del llenado del matraz recolector, se hizo circular el agua 

durante 10 minutos para lograr una depuración interna de las cañerías. El recipiente de 

recolección se enjuagó tres veces con la muestra de agua y luego se lo llenó por 

completo. Se tapó y se lo cubrió con papel aluminio para protegerlo de la luz.  

 Recolección de agua corriente de red: la muestra de agua corriente se recolectó 

de la red que alimenta al edificio de Ciencias II de la Facultad de Ciencias Químicas. 

Antes del llenado del matraz recolector, se hizo circular el agua durante 10 minutos para 

lograr una depuración interna de las cañerías. El matraz recolector se enjuago tres veces 

con el agua de red, se llenó, se tapó y se cubrió con papel aluminio para protegerlo de la 

luz. 

 Recolección del agua de río: las muestras de agua de río se obtuvieron del río 

Tercero o Calamuchita, desde dos puntos de su curso (1 y 2 señalados con flecha roja en 

la figura 5-5). El matraz recolector se enjuagó varias veces con el agua de río antes de la 

recolección final. El matraz se sumergió unos 30 cm y se llenó por completo. Luego se 

tapó y se lo protegió de la luz con papel aluminio. 
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5.3.2.5. Ensayos de recuperaciones aparentes 

Las soluciones de CZL ([CZL] = (0,02 – 7,50) μM) conteniendo HPβ-CD ([HPβ-CD] = 

10,0 mM) y un determinado % v/v de matriz real agua (5,0; 10,0; y 15,0 % v/v), se 

prepararon agregando primero la cantidad de matriz necesaria, luego se adicionó el 

volumen necesario de solución intermedia de CZL, se completó el 2,0 % v/v con metanol y 

por último se enrazó con buffer fosfato pH = 6,994. 

Para eliminar restos de materia en suspensión se procedió a filtrar el buffer con filtro de 

muestra con membrana de nylon de 0,22 μm de diámetro de poro y empleando una 

jeringa hipodérmica con adaptador metálico para el filtro de muestra. Se filtraron también 

las muestras de matriz real para evaluar el efecto sobre las recuperaciones del analito 

obtenidas. 

Las recuperaciones aparentes, RA, se obtuvieron mediante el método de adiciones de 

estándar, se realizaron al menos entre 4 y 5 niveles de fortificación de CZL por triplicado. 

 

 

Figura 5-5. Zonas de recolección de muestras de agua del río Tercero (Calamuchita). 

1	

2	
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.4.1. Intervalo de Trabajo y Linealidad 

Luego de estudiar el efecto de receptores ciclodextrinas (CDs) sobre la emisión de 

fluorescencia de CZL, se analizó que macrociclo actuaría como sensor para la detección 

de CZL con el menor LOD posible dado los cambios de relación de rendimientos cuánticos 

de fluorescencia observados (Φ = ϕS‐R/ϕS). 

La emisión de fluorescencia de CZL, en presencia de distintos sensores macrocíclicos 

CD, se determinó variando la concentración del sustrato y empleando las mejores 

condiciones experimentales descriptas en el capítulo 3.  

Las áreas relativas de los espectros de emisión de fluorescencia (FR = F/F0) se 

graficaron en función de la concentración de CZL (al menos seis niveles de concentración 

por duplicado). En la Figura 5-6 se presentan curvas de calibración para CZL en ausencia 

y en presencia de tres receptores CDs. A partir de las curvas de calibración se 

determinaron los estimadores de la pendiente (A) y de la ordenada al origen (B) mediante 

el método de mínimos cuadrados. En todos los casos, los coeficientes de correlación, R2, 

entre las variables x e y fueron iguales o mayores a 0,997, interpretándose que las 

ecuaciones lineales de calibración obtenidas explican alrededor del 99,7 % de la 

variabilidad de y respecto x.  

Es interesante resaltar que, en presencia del receptor ciclodextrina el rango o intervalo 

lineal de la curva de calibración se extiende (ver figura 5-6 y tabla 5-1). En ausencia de 

sensor macrocíclico, la concentración máxima que entra en el rango lineal es de 1003,2 

ng/mL (6,0 μM). Se observó que al aumentar la concentración del sustrato a 7,5 μM la 

respuesta de fluorescencia se desvía del modelo lineal, ya que no se cumple la condición 

2,303A < 0,05. 
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La validez estadística del modelo de regresión lineal se verificó analizando los residuos 

estudentizados (ݓ௬௜
௘ ) y mediante un ANOVA (análisis de la varianza) utilizando el método 

de comparación DGC.
36

 También, se evaluó la diferencia en la respuesta analítica entre 

los sensores macrocíclicos empleando un ANOVA no paramétrico utilizando la prueba de 

Friedman.
36

 

En la figura 5-7 se muestran los gráficos de los ݓ௬௜
௘  en función de la concentración de 

CZL (x), obtenidos mediante la ecuación 5.06. Los residuales presentan una distribución 

aleatoria respecto de cero e independiente en relación a la variable x, comprobándose la 

validez de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.
29,30 

El análisis de la varianza (ANOVA) indica que los valores experimentales del 

estadístico F son menores que los valores críticos tabulados para los correspondientes 

grados de libertad (gl) y un nivel de confianza del 95,0 % (α = 0,05), como se expone en la 

tabla 5-1. Esto implica que el modelo de regresión lineal es estadísticamente válido. 

Figura 5-6. Curvas de calibración de CZL en presencia de CDs: HP-CD (▼), Me-CD (●) -CD 
(▲) y en ausencia de receptor (■). [CD] = 10,0 mM; CH3OH 2,0 % v/v; 25,0 °C; λexc = 290,0 nm 
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Las regresiones obtenidas con los diferentes receptores CDs son estadísticamente 

diferentes entre sí (con un α = 0,05), como muestran los resultados de las pruebas 

estadísticas en la tabla 5-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-7. Gráficos de residuales en función de la concentración de CZL en ausencia de 
receptor (►) y en presencia de: -CD (▲) HP-CD (▼), Me-CD (●). [CD] = 10,0 mM; CH3OH 
2,0 % v/v; 25,0 °C; λexc = 322,0 nm). 
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Tabla 5-1. Análisis de varianza en las regresiones lineales obtenidas con CDs. 

Especies ANOVAa ANOVA no paramétricob 

gl F Fcrítico Media (Ranks) (*) 

CZL 3 1,762 4,826 1,33 A 

CZL-βCD 5 2,725 3,663 1,67 B 

CZL-MeβCD 5 2,469 3,663 3,00 C 

CZL-HPβCD 5 3,660 3,663 4,00 D 

(a) Análisis de la variancia aplicado a cada regresión individual. 
(b) Análisis de la varianza no paramétrico aplicado a todas la regresiones para comparar entre las 
distintas situaciones (ausencia y presencia de cada receptor). Se emplearon cinco niveles de 
concentración, los correspondientes al rango lineal de CZL en ausencia de receptor macrocíclico. 
(*) Medias con una letra en común no son significativamente diferentes. 

 

Para comparar las sensibilidades de calibración obtenidas en ausencia y en presencia 

de los sensores ciclodextrinas, se calcularon los límites de confianza al 95% de estos 

parámetros (límite inferior, LI, y límite superior, LS). En la tabla 5-3 se exponen las 

sensibilidades A y los valores de LI y LS, con lo que se puede corroborar que las 

sensibilidades de calibración en presencia del receptor macrocíclico son estadísticamente 

superiores a la sensibilidad que se obtiene en ausencia de cualquier receptor. Con los 

receptores β-CD y Meβ-CD se obtuvo un aumento ligero de la sensibilidad del método (5,0 

y 9,5 %, respectivamente); en tanto que el empleo de HPβ-CD incrementó 

significativamente este parámetro (en un 28,6 %). 

Tabla 5-2. Límites de confianza de las sensibilidades de calibración.
a
 

Especies A, x103 M
-1

 LI al 95% LS al 95% 

CZL
b
 182,8  0,8 181,1 184,4 

CZL-β-CD
c
 192  2 187,4 197,2 

CZL-Meβ-CD
c
 200  2 196,8 204,6 

CZL-HPβ-CD
c
 235  2 230,6 241,5 

(a)
 Los límites de confianza fueron obtenidos mediante un ANOVA de los correspondientes 

modelos de regresión empleando InfoStat. Los valores de A se indican con su desviación estándar 
s. Los valores LI y LS se obtuvieron de la expresión (x ± st). 
(b)

 Se emplearon 5 niveles de concentración de CZL. 
(c)

 Se emplearon 7 niveles de concentración de CZL. 
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La tabla 5-3 muestra los parámetros analíticos de validación para la detección de CZL 

en ausencia y en presencia de receptores CDs, empleando el método analítico propuesto. 

Con HPβ-CD se obtuvieron los menores límites de detección y de cuantificación. Los 

valores de LOD se obtuvieron por medio de la ecuación 5.08. El límite inferior de cada 

rango lineal corresponde al LOQ (ver figura 5-1), fue obtenido aplicando la ecuación 5.13, 

y los valores correspondientes para CZL, CZL-β-CD, CZL-Meβ-CD y CZL-HPβ-CD son: 

(0,0492 ± 0,0002) µM, (0,0573 ± 0,0006) µM, (0,100 ± 0,001) µM, (0,0255 ± 0,0002) µM. 

El método analítico propuesto para CZL permite el incremento de la señal 

espectroscópica por complejación con el sensor químico HPβ-CD. El intervalo lineal 

conseguido fue [4,27 – 1337,60] ng/mL. 

Los parámetros analíticos obtenidos con las ciclodextrinas β-CD y Meβ-CD no 

mejoraron la sensibilidad del método espectrofluorimétrico en ausencia de receptor 

macrocíclico. Por lo que se descartó la posibilidad de emplear alguno de estos receptores 

como sensor químico para el desarrollo de un método analítico basado en la formación de 

un complejo con un mayor rendimiento cuántico de fluorescencia que el CZL libre. 

