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Un dia 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 ldmparas de cerdmica blanca, todo muy fino, muy elegante...
Abro la portezuela de la cabina y subo. Un gran haciendo semicircular forrado en pana
bordd y unos visillos de encaje blanco le dan un toque de realeza al cubiculo. Me siento
y me doy cuenta que todo estd disefiado exclusivamente para mi, estd calculado el largo
de mis piernas, el ancho del asiento, la altura del techo... Todo es muy cémodo y no hay
lugar para nadie mads.

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: "iQué bdrbaro este regalo! iQué bien qué lindo!"
Y me quedo un rato disfrutando de esa sensacién. Al rato empiezo a aburrirme; lo que
se ve por la ventana es siempre lo mismo. Me pregunto: "¢Cudnto 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 corralon de la estacién y le ato dos caballos al carruaje. Me subo
otra vez y desde adentro les grito: -iiEaaaal!

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

Me doy cuenta que yo no tengo ningln 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 ahi cerca en su auto. Lo insulto: -iQué
me hizo!

Me grita: iTe falta el cochero!

-iHal -digo yo.

Con gran dificultad y con su ayuda, sofreno los caballos y decido contratar un
cochero. A los pocos dias asume funciones. Es un hombre formal y circunspecto con
cara de poco humor y mucho conocimiento. Me parece que ahora si 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. El conduce, él controla la situacién; él
decide la velocidad adecuada y elige la mejor ruta.

Yo... yo disfruto el vigje.

La Alegoria del Carruaje
Jorge Bucay
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Prefacio

Este trabajo de tesis doctoral implica el desarrollo y mejoramiento de métodos
analiticos con deteccién fluorescente dentro del campo de Ila quimica
supramolecular analitica en base a estudios espectroscdpicos. Este tdpico surge
como necesidad de proponer metodologias alternativas cada vez mas rapidas vy
sensibles en la deteccion de contaminantes en muestras reales.

La contaminacion que comienza desde el suelo y llega a napas de agua
subterraneas, debido al uso de agroquimicos, combustibles y derivados del petrdleo,
es preocupante y, en consecuencia, hay que reaccionar y contribuir ante esta
problematica. Es por esto se eligié estudiar sistemas supramoleculares que actuen
como dispositivos sensores de compuestos aromaticos heterociclicos nitrogenados.

Esta tesis estd organizada con un indice tematico general, listas de figuras y de
tablas, seis capitulos y tres apéndices que extienden algunos temas tedricos y el
desarrollo de ecuaciones.

El capitulo 1 comienza con una breve introduccion sobre la quimica
supramolecular y su influencia en la quimica analitica mediante el empleo de
receptores macrociclicos. Luego, en base a lo descripto se enuncian los objetivos
generales y especificos propuestos en este trabajo de tesis.

El capitulo 2 trata sobre conceptos fundamentales dentro de la quimica
supramolecular, tales como las interacciones que conducen a la formacién de
supramoléculas y los requerimientos de complementariedad estructural vy
electréonica que deben existir para su existencia. Se describen las caracteristicas
estructurales y propiedades fisicoquimicas de algunos de los receptores
macrociclicos mas estudiados en la actualidad. Ademas, en base a los antecedentes
bibliograficos se brindan ejemplos de aplicaciones de receptores macrociclicos en
diversas areas de estudio.

En los capitulos 3, 4 y 5 se presentan y se discuten los resultados experimentales
obtenidos en este trabajo. En cada uno de estos capitulos se plantea: una
introduccién referente al tema especifico que se va a tratar; una seccion
experimental en donde se describen los materiales, las técnicas y procedimientos
gue se emplearon; luego los resultados y su discusion; por ultimo, conclusiones
especificas del capitulo en cuestidon seguida de la bibliografia (que se hace referencia

en el texto con superindices numéricos), la cual amplia y respalda los temas tratados.
XXIII



El capitulo 3 presenta el estudio del efecto de receptores macrociclicos sobre las
propiedades espectroscopicas de dos moléculas representativas de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos 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 capitulo 4 describe un estudio espectroscopico de dos sistemas mixtos de tres
componentes, formado por dos receptores macrociclicos diferentes y carbazol como
sustrato organico. Con los resultados de mediciones de la emision de fluorescencia
del sistema y considerando equilibrios de formacién de complejos de diferente
composicion, se llega a explicar la existencia de un complejo supramolecular
ternario.

El capitulo 5 muestra el desarrollo de una metodologia analitica supramolecular
en donde se utiliza como sensor quimico el receptor macrociclico hidroxipropil-3-CD.
Se describe el proceso de validacion necesario para asegurar que el método es
confiable en la deteccion de carbazol.

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

Se sugiere, para una mejor comprension de este trabajo, consultar el apéndice A
sobre conceptos basicos de fluorescencia. Ademads consultar la listas de figuras y de
tablas.
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Capitulo 1: INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Hacia la Quimica Supramolecular

El area de la quimica supramolecular abarca la sintesis, caracterizacion y estudio de la

funcionalidad de ensambles moleculares constituidos por la asociacién no covalente de

dos o mas unidades moleculares.”” La quimica supramolecular es un area
multidisciplinaria que ha surgido en medio de muchas otras disciplinas. Por ejemplo: son
fundamentales los conocimientos desarrollados desde la quimica organica e inorganica
para la sintesis de las moléculas constructoras; la quimica fisica sirve de soporte para
comprender propiedades de sistemas supramoleculares; los modelos matematicos
permiten predecir su comportamiento; de la biologia surge la inspiracion y el conocimiento

para el desarrollo de sistemas supramoleculares artificiales capaces de imitar el

. . .. 3
funcionamiento de biosistemas; etc.
En los dultimos afios, muchos grupos de investigacion de todo el mundo han

demostrado que la quimica supramolecular puede desempefar un importante rol en el

ambito de la quimica analitica.” Este campo involucra aplicaciones en quimica analitica de
estructuras organicas e inorganicas que se someten al reconocimiento molecular y el auto-
ensamblaje. En este contexto de ideas nace la quimica analitica supramolecular (QAS). El

empleo de sistemas organizados supramoleculares presenta varias ventajas, como el

incremento de la selectividad y de la sensibilidad.>® 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.” Es de

interés en quimica analitica el uso de receptores solubles en medios acuosos, para
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aplicaciones en ciencias del medio ambiente y de la vida.” Los receptores macrociclicos
como los éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos y cucurbiturilos han sido ampliamente

estudiados en el ambito de la quimica supramolecular para formar complejos del tipo

huésped-receptor con multiples aplicaciones analiticas.>'®"" Para que un receptor actue
Como un sensor quimico es necesario que cuente con funcionalidades que reconozcan la
estructura del analito de interés y, por medio de esta interaccion, se produzca un cambio
detectable en una sefal analitica.

Las técnicas Iluminiscentes  estaticas  (fluorescencia, fosforescencia vy
quimioluminiscencia) y las resueltas en el tiempo (cromatografia liquida de alta resolucién
con detector de fluorescencia, etc.), se han aplicado en combinacion con sistemas
supramoleculares, para determinar y estudiar compuestos organicos de interés en

diversas disciplinas, como la agroquimica, biologia, quimica ambiental, de alimentos y

L g , 6,11,12
farmacéutica, entre otras areas.

1.1.2. Quimica Analitica

1.1.2.1. Quimica Analitica vs Analisis Quimico

Como primera aproximacion a la comprension de esta gran area dentro de la quimica,
esta disciplina se responsabiliza de la caracterizacion de la materia de una forma
cualitativa (qué esta presente) y cuantitativa (cuanto esta presente).13

La quimica analitica no se ocupa solamente de la realizacion de un analisis diario de
una muestra de rutina, es decir del analisis quimico propiamente dicho. Mas bien la
quimica analitica va mas alla, busca mejorar los métodos establecidos, extender la
aplicabilidad de los métodos ya existentes y desarrollar nuevas metodologias para medir
fendmenos quimicos. El desafio de desarrollar y validar un método analitico para
proporcionar cierta informacion de un sistema es el trabajo del quimico analitico. Una vez
desarrollada la técnica se convierte en el trabajo de medicidn rutinaria del analista
quimico.

Una descripcion mas apropiada de la definicion de quimica analitica es “la ciencia de

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

. . .. » 14 . . . rye
especies y sistemas quimicos”.” A lo largo de su historia la quimica analitica ha

proporcionado muchas herramientas y métodos necesarios para la investigacion
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multidisciplinaria en diversos campos, por ejemplo, medicina, quimica clinica, toxicologia,

o . . . o o . 13
quimica forense, ciencia de los materiales, geoquimica y quimica ambiental.

1.1.2.2. Sensores Macrociclicos y Quimica Analitica Supramolecular.

Los receptores macrociclicos como ciclodextrinas (CD) y calixarenos (CA) pueden
asociarse con diversas moléculas organicas y formar complejos huésped-receptor. Estos
sistemas supramoleculares han sido utilizados con diferentes funciones tales como:

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

metodologias analiticas como sensores quimicos, etc.”” Una contribucién cooperativa de
interacciones no covalentes es responsable de la formacién de estos complejos, y el factor
principal que dirige el reconocimiento molecular es la relacion forma-tamano entre el
receptor y el sustrato interactuante y la complementariedad electronica entre los grupos
presentes en ambas estructuras moleculares.

En la actualidad una parte de la quimica supramolecular se ha focalizado en el estudio
y uso de receptores sintéticos en aplicaciones analiticas. Estas estructuras receptoras
tienen cada vez mas 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 sefal analitica del sustrato a determinar. De esta
manera, los receptores macrociclicos pueden actuar como sensores quimicos
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 funcién determinada, por ejemplo, el incremento en la deteccidn espectroscopica con
fines analiticos.

Un campo de gran interés para la investigacion en QAS lo constituyen los sensores
quimicos. La palabra sensor dentro de este contexto, es “un receptor que interactua en

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

e 4
analitica’.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue estudiar mediante técnicas espectroscopicas
complejos del tipo sustrato-receptor con el fin de caracterizar los sistemas
supramoleculares e implementar su funcionalidad como sensores quimicos para el

desarrollo de métodos analiticos.

1.2.2. Objetivos especificos

v' Adquirir experiencia en metodologias sintéticas de receptores calixarenos y realizar
la sintesis de derivados p-sulfonatocalix[4]arenos alquilados.

v' Estudiar la influencia de macrociclos ciclodextrinas y calixarenos sobre el
comportamiento espectroscopico de heterociclos nitrogenados.

v' Evaluar los tipos de interaccion que se establecen en la asociacion de los
componentes moleculares para formar los distintos complejos sustrato-receptor.

v’ Estudiar sistemas mixtos con la finalidad de evaluar el mecanismo de la asociacion
y su posible empleo con un fin analitico.

v" Proponer un método analitico supramolecular para la detecciéon de hidrocarburos
aromaticos policiclicos nitrogenados.

v Validar el método propuesto mediante la determinaciéon de parametros analiticos y

la aplicacion del mismo en muestras reales.
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CAPITULO 2

INTRODUCCION TEMATICA

2.1 INTRODUCCION

2.1.1. Quimica Supramolecular

La quimica supramolecular involucra un campo de estudio interdisciplinario que analiza
las organizaciones de especies quimicas unidas fundamentalmente por fuerzas no
covalentes, formando asi una supramolécula o supermolécula. Las subunidades
moleculares que forman la supramolécula deben experimentar un reconocimiento
molecular que implica cierta selectividad en la union. Para esto, las moléculas que forman

parte de la estructura supramolecular deben tener cierta complementariedad tanto

, . 1
estructural como electronica.

Las interacciones que se establecen en una especie supramolecular son, por ejemplo,
del tipo electrostatico (idn-ién, idn-dipolo, dipolo-dipolo, idn-7), interacciones hidrofdbicas,

enlaces puente hidrégeno, m-mt stacking, y Van der Waals.? A diferencia del enlace

covalente, estas interacciones son mas débiles y usualmente reversibles. Su naturaleza
dindamica las hace participes de muchos procesos biolégicos como el reconocimiento
celular, el ensamble de proteinas complejas, la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo, la catalisis enzimatica altamente selectiva, el reconocimiento de pares de

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

2-4
en el ADN, etc.
La quimica supramolecular puede dividirse en dos grandes categorias, segun la
caracteristica estructural de las especies estudiadas: la quimica sustrato-receptor vy la

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

. 1 ;. . .,
assembly, respectivamente). La quimica sustrato-receptor se basa en la interaccion de

una molécula o receptor con otra especie mas pequena (sustrato). En esta categoria se
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encuentran los complejos sustrato-receptor o huésped-anfitrién, constituidos por una
molécula receptora, que presenta sitios de unidon que convergen en el complejo, y un
sustrato cuyos grupos de unién 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 asociacidn espontanea vy
reversible de dos o mas moléculas complementarias para producir un agregado
termodinamicamente estable.! En la figura 2-1 se muestra una representacion simbdlica

de estos tipos de estructuras supramoleculares.

(@)

& Espontaneo
, )

Moléculas pequefias

Complejos sustrato-
receptor

- 1T
_Covalente ' Copotines . & 1
=T

(b)

Moléculas mas
grandes

Auto-ensamblado

Figura 2-1. Construccion 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 quimica supramolecular es mimetizar

interacciones no covalentes y fendmenos de reconocimiento molecular en sistemas vivos.
La idea principal, en este marco, es disefiar un receptor artificial (R) capaz de reconocer a
moléculas de sustrato (S), para formar una supramolécula de estructura y funcién 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 metalicos, la quimica de los
complejos sustrato-receptor ha evolucionado enormemente y contribuido a la aparicién de

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

. . . . . , 5
ciclodextrinas, calixarenos, resorcarenos, cucurbiturilos, dendrimeros, entre otros.” En la
figura 2-2 se muestran las estructuras ciclicas de algunos tipos de receptores

macrociclicos.

HD OH HD "

No oMy
D N'\( TMJ \
on DH HO Mﬁ,( NN
A 0O O O *
"\ Va
~
Ciclodextrina (\ Cucurbiturilo
o Y

@EZ JC
o]

Eter Corona

Resorcareno Calixareno

Figura 2-2. Algunos receptores macrociclicos tipicos.
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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

1 . . . . .
tabla 2-1." Algunas de las interacciones no covalentes que mas interesan quizas para
entender algunos de los resultados obtenidos en esta tesis se detallan en las siguientes

subsecciones.

2.1.2.1. Interacciones ionicas y dipolares

Estas interacciones se dividen en tres categorias: i6n-ién, idn-dipolo y dipolo-dipolo.
Estas clases de interacciones se basan en la atraccidn couldmbica entre cargas opuestas
proximas entre si. Las interacciones ion-ion son las mas fuertes de las tres (ver tabla 2-1)
y son no direccionales, es decir que las especies interactuantes pueden estar situadas en
cualquier direccion. En cambio, tanto las interacciones ién-dipolo como las dipolo-dipolo,

requieren de cierta orientacion entre las entidades para establecerse 6ptimamente (figura

2-3)."

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

Interaccion Fuerza de enlace (kJmoI'l) Ejemplo

I6n-ién 200 — 300 En cloruro de

tetrabutilamonio

I6n-dipolo 50 — 200 Na*y 15-Crown-5
Dipolo-dipolo 5-50 Acetona
Enlace de H 4-120 Entre guanina y citosina
Cation-Tr 5-80 K" en benceno
T-TC 0-50 Benceno y grafito
Van der Waals < 5 KJ.mol! pero variable en funcion Argén; empaquetamiento en
de la superficie cristales moleculares
Efecto Hidrofébico Relacionado con la energia de Complejos de inclusion con
interaccion solvente-solvente ciclodextrinas
@ Ref. 1
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(a) (b)
—\ j,/ /\Q /\\)

T\ \ /
" o-._ 1 .-0
r”\ or N
\ \ S J.f"
r \ Qe 7
5 &
a_ F} HEC .'.-..—O
© Hew—(g.... |5 HC" 0
H.C” 3 i 1 wCHg
3 H:C CHa — CH
& & s

Figura 2-3. Ejemplos de Interacciones electrostaticas (a) interaccién ién-ién entre tetrabutilamonio
y cloruro, (b) interaccion ion-dipolo entre sodio y el éter corona 15-crown-5 y (€) interacciones
dipolo-dipolo en acetona.!

2.1.2.2. Interacciones puente hidrogeno

El enlace de hidrogeno (H) es posiblemente la interaccion no covalente mas importante
en el disefio de estructuras supramoleculares, debido a su fuerza y alto grado de

direccionalidad. Esta clase de interaccion 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 hidrogeno, que se establece entre las bases nitrogenadas guanina y

citosina componentes de la doble hélice del ADN.

H i B+
Ho N o-----H—N —A==="H—-D D Donor
'Ir ﬂ / h 5 —I{T—--- :] A  Aceptor
I . XN_HT\"?_','-N\_ NP B Interacciones Atractiva 1°
N ....\N—H'-;-::\-‘-\l Cri’rf N |> D_"-‘H"__;: --------- Interacciones Atractivas 2°
Hf —> Interacciones Repulsivas

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

Hay dos tipos de interacciones T que se pueden encontrar: cation—Tt y T-Tt. Las
primeras se dan entre cationes y sistemas de enlace dobles; por ejemplo, la interaccion

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

atraccion entre la nube electronica 1 de un sistema conjugado y el fragmento ¢ cargado

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

(a) (b)

<
&

<

Figura 2-5. Tipos de interaccién que involucran al sistema Tt: (@) interaccion catiéon-Tt entre K y
benceno, (b) interaccién Ti-t (i) cara-cara vy (ii) borde-cara.’

@Q
e

(i) (ii)

2.1.2.4. Efecto Hidrofébico

El efecto hidrofobico surge de la exclusion de especies no polares desde un medio
acuoso. Esto es favorecido por la interaccion entre moléculas de agua o del agua con
otras moléculas polares afines. Las interacciones hidrofébicas juegan un papel importante

en quimica supramolecular; por ejemplo en la asociacién de un sustrato organico (poco

. . . . 1 .
polar) con calixarenos y ciclodextrinas en medio acuoso. En la figura 2-6 se representa tal
efecto en la asociacidon entre un sustrato y una ciclodextrina. En soluciéon acuosa, la
cavidad hidrofobica de la ciclodextrina esta ocupada por algunas moléculas de agua

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

- 6,7
organicos menos polares.

14
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Figura 2-6. Representacion de la formacion de un complejo de inclusion. Se aprecia el efecto
hidrofdbico por el desalojo de moléculas de agua del interior de la cavidad de la cp.’

2.1.3. Conceptos Basicos en Quimica Supramolecular

Para poder entender la accion de biomoléculas, la funcionalidad de una especie
supramolecular (por ejemplo como sensor quimico, transportador molecular, catalizador,
etc.), es necesario tener en cuenta nociones sobre el reconocimiento molecular entre
especies quimicas.

La comprension de los factores que influyen en el reconocimiento molecular es
importante para la eleccion de moléculas pequefias que se utilizan como bloques para la
formacién de supramoléculas. En el contexto de esta tesis se hara especial énfasis hacia

complejos del tipo sustrato-receptor.

2.1.3.1. Selectividad

Cuando un receptor se asocia con un sustrato organico 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 union que se complementen tanto espacialmente (forma y tamano) como

P 1 . .
quimicamente. Por ejemplo, si el receptor presenta grupos donantes de enlace de
hidrégeno (como grupos amino primarios y secundarios, hidroxilos, etc.), el sustrato
debera tener en su estructura sitios aceptores de hidrégeno (como grupos carboxilato,

fenolato, halégenos, etc.). Alternativamente, si el receptor presenta sitios acidos de Lewis

15



Capitulo 2: INTRODUCCION TEMATICA

entonces la molécula organica debera poseer sitios que sean bases de Lewis para que se

. . 1
establezcan interacciones favorables.
2.1.3.2. Preorganizacion

Un receptor que presente multiples sitios de interaccion con una geometria bien
definida se unira mas fuertemente, a un ion o molécula complementaria, que un receptor
con grupos de unién en una estructura mas flexible. El hecho de que los sitios de unién
estén ubicados en una estructura macrociclica hace que se requiera un menor cambio
conformacional de la estructura, por lo que el complejo resultante se ve favorecido
termodinamicamente. Este incremento en la estabilidad de las supramoléculas que se
forman recibe el nombre de efecto macrociclico. En la figura 2-7 se comparan las

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

asociacion (representada como con el logaritmo de la constante de asociacion K,) con

iones metalicos.

Figura 2-7. Dos receptores
macrociclicos  con diferente

grado de preorganizacion. (i) el
éter corona 18-crown-6 y (ii) el
p-sulfonatocalix[6]areno

(CA[6]S).!

Tabla 2-2. Log K, de cationes del grupo | y los receptores 18-crown-6 y p-
sulfonatocalix[6]areno.”

lon 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

@ Ref. 8
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2.1.3.3. Cooperatividad

La cooperatividad surge del reconocimiento molecular de un receptor, con mas de un
sitio de unién, con un sustrato. La cooperatividad hace referencia a la influencia que tiene
la unién de un sitio de interaccion o en la asociacion de un segundo sitio (3. La
cooperatividad puede ser positiva, cuando la interaccion de un grupo favorece la
asociacién del otro, y negativo si la primera unién disminuye la fuerza de asociacién de un
segundo grupo.

El efecto cooperativo puede darse en sistemas de mas de dos componentes (por
ejemplo, un receptor con dos sustratos organicos, o dos receptores con una molécula

organica).

2.1.4. Receptores Macrociclicos: Cavitandos

En este trabajo de tesis se emplearon receptores macrociclicos del tipo cavitando,
como son las ciclodextrinas y los calixarenos. Estos receptores poseen como
caracteristica comun una cavidad hidrofébica capaz de incluir una gran variedad de
especies organicas e inorganicas. Y presentan una inmensa variedad de aplicaciones en
diversas areas: en sintesis organica como sistemas cataliticos, en la innovacion de nuevos
materiales con propiedades de interés en quimica farmacéutica, medicina, agronomia,
entre otras disciplinas como la quimica analitica.

A continuacidn se describen las principales caracteristicas y propiedades de estos

receptores.

2.1.4.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son oligdmeros ciclicos constituidos por unidades de o-D-(+)-

glucopiranosa unidas mediante enlaces 0(-(1-4)-glicosidicos.6 Estos macrociclos presentan
una estructura ligeramente cénica con una cavidad relativamente hidrofébica. En la figura
2-8a se muestra la estructura quimica 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 macrociclica se estabiliza por enlaces puente hidrogeno

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

unidades de glucopiranosas adyacentes. Debido a esta estabilizacién, las ciclodextrinas

17
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nativas a-CD, y-CD y en particular 3-CD tienen limitada solubilidad en agua.7 En la tabla

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

Tabla 2-3. Propiedades fisicoquimicas de ciclodextrinas nativas.?

Propiedades a-CD B-CD y-CD
N° de glucopiranosas 6 7 8
Masa Molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua (% p/v), 25 °C 14,5 1,85 23,2
Diametro Cavidad Interna (nm) 0,47 — 0,53 0,60 - 0,65 0,75-10,83
Diametro Cavidad Externa (nm) 1,46 1,54 1,75
Altura de la cavidad (nm) 0,79 0,79 0,79
Volumen de la cavidad (nm°) 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

@ Ref. 7

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

moléculas organicas es una de las propiedades mas interesantes de las ciclodextrinas y

ha sido la base para la mayoria de sus aplicaciones en el desarrollo de sensores quimicos

9,10,11 1213 ;. " 14 . . .
fluorescentes, en catalisis, en quimica analitica, © asi como en la industria
farmacéutica, agroquimica, de alimentos y de cosméticos. En particular, en el area
farmacéutica, la complejacion con CDs se usa principalmente para aumentar la solubilidad

y velocidad de disolucién en medios acuosos de farmacos poco solubles, y para mejorar la

biodisponibilidad y estabilidad de drogas.”
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(a) OH (b)

O
O/%I_\'O g OH<— Borde menor

OZopHO —» HONZ _

HO TN, o
O

e O

@

OH
@)
HO ©

HO
{ OH
@]
OH
H n
O
H O%OH = HO
O ®) OH
Ld Borde mayor
B-CD n=0,1,2
o- B-y-CD

Figura 2-8. Estructura de ciclodextrinas (CDs). (a) o- 3- Y-CD (b) representacion esquematica de
la estructura en forma de cono de las ciclodextrinas. Se indica con flechas los grupos hidroxilos
que forman el borde menor y mayor.

Se ha sintetizado una enorme cantidad de derivados de ciclodextrinas para el estudio

de complejos s.ustrato-receptor.16’17 Por ejemplo, el uso de ciclodextrinas en donde todos
sus grupos hidroxilos son derivatizados por grupos metiloxilos (-OCH,3), las cuales son

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

. . .y , . L 11,18
forma de la cavidad, sino que también aumenta el caracter hidrofébico.

Una variacion que se ha empleado y se sigue utilizando es la adicion de una cadena
lateral funcional. En la figura 2-9 se ejemplifica el uso de un grupo indol fluorescente del
residuo lateral L-triptéfano (Tryp) en la B—CD.1 El grupo lateral se incluye dentro de la 3-CD
en solucién acuosa por efecto hidrofobico. 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
formacion de complejos sustrato-receptor. Se ha demostrado que la ciclodextrina Tryp-[3-

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

. . £ g 1
isdmeros geometricos y enantiomeros.
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Figura 2-9. Equilibrios de inclusién de un grupo lateral triptéfano (Tryp) unido covalentemente a f3-
CD, y el subsecuente desplazamiento por la adicion de 2-adamantanol.

2.1.4.2. Calixarenos

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

sustituidas, unidas entre si por puentes metilenos."® 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 numero de unidades fendlicas que forman la estructura
ciclica (n = 4 - 16), los derivados mas comunes son el tetramero, el hexamero y el
octamero, con n =4, 6 y 8 (figura 2-10).

Estos receptores macrociclicos son sintetizados por condensacion entre un fenol p-

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

en medio acido como en medio basico.”” Son receptores muy versatiles 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 fisicoquimicas y de
reconocimiento molecular (para una descripcion mas detallada sobre la sintesis de
calixarenos consultar el Apéndice B). Dependiendo de la naturaleza de su

funcionalizacion, pueden complejar cationes, aniones y moléculas neutras.
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Borde mayor

R
m
v °
QOH HO
n=4,5,6,7,8,...,16
Borde menor R = H, t-butilo, etc.

Y = amplio rango de grupos funcionales

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

Figura 2-10. Estructura de calix[n]arenos (CA[n]).

Los calixarenos (de 4, 6 y 8 miembros) pueden adoptar al menos cuatro
conformaciones, a causa de la libre rotacion de los grupos metileno. Por esto, en solucion,

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

Ly T . 19 . .
relacion a otros generando los distintos conformeros. ™ En la figura 2-11 se esquematizan
las cuatro conformaciones basicas: cono, cono parcial, 1,2-alternado y 1,3-alternado. La
cantidad de conférmeros se incrementa con el numero de unidades monoméricas y la

estabilidad de los mismos depende de diversos factores, como el tamano 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
utilizacion como reactores quimicos, debido a la incapacidad de mantener un orden

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

. 20,21 s . . .y
cavidad. A pesar de ello, su flexibilidad puede ser controlada por funcionalizacion de

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

. . . 22 . . . ,
rotacién de los grupos metileno.” Ademas, es posible favorecer un unico conférmero
mediante la utilizacion de un sustrato adecuado que interaccione con la cavidad del

macrociclo. Por ejemplo, se conoce que el derivado CA[8] puede presentar, en principio,
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16 conformaciones diferentes.?* Por otra parte, se ha demostrado que el empleo de 4-

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

. . . 20
sulfonatocalix[8]areno a 5 conformaciones posibles.

1,2-alternado 1,3-alternado

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

Las investigaciones tedricas y experimentales sobre calix[n]arenos han contribuido al
desarrollo de potenciales aplicaciones en diversas areas, tales como disefio mimético de

enzimas, extraccion liquido-liquido de metales, transporte selectivo de iones, catalisis y

sensores.?****® Una aplicacion 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
extraccion cromatogréficos.27

El rasgo caracteristico de los CA[n] es su baja solubilidad en agua, debido a su
caracter apolar dominante. En los ultimos afos, 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 mas ampliamente estudiados, debido a que poseen una alta

solubilidad en medio acuoso (> 0,1 M), y ademas su sintesis es sencilla (ver Apéndice

28,29 . . .
B). Estos derivados sulfonados se comparan a menudo con las ciclodextrinas, en la
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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 hidrofébico (por los
anillos bencénicos), y poseen en el borde superior grupos —S03 que les otorgan un fuerte
caracter hidrofilico. Se conoce también que estos receptores macrociclicos tienen baja
toxicidad y que son inocuos respecto a efectos hemoliticos en concentraciones menores a
50,0 mM, por arriba de la cual dichos efectos aumentan con el tamario del anillo.*®

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 introduccién de sustituyentes quirales.31’32
Los derivados quirales son efectivos en fases estacionarias para técnicas de separacion
analiticas.®

El interés en los CA[n]S en la quimica sustrato-receptor es, en gran parte, debido a su
tendencia a formar complejos en medio acuoso con una amplia gama de iones metalicos,
moléculas organicas neutras y ionicas. La contribucion de las interacciones hidrofobicas,
electrostaticas e interacciones Tt (cation-Tt, T-1t stacking y CH-Tt) son importantes en la

unioén de sustratos y fundamentales para el reconocimiento molecular.

Tabla 2-4. Comparacion de propiedades de CA[n]S y CDs.?

Propiedades p-sulfonatocalix[n]arenos | Ciclodextrinas
Monémero p-sulfonatofenol a-D-glucopiranosa
Diametro de la cavidad interna (A) 3,0(n=4) 5,7 (a)
7,6 (n=6) 7,8 (B)
11,7 (n=8) 9,5 (y)
Propiedades de la cavidad Flexible Rigida
Heterogénea Homogénea
Propiedades Espectroscopicas Fuerte absorcion en UV Transparente en UV
Interacciones Hidrofdbica y Electrostatica Hidrofébica
Derivatizacion Facil Dificil
Quiralidad Inherente No posee Posee

@ Ref. 34
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La primer disociacion de los fenoles de los CA[n]S tienen una constante acida mayor
que las respectivas unidades monoméricas, y su acidez se incrementa conforme
disminuye el tamano del anillo (ver tabla 2-5). La disociacion del primer proton es
relativamente facil debido a la estabilizacion de la especie monoanidnica por formacion de
puentes hidrogenos con los grupos hidroxilos restantes. Por ejemplo, para el p-

sulfonatocalix[4]areno la primera disociacién ocurre a pH acido (pKa, = 3,26), mientras que

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

pKa, = 12,80 y pKa, = 14,00, ver tabla 2-5).%°

Tabla 2-5. Valores de pKg para acidos de diferentes derivados CA[n]S.?

Compuesto pKa de grupos —SO;H pKa de grupos — OH
Acido 4- pKa = 8,68
hidroxibencenosulfénico muy acido
Acido del p- pKai = 3,26, pKa, =
sulfonatocalix[4]areno Bie(ef5 1L} EIEeloE 11,80, pKas = 12,8 y
pKas = 14,0
Acido del p- pKaq = 3,45; pKa, =

. todos muy acidos
sulfonatocalix[6]areno
[6l 5,02; pKgs> 11

Acido del p- PKas =7,70; pKag, =
6 grupos muy acidos;

pKaz = 4,10; pKgg = 4,84

sulfonatocalix[8]areno
“ Ix[8] 9,10; pKas> 11

@) Ref. 35 y 36
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2.1.4.3. Cucurbiturilos

Aunque en este trabajo no se han empleado cucurbiturilos, resulta interesante hacer
una breve presentacion de estas estructuras receptoras ya que aportan al conocimiento en
el campo de la quimica sustrato-receptor.

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

macrociclicos relativamente nuevos. Se trata de oligdmeros ciclicos compuestos por un

numero 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

hidrofdbica capaz de albergar huéspedes o residuos moleculares neutros y especies

cationicas a través de enlaces ion-dipolo con sus grupos carbonilo expuestos en sus

37
bordes.

La sintesis general se basa en la condensacion de glicolurilo con formaldehido

. . - .. 38,39 . .
catalizada por acido y en condiciones controladas. Se han obtenido los derivados con

n=25,6,7,8y 10, y sus propiedades fisicoquimicas y de reconocimiento molecular fueron

0,41

. . . . . - 4
investigadas con diversos sustratos organicos e inorganicos.

(a) (b)
— (@] —_
HSC-.. )L _—
NN Ten,
N
CH3
e B
i \[( n=5-8,10

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

los CB[n].*
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2.1.5. Efecto de receptores macrociclicos sobre las propiedades de compuestos
organicos

Las propiedades fisicoquimicas de un compuesto organico pueden verse alteradas
mediante su asociacion con un receptor macrociclico. Estos cambios pueden emplearse
con diferente intereses en varias areas, incluyendo la industria farmacéutica (para mejorar
la solubilidad, la estabilidad y la biodisponibilidad de farmacos, asi como el transporte de

moléculas activas en sistemas bioldgicos y para retardar la liberacion de sustancias

activas desde la matriz farmacéutica), y diversas ramas de la quimica analitica.*?

