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RESUMEN

Este trabajo de tesis surge como respuesta a la necesidad de nuevas
metodologias para la determinacion de compuestos de interés biologico y
ambiental. Los compuestos estudiados poseen el nucleo de carbazol y
quinolina, sustituidos con diferentes grupos.

Los nuevos meétodos deben tener mejores sensibilidades, limites de
deteccidon y cuantificacion que los informados previamente y de esta manera
poder ser utilizados como metodologias alternativas mas simples y rapidas en

la deteccidn de contaminantes en muestras reales.

La contaminacién que comienza desde el suelo y llega a napas de agua
subterraneas, debido al uso de agroquimicos, combustibles y derivados del
petréleo, es preocupante y, en consecuencia, hay que reaccionar y contribuir
ante esta problematica. Es por esto, que se eligi6 estudiar sistemas
supramoleculares que actien como sensores de compuestos aromaticos

heterociclicos nitrogenados.

Esta tesis esta organizada con un indice teméatico general, siete

capitulos y listas de abreviaturas y tablas.

El Capitulo 1 comienza con una breve introduccién general sobre la
qguimica 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 se introduce los conceptos mas importantes para una
mejor comprension de este trabajo. En una primera parte A, se describen los
conceptos fundamentales de la quimica supramolecular. Tales como los
requerimientos de complementariedad estructural y electrénica que deben
existir para su existencia, y como los fundamentos para el reconocimiento
molecular y la naturaleza de las interacciones involucradas durante el mismo.

Al final de esta parte, se describen las caracteristicas estructurales y las



propiedades fisicoquimicas mas importantes de las ciclodextrinas y los
calixarenos, asi como sus aplicaciones analiticas mas relevantes durante los
altimos afos. Por otro lado, la parte B de este capitulo, introduce la naturaleza,
origen y las principales caracteristicas de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, especificamente los nitrogenados y sus consecuencias e
implicancias tanto ambientales y como biolégicas. También, se mencionan
diferentes métodos analiticos que se utilizan actualmente para la determinacion

de los mismos.

En los Capitulos 3, 4, 5y 6 se presentan y se discuten los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo. En cada uno de ellos se plantea: una
introducciéon referente al tema especifico que se va a tratar; los objetivos
propuestos para el mismo; los resultados y discusiones que surgen del propio
andlisis de éstos; una seccion experimental en donde se describen los
reactivos, instrumentos y las técnicas y procedimientos que se emplearon; y

por ultimo, las conclusiones parciales del capitulo en cuestion.

El Capitulo 3 presenta la caracterizacion fisicoquimica vy
espectroscopica de quinolina y de receptores macrociclicos, y ademas, la
evaluacion de los complejos, considerando concentracion de receptores en el

equilibrio.

En el Capitulo 4 se describen sistemas supramoleculares mixtos, en el
gue se abordan las reacciones de desplazamiento de la quinolina de la cavidad
de la especie acida del p-sulfonatocalix[6]areno, por analitos no fluorescentes,

como ser glucosa, 3-clorofenol y 4-clorofenol.

El Capitulo 5 muestra el desarrollo de una metodologia analitica
supramolecular, indirecta y fluorimétrica, la cual se utiliza como sensor de
glifosato, por desplazamiento de la quinolina de la cavidad de la especie acida
del p-sulfonatocalix[6]areno. Se presentan los principales parametros analiticos
y se describe el proceso de validacion necesario para asegurar que el método

es confiable en la deteccion de glifosato.

En el Capitulo 6 se describen los efectos de receptores macrociclicos

sobre las propiedades espectroscépicas de cuatro sustratos que derivan de los



nacleos del carbazol y la quinolina: harmina, harmano, 9-2-etilhexilcarbazol y
quinina. En una primera parte se realizdé una caracterizacion espectroscopica
de los mismos, y luego, se examinaron los efectos que los receptores
macrociclicos producen sobre ellas. Para finalizar, se determinaron las
constantes de asociacion para cada sistema sustrato-receptor, las ecuaciones
que describen los modelos empleados en los diferentes ajustes de datos

experimentales.

Al finalizar cada capitulo, se especifica la bibliografia que se hace
referencia en el texto con subindices numeéricos, la cual amplia y respalda los

temas tratados en cada uno de ellos.

El Capitulo 7 resume las conclusiones generales mas importantes
obtenidas de en este trabajo de tesis doctoral, con relacion a los objetivos

planteados inicialmente.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

La quimica, en un campo muy general, se ocupa de la estructura y la
transformacién de la materia. De esta manera, la quimica molecular es el
estudio de las entidades que se obtienen mediante la combinacion de atomos,
es decir, las moléculas. Por este motivo, muchas veces se dice que es la
quimica del enlace covalente.! La quimica supramolecular va un paso mas alla,
ocupandose del estudio de como las moléculas interaccionan entre si, las
cuales sin formar un enlace covalente entre ellas, son capaces de construir, de
forma dinamica, conglomerados de dimensiones nano y micrométricas. La
quimica supramolecular es entonces la quimica de las interacciones débiles.
Precisamente, el término reconocimiento molecular se refiere a la interaccion
especifica entre dos o0 mas moléculas a través de enlaces no covalentes como
el enlace de hidrégeno, la coordinacion metalica, la fuerza hidrofoba, las
fuerzas de van der Waals, las interacciones T-1 y/o las interacciones
electrostaticas.? Ademas de estas interacciones directas, el disolvente puede
también tener un destacado papel indirecto en la direccion del reconocimiento
molecular en solucion. De una manera mas coloquial, Lehn ha descrito que las

moléculas son como las personas, por lo que la quimica molecular trataria de
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las personas. Por el contrario, la quimica supramolecular se ocuparia de la

sociedad y, por decirlo de alguna manera, seria una sociologia quimica.?