Tabla 5-3. Parámetros analíticos de validación.
a
 

Especies A, x103 M-1b Sb, 10-3c LOD [ng/mL]
d
 Intervalo lineal 

[ng/mL]
e
 

CZL 182,8  0,8 0,9 2,71  0,01 [8,23 - 1003] 

CZL-β-CD 192  2 1,1 3,16  0,03 [9,58 – 1338] 

CZL-Meβ-CD 200  2 2,0 5,50  0,08 [16,73 – 1338] 

CZL-HPβ-CD 235  2 0,6 1,41  0,01 [4,27 – 1338] 

(a)
 Las medidas de F se realizaron en fluorímetro JASCO, y las muestras se mantuvieron con un 

95,0 % v/v buffer fosfato (pH = 6,994), un 2,0 % v/v CH
3
OH y a 25,0 °C. 

(b)
 Las desviaciones estándar se determinaron mediante Origin pro 8. 

(c)
 Valor correspondiente a la desviación estándar del blanco determinado midiendo más de 25 

soluciones. 
(d)

 Los errores se calcularon por propagación de errores. 
(e)

 El límite inferior del rango de trabajo corresponde al LOQ. Si el lector quisiera pasar de ng/mL a 
µM divida por 167,21. 
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La desviación estándar de los blancos, sb, se calculó midiendo por lo menos 25 (n  25) 

soluciones blanco preparadas de forma individual.  

El mejoramiento del LOD, definido como porcentaje de disminución relativo al límite de 

detección en ausencia de sensor, %LOD, se define en la ecuación 5.18 

↓ܦܱܮ	% ൌ
௅ை஽ಭି௅ை஽ಬ

௅ை஽ಭ
ൈ 100                                            (5.18) 

Los %LOD para CZL en presencia de HPβ-CD fue de 48 %. 

5.4.2. Desarrollo de un método analítico para la detección de CZL 

Considerando la disminución del LOD de CZL obtenida, por espectroscopia de emisión 

de fluorescencia, al adicionar el sensor HPβ-CD, se eligió este receptor como sensor 

químico. 

Se analizaron matrices de agua potable (de red y de tanque domiciliaria) y del río 

Tercero o Calamuchita, en dos puntos en su curso (ver figura 5.5). Esto se realizó como 

parte de la validación del método analítico para evaluar si el procedimiento puede ser 

aplicado en una muestra real. 

5.4.2.1. Selectividad 

La selectividad del método analítico se evaluó mediante un estudio de interferentes. 

Para lo cual, se adicionaron posibles interferentes en soluciones conteniendo CZL y el 

receptor macrocíclico HPβ-CD. 

Para decidir si en presencia del interferente hay una variación significativa en la señal 

de fluorescencia del analito, se consideró que hay interferencia cuando el cambio de la 

señal es superior al 5,0 %. En base a este criterio se definió el nivel de tolerancia, como la 

máxima concentración que causa un error relativo (eR%) menor o igual al 5,0 % en la 

señal analítica. 

Debido a que el CZL y la QUI forman parte del conjunto hidrocarburos nitrogenados en 

matrices derivadas del petróleo y de otras fuentes contaminantes (ej. productos de la 

combustión del tabaco y combustibles de automóviles), se realizó un estudio de 

interferencia de la QUI en la determinación del CZL por espectroscopia de fluorescencia. 
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Se analizaron varias relaciones interferente/analito ([Int]/[An]). En la tabla 5-4 se muestra 

el efecto interferente de QUI en la determinación de CZL. Se puede ver que a medida que 

se aumenta la concentración de QUI la fluorescencia de CZL disminuye. Las 

concentraciones empleadas de QUI fueron: 0,0; 2,0; 6,0; 10,0; 40,0 y 60,0 µM. Mientras 

que el analito CZL se mantuvo a una concentración constante de 6,0 µM. 

El nivel de tolerancia de QUI determinado fue de 7,8 μM empleando un gráfico de FInt/F 

vs eR% e interpolando el punto FInt/F(5,0%) en el perfil FInt/F vs [QUI]. 

Además, se evaluó el efecto del incremento en la fuerza iónica dada por los iones Na+ 

y Cl-. Los experimentos se realizaron variando la concentración de NaCl entre 0,012 M a 

0,3 M. En la tabla 5-5 se expone la señal de fluorescencia en presencia de las distintas 

[NaCl] indicándose también la relación de concentraciones de los iones interferentes y el 

analito. Se puede ver que un fuerte incremento en la fuerza iónica del medio no tiene 

efecto sobre la respuesta de fluorescencia medida. También se analizó la respuesta 

espectrofluorimétrica variando el porcentaje de buffer fosfato pH = 6,994 entre 50 % y 95 

% v/v no observando diferencia significativa en la señal de fluorescencia F/F0 (ver tabla 5-

6). Estos ensayos demuestran robustez en el método planteado respecto a variaciones en 

un amplio rango de concentraciones de iones monovalentes (como el Na
+
 y el Cl

-
). 

Tabla 5-4. Interferencia de QUI en la determinación de CZL.
a
 

[QUI]/μM [Int]/[An] FInt/F0 
b
 

0,0 0,00 1,028 

2,0 0,33 1,015 (1,3 %)
c 

6,0 1,00 0,998 (2,9 %)
c
 

10,0 1,67 0,960 (6,6 %)
c
 

40,0 6,67 0,749 (27,3 %)
c
 

60,0 10,00 0,667 (35,1 %)
c
 

(a)
 Todas las medidas de F se realizaron excitando a λexc = 290,0 nm. [CZL] = 6,0 µM; [HPβ-CD] = 

10,0 mM; 95,0 % v/v; 2,0 % v/v CH
3
OH. Señal FInt/F0 promedio de dos replicas por cada [QUI]. 

(b)
 F0 es la fluorescencia de CZL-HPβ-CD sin la presencia del interferente, FInt es la fluorescencia 

en presencia del interferente. 
(c)

 Error relativo (e
R
%) de la medida respecto al valor en ausencia de Interferente. 
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Tabla 5-5. Evaluación del incremento en la fuerza iónica del medio.
a
 

[NaCl]/M Int/An FInt/F0 

0 0,00 1,00 
0,012 2000 1,07 
0,03 5000 1,03 
0,06 10000 1,06 
0,18 30000 1,03 
0,3 50000 1,02 

(a)
 Las medidas de fluorescencia se realizaron excitando a λexc = 290,0 nm. [CZL] = 6,0 µM, [HPβ-

CD] = 10,0 mM; 95,0 % v/v; 2,0 % v/v CH
3
OH. Señal FInt/F0 promedio de dos replicas por cada 

[QUI]. 

Tabla 5-6. Evaluación de la variación del % del buffer fosfato pH = 6,994.
a
 

Buffer fosfato, % v/v F/F0 

50 1,07 
70 1,05 
80 1,02 
95 1,00 

(a)
 Las medidas de fluorescencia se realizaron excitando a λexc = 290,0 nm. [CZL] = 6,5 µM, [HPβ-

CD] = 10,0 mM. 

5.4.2.2. Ensayos de recuperaciones aparentes 

Para evaluar la exactitud y la eficiencia del método analítico propuesto, se realizaron 

ensayos de recuperación de CZL en las matrices reales de agua (agua de red, de tanque 

domiciliario y del río Tercero). Se empleó el método de adiciones de estándar para 

efectuar las determinaciones del analito. Este método se basa en agregar cantidades 

conocidas del analito a soluciones que contienen una cantidad constante de la matriz real 

y se diluyen al mismo volumen final.
30

 

Se emplearon diferentes niveles de concentración de la matriz real (5,0 %, 10,0 % y 

15,0 % v/v). Para cada nivel de matriz se adicionaron seis niveles de CZL, por triplicado 

cada concentración. Las concentraciones empleadas de CZL se eligieron por arriba del 

LOQ y dentro del intervalo lineal establecido para la técnica. Se evaluó si el filtrado, tanto 

del buffer como de la matriz real, incide sobre los valores de recuperación obtenidos. En la 

tabla 5-7 se muestran los valores de sensibilidad de calibración, A. Analizando estos 
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resultados se verifica un ligero aumento en la sensibilidad de la técnica cuando se filtra el 

buffer y la matriz. El filtrado del buffer no tiene efecto significativo en la intensidad de la 

señal de fluorescencia (< 10 %), como reflejan los valores de sensibilidad en las entradas 

3 y 4 de la tabla 5-7. Mientras que el filtrado de un 10 % v/v de matriz, aumenta un 24,0 % 

la sensibilidad de la técnica (entradas 7 y 8). Es por esto que en el procedimiento llevado a 

cabo, se optó por filtrar el medio (buffer) en el que se prepararon las muestras a analizar. 

 
Tabla 5-7. Sensibilidad de calibración en 10,0 % v/v de matriz (agua corriente de red) con 

diferentes tratamientos de las muestras.
a
 

Matriz A,	x103	M‐1

1 En buffer 
b
 Matriz sin Filtrar (182,8  0,8) 

2 En buffer 
b
 Matriz Filtrada (200 ± 4) 

3 Sin matriz con HPβ-CD Buffer sin filtrar (235 ± 2) 

4 Sin matriz con HPβ-CD Buffer filtrado (243,3 ± 0,1) 

5 Matriz sin HPβ-CD Matriz sin filtrar (209 ± 3) 

6 Matriz sin HPβ-CD Matriz filtrada (235 ± 1) 

7 Matriz con HPβ-CD 
c
 Matriz sin filtrar (246 ± 2) 

8 Matriz con HPβ-CD 
d
 Matriz filtrada (305 ± 2) 

(a)
 Sensibilidades determinadas a λexc = 290,0 nm. 

(b) 
Ausencia de HPβ-CD. 

(c)
 Se filtró el buffer. 

(d) 
Se filtró tanto la matriz como el buffer; [HPβ-CD] = 0,010 M.

 

En la tabla 5-8 se exponen los valores de sensibilidad de calibración, A, de la técnica 

en presencia de los diferentes niveles de matrices empleados. Para un 10 % v/v de agua 

de red no se observa un incremento significativo en la sensibilidad del método. Por el 

contrario, los valores de A para las matrices agua de tanque y agua de río, se encuentran 

por arriba de la sensibilidad de calibración de la metodología en presencia del sensor 

HPβ-CD. 