La complejacion de un compuesto organico luminiscente con un macrociclo receptor
involucra interacciones no covalentes que son relativamente débiles, pero que en conjunto
actuan en forma cooperativa resultando una unién bastante fuerte del luminéforo con la

cavidad receptora. Esta fuerte interaccion es la responsable de llamativos cambios en
. . . . 43 .y
ciertas propiedades de moléculas organicas.” En relacién a esto, se ha encontrado:

aumento en el rendimiento cuantico de fluorescencia, ®,, y en tiempos de vida, T, de la

especie emisora, desplazamiento de las longitudes de onda de maxima emision de

fluorescencia, A5, , mejora en la solubilidad y fotoestabilidad, cambios en las

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

Como ejemplo se puede mencionar la interaccidén de
berberina (un alcaloide isoquinolinico con importancia clinica), 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.*®

Mediante el uso de receptores ciclodextrina se han desarrollado con éxito técnicas de
extraccion para la evaluacion de la biodisponibilidad de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) en suelo, imitando mecanismos de transferencia de masa que gobiernan

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

soélido a fase acuosa).44 Por ejemplo, el receptor hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPB-CD) se
ha empleado para detectar pireno y benzo[a]pireno, por incremento de la sefial de

fluorescencia al formar complejos de inclusion, en extracto de suelo contaminado
. . . 49 .y
conteniendo cuatro HPA (benzo[a]pireno, antraceno, pireno y fenantreno).” También se

ha publicado que al interaccionar con acridina las ciclodextrinas, 3-CD y y-CD, produjeron
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un decaimiento de la senal de fluorescencia junto con un pequefio corrimiento

hipsocromico (~ 3,0 nm) de la banda de emision.*

Las interacciones no covalentes en complejos sustrato-receptor, son las responsables
de que una molécula organica cambie la respuesta esperada en el sistema supramolecular
frente a estimulos externos como luz, temperatura, pH, agente desplazante, etc. Se busca

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

sustrato en presencia del receptor macrociclico.”®

En el marco de la quimica analitica supramolecular, el primer sistema de deteccion
fluorescente, mediante el empleo de un complejo de inclusion, se ha desarrollado por
Inouye et al., quien usé el complejo entre un resorcinareno y el cation pireno N-

alquilpiridinio (NAP) en una solucién alcalina-alcohdlica para la deteccion selectiva de

acetilcolina.” 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 alcohdlico obteniendo una respuesta fluorescente mayor tras la uniéon de
acetilcolina.”

El uso de sensores macrociclicos solubles en medio acuoso es de gran interés, debido
a que muchas de las aplicaciones en analitica involucran este medio. Ademas, el empleo
de receptores capaces de aumentar la solubilidad de compuestos poco solubles en agua
con un objetivo analitico es de importancia.8 El uso combinado de diferentes macrociclos
para obtener mayores rendimientos en la solubilizacién de drogas se ha estudiado poco.31
En literatura se describe un sistema mixto formado por 4-sulfonatocalix[6]areno e

hidroxipropil3-CD (HPB-CD) que incrementa marcadamente la solubilidad en medio

. . , . T 34
acuoso de niclosamida, un farmaco antihelmintico.

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

Uno de los principales intereses en quimica supramolecular es crear condiciones
adecuadas para obtener estructuras supramoleculares estables a partir de moléculas
pequefas enlazadas de forma no covalente. Es conveniente para el fin que se busque,

contar con moléculas que presenten alguna compatibilidad de unién.
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Para ejemplificar algunas aplicaciones y procedimientos en esta area, a continuacién
se presentan algunos sistemas supramoleculares relativamente simples descriptos en

bibliografia.

2.1.6.1. Empleo de receptores macrociclicos en procesos cataliticos

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

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

rr L. . . 52,53 ,
bifasicos, acuoso:organico, y en el disefio de nuevos catalizadores. En la figura 2-13
se muestra un esquema general del uso de CDs como ATM en reacciones catalizadas por
un compuesto organometalico soluble en agua. EI mecanismo de accion 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 liquido-liquido, lo lleva hacia la fase acuosa donde,

. . L ., 54
en presencia del catalizador organometalico, se lleva a cabo la reaccion.”” Luego, el
producto se transfiere a la fase organica. 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 quimicas en presencia de ciclodextrinas. Por

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

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

. ., 5556 .y .
transicion. También resultaron ser buenas promotoras para transferir sustratos

;s . . .y e 57 .y ;.
organicos en reacciones de desoxigenacion de alcoholes alilicos,” reduccion de acidos

oc,B-insaturados,58 (x-cetoésteres,59 y dienos conjugados.60 Algunas CDs modificadas,

mostraron tener mejor actividad catalitica que las CDs nativas en numerosas reacciones
63,64

. . .y Ly 61,62 . ., ,
como la hidroxilacion de compuestos aromaticos, hidrogenacion de aldehidos,

. . . 65 . - 66
reaccion de Suzuki de acoplamiento cruzada, = escision de compuestos alilicos.
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'$ ™\ It
(a) Fase Orgdnica (b) Fase Orgdnica

Producto Reactantel Producto Reactantel

Interfase
(‘
\ Fase Acuosa S, < Fase Acuosa .

Figura 2-13. Principio de catalisis organometalica en medio bifasico acuso organico mediada por
receptores ciclodextrinas. (a) Catalisis por transferencia de fase inversa (b) Catalisis interfasial.

Ademas, se han logrado reacciones selectivas que son dificiles de realizar con

. . . .. 54
catalizadores convencionales de metales de transicion.” Se han empleado receptores
ciclodextrina para discriminar selectivamente un isébmero en una mezcla. El isémero que

mejor interactua con la cavidad del receptor es el que sufre la modificacion. Este tipo de

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

Una aplicacion interesante que se ha reportado es la utilizacion de un derivado mono-
(2-hidroxi-3-trimetilamoniopropil)-a-CD como un eficiente agente de transferencia de masa
que ademas se une por interaccion ionica a un grupo sulfonato del ligando trifenilfosfina
trisulfonada (TPPTS), que se coordina con el catalizador metélico (rodio, Rh), originando
un ensamble supramolecular que actua como un eficiente sistema catalitico en la reaccion
de hidroformilacion de olefinas superiores (figura 2-14a), en un sistema bifasico
(organico:acuoso). Este sistema catalitico, ademas de aumentar la velocidad de la
reaccion de hidroformilacion, favorece la formacion del isomero lineal por proteccion de la

estructura del alqueno dentro de la cavidad de la ciclodextrina (ver figura 2-14b).
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(a)
i + @ —l + )
O\C/H
(b)
H3C_(CH2)7_I(-I:_CH3
Rh/TPPTS
H3C—(CHz);—C=—CH; + H, + CO —M8 3
H a-CD +
modificada 0
H;C——(CH,);—C=—=C—C
3 ( 2)7 H H \

H

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

hidroformilacion de 1-deceno catalizada por rodio (Rh) en presencia de a-CD.%°

Otro ejemplo en cuanto al empleo de macrociclos en sistemas cataliticos, se ha
reportado en la reaccién de Suzuki-Miyaura, de acoplamiento cruzado entre haluros
organicos y compuestos organoboranos catalizada por paladio, para la formacion 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 bifasico, en el cual el
catalizador es un complejo organometalico de paladio con trifenilfosfina monosulfonada
(Pd/TPPMS). La reaccion de acoplamiento del 1-iodo-4-fenilbenceno con acido
fenilboronico se vio favorecida en presencia de CDs y derivados CA[n]S.Gs

Los calixarenos que se muestran en la figura 2-15b con grupos sulfonatos hidrofilicos
se han empleado como transportadores de masa para la reaccion de Suzuki-Miyaura.65
Estos derivados tienen ademas grupos t-butilo y fenilo en el borde mayor dando lugar, en
este ultimo caso, a que se establezcan interacciones Tt que son responsables, junto con

las interacciones hidrofébicas y electrostaticas, de la formacién de complejos de inclusion.
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(a)

NaZCO3

CA[n]S o0 CDs

= -
S0; Na S0, Nat

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

. . . L, . 65
con sustituyentes capaces de interaccionar con sustratos organicos.

2.1.6.2. Formacién de complejos ternarios

El efecto cooperativo se ha empleado para favorecer la formacion 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 biciclico 1, el derivado p-
sulfonatocalix[4]areno y el cation divalente Zn?* " El sustrato organico se asocia a la
cavidad del receptor por interaccion hidrofébica, mientras que el Zn** se une a través de
interacciones couldmbicas con los grupos sulfonatos del calixareno y mantiene una
interaccion débil con el grupo azo del biciclo (unidon cooperativa), como se muestra en la
figura 2-16. Por otro lado, el compuesto biciclico 2 se asocia de una forma similar que 1 al
receptor calixareno,68 aunque en este caso por impedimento estérico del sustrato 2 el
catiéon Zn®* 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
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una competencia entre el ion metalico y el biciclo 2 por ocupar la cavidad de CA[4]S,como

se muestra en la figura 2-16.

(a)
'lll_ “I.'. |III_ ‘ - - _|"|
3 N\ L N

11
N N 1-CA[4]S Zn**-1-CA[4]S

(b)

e S _N T ol
2-CA[4]S 2 Zn*-CA[4]S

Figura 2-16. Ejemplos de Cooperacién y competencia en la formaciéon de complejos sustrato-
receptor (a) Equilibrio cooperativo para la formacion del complejo ternario Zn?*-1-CA[4]S. (b)
Equilibrio competitivo para la formacién de Zn?*-CA[4]S por desestabilizacion del complejo 2-
CA[4]S.

Mediante el reconocimiento molecular triple que se establece por la introduccion del
enlace cation-sustrato como un tercer motivo supramolecular, es posible aumentar la
selectividad para la formacion del complejo entre 1 y el CA[4]S bajo la forma del sistema
ternario.

El agregado de -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 formacion de complejo
con el biciclo 2 (B-CD-2). De esta forma, se favorece la formacién del complejo ternario
Zn2+—1-CA[4]S, debido a la desestabilizacién 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

v 2+ . . . .
con el cation Zn“". Este sistema de receptores macrociclos permite entonces seleccionar
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selectivamente el azoalcano biciclico 1, y la presencia del cation Zn?* direcciona el sistema
de equilibrios multiples hacia la formacién del complejo ternario. Esto se resume en la
figura 2-17.

@ Zn**-1-CA[4]S

[————
Ee——

:

2-CA[4]S 2--CD

Figura 2-17. Sistema de equilibrios multiples direccionado hacia la formacion del complejo
ternario Zn**-1 -CA[4]S por la adicion de Zn*.

Para muchas aplicaciones resulta util contar con un conjunto de moléculas huésped
simples que actuen como “clip” o “pegamento” molecular para mantener unidos diferentes
macrociclos en una estructura compleja. Un ejemplo atractivo es la formacion de un
complejo ternario entre una dialquilamina (dihexilamina, DHA) y dos receptores
macrociclicos diferentes (3-CD y CBJ[6]). Este complejo se forma en dos etapas: primero

se formo el complejo DHA-CBI[6] y luego, con la adicién de la ciclodextrina, resulté el

complejo ternario 3-CD-DHA-CB[6]. Este proceso se muestra en la figura 2-18.%
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NH ———— v b
o
o) pco @
- -

DHA DHA-CB[6] B-CD-DHA-CB[6]

Figura 2-18. Equilibrio en etapas para la formaciéon de un complejo ternario CB[6]-Dihexilamina-
B-CD (CB[6]-DHA-B-CD).%*

En la primer etapa, la inclusion 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 (-NH;-) y los
oxigenos carbonilicos del borde del receptor (ver figura 2-19). Luego, en la segunda etapa,
la formacién del complejo ternario se ve especialmente favorecida debido a un efecto
sinérgico que se dispara con la formacion del primer complejo DHA-CBJ[6]. La fuerza de la

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

para la misma cadena en la hexilamina.”® Esto se debe al efecto cooperativo
supramolecular por la formacion 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
analogo al concepto de efecto alostérico que se da en la unién de un sustrato al sitio activo
de una enzima, en la cual, la asociacion de una molécula en un lugar lejano a la zona de
unién del sustrato, desencadena una serie de cambios estructurales en la proteina, que

influyen en la unién del mismo.
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B-CD-DHA-CB[6]

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

2.1.6.3. Aplicaciones Farmacéuticas

Se han reportado interesantes aplicaciones de macrociclos receptores en el area
farmacéutica, fundamentalmente en el transporte y liberacion controlada de farmacos.

El uso de ciclodextrinas en el desarrollo de nuevos materiales, en el marco de la
quimica supramolecular y la nanotecnologia es un tema de investigacidn actual. Un
ejemplo, es el desarrollo de polimeros multifuncionales constituidos por unidades de
ciclodextrinas entrecruzadas. Estos materiales pueden obtenerse por reaccion directa de
las ciclodextrinas nativas con un agente entrecruzante (carbonildiimidazol, trifosgeno,
carbonato de difenilo, dianhidridos organicos, etc),70 que luego de la reaccion deja una
funcionalidad que le da al polimero un comportamiento quimico particular.70 A estos
materiales poliméricos se los llama nanoesponjas por su capacidad de retencion de una
gran variedad de moléculas. En la figura 2-20 se muestran las estructuras de dos de estos
polimeros, obtenidos por reaccion de B-CD y dos reactivos entrecruzantes con grupo

carbonilo activo.
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Figura 2-20. Nanoesponja de ciclodextrinas carbonatadas y carboxiladas.”

La estructura nanoporosa de estos materiales provee cambios en las propiedades
respecto a las ciclodextrinas nativas. Como caracteristica general, presentan mejor

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

. . 70
retenidas fuertemente o liberadas lentamente en forma controlada.
En virtud de su biocompatibilidad y versatilidad, las nanoesponjas resultan ser un
sistema con aplicaciones potenciales en el campo farmacéutico, particularmente para la

administracién de farmacos. Se pueden emplear para la preparacion de comprimidos,

capsulas, suspensiones o0 en solidos cremosos para dosificacion tc’>pica.71 Estas
estructuras poliméricas tienen la capacidad de incorporar farmacos ya sea como
complejos de inclusion dentro de la cavidad hidrofébica 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.
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Figura 2-21. Estructura molecular de la nanoesponja de ciclodextrinas carbonatadas.”®

2.1.6.4. Aplicaciones Analiticas

La formacion de un complejo sustrato-receptor afecta marcadamente las propiedades
fisicoquimicas de la molécula huésped, como la solubilidad, reactividad quimica, las
propiedades espectroscépicas y electroquimicas, entre otras. Estos efectos pueden ser
usados en muchos campos, algunos de los cuales se mencionaron anteriormente. Desde
el punto de vista analitico, la formacion de tales complejos permite, en ciertos casos,

mejorar la eficiencia del método analitico para la determinacion de diferentes especies

quimicas.72

En los ultimos afios se ha obtenido una gran variedad de sensores quimicos
fluorescentes con receptores macrociclicos basados en la formacion de complejos de
inclusion. Se han sintetizado una amplia gama de ciclodextrinas y calixarenos
derivatizados para una diversidad de analitos vinculados a distintas areas dentro de la
quimica. Un ejemplo interesante, es el empleo de ciclodextrinas permetiladas

derivatizadas en su borde menor con un grupo lateral croméforo (naftaleno o quinolina)
‘. . 1 . . Y

para la deteccion de sales biliares. Las sales biliares son moléculas biologicas

anfipaticas que se almacenan en la vesicula y juegan un papel significante en el

metabolismo y excrecion del colesterol en animales.
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Se empled como sensor fluorescente una 3-CD permetilada derivatizada en uno de sus
grupos hidroxilo primarios con un grupo naftiio (PMB-CDNaf). El grupo cromoéforo se
acomoda en el interior de la cavidad como se muestra en la figura 2-22 (esto se evidencid
por DCI y un experimento ROESY RMN 2D).11 Cuando se adiciona la sal sédica del acido
colico (SAC) al receptor PMB-CDNaf, la fluorescencia del sensor se vié incrementada. Lo
que le da a este sistema la propiedad de reconocer este tipo de estructuras quimicas y
poder detectarlas.

El aumento de la sefial fluorescente sucede debido a la inclusion de SAC en la cavidad
del receptor, lo que produce un desplazamiento del grupo naftilo hacia el borde menor del
macrociclo." Es interesante recalcar que la formacién del complejo fluorescente (PMp-

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

. . P 11
cavidad y la molécula huésped.

SAC PMB-CDNaf

PMB-CDNaf-SAC

Figura 2-22. Representacion de ciclodextrinas involucradas en la deteccién de una sal biliar. Sal
sédica del acido colico (SAC) B-CD permetilada derivatizada con un grupo naftilo en uno de sus
hidroxilos primarios (PM3-CDNaf) y complejo de inclusion PMB3-CDNaf-SAC.
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Los derivados calixarenos sulfonados tienen numerosas aplicaciones como sensores

. I Lo .y 73,74,75,76
de moléculas organicas cationicas en solucién acuosa.

Los complejos sustrato-
receptor formados por CA[n]S funcionan como sensores fluorescentes para la deteccion
de sustancias bioldgicas. Particularmente estos complejos se han aplicado para detectar

neurotransmisores como acetilcolina y carnitina, asi como también otros analitos

orgélnicos.77 = principio de la deteccion se esquematiza en la figura 2-20b. Consiste en
el desplazamiento de una molécula fluorescente por el analito lo que resulta en la
regeneracion de la fluorescencia intrinseca del fluoréforo.

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 reaccion enzimatica
de descarboxilacion del aminoacido L-lisina. La enzima aminoacido descarboxilasa

convierte aminoacidos (competidores débiles) a aminas biogénicas (competidores
fuertes).-’8 En particular, lisina descarboxilasa transforma L-lisina a cadaverina 'y CO, (ver
figura 2-23a), y su estudio es importante en la investigacion sobre el crecimiento y

proliferacion anormal de células cancerosas.”
El sensor quimico fue el complejo lucigenina-CA[4]S (LCG-CA[4]S). El producto

diamina de la reaccion enzimatica de descarboxilacion de la L-lisina desplaza al fluréforo
LCG y se compleja con CA[4]S (K, = 1,2 x10° M, en el buffer enzimatico). De esta

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

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

transcurre.”®

Una aplicacion similar se le ha dado al complejo entre p-sulfonatocalix[8]areno vy
rhodamina 800 (RDM) para la deteccion fluorescente de acetilcolina (Aco). EI CA[8]S
inhibe la fluorescencia de RDM, pero no de una forma total. Cuando se adiciond Aco la
fluorescencia a 725 nm, correspondiente a RDM, se incrementd debido al desplazamiento
del fluoréforo por la fuerte asociacion de acetilcolina con la cavidad de CA[8]S. El método

resultdé especifico para Aco frente a otros neurotransmisores como dopamina, GABA,

glisina y acido L-aspé1rtico.77
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Figura 2-23. Método de deteccion fluorescente por reaccién de desplazamiento. (a) Reaccion
catalizada por lisinadescarboxilasa, (b) principio de la deteccién fluorescente, y (c¢) rodamina
(RDM) vy lucigenina (LCG) dos sondas fluorescentes empleadas para formar los sensores y
acetilcolina (Aco) un neurotransmisor detectado con un complejo RDM-CA[8]S

40



Capitulo 2: INTRODUCCION TEMATICA

Existe una diversidad de técnicas para la determinacion de gran variedad de analitos
organicos presentes en diferentes matrices naturales, entre las que se pueden nombrar
CG-MS, HPLC con deteccion quimioluminiscente, determinaciones colorimétricas,
radioinmunoensayos, métodos electroquimicos con electrodos modificados, etc. Sin
embargo, muchos de esto métodos presentan procedimientos extensos y complicados, y
requieren ademas un costoso equipamiento.

El empleo de macrociclos organicos en el mejoramiento de técnicas analiticas basadas
en el incremento (o disminucién, o quenching) de emision fluorescente, por formacion de
especies supramoleculares, es un campo de estudio importante en la actualidad dentro de
la quimica analitica supramolecular.

En el presente trabajo de tesis se emplean procedimientos simples con deteccion
fluorescente para el estudio de complejos del tipo sustrato-receptor y la utilizacion de una
de estas especies en el marco de la quimica analitica. La espectroscopia de fluorescencia

es una técnica simple, rapida y altamente sensible (con deteccién de concentraciones UM

- 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 MACROCICLICOS SOBRE LAS
PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA

3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados (HAPN) son una clase de
compuestos organicos constituidos por dos o mas anillos fusionados en donde ademas de
atomos de carbono e hidrogeno tienen unos pocos atomos de nitrogeno formando parte de
la estructura. Los HAPN forman parte de la gran familia de compuestos denominados
hidrocarburos aromaticos policiclicos (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.”

Los HAPN son en gran medida agentes contaminantes. Gran cantidad de HAPN se
liberan al medio ambiente durante la combustidon incompleta o la pirdlisis de materia
organica. Las principales fuentes de emision de estos contaminantes se producen a partir
de incendios forestales, quema de maderas en hogares, tubos de escape de vehiculos,

humo de cigarrillo, carbon, petrdleo, incineracién de desechos industriales, municipales y

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

Por otro lado, ciertos nucleos de HAPN se han encontrado en algunos alcaloides
T 2,3,4 .
biologicamente relevantes. Por ejemplo, el carbazol (CZL, 1) se encuentra en

compuestos naturales como la olivacina y la elipticina (figura 3-1)" que actuan como

intercaladores del ADN inhibiendo la replicacién del mismo y la transcripcion del ARN, por

: . 5,6 . . .
lo que han sido empleados como agentes antitumorales.” También constituye el nucleo

base de alcaloides [B-carbolinicos que presentan propiedades alucindgenas, actividad
farmacologica y antiviral.”® Otro ejemplo, es la quinolina (QUI, 2), este nucleo heterociclico
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. . . 9 .
se encuentra presente en alcaloides derivados de la cinchona™ y en una gran cantidad de
sustancias farmacologicamente activas, con importante actividad bioldgica, antimalarial,

antibacterial, antifungica, antihelmintica, cardiotonica, anticonvulsiva, antiinflamatoria y

s 10,11
analgeésica.

En la figura 3-1 se muestran dos compuestos que continen el nucleo QUI,
la quinina y la cloroquina, la primera se utiliza como antimalarico, y la segunda posee

propiedades antipiréticas, antipaludicas y analgésicas. Ademas, la QUI y algunos de sus

derivados se emplean principalmente para la preparacién de agroquimicos y colorantes."?
Por otra parte, la oxidaciéon de QUI proporciona acido quinolinico (piridina-2,3-

dicarboxilico), un precursor para la obtencién de herbicidas; y se utiliza para la sintesis de

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

R1=R3=CHs, R, =H Olivacina
R1=R;=CHs, R3=H EIipticina

-

N\/

HNJ\/\/
m
Z
2 N (o] N/

Quinina Cloroquina

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

Existe una gran cantidad de HAPN en corrientes de liquidos hidrocarbonados
derivados del petrdleo, tal como el gasoil de destilacion directa, aceite de ciclo ligero

(fraccidn de hidrocarburos con pto. eb. 205 — 345 °C), y gasoil de coquizacion, que se

- . . . . 13 .
utilizan habitualmente para la reserva diesel en refinerias. = Estos compuestos desactivan

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

Ademas, la presencia de HAPN en el combustible final reduce la estabilidad térmica y
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. . . 14,15 - .y
oxidativa, ademas de afectar el color y aroma del producto. Por ultimo, la aparicion de

esta clase de compuestos en combustibles incrementa la emision de 6xidos de nitrogeno

cuando el combustible se quema.14

Los procesos de transporte, distribucidn y persistencia de HAPN en el medio ambiente,
sistemas vivos y alimentos dependen de las propiedades fisicas y quimicas (solubilidad en
agua, volatilidad, reactividad quimica, degradacién bidtica y abiética), de cada compuesto

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

oleoso o adsorbidos sobre particulas humicas debido a la baja solubilidad en este medio."®

En el aire estan presentes como vapores o adsorbidos sobre la superficie de particulas

T . , g . .. . 13
solidas dependiendo de las caracteristicas individuales de cada hidrocarburo.™ En el

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

P . c P 13
fotoquimicas y de oxidacion con la luz solar y otros compuestos quimicos.

Las principales vias de exposicion de HAPN son mediante inhalacién, contacto cutaneo

e ingestic')n.17 La exposicion por inhalacion varia segun el grado de urbanizacién, trafico e
industrializacion. Las vias de ingreso en la poblacion no fumadora son fundamentalmente
a través del aire respirado y el consumo de alimentos y bebidas contaminados. Mientras
que la exposicidon relacionada a las actividades laborales en refinerias de petréleo,

industria minera, metalurgica y de transporte, entre otras, es principalmente por inhalacion

.y , . 13
y adsorcion dérmica.
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

bioldgicos los hidrocarburos aromaticos policiclicos se transforman en una mezcla de
.. - . . . , T 13
quininas, epoéxidos, fenoles, dioles, trioles y tetraoles por diferentes vias metabdlicas. ™ La

. . . ny . 18
mayoria de los metabolitos se eliminan en las heces y en menor proporcion en la orina.

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

mutagénicos, cancerigenos y de disrupcion hormonal.™

El efecto causado en la salud depende de cada HAPN y es determinado por diferentes
factores, como tipo y gravedad del efecto, dosis danina, via y tiempo de exposicion,
caracteristicas y habitos del individuo (edad, sexo, estado nutricional, etc.), presencia de

otras sustancias quimicas, etc. La exposicion prolongada de humanos a mezclas
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complejas de HAP y otros compuestos quimicos a través de la respiracion o el contacto

dérmico puede producir cancer.”” Basandose 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 Proteccion Ambiental de los Estados Unidos), ATSDR
(siglas en inglés correspondientes a la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de

Enfermedades de los Estados Unidos),19 IARC (siglas en inglés correspondiente a la

Agencia Internacional para la investigacién del Cé\ncer),20 EFSA (siglas en inglés
correspondientes a la Autoridad Europea de Seguridad AIimentaria),13 entre otras.

En base a la problematica que representa la exposicion a los HAPN, es importante la
deteccion y cuantificacidn de estos contaminantes. Las técnicas analiticas empleadas para
tal fin son principalmente cromatograficas. Ademas, ciertos organismos y metabolitos son
usados como biomarcadores, por ejemplo, algunos moluscos bivalvos son buenos

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

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

3.1.2. Técnicas Espectroscopicas

En el analisis de especies supramoleculares como los complejos huésped-receptor, las
técnicas espectroscopicas constituyen un importante recurso para la caracterizacién de
tales estructuras. Todos los métodos espectroscopicos se basan en la medicion de la

variacion de una sefal (en absorbancia, corrimiento quimico en RMN, intensidad de

fluorescencia, etc.) del sistema en estudio.? Por lo tanto, para la aplicabilidad de alguna

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

. .. 22,23
precision.

La mayoria de estas metodologias consisten en trabajar a una concentracion fija del
sustrato o huésped, variando la concentracion del receptor macrociclico o viceversa. Por lo

que se requiere de la preparacion de un gran numero de soluciones de muestra.
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3.1.2.1. Espectroscopia UV-Visible

La espectroscopia UV-Visible es una técnica simple y util para analizar la formacion de
complejos huésped-receptor en solucion. La formacion de complejo suele dar lugar a una
modificacion en el espectro de absorcion de la molécula huésped y de esta forma
evidenciar la formacion de la especie supramolecular.

La modificacién del espectro de absorcion del cromoforo puede deberse a un cambio
de polaridad en su entorno. La inclusion, desde un medio polar, hacia el interior de una

cavidad hidrofébica, es la causa de la variacidon observada en la sefial espectroscoépica de

. . 22,23
muchos sistemas supramoleculares de este tipo.

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

cambios batocrémico e hipsocrémico del maximo de absorciéon y/o aumento o disminucién

. . ., 22 . . .
de la intensidad de absorcién.”™ Se han publicado numerosos trabajos sobre el incremento

en la intensidad de absorciéon, por la formacion de complejos (fundamentalmente con

. . . . . ;- .y 24,25,26
ciclodextrinas), con o sin cambios en su longitud de onda de maxima absorcion, A,..

3.1.2.2. Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica instrumental sencilla, rapida y
altamente sensible. Es una técnica particularmente util para investigar la formacién de

complejos huésped-receptor  entre sustratos  fluorescentes y receptores

22,27,28,29

macrociclicos. Su aplicacion precisa de un fluoréforo, pero esto no limita los

alcances de la técnica para su aplicacion en la deteccion de especies no

30,31,32,33

fluorescentes. En la practica, se requiere de cuidados rigurosos en la preparacion

de las muestras (ej. empleo de reactivos puros, limpieza de los materiales utilizados, etc.),
. . . 22

para evitar interferencias.

La inclusion dentro de la cavidad de CDs produce generalmente un aumento de la
intensidad de fluorescencia del huésped organico debido a la proteccion hacia procesos

. . . . 34 . .

de quenching y de procesos de decaimiento no radiactivo.” Por ejemplo, la fluorescencia
del naproxeno (un analgésico de uso general) y la benzocaina (un anestésico de uso
local), fue incrementada en presencia de 3-CD y derivados metilados e hidroxipropilados

proporcionando evidencia de la formacién de complejos de inclusion; la emision de
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fluorescencia del gemfibrozil (derivado del acido fibrico, que se utiliza para disminuir
niveles de triglicéridos en sangre), fue exaltada en presencia de y-CD, y aun mas en

presencia del derivado hidroxipropil-y-CD, debido a que la inclusién de su anillo aromatico

dentro de la cavidad tuvo un efecto de proteccion del estado excitado.*

3.2. OBJETIVOS

En esta parte del trabajo de tesis se propuso estudiar si se producen interacciones que
permitan la formacion de complejos del tipo sustrato-receptor entre los sustratos organicos
carbazol (CZL) y quinolina (QUI), con diferentes receptores macrociclicos (ciclodextrinas y
calixarenos).

Como objetivos especificos se planted realizar la caracterizacion espectroscopica de

las aminas heterociclicas CZL y QUI en ausencia y en presencia de los receptores
ciclodextrinas «-CD, (-CD, Mep-CD, HPB-CD y y-CD, y de los receptores p-
sulfonatocalix[n]arenos CA[6]S y CA[8]S.

3.3 SECCION EXPERIMENTAL

3.3.1. Instrumentacion

El control de la pureza de los reactivos se realizd midiendo el punto de fusién,
empleando un fusidmetro electrotérmico Thermo Scientific 9100. La homogenizacién de
las soluciones de cada uno de los reactivos se realizd6 con un sonicador Arcano modelo
PS-10A. Se emplearon bafios termostaticos con circulacion Haake para el control de la
temperatura de las muestras a determinar.

Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro Orion 720% equipado con
electrodo combinado Orion sistema Ross. Este equipo se calibré usando soluciones buffer

estandar de pH = 4,008, pH = 6,994 y pH = 9,155 preparadas segun la metodologia

descripta en la literatura.*® Esta calibracién se verifico periddicamente.

Los espectros de absorciéon UV-Visible se obtuvieron en espectrofotometros Shimadzu
UV-2101 PC y/o Shimadzu UV-1800. Los espectros de emision de fluorescencia se
determinaron en espectrofluorimetros JASCO modelo FP-777 y Perkin Elmer modelo LS
55.
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Los datos se analizaron con los siguientes programas: Sigma Plot version 8.0,
OriginPro 8 y Conversion Program for ASCII (FP-777) version 1.03.

3.3.2. Reactivos y Procedimiento

3.3.2.1. Reactivos

Las aminas heterociclicas carbazol CZL (sdlido) y QUI (liquida 99+% de pureza),
fueron reactivos de grado analitico Sigma-Aldrich.

Los receptores ciclodextrinas empleados fueron reactivos de grado estandar de
laboratorios Roquete y Cerestar. En particular la hidroxipropil--ciclodextrina (HP3-CD)
empleada tiene un grado de sustitucion por unidad de glucosa de 0,61, en cuanto a la
metil-B-ciclodextrina (Mef-CD) la fraccion de grupos metilo fue de 0,50 por unidad de
glucosa

Los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CAJ[8]S, fueron sintetizados en
colaboracion con un laboratorio especializado en sintesis de calixarenos en la universidad
de Rio Grande del Sur, Brasil.”’

La pureza de los mismos se corroboré determinando los puntos de fusion. Los valores

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

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

Compuesto Pto. de fusidn experimental, °C | Pto. de fusion de referencia,°C

CZL 243,5-246 243-246"
a-CD 278-279 >278"
B-CD 300-301 298-300"

HPB-CD 278-280 278"

Mep-CD 283-285 280-282°
y-CD >285 267"

CA[6]S 285 — 290 (Descompone) >320°

CA[8]S 285 — 290 (Descompone ) >300°

(@) Informado por el fabricante codigo de producto C5132
®) |nformados en http://www.chemnet.com
© Ref. 38
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Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q obtenida de un

purificador Millipore, metanol (CH,OH) grado HPLC Sintorgan y acido clorhidrico (36 %

p/v) de grado analitico (Cicarelli).

3.3.2.2. Preparacion de soluciones para la determinacion de espectros UV-Visible

Los espectros de absorcion (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 6ptico (b). Las mediciones se realizaron
a una temperatura controlada de (25,0 £ 0,1) °C.

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

macrociclicos (CDs y CA[n]S) para establecer un valor de coeficiente de absortividad
molar, €*, en el medio de trabajo a 25,0 °C.

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

concentracion entre 1,0 mM hasta 12,0 mM, y para los derivados calixarenos sulfonados
(CA[Nn]S) entre 15,0 uM hasta 120,0 uM. Todos los espectros se registraron descontando

previamente la sefal del correspondiente blanco.

3.3.2.2.1. Preparacion de soluciones de CZL

Las soluciones de CZL en ausencia de receptores macrociclicos se prepararon
partiendo de una solucién de CZL, solubilizando 25,0 mg de cristales en un volumen final
de metanol igual a 5,0 mL; la concentracién de esta solucion fue 0,030 M. Empleando la

solucion anterior se preparé una segunda solucion de concentracion 3 x10+ M, en CH;0OH

(estas soluciones se conservaron en heladera, protegidas de la luz y se emplearon
durante un tiempo no superior a dos semanas). Esta ultima solucién se utilizé para

preparar las restantes soluciones para determinar por UV-Vis, cuyas concentraciones
estuvieron comprendidas entre 0,5 uM y 7,5 pM.