Se realizó el test de contraste de Dixon (contraste Q) para evaluar datos anómalos. Los 

valores de RA para las concentraciones más bajas (0,10 μM) fueron descartados por ser 

magnitudes que se alejan del conjunto de datos típicos de la muestra (el valor del 
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estadístico Q experimental es mayor al valor crítico tabulado para un intervalo de 

confianza del 95,0 %, α = 0,05).
30

 

Tabla 5-8 Sensibilidades de calibración para cada nivel de matriz y recuperaciones 
porcentuales promedio de los tres niveles de matriz empleados. 

Matriz 
A, x103 M-1 a 

5,0 % 10,0 % 15,0 % 

1 Agua corriente ‐ 246 ± 2 ‐
2 Agua de tanque 296 ± 2	 287 ± 6	 289 ± 2	

3 Agua de río (zona 1) 332 ± 3	 362 ± 4	 380 ± 3	

4 Agua de río (zona 2) 281 ± 2	 302 ± 2	 288 ± 3	

(a) Las medidas de F se realizaron en fluorímetro JASCO. Las muestras se mantuvieron con un 2,0 
% v/v CH

3
OH y enrasando con buffer fosfato de pH = 6,994;	 λexc = 290,0 nm; [HPβ-CD] = 0,010 M; 

25,0°C. El valor de A con HPβ-CD y en ausencia de matriz real es (235 ± 2) x103 M-1. 

Las recuperaciones aparentes (RA) de CZL se obtuvieron midiendo la emisión de 

fluorescencia en soluciones que contenían matriz real y se calcularon como porcentajes, 

estableciendo el cociente entre la cantidad de analito determinada, a partir de los 

correspondientes espectros de emisión de fluorescencia, y la cantidad adicionada previo al 

proceso de medición (ver ecuación 5.15). En la tabla 5-9 se muestran, para cinco niveles 

de fortificación del analito, las cantidades determinadas y las recuperaciones obtenidas por 

el método propuesto para un 10,0 % v/v de agua corriente en ausencia y en presencia del 

receptor HPβ-CD. Como se puede apreciar, sin el sensor químico se pudo recuperar la 

totalidad (99 ± 3) % de CZL a un nivel de matriz de 10,0 % v/v con una sensibilidad de 

(235 ± 2) x103 M-1, en tanto que en presencia del receptor macrocíclico también se 

determinó prácticamente la totalidad del sustrato (97 ± 2) % con una sensibilidad de (246 ± 

2) x103 M-1. La metodología empleada permitió determinar concentraciones de carbazol de 

hasta 0,1 μM.  
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Tabla 5-9. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua corriente en 

presencia y en ausencia de HPβ-CD.
a,b

 

Matriz real Cantidad 
Adicionada/μM 

Cantidad promedio 

determinada/μM 
c
 

%	RA 
d
 

Agua corriente 

(10,0 % v/v) sin 
HPβ-CD 

0,1 0,0936 ± 0,0004 93,6 ± 0,4 
0,2 0,2064 ± 0,0009 103,2 ± 0,4 
0,3 0,292 ± 0,001 97,3 ± 0,3 
0,6 0,613 ± 0,003 100,5 ± 0,5 
0,8 0,798 ± 0,003 99,8 ± 0,4 

Agua corriente 

(10,0 % v/v) con 
HPβ-CD 

0,1 0,0885 ± 0,0006 88,5 ± 0,6
0,2 0,203 ± 0,001 101,5 ± 0,5 
0,3 0,288 ± 0,002 96 ± 0,7 
0,6 0,608 ± 0,004 101,3 ± 0,7 
0,8 0,797 ± 0,005 99,6 ± 0,6 

(a) 
Las muestras de agua corriente de red fueron recolectadas de las instalaciones del Dpto. de 

Química Orgánica de acuerdo al procedimiento descripto en la sección 5.3.2.4. 

(b) 
Las medidas de F se realizaron en fluorímetro JASCO; λexc = 290,0 nm; [HPβ-CD] = 10,0 mM; 

2,0 % v/v de CH
3
OH; enrasando con buffer fosfato de pH = 6,994; a 25,0 °C. 

(c) 
La cantidad promedio se ha determina empleando una sensibilidad de 209 x103 M-1 en ausencia 

de receptor y 246 x103 M-1 en presencia de HP-βCD. Las mismas se expresan con su desviación 
estándar. 

(d)
 Los %RA se calcularon de acuerdo a la ecuación 5.15, y se expresan con sus correspondientes 

desviaciones estándares. 

Las tablas 5-10, 5-11 y 5-12 muestran las cantidades adicionadas, los valores 

determinados y los % RA para los distintos niveles de las matrices estudiadas. En todos los 

casos se observó un efecto matriz positivo (% RA  100 %) que interfería con la detección 

correcta del analito. Esta interferencia puede ser debido a compuestos orgánicos 

provenientes de la propia contaminación (residuos patógenos, aguas residuales 

domésticas, compuestos químicos tóxicos como pesticidas, etc.) y aquellos que forman 

parte de la materia orgánica propia de la acción de algas y microorganismos (producción 

primaria).11 Algunos de estos compuestos pueden ser débilmente fluorescentes pero al 

asociarse con el sensor macrocíclico incrementan su emisión y pueden interferir sobre la 

señal del analito.37 No obstante, aplicando el método de adición de estándares como se ha 

realizado, se pudo eliminar el efecto matriz positivo utilizando la pendiente de calibración 

teniendo en cuenta la matriz real. 
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Tabla 5-10. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua de tanque.
a 

Matriz real Cantidad 
Adicionada/μM 

Cantidad promedio 
determinada/μM 

%	RA 
(b)

 

Agua de 
tanque 

(5,0 % v/v) 

0,101 0,135 ± 0,001 134 ± 1 

1,01 1,29 ± 0,02 128 ± 2 

2,02 2,51 ± 0,04 124 ± 2 

4,00 4,9 ± 0,1 122 ± 2 

7,50 9,45 ± 0,08 126 ± 1 

0,101 (0,108 ± 0,001) 
c

(106 ± 1) 
c

1,01 (1,03 ± 0,02) 
c
 (101 ± 2) 

c
 

2,02 (2,00 ± 0,03) 
c
 (100 ± 2) 

c
 

4,00 (3,91 ± 0,09) 
c
 (98 ± 2) 

c
 

7,50 (7,54 ± 0,06) 
c
 (100,5 ± 0,8) 

c
 

Agua de 
tanque 

(10 % v/v) 

0,092 0,119 ± 0,003 129 ± 3 

1,01 1,35 ± 0,03 132 ± 3

2,02 2,7 ± 0,1 134 ± 5

4,00 4,8 ± 0,2 120 ± 5

7,50 7,6 ± 0,1 101 ± 1

0,092 (0,098 ± 0,003) c (106 ± 3) c 

1,01 (1,11 ± 0,03) c (109 ± 3) c 

2,02 (2,24 ± 0,08) c (111 ± 4) c 

4,00 (4,0 ± 0,1) c (100 ± 2) c 

7,50 (6,27 ± 0,09) c (84 ± 1) c 

Agua de 
tanque 

(15 % V/V) 

1,01 1,27 ± 0,02 124 ± 2 

2,02 2,5 ± 0,1 124 ± 5

4,00 4,83 ± 0,01 120,8 ± 0,2

7,50 8,1 ± 0,2 108 ± 3

1,01 (1,04 ± 0,02) c (102 ± 2) c 

2,02 (2,1 ± 0,1) c (104 ± 5) c 

4,00 (3,94 ± 0,01) c (98,5 ± 0,2) c 

7,50 (6,6 ± 0,1) c (88 ± 1) c 

(a) 
Mediciones realizadas en equipo JASCO; λexc = 290,0 nm; [HPβ-CD] = 10,0 mM; 2,0 % v/v 

CH
3
OH; % v/v de buffer variable según el porcentaje de matriz empleado (100 % – 2 % – % de 

matriz = % buffer); a 25,0 °C. 
(b) 

Recuperación porcentual promedio de tres replicas con su desviación estándar. 
(c).

Valores obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibración en presencia del porcentaje 
matriz real. 



Capítulo 5: DETERMINACIÓN ANALÍTICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL 
 

 

166	
 

Tabla 5-11. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua del río Tercero 

en el pto .1 (ver figura 5-5).
a
 

Matriz real Cantidad 
Adicionada/μM 

Cantidad promedio 
determinada/μM 

%	RA 
b
 

Agua de río 
Tercero (pto. 1) 

(5 % V/V) 

1,01 1,32 ± 0,09 129 ± 9

2,02 2,7 ± 0,1 133 ± 5 

4,00 5,7 ± 0,1 142 ± 2 

7,50 10,1 ± 0,4 135 ± 5 

1,01 (0,97 ± 0,07) 
c

(95 ± 7) 
c

2,02 (1,98 ± 0,07) 
c
 (98 ± 4) 

c
 

4,00 (4,2 ± 0,1) 
c
 (105 ± 2) 

c
 

7,50 (7,4 ± 0,4) 
c
 (99 ± 5) 

c
 

Agua de río 
Tercero (pto. 1) 

(10 % V/V) 

1,01 1,562 ± 0,005 153,1 ± 0,5

2,02 3,25 ± 0,02 161 ± 1 

4,00 6,1 ± 0,3 152 ± 8 

7,50 10,3 ± 0,6 137 ± 8 

1,01 (1,02 ± 0,01) 
c

(100 ± 0,9) 
c

2,02 (2,12 ± 0,04) 
c
 (105 ± 2) 

c
 

4,00 (4,0 ± 0,2) 
c
 (100 ± 5) 

c
 

7,50 (6,7 ± 0,3) 
c
 (89 ± 4) 

c
 

Agua de río 
Tercero (pto. 1) 

(15 % V/V) 

1,01 1,62 ± 0,02 159 ± 2
2,02 3,19 ± 0,08 158 ± 4 

4,00 6,5 ± 0,3 162 ± 8 

7,50 10,8 ± 0,3 144 ± 4 

1,01 (1,00 ± 0,02) 
c

(98 ± 2) 
c

2,02 (1,99 ± 0,07) 
c
 (98 ± 4) 

c
 

4,00 (4,0 ± 0,2) 
c
 (100 ± 5) 

c
 

7,50 (6,7 ± 0,3) 
c
 (89 ± 4) 

c
 

(a) 
Mediciones realizadas en equipo JASCO; λexc = 290,0 nm; [HPβ-CD] = 10,0 mM; 2,0 % v/v 

CH
3
OH; % v/v de buffer variable según el porcentaje de matriz empleado (100 % – 2 % – % de 

matriz = % buffer); a 25,0 °C. 
(b) 

Recuperación porcentual promedio de tres replicas con su desviación estándar. 
(c).

Valores obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibración en presencia del porcentaje 
matriz real. 
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Tabla 5-12. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua del río Tercero 

en el pto. 2 (ver figura 5-5).
a 

Matriz real Cantidad 
Adicionada/μM 

Cantidad promedio 
determinada/μM 

%	RA 
b
 

Agua de río 
Tercero (pto. 2) 

(5 % V/V) 

1,01 1,27 ± 0,02 124 ± 2

2,02 2,56 ± 0,03 127 ± 1 

4,00 4,9 ± 0,1 122 ± 2 

7,50 8,8 ± 0,2 117 ± 3 

1,01 (1,07 ± 0,02) 
c

(105 ± 2) 
c

2,02 (2,15 ± 0,04) 
c
 (106 ± 2) 

c
 

4,00 (4,1 ± 0,1) 
c
 (102 ± 2) 

c
 

7,50 (7,4 ± 0,3) 
c
 (99 ± 4) 

c
 

Agua de río 
Tercero (pto. 2) 

(10 % V/V) 

1,01 1,31 ± 0,02 128 ± 2

2,02 2,56 ± 0,01 126,7 ± 0,4 

4,00 5,40 ± 0,04 135 ± 1 

7,50 9,5 ± 0,1 127 ± 1 

1,01 (1,02 ± 0,02) c (100 ± 2) c 

2,02 (1,998 ± 0,005) c (98,9 ± 0,2) c

4,00 (4,22 ± 0,06) c (106 ± 1) c 

7,50 (7,4 ± 0,1) c (99 ± 1) c 

Agua de río 
Tercero (pto. 2) 

(15 % V/V) 

1,01 1,24 ± 0,02 122 ± 2
2,02 2,58 ± 0,03 128 ± 1 

4,00 5,2 ± 0,3 130 ± 8 

7,50 9,0 ± 0,1 120 ± 1 

1,01 (1,04 ± 0,02) c (102 ± 2) c

2,02 (2,14 ± 0,02) c (106 ± 1) c 

4,00 (4,3 ± 0,2) c (108 ± 5) c 

7,50 (7,5 ± 0,1) c (100 ± 1) c 

(a) 
Mediciones realizadas en equipo JASCO; λexc = 290,0 nm; [HPβ-CD] = 10,0 mM; 2,0 % v/v 

CH
3
OH; % v/v de buffer variable según el porcentaje de matriz empleado (100 % – 2 % – % de 

matriz = % buffer); a 25,0 °C. 
(b) 

Recuperación porcentual promedio de tres replicas con su desviación estándar. 
(c).

Valores obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibración en presencia del porcentaje 
matriz real. 
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Es de esperar que aguas de un río presenten mayores interferentes quizás que el agua 

de un tanque domiciliario. La aparición de un efecto matriz en agua de tanque no fue el 

resultado esperado y sorprendió. Hay antecedentes de contaminación de agua potable 

contenida en tanques debido a falta de limpieza en interiores y sistema de cañerías 

locales.
38

 Se ha demostrado que especies Enterobacter y Klebsiella colonizan con 

frecuencia las superficies interiores de las cañerías de agua y tanques de almacenamiento 

y crecen formando una película cuando las condiciones son favorables (presencia de 

nutrientes, temperaturas cálidas, bajas concentraciones de desinfectantes y tiempos 

largos de almacenamiento).
38

 

Llama la atención el mayor efecto matriz obtenido en muestras de agua de río 

recolectadas en la zona 1 respecto a las recolectadas en la zona 2 (ver figura 5-05). Esto 

quizás se deba a que la primer región se encuentre más cerca del dique Piedras Moras en 

donde el agua se encuentra más expuesta a los desechos del hombre y a la acumulación 

de sedimentos
39

 arrastrados por el agua de lluvia; además, la proliferación de algas es 

mayor en esa zona (1). Con el avance de su curso, es probable que las finas partículas de 

sedimentos se depositen en el fondo del río. Además, en diferentes regiones del curso de 

un río se presentan diferentes instancias de autodepuración,
40

 con lo que la materia 

orgánica puede variar a lo largo del mismo. 

En la tabla 5-13 se muestran las ܴ஺, los valores del estadístico texp para cada nivel de 

matriz real, y los valores t críticos según el número de niveles de RA (n) empleados en el 

cálculo de ܴ஺. 

Las recuperaciones porcentuales promedio, ܴ஺ , se calcularon mediante la ecuación 

5.13, para evaluar la exactitud del método analítico propuesto, aplicado a las matrices 

reales. A partir de los valores de ܴ஺ se determinaron valores del estadístico texp (ecuación 

5.17) para realizar una prueba de hipótesis y establecer si los valores de ܴ஺  difieren 

significativamente de 100,0 % (H0: ܴ஺ = 100). 

Se observa que las recuperaciones porcentuales a distintos niveles de fortificación de 

las matrices, están comprendidas entre (91-113) % para agua de tanque y entre (98-108) 

% para agua de río.  
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La hipótesis nula fue aceptada debido a que el valor del estadístico t calculado en cada 

caso fue menor que el valor del estadístico t tabulado bilateral, tα, n-1, a niveles de 

significación α = 0,10 y α = 0,05. Por lo tanto, se comprobó con este procedimiento que el 

método es estadísticamente exacto para la cuantificación de CZL en las muestras de agua 

de tanque domiciliaria y del río Tercero. 

Tabla 5-13. Parámetros determinados para establecer la exactitud del método analítico 

para la detección de CZL en matrices de agua. 

Matriz % Matriz ܴ஺ , % a DS, % b texp c 

Agua corriente 
10 99 (5) 3 0,74 

Agua de 
tanque 

5 101 (5) 3 0,74 

10 102 (5) 11 0,41 

15 98 (4) 7 0,57 

Agua de río 
(zona 1) 

5 96 (4) 5 2,12 

10 104 (5) 13 0,69 

15 102 (5) 13 0,34 

Agua de río 
(zona 2) 

5 103 (4) 3 2,00 

10 101 (4) 3 0,67 

15 104 (4) 4 2,00 

(a) 
Entre paréntesis se especifica el número de niveles de recuperación empleados para calcular la 

recuperación porcentual promedio. 

(b)
 DS (Desviación Estandar porcentual) 

(c)
 Se compara con los tα;n-1 siguientes: t0,10;n-1 = 2,13 y 2,35 (para n = 5 y 4 respectivamente); y 

t0,05;n-1 = 2,78 y 3,18 (para n = 5 y 4) 

5.4.2.3. Comparación con otros métodos para la detección de CZL 

En la tabla 5-14 se resumen algunos LOD de CZL determinados mediante el método 

propuesto en este trabajo de tesis y otros métodos descriptos en literatura. 

Los primeros métodos desarrollados para la detección de carbazol y sus derivados 

consistían en derivatización del analito soportado en una matriz sólida (placa de óxido de 
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aluminio, celulosa, sílica gel) en N,N-dimetilformamida y en presencia de hidróxido de 

tetraetilamonio en metanol.
41

 

El método analítico que se propone en este trabajo de tesis presenta un LOD 

comparable y bastante más bajo que otros métodos luminiscentes ya publicados. Por 

ejemplo, mediante espectroscopia de fluorescencia sincrónica una muestra de carbazol en 

dibenzofurano fue determinado con un límite de detección de 2 μg/mL.
42 Por otra parte, 

metodologías que describen la derivatización del analito con reactivos como el p-nitrofenol 

y la 3-metil-2-benzotiazolona hidrazona,
43

 junto al tratamiento en N,N-dimetilformamida 

con hidróxido de tetraetilamonio en metanol para dar la especie desprotonada de CZL (con 

un mayor ε que la especie neutra), dieron límites de determinación entre 20 y 100 

μg/mL.
41

 

Tabla 5-14. Límites de detección de CZL obtenidos mediante diferentes métodos. 

Método Analítico LOD,	ng/mL

Espectroscopia de Fluorescencia en presencia de HPβ-CD 1,41 

Espectroscopia de fosforescencia con preconcentración de CZL en papel 

de filtro modificado con β-CD
c
 

0,015 

Cloud point extraction (CPE) acoplada a HPLC
d
 10 

Espectroscopia de fluorescencia sincrónica
b
 2 x103 

Espectroscopia de Fluorescencia en presencia de hidróxido de 

tetraetilamonio en metanol
a
 

20 x103 

Detección fluorimétrica de CZL adsorbido en TLC y derivatizado con p-

nitrofenol
c
 

100 x103 

(a)
 Ref. 41 

(b)
 Ref. 42 

(c)
 Ref. 43 

(d)
 Ref. 44 

El LOD determinado por una técnica espectrofosforimétrica fue dos órdenes de 

magnitud inferior que el obtenido por el método analítico planteado en este trabajo de 

tesis. Sin embargo, dicho procedimiento requiere de una etapa previa de pre-
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concentración del analito en una matriz sólida (papel de filtro modificado con β-CD) antes 

de efectuar la medición espectrofotométrica. De esta manera, se plantea un método más 

directo y sencillo para la detección de carbazol en muestras de agua. Y además, permitiría 

detectar dicho analito en niveles por debajo al límite permitido según la legislación del 

Departamento de Sanidad del Agua de Carolina del Norte en EEUU.
20

 

5.5. CONCLUSIONES 

Mediante el empleo del sensor macrocíclico HPβ-CD, fue posible el desarrollo de un 

método analítico basado en la exaltación de la emisión de fluorescencia de CZL por 

formación de un complejo fluorescente. Dicho método, es capaz de detectar pequeñas 

concentraciones de analito a partir de medidas espectrofluorimétricas directas.  