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

determinacion de las constantes de asociacion, se prepararon dos soluciones, una de ellas
manteniendo una concentracion fija del sustrato organico ([CZL] = 5,6 uM), y la otra con la
misma concentracion de CZL (5,6 puM) y la maxima concentracion del receptor

macrociclico ([CA[n]S] = 100,0 uM, [CD] = 12,0 mM). Luego las soluciones a determinar se
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prepararon mezclando estas dos soluciones, variando la concentracién 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 utilizé un 2,0

% vlv de CH;OH como cosolvente para favorecer la solubilidad de CZL en medio acuoso.

Las soluciones reguladoras de pH = 1,00 (con [HCI] = 0,2 M y [KCI] = 0,2 M),*® pH =
2,101 (con [HCI] = 0,01 M y [NaCl] = 0,09 M)** y de pH = 6,994 (con [NaH,PO,] = 0,02 M;

[Na,HPO,] = 0,03 M y [NaCl] = 0,02 M),39 se prepararon segun el procedimiento descripto

en la literatura citada, empleando reactivos de grado analitico. Las soluciones buffer se
controlaron por medicion experimental.

El efecto de los receptores CDs sobre las propiedades espectroscopicas de CZL se
analizé determinando los espectros del sustrato organico en presencia de distintas
concentraciones del macrociclo, entre 0 y 12,0 mM. Por otro lado, el efecto de receptores
CAIn]S se estudio variando la concentracion entre 0 y 100,0 uM. Siempre se mantuvo una

concetracion constante de CZL (alrededor de 6,0 uM).

3.3.2.2.2. Preparacion de soluciones de QUI

Las soluciones de QUI en ausencia de receptores macrociclicos se prepararon
partiendo de una solucion preparada solubilizando 18,5 pL de QUI pura en un volumen

final 5,0 mL con metanol; la concentracion de esta solucion fue 0,031 M. Empleando esta
solucién se preparé una segunda solucion de concentracién 5,0 x10* M, en metanol.
Estas soluciones se conservaron protegidas de la luz con papel aluminio.

A partir de la solucién 5,0 x10* M se prepararon soluciones de QUI, en un intervalo de
concentraciones desde 0 UM hasta 36,0 UM en medio acuoso empleando un 95,0 % v/v
de buffer pH = 2,101, y desde 0 uM hasta 96,7 pM pH = 6,994. Siempre se utilizé un 2,0 %
v/v de CH;OH como cosolvente para favorecer la solubilidad de QUI.

El efecto de los receptores CDs sobre las propiedades espectroscopicas de QUI se
analizé determinando los espectros del sustrato organico 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 concentracién entre 0 yM y 100,0 uM. La
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concetracion de QUI a pH neutro se mantuvo constante en 20,4 yM y a pH acido en 5,0

MM. Siempre se utilizé un 2,0 % v/v de CH;0H como cosolvente. En el procesamiento de

datos se desconto la sefial de A asociada al blanco para cada concentracion de receptor

macrociclico.

3.3.2.3. Preparacion de soluciones para la determinacion de espectros de fluorescencia

Para la determinacién de espectros de emision de fluorescencia de las sondas
fluorescentes, CZL y QUI, se trabajé con soluciones cuyas concentraciones se

encontraron dentro del rango lineal de respuesta del espectrofluorimetro (para CZL entre
0,5 uMy 7,5 puM, y para QUI a pH neutro entre 1,5 uM y 26,0 uM). En todo momento se
aseguro que la concentracion 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. Determinacion de espectros de emision 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 excitacién, A.,., del fluoréforo hasta una longitud de onda en la que la intensidad
de emision fuera nula. En todos los casos se obtuvieron las areas absolutas de los
espectros de emision de fluorescencia.

En el estudio por fluorescencia se trabajoé con valores de areas relativas para minimizar
errores por causas instrumentales. Utilizando como referencia una solucion del fluoréforo

de concentracion conocida y constante.

3.3.2.4.1. Método para la determinacion de espectros de emision de fluorescencia de CZL

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

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

0 Longitud de Onda de excitacion: 290 nmy 322 nm

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

o0 Velocidad de barrido = 500,0 nm/min

En el estudio utilizando receptores CA[n]S, la A, se eligid tal que corresponda a un
maximo de A del sustrato, en donde no absorba el receptor macrociclico o su absorcion
sea no significativa respecto al fluréforo (A, = 322,0 nm para CA[n]S ver figura 3-2). Las
concentraciones empleadas de receptores CA[n]S fueron desde los 5,0 uM hasta los
185,6 uM.

Cuando se trabajo con CDs la A, coincidié con un punto isosbéstico entre el espectro

del sustrato y el correspondiente para el receptor (A, = 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 sefial obtenida de una solucion de [CZL] = 5,0 uM (en

equipo JASCO), y [CZL] = 2,0 uM (en equipo Perquin Elmer LS 55).
3.3.2.4.2. Método para la determinacion de espectros de emision de fluorescencia de QUI

El método utilizado para adquirir los espectros de emisién de fluorescencia de QUI (en
equipo Perkin Elmer LS 55), se consiguié eligiendo los siguientes parametros
instrumentales:

0 Longitud de Onda De excitacién: 312,5 nm

o0 Ancho de rendijas de excitacion y emision: 10,0 nm

o0 Potencia del fotomultiplicador = 650 — 700

0 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 determinacion del nucleo neutro QUI fue neceario descontar el blanco con el

receptor macrociclico (CDs y CA[n]S).
Se empleo como referencia la sefal obtenida de una solucion de [QUI] = 6,0 pM (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 evaluacion de la absorcidon de los sistemas
aromaticos de CZL, QUI y los derivados CA[6]S y CA[8]S se determinaron los respectivos
espectros de absorciéon UV-Visible de estos compuestos policiclicos.

Los espectros de absorcién 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 maxima absorcion
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 maxima absorcién 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 unica especie acido base (pKg del acido conjugado = — 6 40 y de la especie neutra =
19,941). En tanto que el nucleo QUI presenta un pKg = 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 acido-base del nucleo de quinolina. Asi, puede corroborarse que la absorcion de

la especie acida QUIH" es mas intensa y algunas bandas de absorcion sufren
desplazamiento batocromico

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
maxima absorcion para CA[6]S son: 274,6 nmy 282,6 nm a pH =2,101y 281,9 nm a pH =
6,994, a este ultimo 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 ultimo pH

presenta un hombro a 294,4 nm.
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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 HCI 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101. Las soluciones fueron
preparadas con un 2,0 % v/v de CH,;OH y a 25,0 °C. Las concentraciones de los sustratos fueron:

[CZL] = 6,02 uM: [QUI] = (8,89 — 9,34) pM.

A a 4. b
1.84
1.754 8
1.54
1.404 J
J 1.24
1.054 ]
J 0.9
0.70+ 1
0.6-
0.35- 0.3
0.00- 0.0-
260 280 300 320 260 280 300 320
A (nm) A (nm)

Figura 3-3. Espectros UV-Vis de CA[n]S a dos valores de pH diferentes: (a) [CA[6]S] = 109 uM a
95,0 % v/v HCI 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 uM a 95,0 % v/v HCI 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101 (—),
a 95,0 % v/v buffer fosfato de pH = 6,994 (—). CH,OH 2,0 % v/v; 25,0 °C; en (a) b=40cmy

en(b) b=1,0cm.
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3.4.1.2. Determinacion de absortividades molares.

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

de absorcién se utiliza una curva de calibracién y se emplea la ley de Lambert y Beer.?®
Esta ley enuncia que la cantidad de luz absorbida por un croméforo es independiente de la

potencia o intensidad inicial de luz, I,, y que la cantidad de luz absorbida es proporcional a
la concentracion de las moléculas absorbentes en el paso 6ptico, b, que el haz recorre a

P .. 42 . . .y
través de la solucion.™ En la figura 3-4 se esquematiza la absorcién de una muestra,

dando la expresion para la absorcion de luz, A, en funcion de I, y la intensidad del haz de

luz transmitido 1.

\0>’5
'\

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

logIT0 = eb[S] =A (3.01)

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

absortividad molar (con unidades M-Icm), b es la longitud del paso 6ptico del haz de luz

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

El coeficiente € es una propiedad intrinseca del compuesto en el medio donde esta
disuelto a la temperatura en que se efectua su determinacién a una dada longitud de onda
(A).

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

soluciones de CZL se prepararon en seis niveles de concentracion (1,75; 3,50; 4,38; 5,25;
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6,12y 7,00 uM) 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 absorcién para los siguientes niveles
de concentracién: 6,00; 12,00; 18,00; 24,00; 30,00 y 36,00 uM para la especie acida
QUIH", y 29,02; 38,70; 48,38; 58,05; 67,72; 77,40; 87,08 y 96,75 uM para la especie
neutra QUI. En la figura 3-5 se muestran las curvas de calibracién tanto para CZL como

para QUI, graficando A (a la longitud de onda de méaxima absorcion, A.,,,) en funcion de la

Nk

A . a A b
0,5 0,40
0,44 0,30
0,34
! 0,20
0,2
0,10
0,14
0,0- 0,00+
0,0 2,3x10° 4,6x10° 6,9x10° 0,0  20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10*
CZL)/M [Quij/M

Figura 3-5. Curvas de calibracion 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 HCI 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 CH30H; 25,0°C; b=4,0 cm.

A partir de las curvas de calibracién en las condiciones mencionadas anteriormente, se
obtuvieron los coeficientes de absortividad molar, &, para ambos sustratos organicos,
mediante el ajuste de la ecuacién 3.01.

Los valores de € a las diferentes A, se muestran en la tabla 3-2. Los & de los
receptores calixarenos también se obtuvieron para las condiciones experimentales
estudiadas siguiendo el procedimiento detallado en la seccion 3.3.2.2. En la tabla 3-3 se

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

65



Capitulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCICLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES
ESPECTROSCOPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA

Todas las curvas de calibracion presentaron buenos ajustes lineales con coeficientes

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

Tabla 3-2. Coeficientes de absortividad molar a longitudes de onda de maxima absorcién
para CZL y QUI.?

CZL QUI
Ao NM & 10°M " .cm™ A ... NM & 10°M " .cm™
232,6 48,4 +0,9° 233,0 39,2 +0,3°
290,4 16,6 £ 0,3° 312,5 6,85 + 0,06°
322,0 421 0,2° 224.8 33,5+0,2°
334,6 3.4402° 312,5 3,938 + 0,008"

@) |os coeficientes de absortividad molar se expresan con sus desviaciones estandares.

® 95,0 % viv Buffer fosfato (pH = 6,994), 2,0 % viv CH,OH, 25,0 °C.
95,0 % viv HCI 0,01M/NaCl 0,09 M (pH = 2,101), 2,0 % viv CH,OH, 25,0 °C.

Tabla 3-3. Coeficientes de absortividad molar a longitudes de onda de maxima absorcién
para los derivados CA[n]S empleados.’

CA[6]S CA[8]S
A, nm & 10°M .cm™ A ..Nnm & 10°M .cm™
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° 283 14,1+0,3

@) |os coeficientes de absortividad molar se expresan con sus desviaciones estandares.

®) 95,0 % viv HCI 0,01 M/NaCl 0,09 M (pH = 2,101), 2,0 % v/v CH,OH, 25,0 °C.
) 95,0 % viv de Buffer fosfato (pH = 6,994), 2,0 % v/v CH,OH, 25,0 °C.
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3.4.1.3. Efecto de receptores macrociclicos en la absorcion de CZL y QUI

3.4.1.3.1. Efecto de Ciclodextrinas

Para evaluar el efecto de los receptores macrociclicos sobre las propiedades
espectroscopicas de absorcion de los heterociclos nitrogenados CZL y QUI, se obtuvieron
los espectros UV-Visible en ausencia y en presencia de receptores macrociclicos.

En la figura 3-6 se muestra el cambio en las curvas espectrales de CZL y QUI cuando

estan 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 B-CD; por otro lado, se observa que la A de QUI en presencia de y-CD se ve

disminuida, en medio acuoso a pH = 6,994. En medio acido, la absorbancia de CZL y de

QUI no se vi6 afectada de manera significativa en presencia de receptores ciclodextrina.

A a A b

0,5- 0,35-

0.4 0,284

0,3 0,21-

0,2-. 0,14-

0,1-. 0,07-

°,°-.. —— L —
280 315 350 38 40 o, 300 305 310 315 320 (nm)

Figura 3-6. Espectros de absorcion UV-Visible de CZL y QUI en presencia de una ciclodextrina. (a)
de CZL (- — -) en ausencia y (—) en presencia de (3-CD ([CZL] = 6,0 uM; [B-CD] = 10,0 mM); y
(b) de QUI (— — —) en ausencia y (—) en presencia de y-CD ([QUI] = 20,0 uM; [y-CD] = 10,0 mM).
En 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v CH,OH; 25,0 °C; b =4,0cm.

Este efecto en el CZL se observd también para los receptores a-CD, HP[-CD y Mef3-

CD. En tanto que, para QUI se evidencié un cambio similar con los receptores HP[3-CD,
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MeB-CD y y-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.”

CZL QUI
Receptor A A%:):},(Snm AL, nm| A A;snlfy,CSnm AX__,nm
a-CD 0,110 0,00 -0,005 -
B-CD 0,106 1,20 -0,031 0,25
HP3-CD 0,126 1,80 -0,024 0,5
Mef3-CD 0,040 1,40 -0,037 0,1
y-CD - - -0,044 0,36

(@) [CZL] = 6,0 uM; [QUI] = 20,4 uM; [CDs] = 10,0 mM; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994;
2,0 % v/v de CH,OH; 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 nucleo CZL cuando esta
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 maxima

variacion en la absorbancia del sistema es mayor en medio neutro que en condiciones

acidas ( AAZZ* = 0232 y AAZR0 = 0089, a pH = 6,994 y pH = 1,00,

respectivamente), como puede apreciarse claramente en la figura 3-7. La presencia del

derivado CAJ[8]S también produjo cambios en la absorbancia de CZL en medio neutro
(AA28>2 = 0,162).

La absorcion del nucleo QUI en su forma neutra no sufri6 cambios significativos

(AAfnl;,’cs = -0,012 para la especie QUI AAfnl;,'cs = -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).
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Todos los espectros obtenidos en presencia de receptores macrociclicos se les han

descontado las absorbancias asociadas a cada macrociclo (blanco).

a b

1,504 1,25
1251 1,004
1,00 A

. 0,754
0,75

: 0,504 .
0,504
025 0,251
0,00 0,00

275 300 325 350 375 400
A (nm)

Figura 3-7. Espectros de absorcién UV-Vis de CZL en presencia del receptor CA[6]S. Se observa
una disminucion 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 HCI 0,1 M. [CZL] = 8,6 uM; [CA[6]S] = 30 uM; 2,0% v/v CH,OH; 25,0 °C;

b=4,0cm.

A-A
0 a b
1 A
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0.05-
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0.00+ r T r T r T r T r T J T r T r T r T r T
270 280 290 300 310 320 260 280 300 320 340
A(nm) A (nm)

Figura 3-8. Espectros de absorcién UV-Vis de QUI en presencia de CA[6]S. (a) [QUI] = 10 uM 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 uM (—) hasta [CA[6]S] = 78,0 uM (—); (b) [QUI]
= 10 uM en ausencia del macrociclo (—) con un 95,0 % v/v de HCI 0,01 M y a distintas
concentraciones del macrociclo: [CA[6]S] = 10,0 uM (—), [CA[6]S] = 30,0 uM (—) y [CA[6]S] =
50,0 uM (—). Todas las soluciones con un 2,0 % v/v de CH3zOH; 25,0 °C; b = 4,0 cm.
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3.4.1.3.3. Efecto Macrociclico por UV-Visible

Para evidenciar el efecto macrociclico, sobre las caracteristicas espectroscépicas 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 mondémero

equivalente en masa a la concentracion empleada de receptor macrociclico. En la figura 3-
9a se muestra el espectro de absorcion de CZL en ausencia y en presencia de glucosa y
B-CD y en la figura 3-9b espectros de QUI en ausencia y en presencia de glucosa y

algunos receptores CDs.

0.4- 0,3+
0.3-
0,24
0.2-
0,14
0.1-
0.04_ i . i . i ] 0,0-
275 300 325 350 310 312 314 316
A (nm) A (nm)

Figura 3-9. Efecto del mondmero y efecto macrociclico por espectroscopia UV-Vis. Espectros UV-
Vis de (a) (—) [CZL] = 6,2 uM, (——) CZL + glucosa y (—) CZL + B-CD, y (b) (—) [QUI] = 20,4
uM, (—) QUI + glucosa, (—) QUI + HPB-CD (—) QUI + B-CD, (—) QUI + MeB-CD, (—) QUI +
y-CD. Condiciones: [CD] = 10 mM, cantidad de glucosa equivalente en masa a la concentracién de
CD, 95,0 % v/v de buffer fosfato pH = 6,994, 2,0 % v/v CH,OH; 25,0 °C; b=4,0cm.
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3.4.1.4. Determinacion de K, por espectroscopia UV-Visible

La constante de asociaciéon, K,, de un complejo entre un sustrato organico, S, y un

dado receptor macrociclico, R, puede ser determinada mediante la mediciéon de una
propiedad espectroscopica afectada por la interacciéon huésped-receptor, variando la
concentracion de uno de los componentes mientras se mantiene constante Ia
concentracion del otro.

En principio, se considera que en la reaccion de complejacion se forma un complejo de

estequiometria 1:1, estableciéndose el siguiente equilibrio (Eq. 3.1):

Ky

S+ R S-R (Eq. 3.1)

Para explicar la variacion de la A (AA) del sistema a una longitud de onda determinada

(ej. Amax) en funcion de la concentracion del R, se derivd la expresion que describe tal
comportamiento por medio del planteo de ecuaciones simples de equilibrio quimico y

basadas en la ley de Lambert-Beer. A continuacion se describen las consideraciones
empleadas y los pasos seguidos para obtener dicha funcién (4 vs [R]).
La constante de equilibrio de la ecuacién quimica de formacion de complejo es la

constante de asociacion, K, del sustrato y del receptor y se define como sigue:

_ IS—R]

4 = 1STR] (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 absorcion 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 Sy S-R son

diferentes.

71



Capitulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCICLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES
ESPECTROSCOPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA

Segun la ley de Lambert-Beer (ecuacion 3.01), la A de la solucion en ausencia de R es

proporcional a la concentracion analitica del sustrato, [5],.

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 ecuacién 3.04.
A == b (85. [S] + ER' [R] + ES—R' [S - R]) (304)

Incorporando en la ecuacion 3.04 los balances de masa del sustrato ([S],= [S] + [S-R]) y

del receptor ([R], = [R] + [S—R]), surge la ecuacién 3.05 que se da a continuacion:
A == b (85. [S]O - Es. [S - R] + ER' [R]O - ER' [S - R] + €S—R' [S - R]) (305)

Agrupando los términos relacionados a [S-R] y considerando que Ag,, = &, - (& - ;)

se deriva la ecuacion 3.06.
A = b (Es. [S]O + SR' [R]O + ASS—R' [S - R]) (306)

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 £.[S], >> €,.[R], y la ecuacion 3.06 se simplifica a la

ecuacion siguiente
A=D. (Es. [S]O + AES—R' [S - R]) (307)

Combinando las expresiones de la K4 (ecuaciéon 3.02) y del balance de masas para el S

se obtiene:

_ [Slo
[S1=—F = T RalK] (3.08)
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Si desde la expresion de K, se despeja la [S-R] y se sustituye la [S] por su equivalente

dado por la ecuacion 3.08, se deriva la ecuacion 3.09.

[S _ R] — KA[S]O[R]

1+K 4[R] (3.09)

Ahora reemplazando en la ecuaciéon 3.07 la [S—R] por la expresidon anterior se obtiene

la siguiente expresion:

_ A‘ES—R[S]OKA[R])
A=b(elS]y + v (3.10)

Finalmente, si se trabaja en condiciones de pseudo primer orden ([R], >> [.S']O)43 se
puede plantear la aproximacion [R] = [R], y, en consecuencia, se obtiene la ecuacion 3.11

que relaciona la variaciéon de la A, a una dada longitud de onda, con la concentracion total

del receptor, [R],.

A=A, + bAes_g[SloKalR]o

1+K 4[R]q (3.11)

Esta ecuacion se empled para determinar los valores de las constantes de asociacion
de los complejos sustrato-receptor entre los sutratos, CZL y QUI, y los receptores

macrociclicos CDs.

La méaxima diferencia de A (AAmax) 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 AAn.x se determinaron los valores de A

variando la concentracion del receptor macrociclico (descontando la sefal del blanco

correspondiente).
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En la figura 3-10 se muestran los valores experimentales de A, para los sistemas CZL-
B-CD y QUI-y-CD. La figura 3-10a muestra un incremento de A de CZL a medida que
aumenta la concentracién del receptor 3-CD. En la figura 3-10b se expone un decaimiento

de A de QUI a medida que aumenta la concentracion de y-CD. Ambos perfiles de A vs [R]
presentan la curva de ajuste usando como modelo la ecuacion 3.11. Notese que en el

caso del CZL, el Ag,, es positivo indicando que el complejo CZL-B-CD presenta una

mayor absortividad que el CZL libre. También se observd esta caracteristica en la
absorbancia de los complejos CZL-a-CD, CZL-HPB-CD y CZL-Me[-CD. Por otro lado,

para el nucleo QUI el Ag , es negativo y el complejo QUI-y-CD absorbe en menor medida
que el nucleo QUI libre. Este mismo comportamiento se registré para el complejo QUI-(3-
CD, y una tendencia similar pero en menor medida para los complejos QUI-HP3-CD y
QUI-Me[3-CD.

De esta manera, se puede atribuir que la variacion de la A se debe a la formacién de
un complejo huésped-receptor entre el sustrato organico (CZL o QUI) y el receptor CD.

Los valores de constantes de asociacién, K, obtenidos a partir del ajuste con la ecuacion
3.11 se especifican en la tabla 3-5. La K, obtenida para el complejo CZL-HP(-CD fue la
de mayor magnitud con un valor de (11 £ 1) x10° M™". De esta forma, se han obtenido K,

para las ciclodextrinas a-CD, (-CD, HPB-CD y Me[-CD. Con y-CD no se pudo establecer
un valor para K, ya que los valores experimentales mostraron cambios muy pequefios con

dispersiones significativas. Por otro lado, las constantes de asociacion determinadas para

los complejos QUI-B-CD y QUI-y-CD son semejantes.
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Figura 3-10. Efecto de CDs en la absorbancia de CZL y QUI. (a) CZL ([CZL] = 6,0 pM; Amax =
294,5 nm) en funcion de la concentracion del receptor B-CD y (b) QUI ([QUI] = 20,5 UM; Amax =

312,5 nm) en funcion de la concentracion del receptor y-CD. Condiciones: 95 % v/v de buffer
fosfato de pH = 6,994; 2 % de v/v CH3OH; 25,0 °C.

Tabla 3-5. Constantes de asociacion obtenidas por UV-Visible de complejos de CZL y QUI
con algunas CDs °

czL QUI
Receptor K,, 10° M1 Receptor K,, 10" M1
a-CD 9+3 B-CD 3,6+0,7
B-CD 4+1 y-CD 41+04
HPB-CD 1141 )
MeB-CD 0,9 0,4 i

(@) Los valores de Constantes de asociacidn se expresan con sus repectivos desviaciones
estandares. Medio: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH,OH; 25,0 °C; b =
4,0 cm.
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3.4.1.5. Relacion estequiométrica de los complejos huésped-receptor por UV-Vis

El método de doble reciproca permite establecer si la estequiometria 1:1 inicialmente
43 . .y -, .
supuesta es correcta. ” Por este método, la ecuaciéon que se emplea, utilizando medidas

de A, se presenta a continuacion:

[Rlo _ 1 [R]o
AA  bAes_R[S]oKa  bAes_g[Slo

(3.12)

Considerando la ecuacion 3.12, cuando se grafica [R](/AA en funcién de la
concentracion del receptor macrociclico y se obtiene una relacion lineal, la estequiometria
del complejo huésped-receptor es 1:1. La figura 3-11 muestra un comportamiento lineal
evidenciando una relacion estequiométrica 1:1 para los complejos CZL-3-CD y QUI-3-CD.

Para los complejos formados con las CDs estudiadas se observé un comportamiento

lineal en los graficos de doble reciproca obtenidos.

[5-CD]/4A a | pooym b
0,040+
0,12
0,032
-0,164
0,024
-0,20+
0,016
0,008 -0,244
0,000 ' ' ' ' ' ' - T - T - T
0,000 0,003 0,006 0,009 0,000 0,005 0,010 0,015
[B-CD]/M} [B-CD]/M

Figura 3-11. Grafico de doble reciproca con medidas de absorbancia para confirmacién de
estequiometria 1:1. (a) [CZL] = 6,4 uM y [B-CD] = variable entre 0 — 10 mM. (b) [QUI] = 20,4 uM y
[B-CD] = variable entre 0 — 10 mM. Condiciones: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 %
v/iv de CH,0OH; 25,0 °C).
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3.4.2. Estudio por espectroscopia de fluorescencia
3.4.2.1. Espectros de emision de fluorescencia de CZL y QUI

En busca de las condiciones apropiadas para el estudio de la interaccion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados con receptores macrociclicos, CDs y
CAI[n]S, se prepararon soluciones de las sondas fluorescentes CZL y QUI bajo distintas
condiciones experimentales.

Los espectros de emision de CZL y QUI a dos valores de pH diferentes se presentan

en la figura 3-12. El espectro de emisién de fluorescencia de CZL presenta una longitud de

onda de maxima emision AASY .. = 361,5 nm, que no se ve afectada por el cambio de pH

del medio (figura 3-12a). En tanto que el espectro de emision de fluorescencia del nucleo
quinoleinico presenta una estructura ancha con un maximo de intensidad para la especie

neutra QUI a 406,8 nm y la especie acida QUIH" a 409,9 nm, ambos espectros presentan

una diferencia en longitud de onda de maxima emision AAST.,. = 3,1 nm. Puede

apreciarse en figura 3-12b que la especie QUIH" presenta un mayor rendimiento cuantico

de fluorescencia que la especie neutra QUI (¢QU|H+/¢QU,).44’45

F a F b
6x107-

5x1074
4x10°1
3x10°-
2x10°4

1x10%-

—— e —
380 400 420 440 460 480
A(nm) A (nm)

Figura 3-12. Espectros de emision de fluorescencia de CZL y QUI a dos pH. (a) (—) [CZL] = 4,8
uM, 95,0 % v/v HCI 0,01 M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101, 2,0 % v/v de CH,0H y (—) [CZL] = 5,0
uM, 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994, 2,0 % v/v de CH,OH; y (b) (—) [QUIH'] = 8,0 uM,
95,0 % v/v HCI 0,01 M/NaCl 0,09M de pH = 2,101, 2,0 % v/v CH,OH y (—) [QUI] = 26,0 uM, 95,0
% vlv de buffer fosfato de pH = 6,994, 2,0 % v/v de CH,OH. A_,. = 322,0 nm para CZL y A_,. = 313,0

exc exc

nm para QUI en ambas condiciones de pH y una temperatura de 25,0 °C.
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En la figura 3-13 se presenta el espectro de absorcion UV-Vis junto con el de emision
de fluorescencia (obtenidos ambos en las mismas condiciones) para CZL, QUI y QUIH"
Se informan los corrimientos de Stokes (AAstokes) para cada caso. El valor de Alstokes Para

las especies acido-base de QUI son similares entre si y superiores al correspondiente

valor para CZL.

A A b . F
010 0.07-. [ 610
0.064 [ 560
0.08 1 i
0.054 480
0.064 0,04 F400
) [ 320
0.03- I
0.044 | L 240
0.02- 160
0.024 1 I
0.01- [ 80
0.00 v v v 0-00. ——————————r——r——T Lo
300 450 280 320 360 400 440 480 520 560 600
A(nm)
A c F
0.035+ +280 |  Figura 3-13. Espectros UV-Vis y espectros de
0.0304 [ 45 emisién de fluorecencia de CZL y QUI. (a)
0.025 [CZL] = 5,0 uM 95,0 % v/v de buffer fosfato de

-210 pH = 6,994, Alstokes = 39,9 nm; (b) [QUIH'] =
'_1-,5 8,0 uM; 95,0 % v/v HCI 0,01/NaCl 0,09 M de
0.015- - pH = 2,101, Alstokes = 97,5 nm; y (€) [QUI] =
| 26,0 uM 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH =
L 105 6,994, AAstokes = 95,0 nm. En todos los casos
0.005+ L i se mantuvo un 2,0 % v/v CH,0OH y 25,0 °C.
0.000

0.020+

0.010+

280 320 360 400

A(nm)

3.4.2.2. Efecto de receptores macrociclicos sobre la fluorescencia de CZL y QUI

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales y los parametros instrumentales
establecidos para el estudio por espectroscopia de fluorescencia, se llevdo a cabo el
estudio del efecto de diferentes receptores macrociclicos sobre las propiedades

fotoluminiscentes de CZL y QUI. Se emplearon las CDs: a-CD, 3-CD, HP3-CD, Me[3-CD y
y-CD, y los calixarenos sulfonados CA[6]S y CA[8]S.
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Se analizd, para el caso de la quinolina, el comportamiento de las especies acido-base

QUIH" y QUI frente a la presencia de receptores ciclodextrinas y calixarenos.
En esta seccion primero se expondran los resultados obtenidos con receptores
ciclodextrinas sobre las propiedades espectroscopicas de CZL y de QUI. Luego se

mostraran los resultados obtenidos con los derivados calixarenos sulfonados.

3.4.2.2.1. Efecto de ciclodextrinas

Se encontraron efectos diferentes en los espectros de emision de los sustratos
organicos estudiados. A continuacion, en la figura 3-14 se muestran espectros de CZL y
QUI en presencia de un receptor CD dado.

La emision de fluorescencia de CZL fue exaltada en presencia de cantidades
crecientes del receptor HPB3-CD (figura 3-14a), siendo el porcentaje de aumento de la
sefal espectral igual a 34,0 %. Resultados similares se obtuvieron cuando se adicionaron
las ciclodextrinas B-CD y Me[B-CD a una solucién de carbazol en buffer fosfato (pH =
6,994), mientras que en presencia de a-CD y y-CD no se observaron cambios

significativos.

F a F
7x10° 3x10°-
\ )
6x10"1 ‘ 3x10%-
5x10° ' 2x1°2'
4x10°- i A\ 1
‘; \ 2x10°4
3x10°4 ” W\ ]
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3 A

2x10°4 ﬁ \ ]
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Figura 3-14. Espectros de emision de fluorescencia de CZL y QUI en presencia de cantidades
crecientes de un receptor CD. (a) (- — =) [CZL] = 5,7 uM y (—) [CZL] = 5,7 uM + [HPB-CD] =
0,010 M;. (b) (- - —-) [QUI] = 26,0 UM y (—) [QUI] = 26,0 uM + [y-CD] = 0,012 M, las
concentraciones intermedias de y-CD son: 1, 2, 4, 5y 7 mM. Condiciones: 95,0 % v/v de buffer
fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH,OH; 25,0 °C; AS2L = 292 5 nm, 1%%) = 313,0 nm;
b=1,0cm.
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En la figura 3-14b se muestran los espectros de fluorescencia del nicleo QUI en

presencia de cantidades crecientes de y-CD. El nucleo quinoleinico sufre una inhibicién de
la fluorescencia (quenching, ver apéndice A), la cual se produjo en un 58,5 %. Un

comportamiento similar también se observé con -CD, HPB-CD y Me[3-CD. La emision de

fluorescencia de la especie QUIH" no experimenté cambio en presencia de cualquiera de
las CDs estudiadas.

Para ambos sistemas fluorescentes (CZL y QUI), las longitudes de onda de maxima
emision mantienen sus valores inalterados en presencia de los receptores ciclodextrina
empleados.

El efecto macrociclico sobre las propiedades espectroscépicas de los sustratos CZL y
QUI se demostro registrando espectros de emisién de cada sustrato organico en presencia
de una cantidad de mondmero equivalente a la concentracion empleada de receptor
macrociclico. 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.

F
350+

300:
250:
200:
150:

1004

50 -

350 375 400 425
A (nm) 360 405 450 495 0, -

Figura 3-15. Estudio del efecto del monémero y macrociclico por emisién de F de CZL y QUI (a)
CZL (- - -) en ausencia de 3-CD, (—) en presencia de glucosa, (—) en presencia de [-CD] =
10,0 mM y (—) en presencia de [HP3-CD] = 10,0 mM; (b) QUI (—) en ausencia del receptor y-
CD, (—) en presencia de glucosa, (—) en presencia de [y-CD] = 5,0 mM. Condiciones: 95,0 % v/v
de buffer fosfato pH = 6,994; 2,0 % v/iv CH,OH; 25,0 °C; A = 290,0 nm; ancho de rendijas de

excitacion y emision = 10,0 nm; voltaje del fotomultiplicador 650; b = 1,0 cm.
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3.4.2.2.2. Efecto de p-sulfonatocalix[n]arenos

El efecto del derivado CA[6]S sobre la emisién de fluorescencia de CZL y QUI se
muestra en la figura 3-16. La interaccion de los sustratos fluorescentes con los derivados
calixarenos sulfonados se refleja a través de un quenching de fluorescencia de los nucleos

aromaticos nitrogenados. Con CZL, en buffer fosfato de pH = 6,994, la disminucién de
fluorescencia fue del 44,6 % (figura 3-16a). Se produjo una inhibicién de la fluorescencia

todavia mas acentuada cuando se utilizé el derivado calixareno sulfonado de ocho

miembros, CA[8]S, produciendo un porcentaje de disminucion de la fluorescencia del CZL
del 66,3 % (figura 3-16b).

La influencia de CA[6]S sobre la fluorescencia del nucleo quinoleinico se ensayo6 tanto
en medio acido (QUIH") como en medio neutro (QUI), como se muestra en la figura 3-16¢
y d. Para la especie QUIH" la intensidad del quenching fue del 29,3 % (empleando
[CA[B]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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Figura 3-16. Espectros de emisién 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 HCI 0,01M/NaCl 0,09 M de pH = 2,101, en
ausencia y en presencia de CA[n]S. (a) (- — =) [CZL] = 5,23 puM; (—) [CZL] = 5,23 uM +
[CA[6]S] = 185,6 uM; (b) (= = =) [CZL] = 5,50 uM; (—) [CZL] = 5,50 uM + [CA[8]S] = 180,0 uM;
(€) (- = =) [QUIH'] = 8,0 uM; (—) [QUIH"] = 8,0 uM + [CA[6]S] = 170,0 uM y (d) (- = =) [QUI] =
26,0 uM; (—) [QUI] = 26,0 uM + [CA[6]S] = 90,0 uM. Todas las soluciones con un 2,0 % v/v de
CH,OH; 25,0 °C. AS%2L = 322,0 nm, 22Y] = 313,0 nm.

3.4.2.3. Determinacién de K, por espectroscopia de fluorescencia

En esta seccidn se plantearan las ecuaciones para llegar a obtener la expresién
matematica que relaciona la emisién de fluorescencia del sustrato organico S con la

concentracion del receptor macrociclico R en un sistema de estequiometria 1:1 (figura
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3.08).46 La intensidad de emision de fluorescencia (expresada en area) de un fluordforo,

cuya concentracion cumple con la relaciéon 2,303xA4 < 0,05, se define como:

F = 2,303BI,bpe[S] (3.13)

Donde B es una constante asociada a varios parametros instrumentales; I, representa la

intensidad de la fuente de excitacion; b es el paso éptico; ¢ es el rendimiento cuantico de
fluorescencia; € es la absortividad molar a la longitud de onda de excitacion (A.,.) y [S] la
concentracion molar del fluoréforo. La ecuacion 3.13 se puede reescribir definiendo la
constante & que incluye todas las constantes de proporcionalidad que relacionan F con la

concentracion de S en ausencia del receptor, como sigue:
Fo = §[S]o (3.14)

con el subindice “0” se indica el sistema en ausencia de receptor macrociclico.
Si se considera la presencia de un receptor macrociclico R, la fluorescencia F

corresponde a la sumatoria de las contribuciones de las distintas especies presentes en el

equilibrio:
F = &S]+ &rIR] + &s_r[S — R] (3.15)

Considerando que el receptor no absorbe luz a la A, y por lo tanto no emite

fluorescencia (€. [R] = 0), la ecuacion 3.15 se simplifica a la siguiente expresion:
F = &[S] + &s_r[S — R] (3.16)
Combinando la ecuacion 3.16 con la ecuacion 3.02 se deriva la ecuacion 3.17

F = [S](&s + &s—rKa[R]) (3.17)
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Estableciendo el cociente entre la intensidad de emisiéon de fluorescencia del sustrato

en presencia (F) y en ausencia (F,) de receptor macrociclico (ecuaciones 3.17 y 3.15,

respectivamente), F, se obtiene:

F 1+(55-R ES)KA [R]

F, = = o (3.18)

Noétese que el cociente &_p/és = e_pbs_p/EsPs , representa la relacion de
rendimientos cuanticos de fluorescencia del sustrato complejado respecto al sustrato libre

(® = ¢ps_gr/Ps), siempre que se cumpla la igualdad €55 = €5 a la longitud de onda de
excitacion (A..). La ecuacion 3.18 se puede reescribir para cuando [R], >> [S],

aproximando entonces que [R] = [R],, dando lugar a la ecuacion que sigue:

_ 1+DK4[R]y

R = T3KaAIR], (3.19)

ny, . . .. 43 . . s
La ecuacidon 3.19 es llamada isoterma de asociacion™ y relaciona la variacion de las

intensidades de emisién de fluorescencia con el cambio de la concentracion del receptor
[R],. Pueden ocurrir gran variedad de efectos sobre las propiedades de fluorescencia del

sistema huésped-receptor, y la ecuacién 3.19 engloba varios comportamientos posibles.

Por ejemplo, en el caso que el rendimiento cuantico del complejo formado sea igual a cero

(é5.x = 0), la relacién de rendimientos cuanticos ® es nula y la ecuacion 3.19 se puede

reescribir de la siguiente manera

Fr

La ecuaciéon 3.20 es la ecuacion de Stern-Volmer para un quenching del tipo estatico

(ver Apéndice A, seccion A.5.2), y supone la formacion de un complejo no fluorescente en
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el estado basal con una estequiometria 1:1. Por otra parte, para un proceso dinamico, la
dependencia de la senal fluorescente con la concentracién del receptor se expresa

mediante la ecuacion 3.21 como se muestra a continuacion:

1 F,
gz;": 1+ kg.70.[Q]0 (3.21)

Donde se ha reemplazado [R], por la concentracion inicial del quencher [(],, kq es la

constante de velocidad del proceso de quenching bimolecular, T, es el tiempo de vida del

fluoréforo en el estado excitado en ausencia de quencher (ver Apéndice A, seccidon A.5.1
para una mayor descripcion del tema).

Con las ecuaciones 3.19 y 3.20 se determinaron los valores de constantes de
asociacion, K,, de los complejos huésped-receptor entre los fluoréforos organicos 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 (seccion 3.4.1.1), se midieron las areas de espectros de emision de

fluorescencia de CZL, Fy, variando la concentraciéon del receptor macrociclico R (figura 3-

17). La igualdad €5, = €5 se cumple a la A, Yy las intensidades se corrigieron

descontando las sefiales correspondientes a los blancos (trabajando siempre con areas).
Las constantes de asociacion entre CZL y receptores CA[n]S se obtuvieron utilizando
la ecuaciéon 3.20, ajustando los valores experimentales de area de fluorescencia de CZL.

Como se menciono antes, el nucleo QUI experimento quenching en presencia tanto de

receptores CA[n]S como con receptores CDs. Las correspondientes K, para los complejos

de QUI y los receptores macrociclicos fueron determinadas mediante la ecuacion 3.20.
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Fy a Fgr b
1,2 1,6 -
1!2' 1.4‘
1,1 - 1,2 1
1,0 - 1,0
0,9 L . : : 0,8 4 r : - . .
0,000 0,002 0,004 0,006 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
[B-CDI/M [HPBCD]/M

Figura 3-17. Variacion de la intensidad de emisién de fluorescencia de CZL en funcion de la
concentracion de CDs. (a) [CZL] = 5,6 uM + B-CD y (b) [CZL] = 5,6 uM + HP[-CD. Condiciones
95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH30H; 25,0 °C; Kexc =291,0 nm con B-CD

y Kexc = 292,5 nm con HP3-CD; ancho de rendija de emisién y excitacion = 10,0 nm; ganancia del

fotomultiplicador = muy baja; b = 1,0 cm). En linea continua se muestra el ajuste no lineal de los
datos empleando como modelo la ecuacién 3.19.

En la figura 3-18 se muestran algunas de las variaciones de fluorescencia (como
1/Fg), de los sustratos organicos empleados, en funcién de la variacion de la
concentracion del receptor macrociclico, junto con la funcién de ajuste (ecuacion 3.20).

Las constantes de complejacién de los sustratos, CZL y QUI, con los receptores CDs y

CAI[n]S se muestran en la tabla 3-6. También se especifican en dicha tabla las relaciones
de rendimientos cuanticos de fluorescencia entre S complejado y S libre (@), de aquellos

sistemas en que la sefal de fluorescencia fue exaltada por la formacion de complejos
huésped-receptor. Estos parametros se establecieron empleando las ecuaciones 3.19 y

3.20, las cuales suponen la formacion de un complejo de estequiometria 1:1.

1/F, a fF, b

1,8 ° 1,70
16 153 /
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1/F, C Figura 3-18. (—) Ajustes del modelo de
3 2_' Stern-Volmer (ecuacién 3.20) a la variacién de
) la sefial de fluorescencia de CZL y QUI en
2,8- presencia de receptores macrociclicos. (a) de
1 CZL ([CZL] = 5,2 uM) en funcion de [CA[6]S],
241 ° (b) de QUI ([QUI] = 26,0 uM) en funcion de [y-
2,04 CD]; y (c) de QUI ([QUI] = 26,0 uM) en funcién
1 de [CA[6]S]. Se grafica la fluorescencia como
1,6- ° 1/Fp = Fy/F. 95,0 % viv de buffer fosfato de
12_' pH = 6,994; 2,0 % v/v de CH,0H; 25,0 °C;
o8 Ae = 322,0 nm; ancho de rendijas de
0 210°  4x10°  6x10° ) excitacion y de emisién = 10,0 nm; ganancia

0°
[cA[s]s}/M]  del fotomultiplicador = muy baja; b = 1,0 cm.

Los valores de las constantes de asociacion entre CZL y las CDs (a 25,0 °C), obtenidas
a partir de mediciones por espectroscopia UV-Visible (Seccion 3.4.14) vy
espectrofluorimetria (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 asociacion entre CZL y derivados 3-CD, y de las
relaciones de rendimientos cuanticos de fluorescencia.?
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Receptor QuI CZL
K,, 10° M1° K,, 10° M1° @
B-CD 0,50 + 0,04 7+1 1,32 + 0,01
HPB-CD - 12 +1 1,56 + 0,02
Mep-CD - 1,7+0,6 1,54 + 0,09
y-CD 0,57 + 0,01 _ i
CA[6]S 23,9+04" 47 + 1 -
280+ 5
CA[8]S 2015 89+5 i

@) [CZL] = 5,0uM; CH,OH 2,0 % v/v. La fluorescencia relativa F, se corrigié descontando los
blancos correspondientes. Desviaciones estandares calculados por Sigma Plot 8.0.

(b) Constantes obtenidas a 25,0°C y en 95,0 % v/v buffer fosfato pH = 6,994, el dato con asterisco
(*) fue determinado en 95,0 % v/v de buffer HCI 0,01/NaCl 0,09 M de pH = 2,101.

Para los complejos entre CZL y los derivados de 3-CD estudiados, las relaciones de
rendimientos cuanticos de fluorescencia son superiores a la unidad, reflejando la
intensificacion de la sefal analitica por adicion del macrociclo.

Por la técnica fluorimétrica no se pudo determinar una constante de asociacién entre
CZL y a-CD ya que los cambios en la emisién de fluorescencia fueron poco significativos

con la adicion de concentraciones crecientes de este receptor macrociclico.

3.4.2.4. Relacion estequiométrica de los complejos huésped-receptor por fluorescencia

La ecuacion de doble reciproca, utilizando medidas de fluorescencia, se presenta a

continuacion:

[Rlo _ 1 [R]o
Fr=1 Ka(®-1) @ (®-1)

(3.22)

Esta ecuacion se deriva de la isoterma (ecuacion 3.19) empleada para determinar las

K4 por espectroscopia de fluorescencia.
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Considerando la ecuacion 3.22, si al graficar [R])/(Fgx — 1) en funciéon de la
concentracion del macrociclo se obtiene una relacion lineal, la estequiometria del complejo
huésped-receptor es 1:1. Una curvatura en dicho grafico significaria que la relacion
estequiométrica entre el Sy el R es distinta a 1:1. En la figura 3-19 se muestra el grafico de
doble reciproca para la respuesta de fluorescencia del sistema CZL-HP{3-CD.

Los graficos de doble reciproca correspondientes a los complejos formados entre los
sustratos organicos, CZL y QUI, y los receptores macrociclicos CDs muestran en todas las

curvas comportamiento lineal con coeficientes de correlacién aceptables (> 0,93).

[HPB-CD]/(Fp-1)
0,020 -

0,016

0,012+

0,008 -

0,004 -

0,000

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
[HPB-CD]/M

Figura 3-19. Grafico de doble reciproca con medidas espectrofluorimétricas para confirmaciéon de
estequiometria 1:1 del complejo CZL-HP(-CD.

3.5. DISCUSION

3.5.1. Propiedades espectroscoépicas de los compuestos estudiados
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Las propiedades espectroscopicas de absorcién y de emision de fluorescencia de una

molécula proveen informacién asociada a la estructura, energia y dinamica de los distintos

L. . , 47,48
estados electronicos de la misma molécula

Los espectros de emision de fluorescencia de diferentes fluoréforos presentan
T 49 . . s
caracteristicas generales.” Por ejemplo, se sabe que la banda de emisién de una
determinada transicion electronica se desplaza hacia longitudes de onda mayores

respecto a la banda de absorcion (A5, > A.). La diferencia entre ambas bandas se

. . 49 . . ., .
denomina corrimiento de Stokes ™ (ver Apéndice A, seccion A.1), y en general el perfil del
espectro de emision de fluorescencia corresponde a la imagen especular de la banda de

absorcion (o excitacion) de la transicion S, — S; (Regla de Kasha) y no varia con la

longitud de onda de excitacion (Regla de Vavilov).49 El cambio de estas caracteristicas en

un dado lumindéforo se asocia a cambios en el medio circundante (polaridad, presencia de

. P . 49,50
especies quimicas interactuantes, etc.).

Aunque la A,,, de la banda de emisién de fluorescencia puede cambiar con diferentes

solventes, su posicion es caracteristica del medio en que se encuentre la especie emisora.
Esta constancia en la ubicacion de la banda de emision ha llevado a relacionar que la

fluorescencia ocurre desde el nivel mas bajo del estado electronico singlete excitado (S;)

49,50,51

contiguo al estado basal (Sy). Esto se explica sobre la base de que las transiciones

electronicas entre estados electronicos excitados de la misma multiplicidad de spin son
mucho mas rapidas que la transicion desde el estado electronico mas bajo hacia el estado
fundamental.

Los espectros de absorcion 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.* Las bandas de
absorcion en estos espectros involucran transiciones T — Tt %%

En el espectro de absorcion de CZL la banda observada a 322,0 nm se le asigna la
transicion tipica m — m* al estado localmente excitado.” En adicion, el pequefio maximo

que se observa a 334,6 nm posiblemente se deba a transiciones electronicas desde el

estado basal a estados de transferencia de carga intramolecular.> Las bandas a 322,0 nm
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y 290,0 nm se asignaron a las transiciones electronicas S, — Sy vy Sy — S,,
respectivamente (ver apéndice A). Las posiciones de dichas bandas fueron verificadas con

datos espectroscépicos obtenidos por calculos quimico cuanticos (ZINDO/S) ya publicados

. . £ - iy . 55
para carbazoles en diferentes medios organicos (acetonitrilo, etanol y ciclohexano).™ En el

origen de la banda con maximo a 290,0 nm, se encuentra la fransicion adiabatica a una

longitud de onda de 277,0 nm (calculado por TD-B3P86).%

Con respecto a la especie neutra QUI, la transicion de mas baja energia presenta
caracter n — m* (a 318 nm con un € = 80 M'1cm'1).57 La banda correspondiente a dicha
transicion queda solapada con la banda de absorcion intensa a 280,0 nm de caracter T —
T*. Esta banda a 280,0 nm ha sido asignado a la transicién S, — S,, cuya degeneracion
da origen a dos bandas de absorcion: una débil a 312,5 nm (transicion S; — S;) y una
intensa a 229,5 nm (transicién S, — 83),57 como se puede apreciar en los espectros
experimentales de QUI de la figura 3-2b.

La especie protonada, QUIH®, muestra una variacién importante en la absorcién UV-
Vis respecto de la especie neutra QUI. La banda correspondiente a la transicion Sy — S,

se desplaza desde los 280,0 nm hacia una mayor longitud de onda de absorcién

(aproximadamente a 307,4 nm se observa en forma de hombro en el espectro, ver figura
3-2b), mientras que el maximo de absorcién debido a la transicion S, — S, solo se corre
ligeramente. La intensificacion de la absorcion de QUIH", observada en la region entre
290,0 y 340,0 nm, puede deberse en parte al aumento del caracter polar debido al enlace
N-H.*®

Los espectros de emision 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 excitacion de 10,0 nm). La banda de emision del nucleo carbazdlico se

relaciona con la correspondiente transicion S; — S, (el espectro de emisidn es imagen
especular de la banda de absorcion asociada con la transicion Sy — S;), con un Alsiokes =

39,9 nm. En tanto que el espectro de emisién de quinolina en medio acido (QUIH") como

en neutro (QUI) presenta la misma estructura y el mismo AAsiokes = 96,2 nm (ver figuras 3-

12b y 3-13). Solamente se aprecia una marcada disminucion en intensidad en el medio
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neutro, debido al menor valor del coeficiente absortividad y a una disminucion del

rendimiento cuantico de la especie emisora (ver figura 3-12). Realizando la relacion de

areas de los espectros de fluorescencia de QUIH* y QUI, Fyy./Fyy;, obtenidas de los

espectros expuestos en la figura 3-12b, y utilizando la ecuacion 3-13 se obtiene una

relacion de rendimientos cuanticos de fluorescencia de la especie protonado y la especie

neutra, @quin+ daui, igual a 3,75.

3.5.2. Efecto de receptores macrociclicos sobre las propiedades espectroscoépicas
de CZL y QUI

El efecto de complejacion entre un dado luminéforo y un receptor macrociclico

depende de la identidad del sistema supramolecular y puede atribuirse a diferentes

factores.*® Por ejemplo, el entorno menos polar en la cavidad hidrofébica del receptor en
relacion al seno de la solucién acuosa puede inducir a corrimientos batocromicos de las
sefales de absorcién en el UV-Vis. En muchos casos, la complejacion restringe el
movimiento rotacional del sustrato y/o protege al luminéforo excitado de otras especies

desactivadoras (quenchers). Estos efectos disminuyen los mecanismos de decaimiento no

radiactivos, intensificando la sefal de fluorescencia.*®

Se ha observado que la naturaleza de union de los receptores macrociclicos
empleados conduce a resultados bien diferentes para los nucleos heterociclicos
estudiados. Esta seccién se divide de acuerdo a la clase de receptores macrociclicos

estudiados.

3.5.2.1. Efecto de ciclodextrinas

Los cambios espectrales observados en solucion acuosa en presencia de receptores
macrociclicos CDs pueden relacionarse al proceso de formacién de complejos de
inclusion, dependiendo del tamafio de la cavidad del macrociclo.

Con ciclodextrinas se obtuvieron efectos contrarios para CZL y QUI. En presencia de
CDs la intensidad de absorcion de CZL se vid incrementada como consecuencia de la
interaccion fundamentalmente del tipo hidrofdbica, entre el macrociclo y el nucleo

carbazdlico. El incremento observado podria atribuirse a la formacion del complejo CZL-3-
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CD que, por un lado, rigidiza la estructura molecular del sustrato.” Si bien el incremento
en la intensidad de absorcidon es similar para a-CD y B-CD (tabla 3-4), el efecto es aun
mayor en presencia de HP[3-CD, con lo que se puede predecir que los grupos hidroxilos
intervienen en las fuerzas atractivas que conducen a la formacién del complejo CZL-HP3-
CD (ver tabla 3-4). Estas fuerzas pueden ser del tipo puente hidrégeno (-OH---N-) o
interacciones entre los hidréogenos de los grupos hidroxilos de la CD y el sistema Tt-
electronico del sustrato (interacciones del tipo 1). La sustitucion por grupos metilo en el
receptor Me3-CD conduce a un menor cambio en la intensidad de la absorciéon con
respecto a lo obtenido para o-CD, (3-CD y HPB-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
tamafo de la cavidad cuando se utiliza y-CD, no se observa cambio en el espectro UV-
Vis. Esto puede deberse a que el microambiente dentro de la cavidad de la y-CD no difiere

al del seno de la solucién acuosa, ya que la cavidad mas amplia de este receptor

s s . . ., . 60
permitiria la entrada de moléculas de agua junto con el sustrato organico o no hay una
complementariedad de tamaiio.

Se observa ademas un ligero corrimiento batocromico en el espectro de CZL en

presencia de las [(-CDs estudiadas. Este comportamiento es caracteristico de las

transiciones electrénicas n—Tt*, cuando N-heterociclos actuan como aceptores de

hidrogeno. Los grupos hidroxilos de las CDs actuan como donadores de H y se establecen
interacciones puente hidrogeno cuyo efecto es un desplazamiento hacia mayores )\max.m
Ademas un cambio de polaridad en el microambiente cercano al nucleo seria responsable
de un corrimiento del maximo de A.** En la figura 3-20 se esquematizan de forma
cualitativa posibles disposiciones que podrian adoptar el nucleo CZL y las CDs nativas a y
B.

Por otro lado, se puede ver que con el receptor a-CD no se produce un cambio en la
longitud de onda de absorcién maxima (AA,.. = 0,00), lo que puede sugerir una
interaccion superficial (receptor-OH---sistema-1t del sustrato, ademas de interacciones

puente H secundarias) mas que una inclusion del sustrato dentro de la cavidad de la a-CD
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cuyo diametro interno es de alrededor 5,3 A, menor al diametro longitudinal de CZL de

aproximadamente 6,0 A (ver figura 3-20).
A diferencia de lo observado con CZL, el efecto en la absorcién de la especie neutra
QUI fue menor debido a la proteccion del sistema Ti-electronico cuando se produce la

encapsulacion del nucleo quinoleinico. Ademas, el espectro sufre un ligero

desplazamiento batocrémico del maximo de absorcion debido a interacciones puente de
hidrégeno que influyen sobre transiciones n — T* como se menciond anteriormente. Este

efecto se observd con 3-CD, HPB-CD, MeB-CD y y-CD, mientras que con a-CD no se
observaron cambios significativos en el espectro UV-Vis (ver tabla 3-4), con lo que no se
evidencio interaccion entre esta ultima ciclodextrina y el nucleo QUI. Este comportamiento
no descarta la posibilidad que el complejo entre QUI y a-CD se forme, sino que por
espectroscopia UV-Vis no obtienen indicios de la formacién del mismo.

Por otro lado, la absorcién de la especie protonada QUIH" no sufrié ninguna
modificacion espectral en presencia de las CDs estudiadas. Este resultado indica que, si

bien por espectroscopia UV-Vis no se identifican interacciones que evidencien la

formacion de algin complejo entre QUIH™ y el receptor macrociclico, demuestra que las
interacciones puente hidrogeno entre QUI y las CDs son las responsables de los cambios
observados mediante espectroscopia UV-Vis.

Con respecto a la emision de fluorescencia de CZL y QUI en presencia de CDs, se
obtuvieron nuevamente efectos contrarios: una exaltacion de la fluorescencia de carbazol
(con derivados $-CDs) y una inhibicidn de la fluorescencia de quinolina (con las B-CDs y y-

CD). Comportamientos similares al obtenido para CZL en presencia de [B-CDs se

, 23,62,63
encuentran comunmente.

El incremento en el rendimiento cuantico de CZL
complejado se debe a la restriccion de los grados de libertad de movimiento de este
cromoforo (efecto “jaula”) que desfavorece los procesos de desactivacion no radiactivos
(conversion interna, transferencia de energia intermolecular, etc.) favoreciendo asi la
desactivacion radiativa por fluorescencia (ver Apéndice A, ecuacion A.01 en seccion A.1).
Se puede predecir entonces, de forma cualitativa, que el nucleo esta incluido dentro de la

cavidad de la ciclodextrina (figura 3-20).
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9

6,5A

Figura 3-20. Posibles disposiciones de CZL en los complejos con a-CD y [-CD. (a) Interaccion

superficial entre CZL y a-CD (b) Inclusién de CZL en B-CD. (La orientacion relativa de los
componentes de los sistemas es ilustrativa).

Con respecto a la disminucion en la emisién de fluorescencia de QUI al aumentar la
concentracion de los receptores CDs, este resultado es bastante menos frecuente entre
los estudios de fluorescencia de complejos sustrato-receptor. En este sistema la extincion

de fluorescencia se puede deber a interacciones puente H especificas entre los anillos

. P . . . . . . 64
quinoleinicos incluidos en la cavidad receptora y varios grupos hidroxilos de la CD. " Estas

interacciones no covalentes especificas conducirian a la formacién de un complejo no

. . 23,65
fluorescente o menos fluorescente que el fluoréforo libre.

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 absorcion del nucleo CZL se estudié a dos pH diferentes. Segun los

valores de pKj informados en literatura (tabla 2-5), el derivado CA[6]S en el medio acido
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presenta sus grupos -SO;H deprotonados, mientras que en el medio neutro presenta

ademas dos grupos -OH deprotonados. El receptor CA[8]S por su parte en el medio acido

empleado presenta seis de sus grupos -SO;H deprotonados, y al pH neutro se produce la

deprotonacion de los dos grupos sulfénicos restantes (ver tabla 2-5).

El macrociclo CA[6]S influye en el espectro de absorcion de CZL de forma tal que la
absorbancia del sistema disminuye. Este efecto es mas pronunciado a pH = 6,994 que a
pH = 1,00 (ver figura 3-7). Quizas este comportamiento se deba a la mayor ionizacién de
la estructura macrociclica que posiblemente induzca a conformaciones mas
complementarias (con un mayor numero de sitios de unioén) con el cromaoforo.

En cuanto a la accion de CA[8]S sobre la absorbancia de CZL, no se evidencid
interaccion por esta técnica espectroscopica. Este hecho no significa que las interacciones
entre el sustrato organico 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 mas complicado que
en el caso de receptores CDs, ya que al ser los CA[n]S moléculas muy flexibles, existen

numerosos conférmeros en equilibrio interconvirtiéendose unos con otros a gran

velocidad.®®

El quenching observado para la formacion de los complejos CZL-CA[n]S y QUI-CA[Nn]S
se debe puramente a fuerzas electrostaticas (ion-dipolo, idn-idn y cation-t) que llevan a la
formacion de complejos del tipo sustrato-receptor.

Para demostrar la formacion de los complejos de CZL y QUI con los receptores
macrociclicos empleados se verificd el efecto macrociclico mediante el uso del monémero
de cada receptor (glucosa (GLU) y acido p-hidroxibencenosulfénico (ApHbS) para CDs y
CAIn]S, respectivamente). La absorcién del nucleo CZL no fue afectada y el espectro de
emision de fluorescencia no presentd corrimiento de A,, ni se observdo cambio en la
intensidad de la emision (ver figuras 3-9 y 3-15). Por otro lado, se observd una ligera
variacion en la emision de fluorescencia de QUI en presencia de GLU y ApHbS (15 % de
inhibicién, en figura 3-15b se muestra dicho efecto con GLU), probablemente debido a un

aumento en la polaridad del medio (ver apéndice A, seccién 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 espectroscépicos
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observados tanto para el CZL como para la QUI se debieron realmente a un efecto

T . ., 67
macrociclico y no a un efecto del medio por una alta concentracion de los receptores.

3.5.3. Mecanismo de quenching involucrado

La complejacion de CZL y QUI con CA[6]S y CA[8]S generalmente llevé a una fuerte
inhibicion de la fluorescencia de estas moléculas luminiscentes. Para corroborar el

mecanismo de quenching que experimenta cada sistema se estimd la constante de
quenching bimolecular (kq), a partir de la ecuacion 3.21 suponiendo un proceso dinamico.

Los valores de estas constantes se determinaron a partir de las constantes de asociacion

de los complejos y considerando valores de tiempos de vida del estado excitado de 1,75

69,70

ns para QUIGS, y de 13,7 ns y 17,2 ns para CZL. Los valores estimados de kq ((3,43

x10"" - 1,6 x1013) M'1s'1) fueron superiores al maximo valor posible de constante de

. s . ., 1 _-1, 49,71
velocidad de difusion de especies moleculares en solucién (~ 10" Ms 1).

Por lo tanto,
la inhibicion de la emision de fluorescencia cuando se forman los complejos sustrato-
receptor es debido a un mecanismo estatico, el cual involucra la asociacion del receptor
CA[n]S (quencher, Q) y el fluoréforo 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 via un complejo no fluorescente entre QUI en

el estado basal y el receptor ciclodextrina (figura 3-21). Las constantes kq obtenidas

superan al limite difusional ((2,28 x10"° - 3,26 x101°) M'1s'1), con lo que se trata de un

quenching estatico de fluorescencia (ver apéndice A).

97



Capitulo 3: EFECTO DE RECEPTORES MACROCICLICOS SOBRE LAS PROPIEDADES
ESPECTROSCOPICAS DE CARBAZOL Y QUINOLINA

3.5.4. Valores de K, y estequiometria de los complejos sustrato-receptor

Se evidencio la formaciéon 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 asociacion (K,). La obtencién de una dependencia lineal

en el grafico de doble reciproca (ecuacion 3.12) justifica la formacion de complejos con
esta estequiometria. Ademas, el empleo del modelo de Stern-Volmer para el quenching
estatico de fluorescencia indica la presencia de esta estequiometria en los complejos
formados con CZL y CA[n]S, y con QUI y los receptores (3-CD, y-CD y CA[n]S.

Con respecto a la magnitud de los valores de constantes de asociacion obtenidas
puede apreciarse la mayor estabilidad de los complejos de CZL y QUI con derivados
CA[n]S (del orden de 10%-10* M, ver tabla 3-6). Esta diferencia se debe a las
interacciones electrostaticas que mantienen la asociacion del sustrato organico y el
receptor CA[Nn]S, que son de naturaleza mas fuertes que las que gobiernan la formacion de
los complejos con ciclodextrinas cuyas interacciones son de naturaleza hidrofébicas,
ademas de interacciones puentes H, fuerzas de Van der Walls y dipolares (ver tabla 2-1).

Los receptores ciclodextrinas, en especial las 3-CDs, formaron complejos mas estables
con CZL (K, del orden de (10 - 10%) M) que con QUI (K, del orden de 10" M),

probablemente debido a una mayor complementariedad estructural y electronica del CZL
con la cavidad de estos receptores. Con respecto a la complementariedad electronica, en
complejos QUI-CDs los puentes hidrogeno que se establecen (-N: --- HO-) estarian
desestablizados por fuerzas electrostaticas de repulsion entre el par de electrones solitario
del atomo 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 formacién
de enlaces puente H en complejos CZL-CDs resulta ser favorecida por la ausencia de
repulsiones electrostaticas secundarias como las mencionadas anteriormente.

Los valores de la relacion de rendimiento cuantico de fluorescencia entre CZL
complejado y libre (® = ¢z cn/Pcz) fueron de 1,32 a 1,54, lo que indicaria la disminucién

de la velocidad de los procesos no radiativos, favoreciendo la fluorescencia.
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Se obtuvo un mayor valor de K, con HPB-CD entre las ciclodextrinas estudiadas, esta

ciclodextrina aportaria una mayor interaccion gracias a los grupos hidroxipropilos. El
incremento obtenido en la sefial de fluorescencia del carbazol por formacién del complejo
podria ser la base del desarrollo de metodologias analiticas para el sensado de este tipo

de moléculas (ver capitulo 4).

=1 ==

Figura 3-21. Formacién del complejo no fluorescente QUI-R.
(La orientacion relativa de los componentes del sistema es ilustrativa)

3.6. CONCLUSIONES

La variacién observada en los espectros de absorbancia UV-Vis de CZL y QUI permitio
evidenciar la interaccién con CDs, y solamente para el primer heterociclo se observaron
pequenos cambios en la absorcion en presencia de CA[n]S.

Los receptores CDs provocaron una exaltacion 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
nucleos fluorescentes. El quenching de fluorescencia fue del tipo estatico.

La naturaleza de las interacciones de estos sistemas supramoleculares es
principalmente hidrofébica para los complejos con ciclodextrinas y electrostatica para

cuando se utilizan los calixarenos sulfonados. Esta diferencia en las fuerzas de interaccion

se vio reflejada en los valores de K, obtenidos para los diferentes complejos sustrato-

receptor.

Los marcados cambios en las propiedades espectrofluorimétricas servirian de base
para el desarrollo de métodos analiticos basados en la formacion de complejos
fluorescentes. Otro recurso, es el empleo de un complejo no fluorescente en un método
indirecto que por desplazamiento del fluoréforo, debido al ingreso de un analito no

fluorescente, este ultimo puede ser determinado.
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CAPITULO 4

SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR CARBAZOL,
HPB-CD Y CA[n]S

4.1. INTRODUCCION

En el capitulo 2 se comenté sobre el empleo de ciclodextrinas y calixarenos como
receptores de una gran variedad de especies quimicas y algunas de las aplicaciones de
los complejos resultantes en diversas areas dentro de la quimica.

Estos compuestos macrociclicos servirian para desarrollar nuevos sensores que sean

selectivos y que permitan mejorar la deteccidn de especies quimicas de interés por

L. . 1,2,3 . .
técnicas espectroscopicas. Los complejos del tipo sustrato-receptor se suelen emplear

en el disefio de sensores luminiscentes en el campo de la quimica supramolecular

et 1,2,3 . . .
analitica. En este contexto, el estudio de sistemas ternarios formados por dos

receptores macrociclicos diferentes es interesante y aunque hay relativamente pocos
. . 4,5 .
casos descriptos en literatura, ”™ se han logrado sensores con buenas selectividades para

. . 6,7 . . . . .
iones y moléculas neutras.” Se han reportado por ejemplo, la inclusion de complejos de

éteres corona con cationes metalicos dentro de capsulas formadas por dimeros de p-
. 8 . . . . P
sulfonatocalixarenos™ y la inclusién de un derivado calix[4]areno cationico dentro de la

cavidad de cucurbit[10]uri|o.9

Conociendo los sitios o puntos de union y la complementariedad entre las subunidades
moleculares se pueden hacer predicciones sobre codmo influira 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

. 10,11 . ., .
constituyentes, a continuacién se resumen algunas caracteristicas 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, acido base,
grupos capaces de mantener uniones de hidrogeno.

> Los sitios de unidon 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 senal

analitica debida a la interaccion entre el receptor y el analito.