Los parámetros analíticos obtenidos resultaron satisfactorios en vista de emplear este 

método con el objetivo de detectar niveles de concentración cercanos a los límites 

permitidos por ciertas legislaciones de países desarrollados. Con el procedimiento 

analítico desarrollado se pudo obtener un límite de detección incluso inferior al de otros 

métodos informados en bibliografía. Y se consiguió una buena sensibilidad analítica y una 

extensión del intervalo lineal de concentraciones de aplicabilidad de la técnica, respecto al 

método espectrofluorimétrico sin la presencia del sensor. 

La metodología empleada es más simple, rápida y económica; y además, no requiere 

de etapas previas de pre-concentración del analito. Presenta también el beneficio de no 

requerir volúmenes importantes de solventes orgánicos. 

Se pudieron determinar concentraciones del orden μM del núcleo carbazol en muestras 

de agua corriente extraídas de las instalaciones del Dpto. de Química Orgánica (UNC), sin 

interferencia de la matriz. Por otra parte, el método es exacto para la determinación de 

CZL en muestras de agua de tanque domiciliario y del río Tercero, cuando se utiliza la 

pendiente de calibración teniendo en cuenta el porcentaje de matriz a analizar. 

Los parámetros de validación obtenidos demostraron la eficiencia del sensor HPβ-CD 

para la detección de CZL. El método quedó validado de acuerdo a los exámenes 

realizados de exactitud, precisión, selectividad y robustez.  
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

6.1. CONCLUSIONES GENERALES 

Este trabajo de tesis, abordó el desarrollo de un método analítico supramolecular en 

base al estudio espectroscópico de las interacciones entre sustratos orgánicos 

heterocíclicos (carbazol y quinolina, representativos de los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos nitrogenados, HAPN) y dos clases de receptores macrocíclicos: ciclodextrinas 

(CDs) y p-sulfonatocalix[n]arenos (CA[n]S). 

Las principales conclusiones obtenidas se detallan a continuación: 

 Tanto el núcleo carbazólico como el quinolínico interaccionan con la cavidad de 

CDs y CA[n]S induciendo modificaciones en los espectros de absorción UV-

Visible. 

 Estas interacciones con CDs condujeron a una exaltación de la fluorescencia del 

carbazol; mientras que produjeron quenching en la fluorescencia de la quinolina. 

 Por otra parte, las interacciones experimentadas con derivados CA[n]S 

provocaron un fuerte quenching de fluorescencia en ambos núcleos 

heterocíclicos. 

 Además, estas interacciones no covalentes son responsables de la formación de 

complejos sustrato-receptor con estequiometría 1:1. 

 La naturaleza de las interacciones en estos sistemas supramoleculares son 

principalmente electrostáticas para los complejos con CA[n]S. Mientras que, con 

CDs las fuerzas que conducen a la formación de los complejos son de 

naturaleza más débil como efectos hidrofóbicos y enlace puente hidrógeno. 

 EL estudio espectroscópico de sistemas mixtos CZL/HPβ-CD/CA[n]S permitió 

establecer que los equilibrios de formación de los complejos CZL-HPβ-CD y 
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CZL-CA[6]S coexisten independientemente. En tanto que, además de la 

formación de los complejos binarios CZL-HPβ-CD y CZL-CA[8]S, se forma un 

complejo ternario HPβ-CD-CZL-CA[8]S mediante un mecanismo en etapas. 

 Con el empleo del receptor HPβ-CD, como sensor químico para carbazol, se 

desarrolló y validó un método analítico basado en la exaltación de la 

fluorescencia del analito. Se pudieron determinar concentraciones del orden de 

ng/mL de carbazol en muestras de agua. 

 El método de intensificación de la fluorescencia de carbazol, en presencia de 

HPβ-CD, presenta ventajas con respecto a otras metodologías analíticas tales 

como: rápido; económico; simple, pues no se necesitan reacciones de 

derivatización; no requiere de volúmenes importantes de solventes orgánicos; 

robusto frente a variaciones de la concentración de iones y posibles 

interferencias con quinolina. 
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Apéndice A.  
 
Teoría de Fluorescencia  
 
A.1 Conceptos básicos de Fluorescencia. 
 

La luminiscencia es la emisión de luz de una dada sustancia, y ocurre a partir de los 

estados electrónicos excitados. La excitación de los electrones puede ocurrir mediante 

absorción de luz, y en ese caso se define como fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia se 

divide en dos categorías: la fluorescencia y la fosforescencia, dependiendo de la 

naturaleza del estado excitado.
1
 Una manera conveniente de representar estos fenómenos 

es mediante un diagrama de Perrin-Jablonski, como muestra la figurara A-1. En el gráfico, 

los estados electrónicos son denotados como S0 el estado basal o fundamental (de menor 

energía), S1 y T1 corresponden al primer estado excitado singlete y triplete, 

respectivamente.
2
 La fluorescencia tiene lugar cuando una molécula en un nivel de 

energía electrónico excitado retorna al estado electrónico fundamental (S1→S0) sin cambio 

de la multiplicidad de espín, por la emisión de un fotón. Dado que las moléculas se relajan 

hacia el estado basal muy rápidamente, la fluorescencia se observa cuando es un 

mecanismo de relajación más eficiente que la combinación de las desactivaciones por 

conversión interna (CI), externa (CE) y relación vibracional (rv), ver figura A-1a. 

Se entiende por conversión interna a la transición no radiativa entre dos estados 

electrónicos de la misma multiplicidad de espín. En solución, este proceso es seguido por 

una relajación vibracional (rv) hacia el nivel vibracional más bajo del estado electrónico 

final.2 El exceso de energía vibracional puede ser transferida al disolvente por colisiones 

moleculares. El término relajación vibracional define a la desactivación sin radiación que 

ocurre cuando una molécula en un nivel vibracional de mayor energía de un estado 

excitado se mueve a un nivel vibracional de menor energía del mismo estado electrónico. 

Por combinación de estos tipos de procesos de desactivación, la molécula puede retornar 

al estado fundamental sin la emisión de un fotón.3 
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El cruce entre sistemas (CES) es una transición no radiactiva entre dos niveles de 

vibración isoenergéticos de dos estados electrónicos de diferentes multiplicidades de 

espín. Por ejemplo, una molécula en el estado de menor energía vibracional del nivel S1 

puede pasar al nivel vibracional isoelectrónico del estado triplete T1 (S1→ T1) luego la 

relajación vibracional lo lleva al nivel más bajo de T1. Por otra parte, la fosforescencia se 

observa cuando la relajación ocurre por la emisión de un fotón desde un estado 

electrónico triplete (Tn) al estado basal (Tn→S0) por lo que conlleva un cambio en la 

multiplicidad de espín. 

Figura A-1. (a) Diagrama de Perrin-Jablonski. Se representa la fluorescencia desde el primer 
estado singlete excitado, S1, alcanzado por la absorción de luz y la fosforescencia por emisión 

desde el estado triplete, T1, hasta el estado fundamental S0. rv = relajación vibracional, CI = 

conversión interna, CE= conversión externa y CES = cruce entre sistemas. (b) Posiciones relativas 
de los espectros de absorción, fluorescencia y fosforescencia. 

(a)	

(b)	
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En la figura A-1b se muestran las posiciones relativas de los espectros de absorción, 

fluorescencia y fosforescencia. Luego de la excitación a niveles electrónicos y 

vibracionales excitados, el exceso de energía es rápidamente disipado dejando al 

fluoróforo en el nivel vibracional más bajo, ν0, de S1. Por esto, excepto algunas 

excepciones, la fluorescencia tiene lugar desde el nivel ν0 y, en consecuencia, sus 

características no dependen de la longitud de onda de excitación (λexc).
1
 Y es debido a esa 

relajación vibracional, que lleva a la especie al nivel ν0, que se observa el espectro de 

fluorescencia a longitudes de onda mayores (menor energía) que el espectro de 

absorción. Acorde a esto, la longitud de onda de emisión de fluorescencia, λem, debería ser 

siempre mayor que la longitud de onda de absorción. Sin embargo, en la mayoría de los 

casos el espectro de absorción se superpone ligeramente con el de fluorescencia a 

temperatura ambiente. La diferencia entre el máximo de la banda de absorción, 

correspondiente a la transición S0→S1, y el máximo de fluorescencia es el denominado 

corrimiento de Stokes (Δν̄ expresado en número de onda, cm-1).
2
 En general, las 

diferencias entre los niveles vibracionales de los estados fundamental y excitado son 

similares, por lo que el espectro de fluorescencia se suele parecer a la imagen especular 

de la banda de absorción (figura A-1b). 

Las reacciones de transferencia electrónica son entre otros, uno de los procesos 

fotoquímicos elementales más importantes en química. El término transferencia de carga 

hace referencia a una excitación directa a un estado en el que un electrón se transfiere 

desde un grupo donor (D) a uno aceptor (A). Un caso particular son las denominadas 

reacciones de transferencia intramolecular de carga que se producen en moléculas con 

grupos donor-aceptor π unidos mediante un enlace simple (D-A). Cuando estas moléculas 

se excitan de forma radiactiva, se puede llegar a un estado localmente excitado (LE) de 

tipo π-π*, y/o a un estado de transferencia intramolecular de carga (ICT, Intramolecular 

Charge Transfer) donde el grupo π‐donor cede un electrón al grupo π-aceptor 

produciéndose un desacoplamiento de las dos subunidades y una separación de cargas, 

como se muestra en el esquema de la figura A-2a. Posteriormente el sistema puede emitir 

radiactivamente desde cualquiera de estos dos estados, traduciéndose en el espectro la 
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posible existencia de dos bandas de fluorescencia por lo que se habla de fluorescencia 

dual figura A-2b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura A-3 resume los procesos que pueden darse cuando una molécula excitada 

(M*) se relaja hacia el estado fundamental. La especie M* posee una energía mayor a la 

que tendría en estado fundamental. Este exceso de energía es liberado cuando la especie 

retorna hacia el estado basal, y lo puede hacer de diferentes maneras, por ejemplo, por 

emisión de fluorescencia o fosforescencia luego de un cruce entre sistemas, puede 

también relajarse por transferencia de carga intramolecular o por cambios 

conformacionales. Puede también competir con los procesos de relajación mencionados la 

Figura A-2. (a) Representación esquemática de la formación de una especie en estado 
localmente excitado (LE) por absorción de luz y su posterior pasaje a un estado de transferencia 
intramolecular de carga (ICT). (b) Espectro de fluorescencia dual formado por la emisión desde 
los estados LE e ICT. 