Respecto al ultimo punto, hay disponible un grupo variado de métodos de sefializacién,
entre los que se incluyen los electroquimicos (ej. potenciometria y amperometria), y
espectroscopicos (ej. absorbancia y fluorescencia). En este trabajo de tesis se han
utilizado técnicas espectroscépicas, en especial la de emisién de fluorescencia, debido a
su gran sensibilidad y la variedad de opciones que se pueden emplear para el analisis de
la senal (e]. exaltacién y quenching de fluorescenc;ia).12

Luego de estudiar el efecto individual de CDs y CA[n]S sobre las propiedades
espectroscopicas de CZL, se propuso investigar como influye el agregado de un receptor
macrociclico en la sefial espectroscépica de un complejo sustrato-receptor ya formado,
operando con receptores de distinta estructura, naturaleza quimica y electrénica. Este
capitulo avanza en el disefio de sistemas fluorescentes mixtos para la deteccion de

hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados.

4.2. OBJETIVOS

En esta instancia se propuso estudiar el comportamiento espectroscépico de un
sistema supramolecular mixto entre CZL y dos receptores macrociclicos de diferente
naturaleza quimica (un CA[n]S y una CD). Ademas, evaluar la posible formacion de
complejos ternarios y comparar sus estabilidades con los correspondientes complejos
binarios.

Se plante6 analizar el tipo de mecanismo de complejacion que gobierna la formacion
de complejos en este sistema de tres componentes mediante el estudio de la emision de
fluorescencia. Evaluar la posibilidad y viabilidad del empleo de un sistema ternario para la

aplicacion en quimica analitica.
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4.3 SECCION EXPERIMENTAL
4.3.1. Instrumentacion

Los equipos empleados para la preparacion de las muestras, el control de la
temperatura, pH y la determinacion de los espectros de absorcion UV-Visible y de emisién

de fluorescencia se describen en la seccion 3.3.1 (capitulo 3) de esta tesis.

4.3.2. Reactivos y Procedimiento

4.3.2.1. Reactivos

El carbazol CZL (sdélido) empleado fue un reactivo de grado analitico Sigma-Aldrich.

La hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP(-CD) empleada fue un reactivo de grado estandar
de laboratorios Roquete y Cerestar, con un grado de sustitucion por unidad de glucosa de
0,61.

Los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CAJ[8]S, fueron sintetizados en
colaboracion con un laboratorio especializado en sintesis de calixarenos en la universidad
de Rio Grande del Sur, Brasil.

Las sales inorganicas empleadas fueron reactivos comerciales de grado analitico. 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. Preparacion de soluciones de CZL en ausencia y en presencia de receptores
macrociclicos

Las soluciones concentradas de CZL (solucibn madre e intermedia) se prepararon
mediante su solubilizacion en metanol (ver Seccién 3.3.2.2).

Las soluciones de CZL en presencia de dos receptores macrociclicos (HP3-CD vy
CAI[n]S) se prepararon partiendo de: una solucion de CZL en presencia de un receptor

macrociclico, R;, en su maxima concentracion (solucién A) y una solucién del sustrato en
presencia de R, y un segundo receptor macrociclico, R, ambos en su maxima

concentracion (solucién B). La concentracion de CZL se mantuvo constante ([CZL] = 5,6

KUM). Las muestras a medir se obtuvieron mezclando las soluciones A y B, de manera que
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se fue variando la concentracion de uno de los receptores (R,), mientras la concentracién
de CZL y R; se mantuvieron constantes. Cuando el receptor R, fue HPB-CD las
concentraciones elegidas fueron: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y 10,0 mM, y cuando R, fue un CA[n]S

las concentraciones empleadas fueron: 21,8; 43,6; 65,4; 87,2y 109,0 uM. En la figura 4-1

se esquematiza este procedimiento experimental.

Solucion A
[CZL] = 5,6 uM
[CA[n]S] = 109,0 uM

Solucion B

[CZL] = 5,6 uM
[HPB-CD] = 10,0 mM
[CA[n]S] = 109,0 uM

Figura 4-1. Esquema del procedimiento experimental de preparacion de muestras del sistema
ternario CZL/HP[3-CD/CA[n]S.

Todas las soluciones empleadas para el estudio espectroscopico fueron preparadas
con un 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y un 2,0 % v/v de CH;OH como

cosolvente. Y se mantuvieron protegidas de la luz recubiertas con papel de aluminio.

4.3.2.3. Preparacion de soluciones para la determinacion de espectros UV-Visible y de
emision de fluorescencia
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Los espectros de absorcion (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 6ptico. 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 optico. Los espectros se registraron a partir de una longitud de onda mayor a
la A, (alrededor de 10,0 nm), hasta una A en la cual la intensidad de emision fue nula
(340 — 600 nm). ElI método utilizado para adquirir los espectros de emision de

fluorescencia de CZL en cada sistema ternario se obtuvo de acuerdo a los siguientes

parametros instrumentales:

o Longitud de Onda de excitacion (A,.) = 322,0 nm

0 Ancho de rendijas de excitacion y emision = 10,0 nm
0 Ganancia del fotomultiplicador = Muy baja

o0 Velocidad de barrido = 500 nm/min

En el estudio por fluorescencia se trabajé con valores de areas relativas para minimizar

errores por causas instrumentales. Se emplearon como referencia la sefial obtenida de

soluciones de [CZL] = 5,6 pM. Ademas, la concentracidn de los receptores macrociclicos

fueron tales que, la 2,3034 < 0,05 (con un paso optico de 1,0 cm). Los espectros se

obtuvieron descontando el blanco correspondiente.

4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Analisis espectroscopico de un sistema de tres componentes formado por
CZL y dos receptores macrociclicos diferentes (HP3-CD y CA[n]S).

Ya evaluado los efectos individuales de distintos receptores macrociclicos sobre la
fluorescencia del nucleo carbazol (ver Seccion 3.4.2), a continuacion se estudia como se
comporta este fluoréforo 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), podrian plantearse
diferentes situaciones de equilibrio que conllevan a la formacion de complejos:
coexistencia, competitividad y cooperatividad. En la figura 4-2 se muestra un esquema de

los equilibrios que se podrian plantear para el sistema propuesto.
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O Q < Coexistencia >

Coexistencia

Figura 4-2. Equilibrios que pueden darse en un sistema de tres componentes CZL/CD/CA[n]S.
(La orientacién relativa de los componentes del sistema es ilustrativa).

Competencia

Q ZCooperatividad 5 ‘O C,

Complejo Ternario

ZT

El predominio de alguna de estas situaciones depende basicamente de la
complementariedad existente entre el sustrato (CZL) y los receptores macrociclicos CD vy
CAI[n]S, y ademas, entre los mismos receptores. Por ejemplo, en el caso de la formacion
de un complejo ternario que surge por la formacion, en una primera etapa, de un complejo
sustrato-receptor binario, el cual favorece la unidon de un segundo receptor en una
segunda etapa como muestra la figura 4-2 (ver ademas Seccién 2.1.6.2 en Capitulo 2).

En este trabajo se eligié la HPB-CD (el receptor CD que mas fuertemente se asocié al
CZL con una K, = 12 x10? M'1), y un receptor calixareno sulfonado (CA[6]S o CA[8]S
cuyas K, son 4,7 x10° M y 8,9 x10° M™, respectivamente). Se estudiaron dos sistemas
diferentes: CZL/HPB-CD/CA[6]S y CZL/HPB-CD/CA[8]S. Para formar estos sistemas
mixtos, inicialmente se preparé uno de los complejos huésped-receptor, CZL-R,, y se
agregaron cantidades crecientes del segundo receptor (R,), como se muestra en el

esquema experimental de la figura 4-1. Esto se realiz6 de dos maneras diferentes:
partiendo del complejo CZL-HP3-CD y agregando concentraciones crecientes del derivado

calixareno sulfonado CA[Nn]S; y por otro lado, partiendo del complejo CZL-CA[n]S vy
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adicionando luego el receptor macrociclico HPB-CD. A continuaciéon se presentan los

resultados obtenidos para ambos sistemas por separado.
4.4.1.1. Estudio por espectroscopia UV-Visible de sistemas CZL/HP[-CD/CA[n]S

Se realizaron medidas por espectroscopia UV-Visible para evaluar como afecta la

aparicion de R, en la absorcién del sistema binario (CZL-R,). Si bien las mediciones de

absorbancia ayudaron a verificar pequefios cambios en la absorcion de los sistemas
ternarios, no resultaron determinantes para obtener informacién relevante respecto a las

fuerzas de las interacciones o para inferir el mecanismo de complejacion.

4.4.1.2. Estudio por espectroscopia de fluorescencia de sistemas CZL/HP[-CD/CA[n]S

Para realizar una mejor interpretacion y explicacion de los resultados obtenidos por
espectroscopia de fluorescencia, se dividiran los resultados de acuerdo al sistema mixto
analizado (CZL/HPB-CD/CA[6]S y CZL/HPB-CD/CA[8]S), y dentro de cada sistema se
distinguira la condicion inicial desde la que se partio: j) CZL-HPB-CD + CA[n]S vy ii) CZL-
CAI[n]S + HPB-CD.

4.4.1.2.1. Sistema CZL/HPB-CD/CA[6]S

En la figura 4-3 se exponen los perfiles de fluorescencia para CZL/HP(-CD/CA[6]S
bajo dos condiciones iniciales diferentes. En la figura 4-3a se muestra como varia la
emision de fluorescencia cuando al complejo CZL- HPB-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 concentracién del receptor HP3-CD
cuando se tiene el complejo binario CZL-CA[6]S como condicién inicial (en los gréficos la

sefal de fluorescencia se expresa como Fp = F/F, , donde, en este caso, F, 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 pequefia concentracién del receptor

CAJ6]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 formacién del complejo CZL-CA[6]S (figura 4-3b), y
se registra el cambio en Fj, tras la adicién de cantidades crecientes de HPB3-CD, se puede

observar una marcada variacion en la emision de fluorescencia del sistema.

F,. a F, b
%09 2,0
1’8', 18
1,64

) 1,6
1,44

4 14
1,24

4 ° ° ° ° ° 1,2
1,0

1 1,0
0,8

0,0  20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10™* 0,000 0,002 0,004 0006 0008 0,010

[CA[6]S]/M [HPS-CD)/M

Figura 4-3. Valores de fluorescencia del sistema mixto CZL/HP3-CD/CA[6]S al variar uno de los
receptores macrociclicos. (a) partiendo del complejo CZL-HP[-CD variando CA[6]S. Se expone
una linea constante indicando que no hay una variacion significativa de la respuesta fluorescente
del sistema; y (b) partiendo del complejo CZL-CA[6]S variando HPB-CD. Se ajusta una curva con
la ecuacion 4.10. A, = 322,0 nm.

Para explicar el comportamiento fluorescente observado se plantearan diferentes
modelos, basados en equilibrios de formacion de complejos sustrato-receptor, teniendo en
cuenta lo investigado acerca del efecto individual de receptores macrociclicos sobre el
CZL en el capitulo 3 de este trabajo. Se divide el analisis en las dos situaciones

estudiadas segun la condicion inicial de la cual se parte: i) CZL-HPB-CD + CA[6]S v ii)
CZL-CA[6]S + HP[-CD.
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4.4.1.2.1i. CZL-HPB-CD + CA[6]S

Inicialmente se tiene el complejo CZL-HP{-CD y en el medio se establece simplemente
el equilibrio de formacion del complejo a partir de CZL e HP3-CD. Cuando se comienza

agregar el calixareno sulfonado el nucleo de CZL se encuentra ahora en presencia de dos

receptores y se pueden plantear los siguientes equilibrios simultaneos:

CZL + HPB-CD CZL-HPB-CD (Eq. 4.1)

Ka
CZL + CA[6]S 2 CZL-CA[6]S (Eq. 4.2)

A partir de las expresiones de las constantes de equilibrio K4; y Ka,, y los balances de

masa correspondientes se obtienen las siguientes expresiones para las especies en el

equilibrio:

_ [CZL],
[czL] = 1+ K, [HPBCD] + K,,[CA[6]S] (4.0)

[CZLHPBCD] = [CZL]oKa,[HPBCD]

- 1+ Ky, [HPBCD] + Ky, [CA[6]S] (4.02)
[CZLCA[6]S] = [CZL]OKAZ[CA[6]S]

- 1+ Ky, [HPBCD] + Ky, [CA[6]S] (4.03)

Al principio del experimento, se tiene solamente el equilibrio 4.1. La intensidad de

fluorescencia inicial, F), respondera entonces a la ecuacion siguiente:

Fo = Fezrep = éczi- [CZL] + Eczimppep- [CZLHPBCD] (4.04)

Reemplazando en la ecuacion 4.04 las correspondientes igualdades segun las

ecuaciones 3.08 y 3.09 (presentadas en el capitulo 3) para las concentraciones de las

especies en el equilibrio (considerando solamente la formaciéon de CZL-HPB-CD), se
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obtiene la expresion 4.05. Se ha identificado a F, como F.; ., para sefalar que

inicialmente (antes del agregado del segundo receptor) se tiene el complejo CZL-HP[3-CD.

§czL[CZL]o $czLuppcplCZL]oK 4, [HPBCD]
[HPBCDIK 4, +1 [HPBCD]K 4, +1

Fo = Feziep = (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 si, la fluorescencia del sistema mixto sera la
resultante de la emision de las especies fluorescentes que integran el sistema y se plantea

la siguiente ecuacion:

F = Feziep+carsls = $czulCZL] + Eczinppep [CZLHPBCD] + &czpcamis[CZLCA[6]S]  (4.06)

Se utiliza el subindice “CZLCD + CA[6]S” para indicar que se inicia con el complejo CZL-
HPB-CD y se adiciona el receptor CA[6]S.

La fluorescencia proveniente del receptor calixareno CA[6]S no se encuentra en la
ecuacion debido a que experimentalmente se resta la emisién correspondiente a una
solucion que solo 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 capitulo 3 dicho complejo es no fluorescente

(quenching estatico). De acuerdo a esto, en la ecuacion 4.07 se debe anular el tercer

término y la F global queda descripta por la siguiente ecuacion:

Feziep + calels = $czi [CZL] + ECZLHPﬁCD[CZLHPﬁCD] (4.07)

Si reemplazamos en la expresion anterior las concentraciones de CZL y CZL-HPB-CD
en el equilibrio, se obtiene la ecuacion 4.08, la cual tiene en cuenta el equilibrio de
formacion del complejo CZL-CA[6]S (Eq. 4.2).

$czL[CZL]o $czLep[CZL)oK 4, [HPBCD]
14K 4, [HPBCD]+K 4,[CA[n]S] ' 1+Ka,[HPBCD]+K 4,[CA[n]S]

Fcziep + CAl6]s — (4.08)

118



Capitulo 4: SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR
CARBAZOL, HPB-CD Y CA[n]S

La tabla 4-1 muestra las concentraciones porcentuales de CZL y los complejos con
ambos receptores junto a los valores de fluorescencia tedricos (como 1/Fgtesrico))

correspondientes a cada concentracion 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 HPB-CD varia entre 89 — 92 %, y solo un porcentaje muy pequefo forma
el complejo no fluorescente con CA[6]S (hasta un 3,5 %). Ademas, los valores FRrecrico) NO

superan una variacién del 10 % respecto a los obtenidos experimentalmente.

Tabla 4-1. Concentracion porcentual de especies en el equilibrio para el sistema CZL-
HPB-CD + CA[6]S. Suponiendo coexistencia de equilibrios.

[CA[6]S] variable/uM | % [CZL-CD]eq |% [CZL-CA[6]Slea| %[CZLIea | Frpesrico)
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

4.4.1.2.1ii. CZL-CA[6]S + HPB-CD

Si se considera como condicion inicial la formaciéon del complejo CZL-CA[6]S, la
intensidad de fluorescencia estara determinada por la emision de la amina heterociclica
CZL libre sin formar complejo, segun la expresién 4.09, y dependera solamente de la

concentracion del nucleo CZL en el equilibrio.

Fo = Fez, = §cz[CZL] = §cz ([CZL]o — [CZLCA[6]S]) (4.09)
En esta situacién, cuando se comienza a agregar el receptor HP3-CD (R,) la expresion

para la relacion F/F, queda representada por la ecuacion 4.10 (ver desarrollo en anexo C)
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ECZLHPBCD/
F _ Fezicale)s+cp _ 1+< SCZL)KAJHPﬁCD]O

- Ky, |[HPFCD
F, FczL 1+( 4, [HPB ]0/(1+KA2[CA[6]5]0))

(4.10)

Esta ecuacion se emple6 como modelo de ajuste de los puntos experimentales

obtenidos al medir la emision de fluorescencia del sistema mixto CZL/CA[6]S/HPB-CD, al
variar la concentracion de HPB-CD (ver figura 4-3b). De ese ajuste, se obtuvo un valor de
la constante Ky; = (1,2 £ 0,1) x10° M™!, que es igual al obtenido para el sistema binario

CZL/HPB-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 ecuacion 4.10 también predice el

perfil de Fy en funciéon de [CA[6]S] constante en el rango de concentraciones de CA[6]S

empleadas (ver figura 4-3a y valores 1/FRresrico) €n tabla 4-1).

Figura 4-4. Equilibrios en el sistema ternario CZL/CA[6]S/HPB-CD. (La orientacién relativa de los
componentes del sistema es ilustrativa).
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4.4.1.2.2. Sistema CZL/HPB-CD/CA[8]S

En este sistema se empled el derivado calixareno CA[8]S. Se ha encontrado una
mayor interaccion de CZL por el octamero ciclico que por el hexamero (ver capitulo 3). Por
esto se quiso estudiar si un receptor con una mayor fuerza de asociacion con el sustrato
en estudio, y a la vez con una abertura mas amplia (con la posibilidad de tener nuevos
sitios de unién), da lugar, por un mecanismo cooperativo, a la formacion de estructuras

supramoleculares.
En la figura 4-5 se exponen las medidas de fluorescencia (como 1/F = F,/F) en
funcién de la concentracion del receptor variable R,. En la figura 4-5a se varia la

concentracion de HP(-CD mientras que la concentracion del receptor CA[8]S se mantiene
constante, en tanto que en la figura 4-5b la situacién es inversa. En ambos casos se

observa un quenching en la fluorescencia del sistema mixto.

1/F, a 1/F, b
1,564 1,654
1,434 1,50 <
1,304 1,354
1,174 1,20
1,044 1,054
.
| |

0,91 T v T v T v T v T v T d 0,90 T T T T T T T T T T T J

0,000 0,002 0004 0,006 0,008 0,010 00  2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10*

[HPB-CD]/M [CA[8]SI/M

Figura 4-5. Valores de fluorescencia del sistema mixto CZL/HPB-CD/CA[8]S al variar la
concentraciéon de uno de los receptores macrociclicos. En (a) se inicia con el complejo CZL-CA[8]S
y varia la [HP3-CD] y en (b) se inicia con CZL-HPB-CD y se varia [CA[8]S], en (®) se indican los
valores tedricos de 1/Fr, en (m) se indican los valores de 1/Fr experimentales y en (---) el ajuste
lineal de los puntos tedricos con la ecuacion 4-17. A, = 322,0 nm.

121



Capitulo 4: SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR
CARBAZOL, HPB-CD Y CA[n]S

4.4.1.2.2i. CZL-CA[8]S + HPB-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 HP3-CD en donde la sefial es aproximadamente

constante (linea — en figura 4-5a), hasta llegar a un valor limite (([HP(3-CD] = 4,0 x10° M),
a partir del cual se produce un cambio significativo en la emision de fluorescencia (linea —
—en figura 4-5a).

Este cambio poco convencional que se observa en la emisién de fluorescencia al
agregar HPB-CD, sorprende debido a que se esperaria un aumento en la intensidad de F
de acuerdo con los resultados obtenidos en sistemas binarios CZL/CDs ya estudiados (ver
capitulo 3). Este nuevo comportamiento espectroscopico del sistema debe responder a
interacciones especificas que difieren y quizas se complementen a las establecidas en
aquellos sistemas binarios.

Para explicar la variacibn en la emision de fluorescencia en el sistema
CZL/CA[8]S/HPB-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/HPB-CD. Teniendo en cuenta este modelo, se obtuvieron las expresiones de
concentracion de las especies en el equilibrio (analogas 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. Concentracién porcentual de especies en el equilibrio para el sistema CZL-
CA[8]S + HP[3-CD. Considerando coexistencia de equilibrios.

[CD] variable/mM | % [CZL-CD]eq | % [CZL-CA[8]Sleq | %[CZLIea | 1Frpesrico)
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

122



Capitulo 4: SISTEMA SUPRAMOLECULAR MIXTO FORMADO POR
CARBAZOL, HPB-CD Y CA[n]S

De acuerdo a estos resultados, la fluorescencia (Fj) del sistema CZL/CA[8]S deberia
aumentar desde 1,00 a 2,70 (o 1/F disminuir desde 1,00 hasta 0,37) aproximadamente,

ya que, a medida que se incrementa la concentracion de HP(B-CD aumenta la
concentracion del complejo fluorescente CZL-HP(-CD (desde 0 a 86 %, a la maxima
concentracion de HP(-CD, ver tabla 4-3) cuya relacion de rendimientos cuanticos de
fluorescencia, ®, es de 1,56. Esto no explica el comportamiento espectroscépico del
sistema.

El periodo de inducciéon, en el cual el aumento de [HPB-CD] no tiene ningun efecto
sobre la sefial de fluorescencia, indica que el complejo CZL-CA[8]S no se ve

desestabilizado pese a que el complejo CZL-HP(-CD presenta una K, relativamente alta.

Antes de buscar otra alternativa es conveniente analizar el sistema partiendo desde el
complejo CZL- HP3-CD.

4.4.1.2.2ii. CZL-HPB-CD + CA[8]S

También puede llamar la atencién que la adicion de pequenas cantidades del receptor
CAJ[8]S al sistema binario CZL/HP(3-CD, afecte la emision 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
CAJ8]S. Pero la pregunta que se presenta a continuacion es: ;A qué unidad molecular se
asocia CA[8]S? Al nucleo de CZL libre o al complejo CZL-HPB3-CD? Para responder a
estas preguntas se completara el analisis del sistema proponiendo un modelo de
coexistencia, como se realizd anteriormente para la condicion CZL-CA[8]S + HPB-CD, de
manera de corroborar o no solo la formacion de los complejos binarios CZL-HP{3-CD y
CZL-CAJ[8]S.

En la tabla 4-3 se muestran los porcentajes de las especies en el equilibrio en esta
ultima situacion, suponiendo que los equilibrios 4.1 y 4.3 estan presentes sin interferir uno

con el otro.
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KA1

CZL + HPB-CD CZL-HPB-CD (Eq. 4.1)

CZL + CA[8]S CZL-CA[8]S (Eq. 4.3)

Tabla 4-3. Concentraciones porcentuales de especies en el equilibrio para el sistema CZL-
HPB-CD + CA[8]S. Considerando coexistencia de equilibrios.

[CA[8]S] variable/uM| 9% [CZL-CDJeq |% [CZL-CA[8]S]eq| %[CZL]eq PR tosrico)
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

En principio se sabe que la mayor parte del CZL esta en su forma complejada (92,4 %),
debido a la alta concentracion de HP[3-CD que hace que el equilibrio del sistema se
encuentre desplazado hacia la formacion del complejo. De esta forma es permisible y
l6gico pensar que el CA[8]S pueda interaccionar con el complejo CZL-HP[3-CD, teniendo
una cavidad amplia (~12 A)13 capaz de interaccionar con estructuras de tamafo
considerable.

Para poder respaldar la interaccién de CA[8]S con el complejo CZL-HP(-CD y explicar

la respuesta en la emision de fluorescencia del sistema, se propuso plantear un equilibrio

adicional, que condujera a una estructura supramolecular de tres componentes. Es decir,
ademas de los equilibrios de formacién de los complejos binarios CZL-HP{3-CD y CZL-

CAI8]S, se plante6 la formacion de un complejo ternario (CT), como se muestra en los

siguientes equilibrios quimicos:

K.
CZL + HPB-CD ——e—== CZL-HPB-CD (Eq. 4.1)

K.
CZL + CA[8]S A3 CZL-CA[8]S (Eq. 4.3)

K
CZL-HPB-CD + CA[8]S ar HPB-CD-CZL-CA[8]S (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 quimicas en el equilibrio.

) [cZL], 4.11
\C2L)ea = 137K, THPBCDT + Ky [CAISIS] + Ksy Ky [CATBISTIHPECD)] o
~ [CZL]oK4,[HPBCD] 4.12
(CZLHPBCD)eq = Tk, THPRCD] T Ky, [CAIBIS] + Kr, Kr. [CATBISIHPBCD] (4.12)
) [CZL]oK,, [CA[B]S] 41
[CZLCA[8]Sleq = 77 Ko, [HPBCD] + K, [CA[8]S] + Ka.K,,[CA[8]S][HPBCD] i
- [CZL])oKa, Ka,[CA[8]S][HPBCD] (4.14)

1+ K, [HPBCD] + K, [CA[8]S] + K, Ky, [CA[8]S][HPBCD]

Para encontrar una ecuacién que explique la fluorescencia del sistema, como se

realizd anteriormente, hay que analizar las especies fluorescentes en cada etapa: al inicio

y cuando se adiciona R,. Cuando se inicia con el complejo CZL-HPB-CD, se tiene que la

fluorescencia del sistema es la suma de la contribuciones del nucleo CZL y CZL-HP3-CD
como se expresa en la ecuacidon 4.04, que al sustituir por la concentracidn de las especies,
teniendo en cuenta unicamente el equilibrio 1, ya que se trata de la condicion inicial, se

obtiene la ecuaciéon 4.15.

$czL[CZL]o $czLHpBcDICZL]oK A, [HPBCD]
1+K 4, [HPBCD] 1+K 4, [HPBCD]

Fo = Fcziep =

(4.15)
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Luego de agregar el receptor CA[8]S, de acuerdo al modelo planteado, la fluorescencia
del sistema ternario vendra determinada nuevamente por CZL y CZL-HP(-CD, pero ahora
teniendo en cuenta las nuevas expresiones para las concentraciones de las especies en
equilibrio, dada por las ecuaciones 4.11y 4.12.

F=Fepepsca = ECZLE)CZL]O (1 n (fCZLHpﬁcD

s%ZL) KAl[HP[)’CD]> (4.16)
Donde D =1+ K, [HPBCD] + K, [CA[8]S] + K4, Ka,[CA[8]S][HPBCD]. Para obtener la

expresion para F,/F (1/Fy) se hace la relacion entre la ecuaciéon 4.15 y la 4.16 y operando

(ver desarrollo en Apéndice C) se obtiene la ecuacion 4.17 que se da a continuacion.

Fo _ 14+ (1+K 2 [HPBCD]o)K 4,[CA[8]S]

F 1+K 4, [HPBCD],

(4.17)

La ecuacion 4.17 muestra una relaciéon lineal entre la reciproca de F, y la

concentracion del receptor que se adiciona, es una expresién analoga a la ecuacién 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 K como sigue en la ecuacion 4.18.

_ (1+Ka [HPBCD]o)K a5
"~ 1+K4,[HPBCD],

(4.18)

El ajuste de las medidas experimentales de fluorescencia en funcion de la
concentracion de CA[8]S (figura 4-5b) arrojo un valor de K = (4,8 + 0,2) x10° M. Dicho

ajuste se realizd con los datos experimentales cuyo error relativo, respecto a los

correspondientes valores predichos por la ecuacion 4.17 (ver capitulo 5), fue menor a un
10,0 %. Se pudo obtener la constante de asociacion del sistema ternario, K., despejando

desde la ecuacion 4.18 y resolviendo la siguiente expresion:
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_ 1 K K.KA1
Ky, = THPBCDT, (KA3 + 1) + Kn, (4.19)

La constante obtenida fue K, = (8 + 1) x10° M. Este valor de constante refleja una

asociacion moderadamente fuerte entre el receptor CA[8]S y el complejo CZL-HP3-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 formacién del CT. Las concentraciones de las especies
fluorescentes decaen, a medida que se incrementa la concentracion 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 HPB-CD-CZL-CA[8]S. De esta forma, puede explicarse la emisién de
fluorescencia del sistema, debido a la formacion del CT no fluorescente estabilizado por
interacciones supramoleculares (fundamentalmente del tipo i6n-dipolo). Se ha reportado la

formacion de complejos ternarios en los que HPB-CD forma parte de la estructura

. . 14,15
supramolecular junto con un polimero (PVP).

La formacién del CT no fluorescente estaria favorecida mediante un mecanismo por
etapas, en donde en un primer paso se formaria uno de los complejos binarios, y en una

segunda etapa se adicionaria un segundo receptor que daria lugar al ensamble del CT

6,16,17

(equilibrio 4 cuya constante de asociacion es Ky,). Mecanismos de formacion de

complejos ternarios por etapas ya se ha observado y descrito como ejemplo en el capitulo

2 de esta tesis.
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Tabla 4-4. Concentraciones porcentuales de especies en el equilibrio para CZL-HP{3-CD +
CAJ8]S. Considerando la formacion de un complejo ternario (CT).

[CAIBISI | o5/czLIeq | %[CZL-CDJeq | %[CZL-CA[8]S]eq | %[CTlea |  UFrpgesrico)
variable/uM

0 7.7 92,3 0 0 1,00

20 6.8 82,2 1,2 9.8 112

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 3,7 294 1,49
100 48 57,1 4.2 33,9 1,62

En la figura 4-6 se muestra la estructura hipotética del complejo ternario, a modo
ilustrativo para sefalar las interacciones no covalentes que favorecerian su formacion. Los
grupos sulfonatos del calixareno son capaces de mantener uniones puente hidrégeno con

los grupos hidroxilo de la HPB-CD. El interior de la cavidad del CA[8]S podria interactuar

mediante fuerzas de atraccion Tt-1t stacking.

Para poder plantear una descripcion estructural correcta se deberian realizar estudios
por espectroscopia RMN en dos dimensiones para estudiar el entorno de los protones
tanto del receptor HP3-CD como del sustrato organico. También estudios por dicroismo

circular inducido se emplean para analizar la orientacion espacial de los componentes

18,19,20,21 . .
Las bajas concentraciones

moleculares de complejos del tipo sustrato-receptor.
empleadas, debido a la escasa solubilidad del CZL en medio acuoso, no permiten realizar

los experimentos de RMN bajo condiciones comparables.

Figura 4-6. Estructura hipotética de un
complejo ternario formado por CZL, HP(-CD y
CA[8]S.

HPB-CD-CZL-CA[8]S (CT)
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4.5. CONCLUSIONES

Se ha encontrado por mediciones espectrofluorimétricas del sistema mixto CZL/HP(3-
CD/CA[6]S, indicios de coexistencia entre los equilibrios de formacién de los complejos
binarios individuales CZL-HPB-CD y CZL-CA[6]S. Se obtuvo una dependencia entre la
respuesta de fluorescencia y la variacién de [HPB-CD], en presencia de CA[6]S, idéntica a
la que se obtuvo en el sistema binario CZL-HP(-CD. Esto es interesante ya que el estudio
de este sistema mixto podria extenderse en presencia de otro sustrato que pudiera
interaccionar con el calixareno, dando lugar a una determinacién similtanea

Por otro lado, el estudio del sistema CZL/HPB-CD/CA[8]S por mediciones
espectrofluorimétricas, dio lugar al planteamiento de la formacién de un complejo ternario
(CT) HPB-CD-CZL-CAJ[8]S ademas de los respectivos complejos binarios. Este CT es no
fluorescente, dando una inhibicién de la respuesta fluorescente del sistema aun cuando se
incrementd la concentracion del receptor HPB-CD. El cambio encontrado en la sefial
analitica es menor que el obtenido en presencia de los receptores macrociclicos 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

DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

5.1. INTRODUCCION

5.1.1 Determinacion analitica de hidrocarburos aromaticos policiclicos

Para lograr determinar la concentracion de uno o varios analitos en una muestra real,
los quimicos analiticos siguen una serie de procedimientos dedicados a la separacion,
identificacién y cuantificacion de dichos componentes. Este conjunto de procedimientos

define lo que se conoce como método analitico y comienza desde que se recepta la

. . .y . 1
muestra para analizar hasta la determinacion final.
La deteccion y cuantificacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y sus

derivados heterociclicos es de gran importancia, ya que estos compuestos organicos se

. 2 . .
presentan como contaminantes de suelos y aguas.” Ademas, constituyen una gran

amenaza a la salud del hombre, constituyendo una alta gama de agentes cancerigenos,

. . Ly SVIRT 3,45 . 6
incluyendo aminas aromaticas policiclicas, derivados halogenados de HAP,  etc.
La creosota es una mezcla que contiene carbazol, fenoles, piridina, y demas HAP, que

se utiliza en el tratamiento de maderas para su proteccion ante el ataque de insectos,

microorganismo y de las agresiones del medio ambiente.” El empleo de esta sustancia se
ha restringido bastante en los ultimos afios debido a la peligrosidad de sus componentes
sobre la salud humana’ y su potencial fuente de contaminaciéon. Por ejemplo, HAP

nitrogenados como el CZL y la QUI se han encontrado como contaminantes en aguas

. . . P 3,8,9,10
subterraneas debido al uso de combustibles, creosota y agroquimicos. Esto resulta
preocupante, ya que las aguas subterraneas constituyen el principal recurso hidrico para

el consumo humano, correspondiendo el abastecimiento de una tercera parte de la

.y .M
poblacion mundial.
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Muchas de las regulaciones actualmente existentes sélo contemplan algunos HAP,

como benzo[a]pireno, a pesar de que varios efectos nocivos se atribuirian a las mezclas

de los mismos."? En consecuencia, en los ultimos afos se han organizado varios
programas destinados a establecer regulaciones y recomendaciones respecto a los
maximos niveles permisibles y a los métodos analiticos adecuados para analizar estos
contaminantes. La comisién del CODEX alimentarius, establecida en conjunto por la FAO
(Organizacién de las naciones unidas para la agricultura) y la OMS (Organizacién mundial
de la salud), en su compendio de normas alimentarias, directrices y cédigos de practicas
adoptados internacionalmente indica que para ciertas sustancias nocivas para la salud

humana (como HAP y su derivados, plaguicidas y bifenilos clorados), el limite permitido

P . .y . . . .. 13
debe ser el limite de cuantificacion del método estandar empleado para la determinacion.
Se han desarrollado numerosos procedimientos analiticos para determinar la presencia

de una gran cantidad de derivados HAP en diferentes matrices y cuantificar la

.y . 14,15 . ry .
concentracion de los mismos. Los métodos analiticos principalmente usados para
analizar estos compuestos organicos son: cromatografia liquida de alta resolucién con

deteccion por fluorescencia (HPLC-FDL) y la cromatografia gaseosa con deteccién por

espectrometria de masas (GC-MS).'*'%"®

La primer técnica resulta mas 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 estandares internos para
corregir recuperaciones bajas y/o errores instrumentales asociados al proceso de
inyeccion de la muestra. Por otra parte, el método GC-MS se caracteriza por presentar
buena resolucion, selectividad y la posibilidad de emplear HAP marcados isotépicamente

como estandares internos. Ademas, la espectrometria de masas permite la determinacion

12,15,16
de HAP no fluorescentes.

Otras técnicas cromatograficas empleadas para el analisis de HAP contaminantes son

HPLC con detector UV-Visible y la GC con deteccion por ionizacion de llama (FID).12’15’16

En general, estas metodologias presentan selectividades y sensibilidades menores que las
técnicas mencionadas anteriormente.
En casos en que los niveles de concentracidén del analito se encuentran por debajo del

limite de deteccion de la técnica analitica empleada, se realizan etapas de pre-

.y . . . .y 17
concentracion que requieren su tiempo y dedicacidn para lograr buenos resultados.
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Entre las técnicas de pre-concentracion desarrolladas para HAP pueden citarse

extracciones liquido-liquido y en fase solida, microextracciones en fase solida y sistemas

., .y . ., 17,18,19
de extraccion con membrana y extraccidn con agitacion.

La regulacion del Departamento de recursos naturales y medioambientales (division
calidad del agua) de Carolina del Norte en su cédigo administrativo (15A NCAC 02L
.0202), basandose en los efectos de diferentes contaminantes sobre la salud humana,

establece que la concentracion maxima permisible de CZL en aguas de napas
subterraneas es de 2,0 ug/L.20 Por otro lado, un estudio realizado sobre las aguas
superficiales y subterraneas del acuifero Cherry Lake ubicado en Dakota norte (EEUU),
detectdé CZL a una concentracion de 72,6 ug/L.21

En este capitulo se presentan los principales parametros de validacion del método
analitico propuesto para la determinacién del nucleo carbazol, incluyendo la aplicacién en
matrices reales de agua corriente, de tanque y de rio.

Seguidamente se introducen los conceptos necesarios a tener en cuenta en el proceso

de validacion.

5.1.2. Validacion de un método analitico

Se conoce como validacion al analisis que demuestra que un meétodo analitico
desarrollado es capaz de proveer suficiente especificidad, exactitud y precision en la

determinaciéon de un analito en una dada muestra real. Este analisis proporciona evidencia

;. . . . 22
basica para fundamentar la validez de los resultados obtenidos por el método propuesto.

La validacién de un método analitico es necesaria para respaldar la acreditacion o

publicacion del mismo, o defender resultados generados por su uso. Aunque hay poco

acuerdo internacional sobre los requisitos de evaluacién, se pone cada vez mas énfasis

. . . . L, 22
sobre los estandares internacionales como parametros de comparacion.

5.1.2.1. Parametros de validacion

Los parametros estadisticos que se deben evaluar para validar un método desarrollado
son los siguientes:

137



Capitulo 5: DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

» Linealidad. Aquel intervalo de concentraciones del analito donde la respuesta
analitica 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 analitica debe ser atribuible

. 23
al analito.

» Selectividad. Establece en qué medida la sefal correspondiente al analito de

. , . . 24,25,26
interés es afectada por |la presencia de otras especies en la muestra.

> Precision. Indica cuan cercanos son entre si los valores obtenidos tras

mediciones repetidas. Una medida de dispersiéon de los datos es la desviacion

estandar de la muestra (S).

Intervalo
lineal

Bl = blanco

Figura 5-1. Definicion de intervalo intervalo lineal.

» Sensibilidad. Es el cambio en la respuesta analitica inducida por un cambio en
la concentracion del analito en estudio. La sensibilidad de calibracion de una

técnica se define como la pendiente de la recta de calibrado.
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» Limite de Deteccion (LOD). Se puede describir como limite de deteccién de un

analito como aquella concentracion que proporciona una sefal en el instrumento

(y) significativamente diferente de la senal del “blanco” o “ruido de fondo”.
> Limite de Cuantificacion (LOQ). Es considerado como la minima cantidad de

analito cuantificable por un dado método.

» Robustez. Evalua la insensibilidad del método a pequefas variaciones en las
condiciones y en el equipamiento (sustitucion de alguna pieza), ambiental
(temperatura, humedad), procesos de deterioro (columna CG HPLC, reactivos), y

composicién de la muestra. La robustez del método proporciona un indicio de su

fiabilidad durante el uso normal.”’
» Exactitud. Describe el grado de concordancia (sesgo) entre el valor verdadero y

el determinado por la aplicacion del método analitico.

A continuacion se brinda un detalle de las expresiones y modelos estadisticos que se

emplearon para el tratamiento de los datos experimentales en el analisis de validacion.

5.1.2.2. Calibracioén y Linealidad

La calibracién es el procedimiento que se lleva a cabo para obtener la expresion

matematica que relaciona la respuesta o sefial analitica (y) con la concentracion del
. 28
analito en la muestra (x).
Las observaciones de la sefial y varian segun una funcion f{x) que depende de la
. . . 29 .
concentracion x. Los valores y tienen asociado un error (p).”” Teniendo en cuenta lo

mencionado, la i-ésima observacién de y; puede representarse con la ecuacion 5.01.

yi = f(x;) + p; (5.01)

Los errores p; son perturbaciones aleatorias propias de cada observacion Y,

consideradas normalmente distribuidas con media y desviacion estandar iguales a cero (X

24,28

=0y o =0). La naturaleza de la funcién f{x;) depende de la relacion entre las

variables X e y, si es lineal entonces dicha funcion sera:
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f(x;) =B+ Ax; (5.02)

El primer coeficiente (B) corresponde a la ordenada al origen y el segundo (A4) a la
pendiente. La ecuacion 5.02 se le llama curva de calibraciéon. El valor de B es la sefial del
blanco y A representa la sensibilidad de calibracién. Estos parametros se estiman a partir
de n pares de medidas experimentales (X;, yi) empleando el modelo de regresion lineal®

y . . ;s 24,30
(ecuacion 5.03) mediante el método de cuadrados minimos.

yi =B+ Ax + ¢ (5.03)

Para que el modelo de regresién sea valido se deben cumplir con ciertas condiciones o
supuestos:

¢ Los errores aleatorios p; son despreciables en x y predominantes en y.
¢ Larelacion entre x e y es lineal en el intervalo evaluado.

¢ Los residuos son homocedasticos.
¢ La distribucidn de los residuales es normal con media igual a cero.

Esta ultima suposicion es debido a que, como se mencioné anteriormente, se asumen

. . o . 28
los errores como perturbaciones no sistematicas y por lo tanto su promedio es cero.

Cuando se busca la expresion de la curva de calibracion se quiere encontrar aquella

funcibn que minimice las desviaciones de y (ver figura 5-2), entre los puntos

experimentales, y;, y los calculados por el modelo y; (valores predichos).
yAi = B + A X; (504)
Estas variaciones se conocen técnicamente como residuos de y (Wy)
Wy =Y — Vi (5.05)

Un parametro a tener en cuenta para evaluar si el modelo estadistico de regresion

explica la variabilidad de los datos es el coeficiente de determinacion RZ?, el cual se

interpreta como la fraccion de variacion observada en la variable de respuesta y explicada

140



Capitulo 5: DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

por las variaciones observadas en la variable independiente X en el experimento

. 29
analizado.

Figura 5-2. Residuales de y de una regresion lineal.

Para evaluar la presencia de puntos anémalos y verificar la linealidad es util examinar

visualmente la distribucion de los wy; de la regresion. En la figura 5-3 se muestran
diferentes distribuciones para los residuos. Una grafica de wy; en funcion de x; que tenga
una distribucion aleatoria de los residuos indica una relacion lineal entre y y x (figuras 5-3,
a y b). Mientras que si los valores de los w); presentan desviaciones sistematicas 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 x se verifica homocedasticidad de los
valores residuales (figura 5-3, a y c); por el contrario, si la variabilidad de los wy; depende

de x (ej. que aumenten con la concentracion del analito), los residuos son
heterocedasticos (figura 5-3, b y d). Se suele utilizar también los residuos estudentizados,

Wﬁi, un tipo especial de residuo que se obtienen al dividir los residuos por sus errores

estandares (ecuacion 5.06).

141



Capitulo 5: DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

W
wé, ==X (5.06)
Sy/x

El empleo de graficos de W§i VS X; O W;l- vs predichos, trae como ventaja una lectura

mas clara de la distribucion de los residuos, ya que presentan valores pequefios en torno a

cero (para un 95,0 % de confianza los residuos estaran entre -2 y 2).
La desviacion estandar de los residuales, sy, se emplea para estimar el LOD del

meétodo analitico, y se calcula segun la ecuacion 5.07.

Yiyi—¥i)?
Sy/x = /% (5.07)

donde y; es la respuesta para cada valor de concentracion medida e J; representa la iI-
ésima respuesta estimada por el modelo de regresion lineal.

Para verificar la validez estadistica del modelo de regresién lineal se empleé un

ANOVA, para evaluar las fuentes de error que afectan a la variable dependiente y.zs’28

Cuando se dispone de observaciones replicadas, la varianza total se divide en dos
componentes: la variacion atribuida a la imprecision experimental y la variacion asociada a
la regresion lineal. En consecuencia, la hipotesis nula plantea que la variacion asociada al

modelo propuesto (regresion lineal) es menor que la variacion asociada al procedimiento

experimental. El estadistico de contraste, F, corresponde a la relacion entre la varianza
atribuida a la regresion y la varianza asociada al error experimental.14 El valor de F
obtenido desde el andlisis de la varianza se compara con el F critico tabulado para un
contraste de dos colas (F m—2 N—m> donde N representa el numero total de medidas y m el
numero de niveles diferentes de Xx) al nivel de significacion o para los correspondientes
grados de libertad del numerador (m - 2) y del denominador (N - m). Entonces, si el valor
de F<F _2 n-m S€ acepta la hipotesis nula H,, concluyendo que el modelo lineal se

ajusta a los datos experimentales y explica correctamente su variabilidad.*
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Figura 5-3. Diferentes distribuciones para las desviaciones de los residuales de la regresion. (a)
distribucion de wy; sin patron e independiente de la variable X indica relacion lineal entre y y X y
homocedasticidad, (b) distribucién de wy,; sin patrén y con variabilidad dependiente de x indica
indica relacion lineal entre y y X y heterocedasticidad, (c) Distribucién con una tendencia definida
e independiente de x indica comportamiento no lineal y homocedasticidad, (d) Distribucion con
una tendencia definida y con variabilidad dependiente de X indica comportamiento no lineal y

heterocedasticidad.

5.1.2.3. Limite de Deteccién y de Cuantificacion

La definicibn moderna del limite de detecciéon (LOD), que representa la minima

concentracion detectable por el método analitico, se expresa mediante la ecuacién 5.08.

LOD =

3,29.0p
Zeh (5.08)
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30,31

Donde 0, es la desviacion estandar poblacional de los blancos. En la practica se

estima 0, con la desviacidon estandar de una muestra de blancos S obtenida mediante la

medicion de un conjunto de blancos quimicos preparados independientemente

(>20).24,25,32

Por lo que la ecuacion 5.08 puede escribirse reemplazando 0, por S,
El LOD se puede estimar en funcién de la desviacién estandar de la concentracion
predicha para una muestra blanco (§b). Para calcular §b se recurre a la ecuacion 5.09 para

la desviacion estandar de la concentracion predicha por el modelo de regresion lineal

(See))-

_Syx |1, 1 (X —x)?
S@) = \/n + = + ™ ()7 (5.09)
Donde Sy/x es la desviacién estandar de los residuales (dados por la ecuacion 5.07), A es

la pendiente de la recta de regresion, n es el numero de réplicas de la muestra incognita,

m es el numero total de patrones de calibrado, X; es la concentracion de cada uno de los

m patrones de calibrado, X es el promedio de las concentraciones de calibrado.
Suponiendo que se analiza una muestra por triplicado (lo mas usual es n = 3) donde el

analito no esté presente (X = 0), la ecuacion 5.09 se modifica a la expresién 5.10.

—a __Syx |1, 1 x2
S@w=0) =Sp =~ \/3 t—+ ST )2 (5.10)

El LOD se establece mediante una prueba de hipétesis estadistica. En primer lugar se
fijla una concentracion llamada nivel critico, Lc (ver Figura 5-4). Para concentraciones
superiores a L existe una probabilidad 0t de cometer el error tipo | o falso positivo. Esto
implica rechazar erroneamente la hipdtesis nula, H,), aceptando la presencia del analito

cuando en realidad no estd presente en la muestra. En tanto que por debajo de la

concentracion critica L hay una probabilidad B de cometer un error tipo Il o falso negativo,
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en el que se acepta erroneamente la hipoétesis nula, admitiendo que el analito esta ausente

. . 32
cuando en realidad esta presente.

(ta,v + tB,v) Sy

Hipdtesis alternativa:
Analito presente a
este nivel

Hipodtesis nula:
Analito ausente

Figura 5-4. Prueba de significacion empleada para estimar el limite de deteccién.

El valor de LOD depende de a y 3 y de las desviaciones estandares 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 comparacion entre diferentes métodos

24,25,26
)

- . . , . A 31
analiticos) mientras que las desviaciones estandares se suponen iguales a 5;.” De

esta manera, el LOD se define por la siguiente ecuaciéon

LOD - 2 t0,0S,m—Z' §b (511)

La ecuacioén 5.11 ha sido adoptada por IUPAC %% ¢180.* Dado que m es un numero

relativamente grande, el valor de 2.t . . , tiende a 3,29 (¢ )5 ,,., = 1,64, para una prueba

de una cola y considerando un valor de m muy grande o). La ecuacion 5.11 se aproxima

entonces a la siguiente expresion:
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LOD = 3,29.5, (5.12)

De esta forma el calculo de §b permite conseguir una estimacion del LOD para cuando

se tiene un numero bajo de muestras replicadas. Por esto, los valores de LOD

determinados son superiores a los obtenidos mediante la ecuacién 5.08 con lo cual se

requiere la obtencion experimental de S,. Es importante informar el valor de n que se

utiliza en el calculo de §b y por lo tanto del LOD.

Por otra parte, el limite de cuantificacion (LOQ) considerado la menor concentracion

cuantificable del analito de manera confiable, se determina mediante la ecuacién siguiente

10.0p
A

LOQ = (5.13)
Esta ecuacion al igual que la ecuacion 5.08 puede escribirse reemplazando 0, por S,

. . 31
considerando una muestra de por los menos 25 blancos quimicos.

5.1.2.4. Selectividad e Interferencia

La selectividad indica hasta qué punto el método propuesto es capaz de detectar el
analito inequivocamente de otros componentes presentes en la muestra. Aquellas
especies que puedan llegar a interferir con la sefial analitica del sustrato en estudio se le
llaman interferentes.

Teniendo en cuenta la presencia de interferentes, los métodos analiticos pueden
clasificarse segun su selectividad como sigue.24

o« Método Universal: presenta sensibilidades comparables para un gran numero de
analitos con propiedades muy diversas.

o« Método Selectivo: cuando la sensibilidad es alta para un determinado grupo de
especies quimicas.

o« Método Especifico: es sensible a una sola especie quimica.
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5.1.2.5. Precision

La precisién del método, aplicado en determinadas condiciones, se valida comparando
la varianza de los resultados, Sz, con la de la referencia, S,? (que es la esperada o
requerida para el método aplicado en condiciones similares). Si la primer varianza no es

mayor que la segunda, la precision del método queda validada.?*

Es conveniente hacer distincion de la precision 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 analitico (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,

. . 23,24
instrumentos, laboratorio, etc.).

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 analiticos de un ANOVA, y se deben incluir en

. . . 24
las especificaciones del método.

5.1.2.6. Exactitud

Cuando se aplica un método analitico es necesario saber cuanto se aproxima la
determinacién de concentracion 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

. ‘s P . . .. 30
aplicacién de un método analitico y el valor de referencia aceptado del analito.

Los principales métodos que se proponen para el estudio de la exactitud son:

o Verificacion con un material de referencia certificado (MRC).

o Ensayos de recuperacion sobre matrices o muestras reales.

o« Comparacién de los resultados del método propuesto con un método de
referencia.

o Comparacion entre ensayos inter-laboratorios.
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A continuacion se extiende la explicacion sobre los ensayos de recuperacion, ya que
se emplearon como meétodo analitico para evaluar la exactitud y selectividad de la

metodologia de analisis empleada para la detecciéon de CZL.

5.1.2.6.1. Ensayos de Recuperacion

Se entiende por recuperacion, R, a la eficiencia del método analitico para recuperar y

medir el analito adicionado en una matriz real.”®

El ensayo de recuperacion 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 calibracion. Esta curva de calibracion se compara con la
calibracion en ausencia de matriz. Si ambas curvas coinciden se concluye que la

recuperaciéon es 100,0 % y que la interferencia de la matriz es despreciable. Si las curvas

. . ._ 24 .
no se superponen se asocia a un posible efecto matriz.”" El efecto matriz produce errores

sistematicos por exceso o por defecto y, en consecuencia, aumenta proporcionalmente
. .. 24
con la concentracion del analito.
Se define el factor de recuperacion o simplemente recuperacion, R, como la cantidad
de analito cuantificado por el método propuesto (Q) dividida la cantidad original presente

en la muestra previa a un proceso de extraccion y/o preconcentracion (QF), como lo

expresa la siguiente ecuacion

oM
Se distingue también la recuperacion aparente, R,, definida como el cociente entre la

cantidad de analito determinada a partir de la curva de calibracion del método propuesto

(xM) y el valor de referencia (x®) como se expresa en la ecuaciéon 5.15. El valor x® es la

. . .. . ., 3435
cantidad de analito adicionada a la muestra antes del proceso de medicion.

148



Capitulo 5: DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

Para los distintos niveles de fortificado se obtienen los correspondientes valores de R,

y a partir de estos se puede obtener el promedio de las recuperaciones aparentes, E,

definido por la ecuacién 5.16 siguiente

—_— an
R, = 2i Ra (5.16)

n
Para examinar la exactitud del método, se evalua si el valor de R_A es
significativamente diferente al 100,0 % de recuperacibn mediante una prueba de

significacion t bilateral a un dado nivel de significacién planteando como hipétesis nula Ho:

% E =100,0 %. El valor del estadistico t se calcula mediante la ecuacién 5.17.

_ VA(Ra-100)
S

t (5.17)

Donde n representa el numero de ensayos de recuperacion considerados para calcular

R, y s, la desviacién estandar muestral.

El valor obtenido de t se compara con un valor t critico (t, ,_,) tabulado segun el nivel

de significacion elegido y los grados de libertad (n — 1). Si el valor de t calculado es

menor que t_ , _, se dice que el método analitico utilizado es exacto.

5.2. OBJETIVOS

En esta etapa se propuso desarrollar un método analitico sencillo que pueda detectar
CZL en presencia del receptor macrociclico, que mejor respuesta analitica ha
proporcionado, en un rango de concentraciones que incluya la concentracion maxima
admisible en matrices de agua para consumo humano.

Como objetivos especificos se planted validar el método analitico propuesto mediante

la obtencién de los parametros analiticos correspondientes aplicando herramientas
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estadisticas adecuadas. Por ultimo, evaluar la aplicabilidad del método para determinar

CZL en matrices reales de agua.

5.3. SECCION EXPERIMENTAL
5.3.1. Instrumentacion

Los equipos empleados para la preparacion de las muestras, el control de la
temperatura y la determinacion de los espectros de fluorescencia se describen en la

seccion 3.3.1 (capitulo 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 capitulo 3. Las sales inorganicas empleadas en el estudio de
interferentes fueron reactivos comerciales de grado analitico.

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 metodologia
detallada en la seccion 3.3.2.2 (capitulo 3).

El método utilizado para adquirir los espectros de emisién de fluorescencia de CZL, se
obtuvo de acuerdo a los siguientes parametros instrumentales (en espectrofluorimetro
JASCO) fueron:

o0 Ancho de rendijas de excitacion y emision: 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 areas totales de los espectros de emision. Y se

utilizd una cubeta de cuarzo de 1,0 cm de paso O6ptico. A las longitudes de onda de
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excitacién de CZL (A_,. = 290,0 nm), la absorbancia de la concentracion mas alta de HP[3-

exc

CD (10,0 mM) fue menor a 0,05.

En las mediciones espectrofluorimétricas siempre se utilizd como solucion de
referencia una concentracion de CZL 5,0 UM 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) °C.

5.3.2.3. Determinacion de los parametros analiticos

Para realizar la calibracion de CZL en ausencia y en presencia del receptor CD (10,0
mM), las soluciones se prepararon a 7 niveles de concentracion diferentes ([CZL] = 1,0;
1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 8,0 uM), procediendo de la siguiente forma: se agregoé la cantidad de
buffer fosfato necesario para un 95,0 % v/v, luego se agregé el volumen requerido de
solucion intermedia de CZL (preparada en CH,OH) y se complet6 hasta el 2,0 % v/v con el

cosolvente, por ultimo se enrazé con agua Milli-Q. Las calibraciones de CZL en presencia
de CD se prepararon por un procedimiento similar ya descripto (en la seccién 3.3.2.2.)
realizando mezclas de dos soluciones madres, una con CZL a la maxima concentracion
([CZL] = 8,0 uM) y con CD ([CD] = 10,0 mM), y la otra sdlo con la misma concentracién de
CD. Los porcentajes de metanol y de buffer fosfato se mantuvieron constantes. Luego,
para obtener las soluciones a medir, se varié la concentracion de CZL mezclando ambas

soluciones y variando la concentracion de CZL. Para obtener la desviacion estandar de los
blancos, s,, se midieron soluciones replicadas (n = 25).

El estudio de selectividad se realiz6 mediante la adicion de una alicuota de los
compuestos potencialmente interferentes a soluciones de CZL ([CZL] = 2,0 — 3,0 uM) con
HPB-CD ([HPB-CD] = 10,0 mM). Si la variacion de las sefiales analiticas era superior al

5,0 %, la concentracién del interferente se disminuyd gradualmente hasta que no se

superara ese valor.
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5.3.2.4. Recoleccion de muestras de agua

La recoleccion de muestras de agua fue realizada con los recaudos necesarios para
evitar algun tipo de contaminacién externa (impurezas humanas, polvillo del ambiente,
resto de suciedad en canilla y material de recoleccion, etc.). A continuacién se detalla el
procedimiento que se empleo para recolectar las distintas muestras de agua.

.

s Limpieza de material de vidrio: las muestras se recolectaron en matraces de vidrio

cuya limpieza consistié en remojar con mezcla sulfonitrica (1:2 de HNO3:H,SO,) durante

30 minutos y luego enjuagar exhaustivamente con agua destilada y por ultimo con agua
Milli-Q.

< Manipulacién del Material: la manipulacién del material siempre se realizé con
guantes de latex y cuidando el contacto con agentes externos.

* Recoleccion del agua de tanque: la muestra de agua de tanque se recolecto desde
la canilla de una casa en la ciudad de Rio Tercero, donde el agua es provista de napas de
agua subterranea. Antes del llenado del matraz recolector, se hizo circular el agua
durante 10 minutos para lograr una depuracién interna de las cafnerias. El recipiente de
recoleccién se enjuagd tres veces con la muestra de agua y luego se lo llené por
completo. Se tapo y se lo cubrié con papel aluminio para protegerlo de la luz.

« Recoleccién de agua corriente de red: la muestra de agua corriente se recolecto
de la red que alimenta al edificio de Ciencias Il de la Facultad de Ciencias Quimicas.
Antes del llenado del matraz recolector, se hizo circular el agua durante 10 minutos para
lograr una depuracioén interna de las caferias. El matraz recolector se enjuago tres veces
con el agua de red, se lleno, se tapd y se cubrié con papel aluminio para protegerlo de la
luz.

% Recoleccidén del agua de rio: las muestras de agua de rio se obtuvieron del rio
Tercero o Calamuchita, desde dos puntos de su curso (1 y 2 sefialados con flecha roja en
la figura 5-5). El matraz recolector se enjuago varias veces con el agua de rio antes de la
recoleccion final. EI matraz se sumergié unos 30 cm y se llené por completo. Luego se

tapo y se lo protegid de la luz con papel aluminio.
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Figura 5-5. Zonas de recoleccién de muestras de agua del rio Tercero (Calamuchita).

5.3.2.5. Ensayos de recuperaciones aparentes

Las soluciones de CZL ([CZL] = (0,02 — 7,50) uM) conteniendo HP3-CD ([HP[-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 adicion¢ el
volumen necesario de solucién intermedia de CZL, se completo el 2,0 % v/v con metanol y
por ultimo se enrazé con buffer fosfato pH = 6,994.

Para eliminar restos de materia en suspension se procedio a filtrar el buffer con filtro de
muestra con membrana de nylon de 0,22 pum de diametro de poro y empleando una
jeringa hipodérmica con adaptador metalico 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, R,, se obtuvieron mediante el método de adiciones de

estandar, se realizaron al menos entre 4 y 5 niveles de fortificacion de CZL por triplicado.
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1. Intervalo de Trabajo y Linealidad

Luego de estudiar el efecto de receptores ciclodextrinas (CDs) sobre la emisién de
fluorescencia de CZL, se analizé que macrociclo actuaria como sensor para la deteccién
de CZL con el menor LOD posible dado los cambios de relaciéon de rendimientos cuanticos
de fluorescencia observados (P = ¢ /).

La emisién de fluorescencia de CZL, en presencia de distintos sensores macrociclicos
CD, se determind variando la concentracion del sustrato y empleando las mejores

condiciones experimentales descriptas en el capitulo 3.
Las éareas relativas de los espectros de emisién de fluorescencia (Fp = F/F,) se
graficaron en funcién de la concentraciéon de CZL (al menos seis niveles de concentraciéon

por duplicado). En la Figura 5-6 se presentan curvas de calibracion para CZL en ausencia

y en presencia de tres receptores CDs. A partir de las curvas de calibracion se

determinaron los estimadores de la pendiente (A) y de la ordenada al origen (B) mediante
el método de minimos cuadrados. En todos los casos, los coeficientes de correlacion, RZ,
entre las variables x e y fueron iguales o mayores a 0,997, interpretandose que las
ecuaciones lineales de calibracidon 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 calibracion se extiende (ver figura 5-6 y tabla 5-1). En ausencia de

sensor macrociclico, la concentracidn maxima que entra en el rango lineal es de 1003,2
ng/mL (6,0 uM). Se observé que al aumentar la concentracion del sustrato a 7,5 UM la
respuesta de fluorescencia se desvia del modelo lineal, ya que no se cumple la condicion

2,3034 < 0,05.
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Figura 5-6. Curvas de calibraciéon de CZL en presencia de CDs: HPB-CD (V), MeB-CD (e) B-CD
(A)y en ausencia de receptor (m). [CD] = 10,0 mM; CH3OH 2,0 % v/v; 25,0 °C; Agy = 290,0 nm

La validez estadistica del modelo de regresion lineal se verificd analizando los residuos

estudentizados (Wfi) y mediante un ANOVA (analisis de la varianza) utilizando el método

. 36 . . . . i

de comparacion DGC.”" También, se evalud la diferencia en la respuesta analitica entre

los sensores macrociclicos empleando un ANOVA no paramétrico utilizando la prueba de
, 36

Friedman.

En la figura 5-7 se muestran los graficos de los W;l- en funcion de la concentracion de

CZL (x), obtenidos mediante la ecuacién 5.06. Los residuales presentan una distribucion

aleatoria respecto de cero e independiente en relacién a la variable x, comprobandose la

validez de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.”*°

El analisis de la varianza (ANOVA) indica que los valores experimentales del
estadistico F son menores que los valores criticos tabulados para los correspondientes
grados de libertad (gl) y un nivel de confianza del 95,0 % (a = 0,05), como se expone en la

tabla 5-1. Esto implica que el modelo de regresion lineal es estadisticamente valido.
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Las regresiones obtenidas con los diferentes receptores CDs son estadisticamente

diferentes entre si (con un a = 0,05), como muestran los resultados de las pruebas

estadisticas en la tabla 5-1.
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Figura 5-7. Graficos de residuales en funcion de la concentracion de CZL en ausencia de
receptor (») y en presencia de: 3-CD (A) HPB-CD (V), MeB-CD (e). [CD] = 10,0 mM; CH,OH
2,0 % viv; 25,0 °C; Agye = 322,0 nm).
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Tabla 5-1. Analisis de varianza en las regresiones lineales obtenidas con CDs.

Especies ANOVA® ANOVA no paramétrico®

gl F F. iico Media (Ranks) (*

czL 3 1,762 4,826 1,33 A
CZL-BCD 5 2,725 3,663 1,67 B
CZL-MeBCD 5 2,469 3,663 3,00 C
CZL-HPBCD 5 3,660 3,663 4,00 D

@ Analisis de la variancia aplicado a cada regresion individual.

®) Analisis 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
concentracion, los correspondientes al rango lineal de CZL en ausencia de receptor macrociclico.
(*) Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes.

Para comparar las sensibilidades de calibracién obtenidas en ausencia y en presencia

de los sensores ciclodextrinas, se calcularon los limites de confianza al 95% de estos

parametros (limite inferior, LI, y limite 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 calibracién en presencia del receptor macrociclico son estadisticamente
superiores a la sensibilidad que se obtiene en ausencia de cualquier receptor. Con los
receptores [-CD y Me[3-CD se obtuvo un aumento ligero de la sensibilidad del método (5,0
y 95 %, respectivamente); en tanto que el empleo de HPB-CD incremento

significativamente este parametro (en un 28,6 %).

Tabla 5-2. Limites de confianza de las sensibilidades de calibracion.?

Especies 4, x10° M’ LI al 95% LS al 95%
czL® 182,8 + 0,8 181,1 184,4
CZL-B-CD° 192 +2 187.,4 197,2
CZL-MeB-CD° 200 + 2 196,8 204,6
CZL-HPB-CD° 235+ 2 230,6 241,5

(@) Los limites de confianza fueron obtenidos mediante un ANOVA de los correspondientes
modelos de regresion empleando InfoStat. Los valores de A se indican con su desviacion estandar
S. Los valores LIy LS se obtuvieron de la expresion (X + st).

(b) Se emplearon 5 niveles de concentracion de CZL.

(© Se emplearon 7 niveles de concentracion de CZL.
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La tabla 5-3 muestra los parametros analiticos de validacién para la deteccién de CZL
en ausencia y en presencia de receptores CDs, empleando el método analitico propuesto.
Con HPB-CD se obtuvieron los menores limites de deteccion y de cuantificacion. Los
valores de LOD se obtuvieron por medio de la ecuacién 5.08. El limite inferior de cada
rango lineal corresponde al LOQ (ver figura 5-1), fue obtenido aplicando la ecuacién 5.13,
y los valores correspondientes para CZL, CZL-3-CD, CZL-MeB-CD y CZL-HP3-CD son:
(0,0492 + 0,0002) pM, (0,0573 £ 0,0006) puM, (0,100 + 0,001) puM, (0,0255 + 0,0002) puM.

El método analitico propuesto para CZL permite el incremento de la senal
espectroscopica por complejacion con el sensor quimico HPB-CD. El intervalo lineal
conseguido fue [4,27 — 1337,60] ng/mL.

Los parametros analiticos obtenidos con las ciclodextrinas 3-CD y MeB-CD no
mejoraron la sensibilidad del método espectrofluorimétrico en ausencia de receptor
macrociclico. Por lo que se descarto la posibilidad de emplear alguno de estos receptores

como sensor quimico para el desarrollo de un método analitico basado en la formacion de

un complejo con un mayor rendimiento cuantico de fluorescencia que el CZL libre.

Tabla 5-3. Parametros analiticos de validacion.?

Especies | A, x10°M™ | s,10% | LOD [ng/mL]’ Intervalo lineal
[ng/mL]
cZL 182,8 + 0,8 0,9 2,71+ 0,01 [8,23 - 1003]
CZL-B-CD 192 + 2 1,1 3,16 + 0,03 [9,58 — 1338]
CZL-MeB-CD | 200 +2 2,0 5,50 + 0,08 [16,73 — 1338]
CZL-HPB-CD | 235+2 0,6 1,41 + 0,01 [4,27 — 1338]

(@) Las medidas de F se realizaron en fluorimetro JASCO, y las muestras se mantuvieron con un
95,0 % v/v buffer fosfato (pH = 6,994), un 2,0 % v/v CH,OH y a 25,0 °C.
®) | as desviaciones estandar se determinaron mediante Origin pro 8.

(o . . .z , . . g .
() Valor correspondiente a la desviacion estandar del blanco determinado midiendo mas de 25
soluciones.

d .,
@ Los errores se calcularon por propagacion de errores.

(©) El limite inferior del rango de trabajo corresponde al LOQ. Si el lector quisiera pasar de ng/mL a
uM divida por 167,21.
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La desviacion estandar de los blancos, s, se calculé midiendo por lo menos 25 (n > 25)

soluciones blanco preparadas de forma individual.
El mejoramiento del LOD, definido como porcentaje de disminucién relativo al limite de

deteccion en ausencia de sensor, %L0OD , se define en la ecuacion 5.18

LODs—LOD,

% LODl = LOD
>

x 100 (5.18)

Los %LOD, para CZL en presencia de HPB-CD fue de 48 %.