(a)	

(b)	
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interacción de M* con otras moléculas: transferencia electrónica, transferencia de 

protones, transferencia de energía, o formación de excímeros o exciplejos.2 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
A.1.1. Rendimiento cuántico de fluorescencia y tiempo de vida 
 

 

 

Una expresión cuantitativa de la eficiencia de la fluorescencia es el rendimiento 

cuántico de fluorescencia, ϕF, corresponde al número de fotones emitidos relativo al 

número de fotones absorbidos y representa la fracción de moléculas que retornan al 

estado fundamental mediante fluorescencia. La ecuación A.01 es una expresión para ϕ F 

                                                (A.01) 

Figura A-3. Posibles procesos que puede llevar a cabo una molécula excitada para liberar el 
exceso de energía. 
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Donde  es la constante de velocidad para la desactivación con emisión de 

fluorescencia,  es la suma de las constantes de velocidad de todos los procesos (sin 

incluir la fluorescencia) que desactivan el estado excitado, y τ	es el tiempo de vida del 

estado excitado. 

El tiempo de vida τ es defino por el tiempo promedio que la molécula pasa en estado 

excitado previo a retornar al estado basal. Generalmente, los tiempos de vida de 

fluorescencia se aproximan a los 10 ns. Desde la ecuación A.01 se desprende la ecuación 

A.02 para τ.  

                                                    (A.02) 

Los valores de ϕF oscilan entre 0, cuando la fluorescencia no ocurre y 1, cuando cada 

molécula en el estado excitado se desactiva únicamente por el proceso radiante de 

fluorescencia. 

Tanto el rendimiento cuántico como el tiempo de vida dependen crucialmente del 

término , el cual es muy sensible a las condiciones experimentales.4 

A.2 Efectos de la estructura molecular sobre la fluorescencia 

La mayoría de los fluoróforos nativos son compuestos aromáticos. También algunos 

compuestos alifáticos con gran número de insaturaciones pueden fluorescer. En general, 

un incremento en la extensión del sistema electrónico π (mayor conjugación) producirá un 

corrimiento batocrómico en los espectros de absorción y de fluorescencia y un aumento de 

ϕF.
2 

Las transiciones más bajas en hidrocarburos aromáticos son del tipo π→π*, las cuales 

se caracterizan por altos coeficientes de absortividad molar, tiempos de vida 

moderadamente cortos (unos pocos nanosegundos) y rendimientos cuánticos 

relativamente cortos. Cuando un heteroátomo está involucrado en el sistema π, una 
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transición del tipo n→π* es responsable del proceso. Estas transiciones se caracterizan 

por tener tiempos de vida al menos 100 veces mayores (alrededor de 10-6 s) que las 

transiciones π→π*. Este proceso es muy lento para competir efectivamente con las 

desactivaciones no radiactivas y, en consecuencia los ϕF son muy bajos. Este es el caso 

de la mayoría de los compuestos azo, alguno compuestos carbonílicos y heterocíclicos 

nitrogenados.
2
 

Por otra parte, la presencia de átomos pesados (como I, Br) en moléculas aromáticas, 

resultará en una inhibición de la fluorescencia (efecto del átomo pesado interno) debido a 

que incrementa la probabilidad de que ocurra un cruce entre sistemas (ver figura A-1). 

A.3. Efectos del medio sobre la fluorescencia 

A.3.1. Efecto de la temperatura 

En general, el incremento de la temperatura lleva a una disminución del rendimiento 

cuántico de fluorescencia y del tiempo de vida debido a que los procesos no radiantes 

relacionados con la agitación térmica (colisiones con las moléculas de solvente, 

vibraciones y rotaciones intramoleculares, etc.) son más eficientes a mayores 

temperaturas.2 

A.3.2. Efecto del solvente 

En solventes polares el efecto sobre la fluorescencia resulta ser una atenuación de la 

intensidad de emisión debido a la estabilización del estado excitado por las moléculas del 

disolvente. Típicamente el fluoróforo tiene un momento dipolar mayor en el estado 

excitado (μE) que en el estado basal (μB). Luego de la excitación los dipolos del solvente 

se reorientan alrededor de μE produciendo una estabilización del estado excitado. El 

resultado de este efecto son emisiones a menores energías (a mayores longitudes de 

onda). A medida que se incrementa la polaridad del solvente este efecto se incrementa. 

En general, los fluoróforos que son de naturaleza polar son más sensibles a este efecto. 

Mientras que moléculas no polares, como hidrocarburos aromáticos no sustituidos son 

menos sensibles a los disolventes polares. 
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Debido a que los tiempos de vida de fluorescencia (1 – 10 ns) son usualmente mayores 

que los tiempos requeridos para la relajación de las moléculas de solvente (10 – 100 ps), 

los espectros de emisión de fluoróforos se obtienen cuando el solvente se encuentra ya 

relajado. En cambio, la absorción de luz es un proceso extremadamente rápido (10-15 s) 

para ambas especies, fluoróforo y disolvente. Por esto, el espectro de absorción es menos 

sensible a la polaridad del solvente. 

A.3.3. Efecto de la concentración y de filtro interno 

La intensidad de la fluorescencia (F) es proporcional a la cantidad de radiación que es 

absorbida (I0	‐	I) de la fuente de radiación, y al valor de ϕF según la ecuación A.03. 

                                                (A.03) 

Donde B es una constante relacionada a varios parámetros instrumentales.
3
 A partir de 

la ley de Beer se plantea la ecuación A.04 

                   
 (A.04) 

 

Donde [S] es la concentración del sustrato fluorescente. Resolviendo la ecuación A.04 

para I, sustituyendo en la ecuación A.03 y simplificando se obtiene la expresión siguiente 

                                           (A.05) 

La ecuación A.05 muestra que la fluorescencia es proporcional a la concentración 

cuando la absorbancia es baja. Las desviaciones de la linealidad incrementan con el 

aumento en la absorbancia. La ecuación A.05 puede simplificarse para absorbancias 

pequeñas (2,3xA ≈ 0,05) a la siguiente expresión
2
 

                                              (A.06) 
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De acuerdo a la ecuación A.06 la intensidad de fluorescencia aumenta con el 

rendimiento cuántico, la potencia incidente de la fuente de excitación, la absortividad molar 

y la concentración del fluoróforo. 

En la tabla A-1 se especifican las desviaciones al comportamiento lineal de la 

fluorescencia para valores crecientes de absorbancia.
2
 

Tabla A-1. Desviación de la linealidad en la relación entre F y [S] para varias A. 

 

A.4. Efectos debido al arreglo geométrico en la disposición de la muestra. 

La intensidad de fluorescencia y la distribución espectral de la misma es dependiente 

de la geometría de incidencia del haz sobre la cubeta que contiene la solución del 

fluoróforo. La geometría más común utilizada en las determinaciones de fluorescencia es 

la iluminación frontal sobre una de las caras de la celda y la observación de la emisión de 

luz en ángulo recto (figura A-4a).
1
 Otras disposiciones geométricas ofrecen iluminación 

fuera del centro (figura A-4b) que permite disminuir la longitud de la trayectoria del haz, 

este efecto también puede lograrse mediante el uso de cubetas con menores pasos 

ópticos (figura A-4c). Estos métodos se utilizan generalmente para disminuir los efectos de 

filtro interno debido a grandes absorbancias o turbidez de la muestra. 

La iluminación frontal comúnmente se realiza empleando cubetas triangulares (figura 

A-4d) o cuadradas orientadas de 30º a 60º en relación al haz de luz incidente. Con la 

iluminación frontal se prefiere disponer la celdaa 30º. Este procedimiento tiene dos 

ventajas. En primer lugar, menos luz reflejada entra en el monocromador de emisión. En 

segundo lugar, la luz incidente se distribuye en una gran área superficial, decayendo la 

sensitividad de la medición a la colocación precisa de la cubeta dentro del portamuestra. 

Absorbancia Desviación (%) 

0,001 0,1 

0,01 1,1 

0,05 5,5 

0,1 10,6 

0,2 19,9 
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Por otra parte, para aumentar la sensibilidad se puede incrementar el volumen de 

muestra a la cual se controla la emisión. Esto puede lograrse rotando 90º las rendijas 

empleadas para enfocar el haz de luz sobre la muestra y para colectar la emisión (ver 

figura A-5). Esto produce que la señal incremente de 5 a 30 veces.
3
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura A-4. Posibles procesos que puede llevar a cabo una molécula excitada para liberar el 
exceso de energía. 

Al	Detector	

Fuente	 Fuente	

(a)	 (b)	

Al	Detector	
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A.5. Inhibición de la Fluorescencia: Quenching. 