5.4.2. Desarrollo de un método analitico para la detecciéon de CZL

Considerando la disminucién del LOD de CZL obtenida, por espectroscopia de emisiéon
de fluorescencia, al adicionar el sensor HPB-CD, se eligié este receptor como sensor
quimico.

Se analizaron matrices de agua potable (de red y de tanque domiciliaria) y del rio
Tercero o Calamuchita, en dos puntos en su curso (ver figura 5.5). Esto se realizé6 como
parte de la validacion del método analitico para evaluar si el procedimiento puede ser

aplicado en una muestra real.
5.4.2.1. Selectividad

La selectividad del método analitico se evalu6 mediante un estudio de interferentes.
Para lo cual, se adicionaron posibles interferentes en soluciones conteniendo CZL vy el
receptor macrociclico HP3-CD.

Para decidir si en presencia del interferente hay una variacion significativa en la sedal
de fluorescencia del analito, se considerd que hay interferencia cuando el cambio de la
senal es superior al 5,0 %. En base a este criterio se definié el nivel de tolerancia, como la

maxima concentracion que causa un error relativo (eg%) menor o igual al 5,0 % en la

sefal analitica.

Debido a que el CZL y la QUI forman parte del conjunto hidrocarburos nitrogenados en
matrices derivadas del petrdleo y de otras fuentes contaminantes (ej. productos de la
combustion del tabaco y combustibles de automoviles), se realiz6 un estudio de

interferencia de la QUI en la determinacién 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 determinacién de CZL. Se puede ver que a medida que

se aumenta la concentracion 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 uM. Mientras
que el analito CZL se mantuvo a una concentracion constante de 6,0 pM.

El nivel de tolerancia de QUI determinado fue de 7,8 uM empleando un gréfico de F /F
vs eg% e interpolando el punto F, /Fs0%) en el perfil F,_/F vs [QUI].

Ademas, se evalud el efecto del incremento en la fuerza iénica dada por los iones Na*

y CI. Los experimentos se realizaron variando la concentracion de NaCl entre 0,012 M a
0,3 M. En la tabla 5-5 se expone la senal de fluorescencia en presencia de las distintas
[NaCl] indicandose también la relacién de concentraciones de los iones interferentes y el
analito. Se puede ver que un fuerte incremento en la fuerza iénica del medio no tiene
efecto sobre la respuesta de fluorescencia medida. También se analizd la respuesta

espectrofluorimétrica variando el porcentaje de buffer fosfato pH = 6,994 entre 50 % y 95

% vIv no observando diferencia significativa en la sefial de fluorescencia F/F, (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 CI).

Tabla 5-4. Interferencia de QUI en la determinacion de CZL.?

[QUIJ/juM [Int]/[An] F,/F,"
0,0 0,00 1,028
2,0 0,33 1,015 (1,3 %)°
6,0 1,00 0,998 (2,9 %)°
10,0 1,67 0,960 (6,6 %)°
40,0 6,67 0,749 (27,3 %)’
60,0 10,00 0,667 (35,1 %)°

(@) Todas las medidas de F se realizaron excitando a A4, = 290,0 nm. [CZL] = 6,0 uM; [HPB-CD] =
10,0 mM; 95,0 % v/v; 2,0 % viv CH,OH. Sefal F,,/F, promedio de dos replicas por cada [QUI].

(&) Fo es la fluorescencia de CZL-HP[-CD sin la presencia del interferente, Flnt es la fluorescencia
en presencia del interferente.
() Error relativo (e;%) de la medida respecto al valor en ausencia de Interferente.
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.y . s s . a
Tabla 5-5. Evaluacion del incremento en la fuerza idnica del medio.

[NaCl]/M Int/An F, /F,
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

(@) Las medidas de fluorescencia se realizaron excitando a Aexc = 290,0 nm. [CZL] = 6,0 uM, [HP§-
CD] = 10,0 mM; 95,0 % viv; 2,0 % v/v CH,OH. Sefial F,./F, promedio de dos replicas por cada

[QUI].

Tabla 5-6. Evaluacion de la variacion del % del buffer fosfato pH = 6,994.%

Buffer fosfato, % v/v F/F,
50 1,07
70 1,05
80 1,02
95 1,00

(@) Las medidas de fluorescencia se realizaron excitando a Aexc = 290,0 nm. [CZL] = 6,5 pM, [HP[3-
CD] =10,0 mM.

5.4.2.2. Ensayos de recuperaciones aparentes

Para evaluar la exactitud y la eficiencia del método analitico propuesto, se realizaron
ensayos de recuperacion de CZL en las matrices reales de agua (agua de red, de tanque
domiciliario y del rio Tercero). Se empled el método de adiciones de estandar 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.*

Se emplearon diferentes niveles de concentracién de la matriz real (5,0 %, 10,0 % vy
15,0 % v/v). Para cada nivel de matriz se adicionaron seis niveles de CZL, por triplicado
cada concentracion. Las concentraciones empleadas de CZL se eligieron por arriba del
LOQ y dentro del intervalo lineal establecido para la técnica. Se evalu6 si el filtrado, tanto

del buffer como de la matriz real, incide sobre los valores de recuperaciéon obtenidos. En la

tabla 5-7 se muestran los valores de sensibilidad de calibracion, 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
sefal de fluorescencia (< 10 %), como reflejan los valores de sensibilidad en las entradas
3y 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 optd por filtrar el medio (buffer) en el que se prepararon las muestras a analizar.

Tabla 5-7. Sensibilidad de calibracion en 10,0 % v/v de matriz (agua corriente de red) con
diferentes tratamientos de las muestras.”

Matriz A x10° M1
1 En buffer ° Matriz sin Filtrar (182,8 £ 0,8)
2 En buffer ° Matriz Filtrada (200 £ 4)
3 Sin matriz con HP3-CD Buffer sin filtrar (235 = 2)
4 Sin matriz con HP3-CD Buffer filtrado (243,3+0,1)
) Matriz sin HP3-CD Matriz sin filtrar (209 £ 3)
6 Matriz sin HP3-CD Matriz filtrada (235+1)
7 Matriz con HP3-CD ¢ Matriz sin filtrar (246 + 2)
8 Matriz con HP3-CD d Matriz filtrada (305 £ 2)

®) Sensibilidades determinadas a Aexc = 290,0 nm.

®) Ausencia de HPB-CD.
) Se filtro el buffer.
‘) Se filtrs tanto la matriz como el buffer; [HPB-CD] = 0,010 M.

En la tabla 5-8 se exponen los valores de sensibilidad de calibracion, 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 rio, se encuentran

por arriba de la sensibilidad de calibracion de la metodologia en presencia del sensor
HPRB-CD.

Se realizé el test de contraste de Dixon (contraste () para evaluar datos anémalos. Los

valores de R, para las concentraciones méas bajas (0,10 pM) fueron descartados por ser

magnitudes que se alejan del conjunto de datos tipicos de la muestra (el valor del
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estadistico ) experimental es mayor al valor critico tabulado para un intervalo de
confianza del 95,0 %, o = 0,05).°

Tabla 5-8 Sensibilidades de calibracion para cada nivel de matriz y recuperaciones
porcentuales promedio de los tres niveles de matriz empleados.

Matriz ChZal T
5,0 % 10,0 % 15,0 %
1 Agua corriente - 246+ 2 -
2 Agua de tanque 296 £ 2 287 +6 289+ 2
3 | Agua de rio (zona 1) 332+ 3 362 +4 3803
4 | Agua de rio (zona 2) 2812 302+2 288+ 3

@ | as medidas de F se realizaron en fluorimetro JASCO. Las muestras se mantuvieron con un 2,0
% vliv CH3OH y enrasando con buffer fosfato de pH = 6,994; Asxc = 290,0 nm; [HPB-CD] = 0,010 M;

25,0°C. El valor de A con HPB-CD y en ausencia de matriz real es (235 + 2) x10° M™.

Las recuperaciones aparentes (R,) de CZL se obtuvieron midiendo la emisién de

fluorescencia en soluciones que contenian matriz real y se calcularon como porcentajes,
estableciendo el cociente entre la cantidad de analito determinada, a partir de los
correspondientes espectros de emision de fluorescencia, y la cantidad adicionada previo al
proceso de medicidon (ver ecuacion 5.15). En la tabla 5-9 se muestran, para cinco niveles
de fortificacidon 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 HPB-CD. Como se puede apreciar, sin el sensor quimico 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) x10® M-', en tanto que en presencia del receptor macrociclico también se
determiné practicamente la totalidad del sustrato (97 + 2) % con una sensibilidad de (246 +

2) x10% M-'. La metodologia empleada permitié determinar concentraciones de carbazol de

hasta 0,1 uM.
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Tabla 5-9. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua corriente en
presencia y en ausencia de HPB—CD.a’b

Matriz real Cantidad Cantidad promedio % RA d
Adicionada/uM determinada/pM °
_ 0,1 0,0936 + 0,0004 93,6 + 0,4
Agua corriente 0,2 0,2064 + 0,0009 103,2 + 0,4
(10,0 % v/v) sin 0,3 0,292 + 0,001 97,3+0,3
HPB-CD 0,6 0,613 + 0,003 100,5 + 0,5
0,8 0,798 + 0,003 99,8 + 0,4
0,1 0,0885 + 0,0006 88,5+ 0,6
Agua corriente 0,2 0,203 + 0,001 101,5+0,5
(10,0 % v/v) con 0,3 0,288 + 0,002 96 + 0,7
HPB-CD 0,6 0,608 + 0,004 101,3+0,7
0,8 0,797 + 0,005 99,6 + 0,6

(@) Las muestras de agua corriente de red fueron recolectadas de las instalaciones del Dpto. de
Quimica Organica de acuerdo al procedimiento descripto en la seccién 5.3.2.4.

) Las medidas de F se realizaron en fluorimetro JASCO; Aexc = 290,0 nm; [HPB-CD] = 10,0 mM;
2,0 % vlv de CH,OH; enrasando con buffer fosfato de pH = 6,994; a 25,0 °C.

(© La cantidad promedio se ha determina empleando una sensibilidad de 209 x10% M-! en ausencia

de receptor y 246 x103 M" en presencia de HP-BCD. Las mismas se expresan con su desviacion
estandar.

d . :
() Los %R4 se calcularon de acuerdo a la ecuacion 5.15, y se expresan con sus correspondientes
desviaciones estandares.

Las tablas 5-10, 5-11 y 5-12 muestran las cantidades adicionadas, los valores

determinados y los % R, para los distintos niveles de las matrices estudiadas. En todos los

casos se observo un efecto matriz positivo (% R, > 100 %) que interferia con la deteccion

correcta del analito. Esta interferencia puede ser debido a compuestos organicos
provenientes de la propia contaminacién (residuos patdogenos, aguas residuales
domésticas, compuestos quimicos toxicos como pesticidas, etc.) y aquellos que forman
parte de la materia organica propia de la accién de algas y microorganismos (produccion
primaria)."! Algunos de estos compuestos pueden ser débilmente fluorescentes pero al
asociarse con el sensor macrociclico incrementan su emision y pueden interferir sobre la
sefal del analito.3” No obstante, aplicando el método de adicion de estandares como se ha
realizado, se pudo eliminar el efecto matriz positivo utilizando la pendiente de calibracion

teniendo en cuenta la matriz real.
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Tabla 5-10. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua de tanque.’

Matriz real Cantidad Cantidad promedio %R,"
Adicionada/uM determinada/uM
0,101 0,135 + 0,001 134 + 1
1,01 1,29 + 0,02 128 + 2
Agua de 2,02 2,51 + 0,04 124 + 2
e 4,00 49+0,1 122+ 2
(5.0 % vIv) 7,50 9,45+ 0,08 : 126 + 1 :
0,101 (0,108 + 0,001) (106 + 1)
1,01 (1,03 £ 0,02) © (101+2)°
2,02 (2,00 +0,03) © (100 2) €
4,00 (3,91 +0,09) ° (98 +2) ¢
7,50 (7,54 + 0,06) ° (100,5 + 0,8) °
0,092 0,119 + 0,003 129+ 3
1,01 1,35+ 0,03 132+ 3
Agua de 2,02 2,7+0,1 1345
tanque 4,00 48+0,2 1205
(10 % V/V) 7,50 7,6 +0,1 101 £ 1
0,092 (0,098 + 0,003) © (106 + 3) ©
1,01 (1,11 £ 0,03) ¢ (109 + 3) ¢
2,02 (2,24 +0,08) (111 +4)°¢
4,00 (40+0,1)°¢ (100 + 2) ©
7,50 (6,27 £ 0,09) © (84+1)°
1,01 1,27 + 0,02 124 + 2
2,02 25+0,1 124 +5
Agua de 4,00 4,83 + 0,01 120,8 + 0,2
tanque 7,50 8,1+0,2 108 + 3
(15 % VIV) 1,01 (1,04 £ 0,02) ¢ (102 £2) ¢
2,02 (2,1+0,1)°¢ (104 +5) ¢
4,00 (3,94 £ 0,01) © (98,5+0,2) ¢
7,50 (6,6 +0,1)° (88+1)°

(@) Mediciones realizadas en equipo JASCO; Aexc = 290,0 nm; [HPB-CD] = 10,0 mM; 2,0 % v/v
CH,OH; % v/v de buffer variable segun el porcentaje de matriz empleado (100 % — 2 % — % de

matriz = % buffer); a 25,0 °C.

b . : , o .
( )Recuperamon porcentual promedio de tres replicas con su desviacion estandar.

(c)'Vanres obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibraciéon en presencia del porcentaje

matriz real.




Capitulo 5: DETERMINACION ANALITICA SUPRAMOLECULAR DE CARBAZOL

Tabla 5-11. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua del rio Tercero

en el pto .1 (ver figura 5-5).%

Matriz real Cantidad Cantidad promedio %R, b
Adicionada/pM determinada/uM
1,01 1,32 + 0,09 129+ 9
2,02 2,7+0,1 1335
Agua de rio 4,00 5,7+0,1 142 + 2
Tercero (pto. 1) 7,50 10,1+0,4 135+ 5
(5 % VIV) 1,01 (0,97 +0,07) ¢ (95+7)°
2,02 (1,98 £0,07) © (98 +4)°©
4,00 (42+0,1)° (105+2)°
7,50 (7,4 +04)° (99 + 5) °
1,01 1,562 + 0,005 153,1+0,5
2,02 3,25+ 0,02 161 + 1
Agua de rio 4,00 6,1+0,3 152+ 8
Tercero (pto. 1) 7,50 10,3+ 0,6 137+ 8
(10 % VIV) 1,01 (1,02 +0,01) € (100 +0,9) ¢
2,02 (2,12 £ 0,04) ° (105 + 2) °
4,00 (40£0,2)° (100 £ 5) ©
7,50 (6,7+0,3)° (89 + 4) °
1,01 1,62 + 0,02 159 + 2
2,02 3,19+ 0,08 158 + 4
Agua de rio 4,00 6,5+0,3 162+ 8
Tercero (pto. 1) 7,50 10,8 £ 0,3 144 £ 4
(15 % VIV) 1,01 (1,00 +0,02) ° (98+2)°
2,02 (1,99 + 0,07) © (98 £ 4)°©
4,00 (4,0+0,2)° (100 £ 5) ©
7,50 (6,7+0,3)° (89+4)°

@) Mediciones realizadas en equipo JASCO; Aee = 290,0 nm; [HPB-CD] = 10,0 mM; 2,0 % viv
CH,OH; % v/v de buffer variable segun el porcentaje de matriz empleado (100 % — 2 % — % de

matriz = % buffer); a 25,0 °C.
®) Recuperacién porcentual promedio de tres replicas con su desviacion estandar.

(c)'Vanres obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibracion en presencia del porcentaje

matriz real.
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Tabla 5-12. Recuperaciones porcentuales determinadas para CZL en agua del rio Tercero
en el pto. 2 (ver figura 5-5).2

Matriz real Cantidad Cantidad promedio %R, b
Adicionada/uM determinada/uM
1,01 1,27 £ 0,02 124 + 2
2,02 2,56 + 0,03 127 + 1
Agua de rio 4,00 49+0,1 122 £ 2
Tercero (pto. 2) 7,50 8,8+0,2 117 £ 3
(5 % VIV) 1,01 (1,07 £0,02) © (105+2)°
2,02 (2,15 + 0,04) © (106 +2) °
4,00 (4,1+0,1)° (102+2)°
7,50 (74+03)° (99 + 4)°
1,01 1,31+ 0,02 128 + 2
2,02 2,56 + 0,01 126,7+ 0,4
Agua de rio 4,00 5,40 + 0,04 135 + 1
Tercero (pto. 2) 7,50 9,5+0,1 127 £1
(10 % VIV) 1,01 (1,02 £ 0,02) © (100 2)°
2,02 (1,998 + 0,005) © (98,9+0,2) ¢
4,00 (4,22 +0,06) © (106 + 1) ©
7,50 (74+0,1)°€ (99 + 1) ¢
1,01 1,24 + 0,02 122 + 2
2,02 2,58 + 0,03 128 + 1
Agua de rio 4,00 52+0,3 130+ 8
Tercero (pto. 2) 7,50 9,0+0,1 120 £ 1
(15 % VIV) 1,01 (1,04 £ 0,02) © (102+2)°
2,02 (2,14 £0,02) © (106 + 1) ©
4,00 (4,3+£0,2)° (108 £ 5) °
7,50 (7,5+0,1)°¢ (100 £ 1) ¢

@) Mediciones realizadas en equipo JASCO; Aee = 290,0 nm; [HPB-CD] = 10,0 mM; 2,0 % viv
CH,OH; % v/v de buffer variable segun el porcentaje de matriz empleado (100 % — 2 % — % de
matriz = % buffer); a 25,0 °C.

®) Recuperacién porcentual promedio de tres replicas con su desviacion estandar.

C). . . . . " . .
( )Valores obtenidos teniendo en cuenta la pendiente de calibracion en presencia del porcentaje
matriz real.
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Es de esperar que aguas de un rio presenten mayores interferentes quizas que el agua
de un tanque domiciliario. La apariciéon de un efecto matriz en agua de tanque no fue el
resultado esperado y sorprendié. Hay antecedentes de contaminacién de agua potable

contenida en tanques debido a falta de limpieza en interiores y sistema de caferias

locales.®® Se ha demostrado que especies Enterobacter y Klebsiella colonizan con
frecuencia las superficies interiores de las cafierias de agua y tanques de almacenamiento
y crecen formando una pelicula cuando las condiciones son favorables (presencia de
nutrientes, temperaturas calidas, bajas concentraciones de desinfectantes y tiempos
largos de almacenamiento).38

Llama la atenciéon el mayor efecto matriz obtenido en muestras de agua de rio
recolectadas en la zona 1 respecto a las recolectadas en la zona 2 (ver figura 5-05). Esto
quizas se deba a que la primer regién se encuentre mas cerca del dique Piedras Moras en
donde el agua se encuentra mas expuesta a los desechos del hombre y a la acumulacién
de sedimentos® arrastrados por el agua de lluvia; ademas, la proliferacion de algas es
mayor en esa zona (1). Con el avance de su curso, es probable que las finas particulas de
sedimentos se depositen en el fondo del rio. Ademas, en diferentes regiones del curso de
un rio se presentan diferentes instancias de autodepuracién,40 con lo que la materia

organica puede variar a lo largo del mismo.

En la tabla 5-13 se muestran las E, los valores del estadistico texp para cada nivel de

matriz real, y los valores t criticos segun el nimero de niveles de R, (n) empleados en el

calculo de Ry.
Las recuperaciones porcentuales promedio, R4, se calcularon mediante la ecuacién
5.13, para evaluar la exactitud del método analitico propuesto, aplicado a las matrices

reales. A partir de los valores de R, se determinaron valores del estadistico t,,, (ecuacion

5.17) para realizar una prueba de hipdtesis y establecer si los valores de R_A difieren
significativamente de 100,0 % (H,: R_A =100).
Se observa que las recuperaciones porcentuales a distintos niveles de fortificacién de

las matrices, estan comprendidas entre (91-113) % para agua de tanque y entre (98-108)

% para agua de rio.
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La hipétesis nula fue aceptada debido a que el valor del estadistico t calculado en cada

caso fue menor que el valor del estadistico t tabulado bilateral, t a niveles de

o n-1’
significacién o = 0,10 y a = 0,05. Por lo tanto, se comprobé con este procedimiento que el

método es estadisticamente exacto para la cuantificaciéon de CZL en las muestras de agua

de tanque domiciliaria y del rio Tercero.

Tabla 5-13. Parametros determinados para establecer la exactitud del método analitico

para la deteccion de CZL en matrices de agua.

Matriz % Matriz Ry, %° DS, %" b ©

Agua corriente 10 99 (5) 3 0,74

5 101 (5) 3 0,74

Agua de 10 102 (5) 11 0,41
tanque

15 98 (4) 7 0,57

5 96 (4) 5 2,12

Agua de rio 10 104 (5) 13 0,69

(zona 1) 15 102 (5) 13 0,34

5 103 (4) 3 2,00

Agua de rio 10 101 (4) 3 0,67

(zona 2) 15 104 (4) 4 2,00

a e . . g , . .z
( )Entre paréntesis se especifica el nimero de niveles de recuperacion empleados para calcular la
recuperacion porcentual promedio.

(b) DS (Desviacién Estandar porcentual)
() Se compara con los lun-1 siguientes: o101 = 2,13 y 2,35 (para n = 5 y 4 respectivamente); y
too5n-1=2,78 y 3,18 (paran =5y 4)

5.4.2.3. Comparacion con otros métodos para la deteccion 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 deteccion de carbazol y sus derivados

consistian en derivatizacidon del analito soportado en una matriz sélida (placa de 6xido de
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aluminio, celulosa, silica gel) en N,N-dimetilformamida y en presencia de hidroxido de
tetraetilamonio en metanol.*’
El método analitico que se propone en este trabajo de tesis presenta un LOD

comparable y bastante mas bajo que otros métodos luminiscentes ya publicados. Por

ejemplo, mediante espectroscopia de fluorescencia sincronica una muestra de carbazol en
. . ;. ‘s 42

dibenzofurano fue determinado con un limite de deteccion de 2 pg/mL.™ Por otra parte,

metodologias que describen la derivatizacion del analito con reactivos como el p-nitrofenol

y la 3-metil-2-benzotiazolona hidrazona,43 junto al tratamiento en N,N-dimetilformamida

con hidroxido de tetraetilamonio en metanol para dar la especie desprotonada de CZL (con

un mayor € que la especie neutra), dieron limites de determinacién entre 20 y 100

ug/mL.41

Tabla 5-14. Limites de deteccion de CZL obtenidos mediante diferentes métodos.

Método Analitico LOD, ng/mL
Espectroscopia de Fluorescencia en presencia de HPB-CD 1,41
Espectroscopia de fosforescencia con preconcentracion de CZL en papel 0,015
de filtro modificado con -CD°
Cloud point extraction (CPE) acoplada a HPLC® 10
Espectroscopia de fluorescencia sincrénica® 2 x10°
Espectroscopia de Fluorescencia en presencia de hidroxido de 20 x103
tetraetilamonio en metanol®
Deteccion fluorimétrica de CZL adsorbido en TLC y derivatizado con p- 100 x103
nitrofenol®
@ Ref. 41
®) Ref. 42
© Ref. 43
@ Ref. 44

El LOD determinado por una técnica espectrofosforimétrica fue dos o6rdenes de

magnitud inferior que el obtenido por el método analitico planteado en este trabajo de

tesis. Sin embargo, dicho procedimiento requiere de una etapa previa de pre-
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concentracion del analito en una matriz solida (papel de filtro modificado con 3-CD) antes

de efectuar la medicién espectrofotométrica. De esta manera, se plantea un método mas
directo y sencillo para la deteccién de carbazol en muestras de agua. Y ademas, permitiria

detectar dicho analito en niveles por debajo al limite permitido segun la legislacion del

Departamento de Sanidad del Agua de Carolina del Norte en EEUU.”

5.5. CONCLUSIONES

Mediante el empleo del sensor macrociclico HP(3-CD, fue posible el desarrollo de un
método analitico basado en la exaltacion de la emision de fluorescencia de CZL por
formacion de un complejo fluorescente. Dicho método, es capaz de detectar pequefias
concentraciones de analito a partir de medidas espectrofluorimétricas directas.

Los parametros analiticos obtenidos resultaron satisfactorios en vista de emplear este
método con el objetivo de detectar niveles de concentracion cercanos a los limites
permitidos por ciertas legislaciones de paises desarrollados. Con el procedimiento
analitico desarrollado se pudo obtener un limite de deteccion incluso inferior al de otros
métodos informados en bibliografia. Y se consiguié una buena sensibilidad analitica y una
extension del intervalo lineal de concentraciones de aplicabilidad de la técnica, respecto al
método espectrofluorimétrico sin la presencia del sensor.

La metodologia empleada es mas simple, rapida y econdmica; y ademas, no requiere
de etapas previas de pre-concentracién del analito. Presenta también el beneficio de no
requerir volumenes importantes de solventes organicos.

Se pudieron determinar concentraciones del orden uM del nucleo carbazol en muestras
de agua corriente extraidas de las instalaciones del Dpto. de Quimica Organica (UNC), sin
interferencia de la matriz. Por otra parte, el método es exacto para la determinacion de
CZL en muestras de agua de tanque domiciliario y del rio Tercero, cuando se utiliza la

pendiente de calibracion teniendo en cuenta el porcentaje de matriz a analizar.
Los parametros de validacion obtenidos demostraron la eficiencia del sensor HP3-CD

para la deteccion de CZL. El método quedd validado de acuerdo a los examenes

realizados de exactitud, precision, selectividad y robustez.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

6.1. CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo de tesis, abordd el desarrollo de un método analitico supramolecular en

base al

estudio espectroscopico de las interacciones entre sustratos organicos

heterociclicos (carbazol y quinolina, representativos de los hidrocarburos aromaticos

policiclicos nitrogenados, HAPN) y dos clases de receptores macrociclicos: ciclodextrinas

(CDs) y p-sulfonatocalix[n]arenos (CA[Nn]S).

Las principales conclusiones obtenidas se detallan a continuacion:

>

Tanto el nucleo carbazolico como el quinolinico interaccionan con la cavidad de
CDs y CA[n]S induciendo modificaciones en los espectros de absorcion UV-
Visible.

Estas interacciones con CDs condujeron a una exaltacion 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 nucleos
heterociclicos.

Ademas, estas interacciones no covalentes son responsables de la formacién de
complejos sustrato-receptor con estequiometria 1:1.

La naturaleza de las interacciones en estos sistemas supramoleculares son
principalmente electrostaticas para los complejos con CA[n]S. Mientras que, con
CDs las fuerzas que conducen a la formaciéon de los complejos son de
naturaleza mas débil como efectos hidrofébicos y enlace puente hidrégeno.

EL estudio espectroscépico de sistemas mixtos CZL/HPB-CD/CA[n]S permitio

establecer que los equilibrios de formacion de los complejos CZL-HPB-CD vy
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CZL-CA[6]S coexisten independientemente. En tanto que, ademas de la
formacion de los complejos binarios CZL-HP3-CD y CZL-CAJ[8]S, se forma un
complejo ternario HP3-CD-CZL-CA[8]S mediante un mecanismo en etapas.

Con el empleo del receptor HP(-CD, como sensor quimico para carbazol, se
desarroll6 y valido un método analitico basado en la exaltacion de la
fluorescencia del analito. Se pudieron determinar concentraciones del orden de
ng/mL de carbazol en muestras de agua.

El método de intensificacion de la fluorescencia de carbazol, en presencia de
HPB-CD, presenta ventajas con respecto a otras metodologias analiticas tales
como: rapido; econdmico; simple, pues no se necesitan reacciones de
derivatizacion; no requiere de volumenes importantes de solventes organicos;
robusto frente a variaciones de la concentracion de iones y posibles

interferencias con quinolina.
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Apéndice A.
Teoria de Fluorescencia
A.1 Conceptos basicos de Fluorescencia.

La luminiscencia es la emision de luz de una dada sustancia, y ocurre a partir de los
estados electronicos excitados. La excitacion de los electrones puede ocurrir mediante
absorcion de luz, y en ese caso se define como fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia se

divide en dos categorias: la fluorescencia y la fosforescencia, dependiendo de la

. 1 . .
naturaleza del estado excitado.  Una manera conveniente de representar estos fenbmenos
es mediante un diagrama de Perrin-Jablonski, como muestra la figurara A-1. En el grafico,

los estados electrénicos son denotados como S, el estado basal o fundamental (de menor

energia), S; y T, corresponden al primer estado excitado singlete y ftriplete,

respectivamente.2 La fluorescencia tiene lugar cuando una molécula en un nivel de
energia electronico excitado retorna al estado electrénico fundamental (S;—S;) sin cambio
de la multiplicidad de espin, por la emisidn de un foton. Dado que las moléculas se relajan
hacia el estado basal muy rapidamente, la fluorescencia se observa cuando es un
mecanismo de relajacibn mas eficiente que la combinacién de las desactivaciones por
conversion interna (CI), externa (CE) y relacion vibracional (rv), ver figura A-1a.

Se entiende por conversion interna a la transicion no radiativa entre dos estados
electronicos de la misma multiplicidad de espin. En solucion, este proceso es seguido por
una relajacion vibracional (rv) hacia el nivel vibracional mas bajo del estado electronico
final.2 El exceso de energia vibracional puede ser transferida al disolvente por colisiones
moleculares. El término relajacion vibracional define a la desactivacion sin radiaciéon que
ocurre cuando una molécula en un nivel vibracional de mayor energia de un estado
excitado se mueve a un nivel vibracional de menor energia del mismo estado electrénico.
Por combinacion de estos tipos de procesos de desactivacion, la molécula puede retornar

al estado fundamental sin la emisién de un foton.3

183



(a) —
-4 rv (I P —
52 - r Y _7 [
. TV
= 5 H CES ——————— =
= ‘ T (ES =
E‘E S1 T1 >,
r?:_ |[Absorbancial| Fluorescencia || Fosforescencia
y V-
V3 p— 3
, i i =
(b)

L

Figura A-1. (a) Diagrama de Perrin-Jablonski. Se representa la fluorescencia desde el primer
estado singlete excitado, S,, alcanzado por la absorcion de luz y la fosforescencia por emision

desde el estado triplete, T,, hasta el estado fundamental S,. rv = relajaciéon vibracional, CI =

conversion interna, CE= conversion externa y CES = cruce entre sistemas. (b) Posiciones relativas
de los espectros de absorcidn, fluorescencia y fosforescencia.

El cruce entre sistemas (CES) es una transicién no radiactiva entre dos niveles de

vibracion isoenergéticos de dos estados electronicos de diferentes multiplicidades de

espin. Por ejemplo, una molécula en el estado de menor energia vibracional del nivel S,
puede pasar al nivel vibracional isoelectronico del estado triplete T, (S;— T,) luego la
relajacion vibracional lo lleva al nivel mas bajo de T,. Por otra parte, la fosforescencia se

observa cuando la relajacion ocurre por la emisién de un foton desde un estado

electrénico triplete (T,) al estado basal (T,—S;) por lo que conlleva un cambio en la

multiplicidad de espin.
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En la figura A-1b se muestran las posiciones relativas de los espectros de absorcion,

fluorescencia y fosforescencia. Luego de la excitacion a niveles electronicos vy

vibracionales excitados, el exceso de energia es rapidamente disipado dejando al

fluoréforo en el nivel vibracional mas bajo, v,, de S;. Por esto, excepto algunas
excepciones, la fluorescencia tiene lugar desde el nivel v, y, en consecuencia, sus

caracteristicas no dependen de la longitud de onda de excitacion (?\exc).1 Y es debido a esa
relajacion vibracional, que lleva a la especie al nivel vy, que se observa el espectro de
fluorescencia a longitudes de onda mayores (menor energia) que el espectro de
absorcién. Acorde a esto, la longitud de onda de emision de fluorescencia, A, deberia ser
siempre mayor que la longitud de onda de absorcién. Sin embargo, en la mayoria de los
casos el espectro de absorcion se superpone ligeramente con el de fluorescencia a
temperatura ambiente. La diferencia entre el maximo de la banda de absorcion,
correspondiente a la transicion Sy;—S,, y el maximo de fluorescencia es el denominado
corrimiento de Stokes (Av expresado en numero de onda, c:m'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 absorcion (figura A-1b).

Las reacciones de transferencia electronica son entre otros, uno de los procesos
fotoquimicos elementales mas importantes en quimica. El término transferencia de carga
hace referencia a una excitacion directa a un estado en el que un electron 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 Tt 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 Tt-1t*, y/o a un estado de transferencia intramolecular de carga (ICT, Intramolecular
Charge Transfer) donde el grupo T-donor cede un electron al grupo Tr-aceptor
produciéndose un desacoplamiento de las dos subunidades y una separacion 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.

(a)
hv sk % =
DI —s |IDHA| «— |DHA
Estado LE Estado ICT

(b)

é "*-.\\ ’f

z LE Y. ICT

= N

A —

Figura A-2. (a) Representacion esquematica de la formacién de una especie en estado
localmente excitado (LE) por absorcion de luz y su posterior pasaje a un estado de transferencia

intramolecular de carga (ICT). (b) Espectro de fluorescencia dual formado por la emision desde
los estados LE e ICT.

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 energia mayor a la
que tendria en estado fundamental. Este exceso de energia es liberado cuando la especie
retorna hacia el estado basal, y lo puede hacer de diferentes maneras, por ejemplo, por
emisiéon 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 relajacion mencionados la
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interaccion de M* con otras moléculas: transferencia electronica, transferencia de

protones, transferencia de energia, o formacion de excimeros o exciplejos.?

Cruce entre Fluerescencia

Fosforescencia Sistemas Retardada

Conversion Fluorescencia

Interna

Cambio
Conformacio

Transferencia
Electronica

Transferencia

. de protones
Transformacion

Fotoquimica Transferencia

Formacion Formacién de energia
de Exciplejos  ge Excimeros

Figura A-3. Posibles procesos que puede llevar a cabo una molécula excitada para liberar el
exceso de energia.