El proceso de inhibición de la fluorescencia (Quenching de fluorescencia) hace 

referencia a los mecanismos que hacen disminuir la intensidad de la emisión 

fluorescente.
1
 Esto incluye reacciones en el estado excitado, transferencia de energía, 

formación de complejos y procesos colisionales. Para que ocurra el fenómeno es 

necesaria la perturbación del estado excitado del fluoróforo con los niveles de energía de 

átomos o moléculas vecinas, lo que implica el contacto e interacción entre las especies 

con una determinada probabilidad de que ello ocurra.
2,6

 

Existen dos mecanismos de quenching: estático y dinámicoo colisional. El fenómeno 

de quenching estático implica la formación de un complejo no fluorescente entre el 

quencher y el fluoróforo en el estado basal. Mientras que en el quenching dinámico el 

quencher difunde hasta el fluoróforo, en el tiempo de vida en que éste se encuentra en 

estado excitado, y luego del contacto el fluoróforo retorna al estado excitado sin la emisión 

de luz.
1
 

El quenching de fluorescencia puede ser utilizado con numerosas aplicaciones. Por 

ejemplo, el estudio del quenching puede revelar la accesibilidad del quencher al fluoróforo 

y de esta manera hacer alguna inferencia con respecto a la localización de los fluoróforos 

en una proteína.
1
 

A.5.1 Quenching Dinámico 

El quenching dinámico resulta del encuentro colisional entre el fluoróforo y la especie 

quencher durante el tiempo de vida del estado excitado. 

El parámetro que en condiciones de estado estacionario responde a la adición de un 

quencher es el rendimiento cuántico de fluorescencia (ϕ),
7
 que es definido como la 

relación entre los valores de los fotones emitidos de fluorescencia con respecto a los 

fotones absorbidos. El rendimiento cuántico de fluorescencia en ausencia de quencher 

(ϕF) se puede definir mediante el mecanismo que se muestra a continuación en la figura 

Figura A-5. Empleo de la orientación de la rendija para cambiar el volumen desde el que se mide 
la fluorescencia (a) Normal, (b) a 90º. 
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A-6. Donde S y S* es el fluoróforo en el estado basal y excitado, respectivamente; kS, kF y 

knr	son las constantes de velocidad de absorción de un fotón, de emisión fluorescente y de 

decaimientos no radiactivos de primer orden (interconversión interna y entrecruzamiento 

de sistemas). Los valores de nS y nS* corresponden al número de fluoróforos en el estado 

basal y excitado. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

En condiciones de estado estacionario y en ausencia de amortiguadores se puede 

plantear la ecuación siguiente. 

                                        (A.07) 

Resolviendo la ecuación A.08 para nS* se obtiene la ecuación que sigue 

Figura A-6. Esquema de diferentes tipos de quenching de fluorescencia. 

kS.nS

knr.nS*

kF.nS*	S + hν 

S-Q

   S* 

S-Q* 

S-Q  +  Calor

S  +  hν

S+Q

S

h QUENCHING DINÁMICO 
ó COLISIONAL 

QUENCHING
ESTÁTICO 

Ecuación de Stern-Volmer 

+ Q
Q+-
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                                                   (A.08) 

De esta manera el rendimiento cuántico formalmente queda definido por la ecuación 

A.09, la cual es la relación entre los fotones emitidos con respecto a los absorbidos. 

                                                   (A.09) 

Combinando las ecuaciones A.08 y A.09 se obtiene la expresión del rendimiento 

cuántico en ausencia de quencher (ecuación A.10). 

                                                (A.10) 

Cuando se adiciona un quencher al sistema se suma otro mecanismo de decaimiento 

no radiactivo (ver figura A-5). En este caso, hay que tener en cuenta la constante de 

quenching bimolecular (kQ). Esta constante es de segundo orden, pero el producto kQ.[Q] 

es de pseudo primer orden. Adicionando este proceso a la ecuación 1.8Anse obtiene la 

ecuación siguiente 

                          (A.11) 

Resolviendo la ecuación A.11 para  se obtiene la ecuación A.12 que al combinarla 

con la ecuación A.08 se obtiene el rendimiento cuántico de fluorescencia en presencia de 

quencher ( ) (ecuación A.13) 

                                              (1.13A) 

                                              (1.14A) 
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El quenching dinámico o colisional es descripto por la ecuación de Stern-Volmer 

(ecuación 1.15A) 

                                 (1.15A) 

Dicha ecuación se obtiene de hacer el cociente de F0 y F que son las fluorescencias en 

ausencia y en presencia de quencher, y teniendo en cuenta las expresiones para los 

rendimientos cuánticos correspondientes, ecuaciones 1.11A y 1.14A. En la ecuación 1.15A 

 es el tiempo de vida del fluoróforo en ausencia de quencher (  = 1/( + )) y  es 

el producto  y es llamada constante de Quenching de Stern-Volmer. 

A.5.2 Quenching Estático 

El quenching estático resulta de la formación de un complejo sustrato-receptor no 

fluorescente entre el quencher y el fluoróforo en el estado basal. Si a este complejo se lo 

irradia con luz inmediatamente retorna al estado basal sin la emisión de un fotón, como se 

muestra en el esquema de la figura 2-5A. 

La dependencia de la emisión de fluorescencia con la concentración del quencher 

deberá tener en cuenta a la constante de asociación del complejo ( ) formado.
1
 Esta 

constante está dada por la ecuación 1.16A. 

                                               (1.16A) 

En donde [S‐Q] es la concentración del complejo entre el quencher Q y el fluoróforo S. 

La dependencia de (F0/F) con la concentración de Q tiene una relación lineal, igual al 

observado en el quenching dinámico (ver figura 2-5A). 

La expresión que explica el quenching estático se muestra en la figura 1.17A en donde 

la ahora la constante de quenching es la constante de asociación. 

                                           (1.17A) 
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A.5.3 Diferenciación y Combinación de Quenching Dinámico y Estático 

Es importante destacar que sólo con la observación experimental de un 

comportamiento lineal no es posible distinguir entre el quenching dinámico y estático. En 

general se pueden diferenciar estos dos procesos observando el comportamiento con la 

temperatura, viscosidad y preferentemente con mediciones de tiempo de vida. 

El quenching dinámico depende de la difusión de las especies. Por ello a altas 

temperaturas se observan grandes coeficientes de difusión e incrementos en los valores 

de las constantes de quenching bimoleculares de Stern-Volmer. Además se espera que la 

constante de quenching posea una dependencia inversamente proporcional con la 

viscosidad. 

Por otra parte si el mecanismo de quenching que actúa fuera estático, la dependencia 

de la  con el incremento de la temperatura provocaría un cambio en la estabilidad del 

complejo y afectaría al valor de la constante de quenching. 

Cabe mencionar que también pueden ocurrir ambos mecanismos sobre un mismo 

fluróforo. En este caso los gráficos de Stern-Volmer mostrarán una desviación de la 

linealidad con una curvatura y el modelo que explica dicho comportamiento experimental 

se muestra en la ecuación 1.18A en la cual operando conduce a la ecuación 1.19A.
2
 

 

                            (1.18A) 

             (1.19A) 
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Apéndice B 

Síntesis de Calixarenos 

B.1. Síntesis de Calixarenos 

Como se mencionó en la sección 2.2.2, los calix[n]arenos se obtienen por reacción de 

condensación de un fenol para sustituido y formaldehido.
1
 Hay dos vías sintéticas por las 

cuales pueden obtenerse: la síntesis en un paso catalizada por base o ácido, y la síntesis 

convergente en etapas (figura B-1a).
2
 La primera estrategia permite la síntesis de 

macrociclos sustituidos simétricamente, y fue la que se empleó en este trabajo. Mientras 

que en la síntesis en etapas se obtienen calix[n]arenos constituidos por diferentes 

unidades fenólicas (figura B-1b).
3
  

En la síntesis en un solo paso, la condensación entre fenoles p-sustituidos y 

formaldehido catalizada por base se inicia mediante la formación del fenóxido. Esta 

especie actúa como nucleófilo adicionándose al átomo de carbono carbonílico del 

formaldehido. Posteriormente, se forma el compuesto diarilmetil, presumiblemente 

mediante la reacción de Michael entre fenóxido y el intermediario metiluro de o-quinona.
2
 

Esta reacción catalizada por una base da una mezcla compleja de oligómeros lineales y 

cíclicos, y la reacción es difícil de controlar. Sin embargo, con derivados fenólicos con 

grupos R voluminosos la reacción puede ser direccionada a productos cíclicos con buenos 

rendimientos.
1,4

  

El derivado cíclico con cuatro unidades fenólicas (tetrámero, p-tert-butilcalix[4]areno) 

resulta ser el producto de control termodinámico, mientras que el de ocho miembros 

(octámero, p-tert-butilcalix[8]areno) es el de control cinético.
5
 En condiciones de control 

cinético y en presencia de metales alcalinos con radios iónicos grandes que actúan como 

agentes template (K+, Rb+ o Cs+) se favorece la formación del hexámero cíclico p-tert-

butilcailx[6]areno (figura B-1a). De esta forma, un catión metálico preorganiza a los 

oligómeros lineales a su alrededor para formar el producto cíclico (los grupos hidroxilos 

coordinan al catión metálico para luego ciclar fácilmente).
1
 La formación de compuestos 

cíclicos, en reacciones donde la preferencia es la formación de cadenas lineales, a través 

de la utilización de una especie preorganizadora se conoce como efecto template.
1
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Figura B-1. Vías de síntesis para la obtención de calixarenos. (a) síntesis en un paso catalizada 
por base y (b) síntesis convergente en etapas. 
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B.2. Síntesis de derivados calixarenos sulfonados 

B.2.1. Procedimiento 

B.2.1.a) Síntesis y purificación de p-tert-butilcalix[4]areno 

El esquema de síntesis llevado a cabo se detalla a continuación en la figura B-2. La 

primera etapa corresponde a la reacción de condensación catalizada por base del p-tert-

butilfenol con formaldehido para obtener el p-tert-butilcalix[4]areno. En esta etapa se 

comienza con un proceso de polimerización exotérmica entre los reactantes en medio 

básico agitando y calentando la mezcla a 120 ºC durante una hora. Luego el crudo de 

reacción (masa densa y viscosa) se redisolvió con 100 mL de xileno (p. eb. 144 ºC), 50 mL 

de difenileter (p. eb. 257-259 °C) y 20 mL de tolueno (p. eb. 110,6 ºC), y se trasvasó a un 

balón en un equipo de reflujo. Esta reacción, vía fenolato, transcurre a temperatura de 

reflujo del difenileter, eliminando agua al formar un azeótropo con tolueno (p.eb. 

agua/tolueno = 84,0 °C). Luego de 4 horas de reacción en reflujo, se dejó enfriar el crudo y 

se agregaron 150 mL de acetato de etilo se agitó alrededor de 1 hora y se filtró por 

succión. La masa del sólido obtenido se acidificó con 150 mL de ácido acético y luego se 

filtró el producto macrocíclico. 