Una expresion cuantitativa de la eficiencia de la fluorescencia es el rendimiento
cuantico de fluorescencia, @, corresponde al numero de fotones emitidos relativo al
numero de fotones absorbidos y representa la fraccion de moléculas que retornan al

estado fundamental mediante fluorescencia. La ecuacion A.01 es una expresion para @ ¢

k
Gp= ]Ett«"‘zjzt -KET (A.01)
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Donde %F es la constante de velocidad para la desactivacion con emisiéon de

ky

fluorescencia, es la suma de las constantes de velocidad de todos los procesos (sin
incluir la fluorescencia) que desactivan el estado excitado, y T es el tiempo de vida del
estado excitado.

El tiempo de vida T 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 ecuacion A.01 se desprende la ecuacion

A.02 para T.

1
r- K +zk; (A.02)

Los valores de @ oscilan entre 0, cuando la fluorescencia no ocurre y 1, cuando cada

molécula en el estado excitado se desactiva unicamente por el proceso radiante de
fluorescencia.

Tanto el rendimiento cuantico como el tiempo de vida dependen crucialmente del

k

- { . - ,
término , el cual es muy sensible a las condiciones experimentales.*

A.2 Efectos de la estructura molecular sobre la fluorescencia

La mayoria de los fluoroforos nativos son compuestos aromaticos. También algunos
compuestos alifaticos con gran numero de insaturaciones pueden fluorescer. En general,
un incremento en la extension del sistema electronico 7 (mayor conjugacion) producira un

corrimiento batocrémico en los espectros de absorcién y de fluorescencia y un aumento de
2
P

Las transiciones mas bajas en hidrocarburos aromaticos son del tipo m—1*, las cuales

se caracterizan por altos coeficientes de absortividad molar, tiempos de vida

moderadamente cortos (unos pocos nanosegundos) y rendimientos cuanticos

relativamente cortos. Cuando un heteroatomo esta involucrado en el sistema 7, una
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transicion del tipo n—1* es responsable del proceso. Estas transiciones se caracterizan

por tener tiempos de vida al menos 100 veces mayores (alrededor de 10°® s) que las

transiciones m—7*. Este proceso es muy lento para competir efectivamente con las
desactivaciones no radiactivas y, en consecuencia los @ son muy bajos. Este es el caso

de la mayoria de los compuestos azo, alguno compuestos carbonilicos y heterociclicos

. 2

nitrogenados.
Por otra parte, la presencia de atomos pesados (como |, Br) en moléculas aromaticas,
resultara en una inhibicion de la fluorescencia (efecto del atomo 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 disminucion del rendimiento
cuantico de fluorescencia y del tiempo de vida debido a que los procesos no radiantes
relacionados con la agitacion térmica (colisiones con las moléculas de solvente,
vibraciones y rotaciones intramoleculares, etc.) son mas eficientes a mayores

temperaturas.?

A.3.2. Efecto del solvente

En solventes polares el efecto sobre la fluorescencia resulta ser una atenuacion de la
intensidad de emision debido a la estabilizacién del estado excitado por las moléculas del

disolvente. Tipicamente el fluoréforo tiene un momento dipolar mayor en el estado

excitado (Ug) que en el estado basal ([g). Luego de la excitacidn los dipolos del solvente

se reorientan alrededor de pg produciendo una estabilizacion del estado excitado. El

resultado de este efecto son emisiones a menores energias (a mayores longitudes de
onda). A medida que se incrementa la polaridad del solvente este efecto se incrementa.
En general, los fluoréforos que son de naturaleza polar son mas sensibles a este efecto.
Mientras que moléculas no polares, como hidrocarburos aromaticos 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 relajacion de las moléculas de solvente (10 — 100 ps),

los espectros de emision de fluoréforos se obtienen cuando el solvente se encuentra ya

relajado. En cambio, la absorcién de luz es un proceso extremadamente rapido (10'15 S)
para ambas especies, fluoroforo y disolvente. Por esto, el espectro de absorcion es menos

sensible a la polaridad del solvente.
A.3.3. Efecto de la concentracion y de filtro interno

La intensidad de la fluorescencia (F) es proporcional a la cantidad de radiaciéon que es

absorbida (I, - I) de la fuente de radiacion, y al valor de @y segun la ecuacion A.03.

FaBopl,-D (A.03)

. . , . 3 .
Donde B es una constante relacionada a varios parametros instrumentales.” A partir de

la ley de Beer se plantea la ecuacion A.04

II- = 1o=¥2F] (A.04)

o

Donde [S] es la concentracidon del sustrato fluorescente. Resolviendo la ecuacién A.04

para I, sustituyendo en la ecuacion A.03 y simplificando se obtiene la expresion siguiente

F = Bepl,(1—10-%00]) (A.05)

La ecuacion A.05 muestra que la fluorescencia es proporcional a la concentracion
cuando la absorbancia es baja. Las desviaciones de la linealidad incrementan con el

aumento en la absorbancia. La ecuacion A.05 puede simplificarse para absorbancias

pequenas (2,3xA4 = 0,05) a la siguiente expresi(')n2

F = 2,308B ¢z l,ebls] (A.06)
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De acuerdo a la ecuacion A.06 la intensidad de fluorescencia aumenta con el

rendimiento cuantico, la potencia incidente de la fuente de excitacion, la absortividad molar

y la concentracion del fluoréforo.

En la tabla A-1 se especifican las desviaciones al comportamiento lineal de la

. . . 2
fluorescencia para valores crecientes de absorbancia.

Tabla A-1. Desviacion de la linealidad en la relaciéon entre F'y [S] para varias A.

Absorbancia Desviacion (%)
0,001 0,1
0,01 1,1
0,05 5,5
0,1 10,6
0,2 19,9

A.4. Efectos debido al arreglo geométrico en la disposicion de la muestra.

La intensidad de fluorescencia y la distribucion espectral de la misma es dependiente
de la geometria de incidencia del haz sobre la cubeta que contiene la solucién del
fluoréforo. La geometria mas comun utilizada en las determinaciones de fluorescencia es

la iluminacion frontal sobre una de las caras de la celda y la observacion de la emisién de
luz en angulo recto (figura A—4a).1 Otras disposiciones geométricas ofrecen iluminacion
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
opticos (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 iluminacién frontal comunmente se realiza empleando cubetas triangulares (figura
A-4d) o cuadradas orientadas de 30° a 60° en relacion al haz de luz incidente. Con la
iluminacion frontal se prefiere disponer la celdaa 30°. Este procedimiento tiene dos
ventajas. En primer lugar, menos luz reflejada entra en el monocromador de emision. En
segundo lugar, la luz incidente se distribuye en una gran area superficial, decayendo la

sensitividad de la medicion a la colocacién precisa de la cubeta dentro del portamuestra.
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Figura A-4. Posibles procesos que puede llevar a cabo una molécula excitada para liberar el
exceso de energia.

Por otra parte, para aumentar la sensibilidad se puede incrementar el volumen de
muestra a la cual se controla la emision. Esto puede lograrse rotando 90° las rendijas

empleadas para enfocar el haz de luz sobre la muestra y para colectar la emision (ver

figura A-5). Esto produce que la senal incremente de 5 a 30 veces.’

(a) (b)

| | D Fuente Eﬁ @ Fuente

W._/ = o

L — |
Al Detector Al Detector
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Figura A-5. Empleo de la orientacion de la rendija para cambiar el volumen desde el que se mide
la fluorescencia (a) Normal, (b) a 90°.

A.5. Inhibicion de la Fluorescencia: Quenching.

El proceso de inhibicién de la fluorescencia (Quenching de fluorescencia) hace

referencia a los mecanismos que hacen disminuir la intensidad de la emision

1 . . . . .
fluorescente. Esto incluye reacciones en el estado excitado, transferencia de energia,
formacion de complejos y procesos colisionales. Para que ocurra el fendmeno es
necesaria la perturbacién del estado excitado del fluoréforo con los niveles de energia de

atomos o moléculas vecinas, lo que implica el contacto e interaccidn entre las especies

con una determinada probabilidad de que ello ocurra.?®

Existen dos mecanismos de quenching: estatico y dinamicoo colisional. ElI fenédmeno
de quenching estatico implica la formacién de un complejo no fluorescente entre el
quencher y el fluoréforo en el estado basal. Mientras que en el quenching dinamico el
quencher difunde hasta el fluoréforo, en el tiempo de vida en que éste se encuentra en

estado excitado, y luego del contacto el fluoréforo retorna al estado excitado sin la emision

1

de luz.
El quenching de fluorescencia puede ser utilizado con numerosas aplicaciones. Por
ejemplo, el estudio del quenching puede revelar la accesibilidad del quencher al fluoréforo

y de esta manera hacer alguna inferencia con respecto a la localizacion de los fluoréforos

. 1
en una proteina.

A.5.1 Quenching Dinamico

El quenching dinamico resulta del encuentro colisional entre el fluoréforo y la especie
quencher durante el tiempo de vida del estado excitado.
El parametro que en condiciones de estado estacionario responde a la adicion de un

. L g . 7 .
quencher es el rendimiento cuantico de fluorescencia (@), que es definido como la

relacion entre los valores de los fotones emitidos de fluorescencia con respecto a los

fotones absorbidos. El rendimiento cuantico de fluorescencia en ausencia de quencher

(@) se puede definir mediante el mecanismo que se muestra a continuacion en la figura
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A-6. Donde Sy S” es el fluoréforo en el estado basal y excitado, respectivamente; ke k.y

k.. son las constantes de velocidad de absorcion de un fotén, de emision fluorescente y de

decaimientos no radiactivos de primer orden (interconversién interna y entrecruzamiento

de sistemas). Los valores de n, y ng. corresponden al numero de fluoréforos en el estado

basal y excitado.

Figura A-6. Esquema de diferentes tipos de quenching de fluorescencia.

En condiciones de estado estacionario y en ausencia de amortiguadores se puede

plantear la ecuacion siguiente.
ksng=Kphg, + kneng, (A.07)

Resolviendo la ecuacion A.08 para ng. se obtiene la ecuacion que sigue
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kenig
F+Rnr (A.08)

Ng, =

+

De esta manera el rendimiento cuantico formalmente queda definido por la ecuacion

A.09, la cual es la relaciéon entre los fotones emitidos con respecto a los absorbidos.
kenig
bp= :

g (A.09)

Combinando las ecuaciones A.08 y A.09 se obtiene la expresion del rendimiento

cuantico en ausencia de quencher (ecuacién A.10).

EcEE
% F+hur (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 ecuacion 1.8Anse obtiene la

ecuacion siguiente

kshg=kphg, + knriig, + kg [Q]ns, (A.11)

Resolviendo la ecuacién A.11 para ts. se obtiene la ecuacion A.12 que al combinarla

con la ecuacion A.08 se obtiene el rendimiento cuantico de fluorescencia en presencia de

g
quencher (@SF‘ ) (ecuacién A.13)

ken
Ne = U
. Kp + Knr + Kq [(] (1.13A)
q. Kp
b8 Kp +Knr+Kg[Q] (1.14A)
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El quenching dinamico o colisional es descripto por la ecuacién de Stern-Volmer

(ecuacion 1.15A)

=14 koTolQ]=1 + KgIQ] (115A)

Dicha ecuacion se obtiene de hacer el cociente de F,, y F que son las fluorescencias en

ausencia y en presencia de quencher, y teniendo en cuenta las expresiones para los

rendimientos cuanticos correspondientes, ecuaciones 1.11Ay 1.14A. En la ecuacion 1.15A
To es el tiempo de vida del fluoréforo en ausencia de quencher (To = 1/(f'-’P +inr)) y Kg es

el producto KgTq y es llamada constante de Quenching de Stern-Volmer.

A.5.2 Quenching Estatico

El quenching estatico resulta de la formacién de un complejo sustrato-receptor no
fluorescente entre el quencher y el fluoréforo en el estado basal. Si a este complejo se lo
irradia con luz inmediatamente retorna al estado basal sin la emisién de un foton, como se
muestra en el esquema de la figura 2-5A.

La dependencia de la emision de fluorescencia con la concentracion del quencher

debera tener en cuenta a la constante de asociacién del complejo (KE) formado.' Esta

constante esta dada por la ecuacién 1.16A.

k9.8
\ (1.16A)

En donde [S-Q] es la concentracion del complejo entre el quencher Q vy el fluoréforo S.

La dependencia de (F,/F) con la concentracién de Q tiene una relacion lineal, igual al

observado en el quenching dinamico (ver figura 2-5A).
La expresion que explica el quenching estatico se muestra en la figura 1.17A en donde

la ahora la constante de quenching es la constante de asociacion.

F, _ 0
7= 1+K5[¢] (1.17A)
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A.5.3 Diferenciacién y Combinacién de Quenching Dinamico y Estatico

Es importante destacar que soOlo con la observacion experimental de un
comportamiento lineal no es posible distinguir entre el quenching dinamico y estatico. 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 dinamico depende de la difusion de las especies. Por ello a altas
temperaturas se observan grandes coeficientes de difusion e incrementos en los valores
de las constantes de quenching bimoleculares de Stern-Volmer. Ademas se espera que la
constante de quenching posea una dependencia inversamente proporcional con la
viscosidad.

Por otra parte si el mecanismo de quenching que actua fuera estatico, la dependencia

de la K'E con el incremento de la temperatura provocaria un cambio en la estabilidad del
complejo y afectaria al valor de la constante de quenching.

Cabe mencionar que también pueden ocurrir ambos mecanismos sobre un mismo
fluroforo. En este caso los graficos de Stern-Volmer mostraran una desviacion de la

linealidad con una curvatura y el modelo que explica dicho comportamiento experimental

.y .y 2
se muestra en la ecuaciéon 1.18A en la cual operando conduce a la ecuacion 1.19A.

Fos (1 + K9 [Q]) (1 + Kq [Q])

FioF a1+ K ATQ+K Qi1+ KAQK.Q LQ172) (1.19A)

(1.18A)
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Apéndice B
Sintesis de Calixarenos
B.1. Sintesis de Calixarenos

Como se menciond en la seccidon 2.2.2, los calix[n]arenos se obtienen por reaccion de
condensacion de un fenol para sustituido y formaldehido.” Hay dos vias sintéticas por las
cuales pueden obtenerse: la sintesis en un paso catalizada por base o acido, y la sintesis
convergente en etapas (figura B-1a).2 La primera estrategia permite la sintesis de
macrociclos sustituidos simétricamente, y fue la que se empled en este trabajo. Mientras
que en la sintesis en etapas se obtienen calix[n]arenos constituidos por diferentes
unidades fendlicas (figura B-1b).3

En la sintesis en un solo paso, la condensacion entre fenoles p-sustituidos y
formaldehido catalizada por base se inicia mediante la formacion del fendxido. Esta
especie actua como nucledfilo adicionandose al atomo de carbono carbonilico del

formaldehido. Posteriormente, se forma el compuesto diarilmetil, presumiblemente

mediante la reaccion de Michael entre fendxido y el intermediario metiluro de o-quinona.
Esta reaccion catalizada por una base da una mezcla compleja de oligdmeros lineales y
ciclicos, y la reaccion es dificil de controlar. Sin embargo, con derivados fendlicos con

grupos R voluminosos la reaccion puede ser direccionada a productos ciclicos con buenos

rendimientos.
El derivado ciclico con cuatro unidades fendlicas (tetramero, p-tert-butilcalix[4]areno)

resulta ser el producto de control termodinamico, mientras que el de ocho miembros

(octamero, p-tert-butilcalix[8]areno) es el de control cinético.” En condiciones de control

cinético y en presencia de metales alcalinos con radios iénicos grandes que actuan como
agentes template (K", Rb" o Cs") se favorece la formacién del hexamero ciclico p-tert-
butilcailx[6]areno (figura B-1a). De esta forma, un cation metalico preorganiza a los
oligobmeros lineales a su alrededor para formar el producto ciclico (los grupos hidroxilos

. .y T . s 1 ' 2
coordinan al catién metalico para luego ciclar facilmente).” La formacién de compuestos

ciclicos, en reacciones donde la preferencia es la formacion de cadenas lineales, a través

- ., . . 1
de la utilizacién de una especie preorganizadora se conoce como efecto template.
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(a) ?I) t-Bu o)
I
CH, NaOH CH, NaOH
Difeniléter a 250°C OH Xileno, A
KOH
Xileno, A
\ % \ %

R R R R
—_—
ErH.C CH,Er
OH OH OH OH

Figura B-1. Vias de sintesis para la obtencion de calixarenos. (a) sintesis en un paso catalizada
por base y (b) sintesis convergente en etapas.
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B.2. Sintesis de derivados calixarenos sulfonados
B.2.1. Procedimiento
B.2.1.a) Sintesis y purificaciéon de p-tert-butilcalix[4]areno

El esquema de sintesis llevado a cabo se detalla a continuacion en la figura B-2. La
primera etapa corresponde a la reaccion de condensacion 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 polimerizacidon exotérmica entre los reactantes en medio
basico agitando y calentando la mezcla a 120 °C durante una hora. Luego el crudo de
reaccion (masa densa y viscosa) se redisolvié con 100 mL de xileno (p. eb. 144 °C), 50 mL
de difenileter (p. eb. 257-259 °C) y 20 mL de tolueno (p. eb. 110,6 °C), y se trasvasoé a un
balén en un equipo de reflujo. Esta reaccion, via fenolato, transcurre a temperatura de
reflujo del difenileter, eliminando agua al formar un azeoétropo con tolueno (p.eb.
agua/tolueno = 84,0 °C). Luego de 4 horas de reaccién en reflujo, se dejo enfriar el crudo y
se agregaron 150 mL de acetato de etilo se agitdé alrededor de 1 hora y se filtr6 por
succion. La masa del sélido obtenido se acidificé con 150 mL de acido acético y luego se
filtr6 el producto macrociclico.

La obtencion de p-tert-butilcalix[4]areno se comprobd mediante la realizacién de
corridas cromatograficas en capa delgada (TLC) empleando como sistemas de solventes:
hexano:acetato de etilo (1:1 v/v) y hexano:cloroformo (1:1 v/ivy 2:1 v/v).

El p-tert-butilcalix[4]areno (solido blanco) se seco al vacio. El rendimiento obtenido en

esta reaccion fue del 44 %. El macrociclo de 4 miembros resultante es el producto de

. . . 5
control termodinamico, y se obtiene formando un complejo 1:1 con tolueno.

B.2.1.b) Sintesis y purificacion de p-Hcalix[4]areno

La reaccion siguiente (etapa 2, figura B-2) es la eliminacion 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 afade, sin frenar

la agitacion, el AICI;. La mezcla de reaccion rapidamente se tornd de color rojo oscuro. Se
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prosiguio la reaccion agitando durante 3 horas. La reaccién se siguié por TLC usando
como sistema de solvente una mezcla de hexano:acetato de etilo (3:1 v/v).

Tras la finalizacién de la reaccion se vertié la mezcla de reaccién en un vaso de
precipitado con hielo molido y se adicioné CH,CIl, (100 mL). Se formé un precipitado
blanco, y luego se trasvaso la mezcla a una ampolla de decantacién, agregando un
volumen de 150 mL de CH,CIl,. Se formaron dos fases una acuosa (superior) y una
organica (inferior). Se separo la fase organica y se la lavo con HCI 1 M (2 x 100 mL) y con
H,0O (2 x 100 mL). La fase organica se secoé con Na;SO4 anhidro. Posteriormente, se filtrd
y se la dejo en congelador entre 0 — 5 °C por 24 horas. El producto macrociclico se filtré
por succion. Luego se cristalizd, a temperatura ambiente, adicionando CHCI; hasta
disolver completamente el sdlido, y luego CH;OH gradualmente hasta que comenzé a
precipitar. Se dejo reposar el recipiente en congelador por una hora entre 0 — 5 °C, se filtré
y se sec6 al vacio. El rendimiento obtenido en esta etapa fue del 50 %. Este producto se
caracterizé 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 versatil intermediario para la sintesis de gran

. T 5
variedad de receptores macrociclicos.

B.2.1.c) Sintesis y purificaciéon de p-alquiloxicalix[4]areno

Posteriormente se llevo a cabo la alquilacién de los grupos hidroxilos del borde inferior.
Para ello se utilizé K,CO5 en acetona, calentando a reflujo en presencia de un halogenuro
de alquilo. Esta reaccién 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 ultimo, los derivados alquilados, fueron sulfonados tratandolos con H,SO,
concentrado, calentando entre 60 — 70°C y luego se utiliz6 BaCO5 para eliminar el acido
remanente. El derivado calixareno se obtuvo y fue purificando variando el pH primero a 8
(con Na,CO,;) y luego a 3 (con HNO;). Después de neutralizar con NaOH a pH = 7,
precipita el macrociclo en MeOH. Todas las reacciones se controlaron por cromatografia

(TLC) y los productos caracterizados por IR.
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En la tabla B-1 se muestran los porcentajes de rendimientos obtenidos en las diferentes

etapas sintéticas en la obtencion 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 Reaccién

Caracterizacion

Rendimiento

Obtenido Literatura
1) Sintesis de p-tert- TLCy 44% 55%
butilcalix[4]areno Espectroscopia IR
2) Desalquilacién “ 50% 80%
3) Alquilacién de -OH “ CH3CH2CHa2l | 38% 90-96%

CH3(CH2)sBr | 32%

CHz3(CH2)eBr -

4) Sulfonacion

Propilado 23%

Hexilado 12%

Decilado -

100",

80-

%T

60-

1
4000

1
3000

1
2000

Wavenumbers (cm-1)

1
1000

Figura B-3. Espectro Infrarrojo del derivado propilado de p-sulfonatocalix[4]arenos. La muestra se
preparé en pastilla de KBr a 25,0 °C.
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Apéndice C
C.1. Desarrollo de ecuaciones del Sistema Ternario

Para obtener la expresion 4.10 de Fp para el sistema CZL/HPB-CD/CA[6]S

considerando como condicion inicial la existencia del complejo CZL-CA[6]S segun el

equilibrio siguiente

CZL + CA[6]S CZL-CA[6]S

La fluorescencia del sistema en este estado viene dada por la ecuacion siguiente
FomFezr = §czilCZL] (4-1i)

Si se reemplaza [CZL] por su igualdad desde el balance de masa se tiene la ecuacion
4-1ii

Fezr=$czi ([CZL), - [CZLCAL6IS]) (4-1ii)

Reemplazando la concentracion de CZL-CA[6]S en el equilibrio por la expresion 3.09

(sustituyendo S por CZL y R por CA[6]S) se obtiene la ecuacion 4-iii

_ [CZL] K4 [CAL6]S5]
Fezr=Sczr ([‘?Z*:]u 144 [CAL6]0] (4-1iii)
Sacando factor comun [CZL], se obtiene la siguiente expresion
K4 [CAL6)S]
Fezr=4§czilCZL], (1 “TH R, LA [a].Sf]) (4-1iv)

Por otro lado, cuando al sistema se le adiciona el segundo macrociclo HP3-CD, se

establece el equilibrio de formaciéon del complejo CZL-HPB-CD en simultaneo con el

equilibrio anterior de formacion de CZL-CA[6]S.
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CZL + CA[6]S =——= CZL-CA[6]S

CZL + HPB-CD CZL-HPB-CD

Entonces la fluorescencia en este estado viene dada por la ecuacién siguiente

F mFezicaren = EczilCZL1+ EezrenlCZLHPECD] (4-1v)

Reemplazando en la ecuacion 4-v las expresiones de concentracion de las especies
CZL y CZL-HPB-CD en el equilibrio (ecuaciones 4.01 y 4.02, respectivamente), se obtiene
la ecuacion 4-vi.

P - §ezt[CZL], $czreplCZL) Ky [HPRCD)
CELCa+ S0 = TR, [HPPCD] + Ko [CA[MS] 1+ Ka, [HPBCDT+ Ka, [CAMIS]
(4-1vi)

Sacando factor comun el primer término se obtiene la ecuacion 4-vii.

§eailCZL]
R w3 o o Ey e Gl g O L) BN

1vii)

Para obtener la expresidon para Fj se hace la relacion de las expresiones 4-vii y 4-iv
correspondientes para FYezica + cn y Ferg, respectivamente. Surge la ecuacion 4-viii de
simplificar el término $czLlCZL],

(1 + (‘EC‘ZEC‘B/%E)K&, [HFECEI])

Fezrca+cp —
(1 + K, [HPECD] + K4, [CA [n]S]) (1 “Tx :’é‘q |EH[5]3]) (4

1viii)

Operando sobre el denominador de la ecuacion 4-viii se llega a la ecuacion 4-ix, en la

cual una simple distribucion en la fraccion del denominador da lugar a la ecuacion 4-10

que relaciona Fy con las concentraciones iniciales de los receptores macrociclicos.
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Fezica+cp o L+ (EC‘ZWB/ ;m;)g‘q’ [H:*:‘gaﬂ]
Fezt 14+ Ky [HPECD]+ Kgq [CAMIS]
( L+ lig, [CAL6]R] ) (4-1ix)
F _Fozicq+cp 1+ (‘fc'zaczz/ 'fc*z;;)g‘“ [HFRCD,
B Fex 14 (Em [HPRCD], )
/(1 + Kgo[CAMIS],) (4-10)

Para obtener la expresion de 1/Fy en funcion de la concentracion del receptor R, cuya

concentracion se varia, en el sistema ternario CZL/HP(3-CD/CA[8]S se tuvo en cuenta los

siguientes equilibrios

KA1

CZL + HPB-CD =————= CZL-HPB-CD (1)
KAZ

CZL + CA[8]S =———= CZL-CA[8]S 3)

Kar (4)
CZL-HPB-CD + CA[8]S =———=HPB-CD-CZL-CA[8]S

Como se ha explicado en el transcurso de este capitulo, la fluorescencia del sistema

binario inicial CZL/HP[3-CD viene dada por la ecuacion 4.2i

Fezrep =Sczi-lCZL) + Sezinppep- [CZLHFFCD] (4.2i)

Reemplazando las concentraciones en el equilibrio, teniendo en cuenta solamente el

equilibrio 1 se obtiene la ecuacion 4.2ii

F_F __ ScalC2L) f czeupgep|CEL] Ky [HPECD]
1T LD T TR, [HPBCD] 1+K, [HPECD] (4.2ii)
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Sacando factor comun el primer término de la suma se obtiene la ecuacion siguiente

‘ECZL [CZE‘] '5'
EoF . 1 CZLHPECD )K‘ HP C}j})
e=fczicp =g + Ky [HP CD( "’( /fczg, . [HFCD] (4.2iii)

Cuando al sistema se le adiciona el derivado CA[8]S se establecen los equilibrios de
formacion del complejo binario y ternario (equilibrios 3 y 4). Teniendo en cuenta estos

equilibrios, la fluorescencia en esta instancia se expresa reemplazando en la ecuacion 4.2i
las concentraciones de CZL y CZL-HP[(-CD en el sistema ternario de equilibrios, lo que

origina la ecuacion 4.2iv

§ezilCZL] SCZLHPECD ,
F = Fezieneca=""5—(1 +( BB fe  VRqHFBCDI) (4.2iv)

Donde D = L + Kq, [HPBCD] + K4, [CA[8]S8) + Ky,.Ky, [CA[S]S1wPRCR]

Haciendo la relacion F,/F al dividir la ecuacién 4.2ii por la 4.2iii se obtiene la siguiente

ecuacion algo extensa

$Sezp [CZL] (1 . (5 r:zaﬁpﬁrm/

Fy I'f'jzf‘h 1] f EI]

_ _ CZL)KA, [HPﬁGD])
o 8z [CZ1)

L (1 . ("f CZLHPECD /{CZL) K, [HPAC D])

(4.2iv)

Simplificando el término sczLlCZL]e y entre paréntesis del numerador y denominador

1
F, T+K, [HPECD D
) 5 “T+K, [HPFCD]

(4.2v)

209



Apéndice

Reemplazando D por su igualdad, dividiendo el numerador y el denominador por

1+ &4, [HPECD] y distribuyendo este término en la suma del numerador, se obtiene

14K, [HPPCD] | K, [CA [8' S]+}{ATHA2 [CA[B] 5] [treco]

F, T+K, [HPBCD] 1 ¥ K, [HPBCD] w20
F- 1+ K, [HPPCD)] |
1+ K, [HPFCD]
Simplificando términos
AR [c4 [E:‘-] S|+ Ko, Ko, |CA E:‘-] Slaeaco] .
F T+Ky [HPACD] '
Sacando factor comun ¥4s.[€A[8]5] se llega a la expresion 4.17 del capitulo 4.
Foe 4 +(1 +KAT[HPSCD]H)KAE [CA1S] w1
F 1+K, [HPPCD], '
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¢ CALIXARENOS Y CICLODEXTRINAS COMO SENSORES DE CARBAZOL. Matias
E. Carranza, Santiago D. Salas y Alicia V. Veglia. V Jornadas de Posgrado. Facultad de
Ciencias Quimicas. Presentacion de péster QO-101. 30/11/2011 y 01/12/2011. Cdrdoba,
Argentina.

0 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE SISTEMAS MIXTOS FORMADOS
POR CARBAZOL, CICLODEXTRINAS Y CALIXARENOS. Matias E. Carranza y Alicia V.
Veglia. XI Encuentro Latinoamericano de Fotoquimica y Fotobiologia. Desde 01/10/1012 al
04/10/2012. Cérdoba, Argentina. Poster 97.

¢ CALIXARENES AND RELATED COMPOUNDS AS POLYPROTIC ACIDS AND
CONTAINERS. Guadalupe G. Mifiambres, Matias E. Carranza, Santiago D. Salas, Marcio

Lazzarotto, Maria T. Baumgartner, Alicia V. Veglia. 122 Conferencia Latinoamericana de



Fisico-Quimica Organica. A realizarse desde el 07/04/2013 al 12/04/2013. Foz de Iguazu,
Brasil. Trabajo aceptado como presentacion oral.

¢ SISTEMA TERNARIO: HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA - CARBAZOL -
CALIXARENO[n]SULFONATO. ESTUDIO ESPECTROSCOPICO. Matias E. Carranza,
Alicia V. Veglia. XVIlII Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica Inorganica.
Realizado desde 09/04/2013 al 12/04/2013. Rosario, Argentina.

0 ESTRATEGIAS SUPRAMOLECULARES PARA LA DETERMINACION DE
QUINOLINA. Matias E. Carranza, Alicia V. Veglia. VIl Congreso Argentino de Quimica
Analitica. Realizado desde 01/10/2013 al 04/10/2013. Mendoza, Argentina. Péster P-A-34.

0 INTERACCION DE CICLODEXTRINAS Y CALIXARENOS CON QUINOLINA.
APLICACIONES ANALITICAS. Matias E. Carranza, Alicia V. Veglia. XIX Simposio
Nacional de Quimica Organica. Realizado desde 16/11/2013 al 19/11/2013. Mar del Plata,
Argentina. Péster FQO-29.

0 ESTRATEGIAS SUPRAMOLECULARES PARA LA DETERMINACION DE
QUINOLINA. Matias E. Carranza, Alicia V. Veglia. XIX VI Jornadas de Posgrado. INFIQC,
Departamento de Quimica Organica. Facultad de Ciencias Quimicas. UNC. Presentacion
de poster QO-030. 05/12/2013 y 06/12/2013. Coérdoba, Argentina.

0 INTERACCION SUPRAMOLECULAR DE QUINOLINA CON RECEPTORES
MACROCICLICOS. Matias E. Carranza, Sofia del Castillo, Hugo M. Helero, Alicia V.
Veglia. XIX Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica Inorganica. Trabajo aceptado.
12/04/2015 y 15/04/2015. Buenos Aires, Argentina.

0 SPECTROSCOPIC PROPERTIES OF HYBRID SYSTEMS CARBAZOLE-
HYDROXYPROPYL—CYCLODEXTRIN-SILVER NANOPARTICLES. luliana Mihalache,
Matias E. Carranza, Natalia L. Pacioni, Antonio Radoi, Mihaela Kusko, and Alicia V. Veglia.

XIII Conferencia Latinoamericana de Fisico-Quimica Organica.
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¢ Calixarenes and Cyclodextrins as carbazole sensors. Analytical determination. Matias
E. Carranza, Alicia V. Veglia.

¢ Photophysical studies of mixed systems of carbazole-cyclodextrins-calixarenes.
Matias E. Carranza, Alicia V. Veglia.

¢ Macrocycles receptors as quinoline sensors. Matias E. Carranza, Alicia V. Veglia.



Durante el desarrollo de esta tesis se realizaron las siguientes misiones de trabajo al

extranjero:

0 Universidad Federal de Rio Grande del Sur. “Sintesis de calixarenos”. Director
Brasilero: Dr. Marcio Lazarotto, Director Argentino: Dra. Alicia V. Veglia. Proyecto de
Investigacion: “Sensores basados en Calixarenos”, en el marco del proyecto de
colaboracion internacional CAPES/SPU N° 046/10. Desde 04/07/2011 hasta 29/07/2011.

¢ Instituto de Microtecnologia Bucarest (IMT-Bucarest). Practica en la implementacion
de nanoparticulas metalicas en métodos analiticos con deteccidn espectroscopica, en el
proyecto: “Desarrollo de Métodos Analiticos basados en Sistemas Supramoleculares para
la Deteccidén y Cuantificacion de Nanomateriales”. Director Rumano: Dra. Mihaela Kusko,
Director Argentino: Dra. Alicia V. Veglia. Presentado en el marco del Programa de
Cooperacién Cientifico-Tecnolégica entre el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Productiva de la Republica Argentina (MINCYT) y el ministerio de Educacion,
Investigacion, Juventud y Deportes de Rumania (MECTS). Desde 10/11/2014 hasta
10/12/2014.
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