La obtención de p-tert-butilcalix[4]areno se comprobó mediante la realización de 

corridas cromatográficas en capa delgada (TLC) empleando como sistemas de solventes: 

hexano:acetato de etilo (1:1 v/v) y hexano:cloroformo (1:1 v/v y 2:1 v/v). 

El p-tert-butilcalix[4]areno (sólido blanco) se secó al vacío. El rendimiento obtenido en 

esta reacción fue del 44 %. El macrociclo de 4 miembros resultante es el producto de 

control termodinámico, y se obtiene formando un complejo 1:1 con tolueno.
5
  

B.2.1.b) Síntesis y purificación de p-Hcalix[4]areno 

La reacción siguiente (etapa 2, figura B-2) es la eliminación del grupo tert-butilo, 

haciendo reaccionar el p-tert-butilcalix[4]areno (8,76 g; 13,5 mmol) con un exceso de 

tricloruro de aluminio anhidro (9,17 g; 68,8 mmol) en tolueno (100 mL) en presencia de 

fenol (0,95 g; 10,1 mmol) a temperatura ambiente. Al inicio, se coloca el calixareno de 

partida en la mezcla de solventes y se lo agita por 10 minutos. Luego se añade, sin frenar 

la agitación, el AlCl3. La mezcla de reacción rápidamente se tornó de color rojo oscuro. Se 
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prosiguió la reacción agitando durante 3 horas. La reacción se siguió por TLC usando 

como sistema de solvente una mezcla de hexano:acetato de etilo (3:1 v/v). 

Tras la finalización de la reacción se vertió la mezcla de reacción en un vaso de 

precipitado con hielo molido y se adicionó CH2Cl2 (100 mL). Se formó un precipitado 

blanco, y luego se trasvaso la mezcla a una ampolla de decantación, agregando un 

volumen de 150 mL de CH2Cl2. Se formaron dos fases una acuosa (superior) y una 

orgánica (inferior). Se separó la fase orgánica y se la lavo con HCl 1 M (2 x 100 mL) y con 

H2O (2 x 100 mL). La fase orgánica se secó con Na2SO4 anhidro. Posteriormente, se filtró 

y se la dejo en congelador entre 0 – 5 °C por 24 horas. El producto macrocíclico se filtró 

por succión. Luego se cristalizó, a temperatura ambiente, adicionando CHCl3 hasta 

disolver completamente el sólido, y luego CH3OH gradualmente hasta que comenzó a 

precipitar. Se dejó reposar el recipiente en congelador por una hora entre 0 – 5 °C, se filtró 

y se secó al vacío. El rendimiento obtenido en esta etapa fue del 50 %. Este producto se 

caracterizó mediante TLC usando como solvente de corrida una mezcla de hexano:acetato 

de etilo (3:1 v). 

El p-Hcalix[4]areno obtenido es un versátil intermediario para la síntesis de gran 

variedad de receptores macrocíclicos.
5
  

B.2.1.c) Síntesis y purificación de p-alquiloxicalix[4]areno 

Posteriormente se llevó a cabo la alquilación de los grupos hidroxilos del borde inferior. 

Para ello se utilizó K2CO3 en acetona, calentando a reflujo en presencia de un halogenuro 

de alquilo. Esta reacción es lenta y dura entre 24 y 48 horas. Se obtuvieron los derivados 

propilado, hexilado y decilado (n = 1, 4 y 8, ver figura B-2). 

Por último, los derivados alquilados, fueron sulfonados tratándolos con H2SO4 

concentrado, calentando entre 60 – 70°C y luego se utilizó BaCO3 para eliminar el ácido 

remanente. El derivado calixareno se obtuvo y fue purificando variando el pH primero a 8 

(con Na2CO3) y luego a 3 (con HNO3). Después de neutralizar con NaOH a pH = 7, 

precipita el macrociclo en MeOH. Todas las reacciones se controlaron por cromatografía 

(TLC) y los productos caracterizados por IR. 
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Figura B-2. Esquema de síntesis realizadas para a obtención de derivados p-
sulfonatocalix[4]arenos alquilados. 

n	=	1,	4	y	8	

n	=	1,	4	y	8

1 

2

3

4 
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p‐tert‐butilcalix[4]areno
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En la tabla B-1 se muestran los porcentajes de rendimientos obtenidos en las diferentes 

etapas sintéticas en la obtención de los derivados p-sulfonatocalix[4]arenos. En la figura B-

3 se muestra un espectro IR del derivado propilado del p-sulfonatocalix[4]areno. 

Tabla B-1. Rendimientos obtenidos en cada una de las etapas del esquema sintético de la 
figura B-2. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Etapa de Reacción Caracterización Rendimiento 

Obtenido Literatura 

1) Síntesis de p-tert-

butilcalix[4]areno 

TLC y 

Espectroscopia IR 

44% 55% 

2) Desalquilación “ 50% 80% 

3) Alquilación de -OH “ CH3CH2CH2I 38% 90-96% 

CH3(CH2)5Br 32% 

CH3(CH2)9Br - 

4) Sulfonación “ Propilado 23% - 

Hexilado 12% 

Decilado - 

Figura B-3. Espectro Infrarrojo del derivado propilado de p-sulfonatocalix[4]arenos. La muestra se 
preparó en pastilla de KBr a 25,0 ºC. 
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Apéndice C 

C.1. Desarrollo de ecuaciones del Sistema Ternario 

Para obtener la expresión 4.10 de FR para el sistema CZL/HPβ-CD/CA[6]S 

considerando como condición inicial la existencia del complejo CZL-CA[6]S según el 

equilibrio siguiente  

 

 

La fluorescencia del sistema en este estado viene dada por la ecuación siguiente 

                                        (4-1i) 

Si se reemplaza [CZL] por su igualdad desde el balance de masa se tiene la ecuación 
4-1ii 

 

                            (4-1ii) 

Reemplazando la concentración de CZL-CA[6]S en el equilibrio por la expresión 3.09 

(sustituyendo S por CZL y R por CA[6]S) se obtiene la ecuación 4-iii 

 

                          (4-1iii) 

Sacando factor común [CZL]0 se obtiene la siguiente expresión 

                             (4-1iv) 

Por otro lado, cuando al sistema se le adiciona el segundo macrociclo HPβ-CD, se 

establece el equilibrio de formación del complejo CZL-HPβ-CD en simultáneo con el 

equilibrio anterior de formación de CZL-CA[6]S. 

CZL + CA[6]S CZL-CA[6]S
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Entonces la fluorescencia en este estado viene dada por la ecuación siguiente 

               (4-1v) 

Reemplazando en la ecuación 4-v las expresiones de concentración de las especies 
CZL y CZL-HPβ-CD en el equilibrio (ecuaciones 4.01 y 4.02, respectivamente), se obtiene 
la ecuación 4-vi. 

            
(4-1vi) 

Sacando factor común el primer término se obtiene la ecuación 4-vii. 

     (4-
1vii) 

Para obtener la expresión para FR se hace la relación de las expresiones 4-vii y 4-iv 

correspondientes para  y , respectivamente. Surge la ecuación 4-viii de 

simplificar el término . 

               (4-
1viii) 

Operando sobre el denominador de la ecuación 4-viii se llega a la ecuación 4-ix, en la 

cual una simple distribución en la fracción del denominador da lugar a la ecuación 4-10 

que relaciona FR con las concentraciones iniciales de los receptores macrocíclicos. 

 
 

CZL + CA[6]S CZL-CA[6]S

CZL-HP-CDCZL + HP-CD
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                             (4-1ix) 
 
 

                    (4-10) 
 

 

Para obtener la expresión de 1/FR en función de la concentración del receptor R2 cuya 

concentración se varía, en el sistema ternario CZL/HPβ-CD/CA[8]S se tuvo en cuenta los 

siguientes equilibrios  

 
 
 
 
 

 

Como se ha explicado en el transcurso de este capítulo, la fluorescencia del sistema 

binario inicial CZL/HPβ-CD viene dada por la ecuación 4.2i 

                    (4.2i) 

Reemplazando las concentraciones en el equilibrio, teniendo en cuenta solamente el 

equilibrio 1 se obtiene la ecuación 4.2ii 

              (4.2ii) 

 

CZL-HP-CDCZL + HP-CD

CZL + CA[8]S CZL-CA[8]S

CZL-HP-CD + CA[8]S HP-CD-CZL-CA[8]S

KA1 

KA2 

KAT 

(1) 

(3) 

(4) 
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Sacando factor común el primer término de la suma se obtiene la ecuación siguiente 

  (4.2iii) 

Cuando al sistema se le adiciona el derivado CA[8]S se establecen los equilibrios de 

formación del complejo binario y ternario (equilibrios 3 y 4). Teniendo en cuenta estos 

equilibrios, la fluorescencia en esta instancia se expresa reemplazando en la ecuación 4.2i 

las concentraciones de CZL y CZL-HPβ-CD en el sistema ternario de equilibrios, lo que 

origina la ecuación 4.2iv 

 

 

      (4.2iv) 

 

Donde D = . 

Haciendo la relación F0/F al dividir la ecuación 4.2ii por la 4.2iii se obtiene la siguiente 

ecuación algo extensa 

 

 

 

                (4.2iv) 

 

 

 

Simplificando el término  y entre paréntesis del numerador y denominador 

 

 

 

                           (4.2v) 

 



Apéndice 
 

 

210	
 

Reemplazando D por su igualdad, dividiendo el numerador y el denominador por 

 y distribuyendo este término en la suma del numerador, se obtiene 

 

(4.2v) 

 

 

 

Simplificando términos 

 

 

                  (4.2vii) 

 

Sacando factor común  se llega a la expresión 4.17 del capítulo 4. 

 

                            (4.17) 
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