Actualmente, se encuentran en auge los nano-sistemas huésped-
receptor basados en conglomerados o conjuntos y que se pueden dividir en
dos categorias especificas: los grupos que sirven como huésped y para los
cuales las moléculas funcionales estan ancladas; y los grupos que sirven como
receptor y que se organizan en grandes nanoestructuras. Los sistemas
huésped-receptor basados en estos conglomerados suelen exhibir un
rendimiento mejorado (por ejemplo, fotoluminiscencia, catélisis, estabilidad) en
relacion con su huésped constituyente y nanomateriales del receptor debido a
la sinergia entre ellos, y por lo tanto, la creacion del conjunto de huésped-
receptor constituye un eficiente enfoque para la funcionalizacion de

nanoestructuras con una funciéon determinada.34°

Por su parte, la interaccion entre la ciencia de los polimeros y la
quimica supramolecular conduce a la formacion de diversos sistemas
poliméricos supramoleculares.® Debido a la naturaleza dinamica de los enlaces
no covalentes, los sistemas poliméricos supramoleculares pueden tener
abundantes estructuras supramoleculares, dotados de muchas propiedades y
funciones fascinantes como reversibilidad, adaptabilidad y respuesta a
estimulos.”® También existe un gran interés en la funcionalizacion de
estructuras  sintéticas multivalentes® tales como dendrimerosi® vy
nanoparticulas.'' En este punto, la multivalencia se ha convertido en un
concepto clave en los campos de biorreconocimiento,? catalisis,*® quimica
supramolecular,’* y nanotecnologia.’>1® Esto, en consecuencia, resulta una
combinaciéon con atractivas propiedades Opticas y electrénicas intrinsecas y
alta biocompatibilidad, lo que ha llevado a numerosas aplicaciones en

nanomedicinal’ y diagnostico.18

En los dltimos afos, muchos grupos de investigacion en todo el mundo
han demostrado que la quimica supramolecular puede jugar un papel Unico y
poderoso en las ciencias analiticas. ElI campo involucra aplicaciones analiticas

de estructuras de compuestos organicos e inorganicos que sufren
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reconocimiento molecular y autoensamblaje. Esta conjuncién propone el

floreciente campo de la "quimica analitica supramolecular".*®

1.1.1. QUIMICA ANALITICA

La Quimica Analitica se enfoca esencialmente en la deteccion,
cuantificacion y determinacion de la composicion y naturaleza de una sustancia
de interés (usualmente denominada analito) mediante la aplicacion de
sensores. En términos generales, un sensor puede ser un instrumento
electronico, o incluso una molécula simple, capaz de transformar la informacion
quimica en una sefial de utilidad analitica.?® Dado su potencial, el uso de
sensores ha encontrado innumerables aplicaciones practicas que abarcan un
amplio y diverso panorama como los analisis clinicos, las determinaciones
forenses, el control de calidad de farmacos y alimentos, y las determinaciones
de contaminantes ambientales.?! En este contexto, es crucial un enfoque
multidisciplinario y holistico de las problematicas analiticas que comprenden
areas tan diversas, particularmente, de aquellas que requieren la elaboracién
de normas y regulaciones de las practicas antropogénicas vigentes y

emergentes con potencial impacto ambiental.?223.24

El mayor desafio de la quimica analitica contemporanea consiste en el
desarrollo de métodos que permitan determinar de manera sensible, precisa y
selectiva los analitos presentes en muestras complejas mediante un
procedimiento sencillo, rapido, eficiente y de bajo costo. En los ultimos afios, la
guimica analitica ha experimentado importantes cambios junto al avance
tecnologico y ello ha permitido afrontar las demandas actuales como la
necesidad de realizar mediciones de componentes en concentraciones cada
vez mas bajas.?! Por ejemplo, diversas regulaciones establecen los niveles
maximos permitidos de ciertos contaminantes ambientales o las
concentraciones maximas permisibles para evitar efectos adversos para la
salud. El andlisis de analitos en cantidades trazas en muchos casos se ve
dificultado debido a la baja sensibilidad analitica de las técnicas mas comunes
gue permiten una determinacién especifica como la espectroscopia infrarroja

(IR) o resonancia magnética nuclear (RMN). El uso de técnicas mas sensibles
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como las espectroscopias Ultravioleta-Visible (UV-visible) y de fluorescencia (F)
en muchos casos se ve dificultado por el efecto matriz producido en el analisis
de muestras complejas o por pérdida de la selectividad debido a la
superposicion de bandas.?® En este contexto, la sensibilidad y la selectividad de
las metodologias analiticas desarrolladas para satisfacer las necesidades

actuales son aspectos cruciales.?!

1.1.2. QUIMICA SUPRAMOLECULAR

En la incesante busqueda de nuevos sensores de dimensiones
moleculares, en los Ultimos afios se han disefiado diversos sistemas organicos,
inorganicos e hibridos tales como polimeros, nanoparticulas metélicas
recubiertas de ligandos organicos, Oxidos como las zeolitas y oligdbmeros
organicos ciclicos, usualmente denominados macrociclos. La interaccion que
ocurre por reconocimiento molecular o auto-organizacién cuando el sensor se
asocia a un analito especifico da lugar a la formacién de una nueva especie,

una “supermolécula”, cuya sefial analitica difiere de la de sus componentes.?®

El reconocimiento molecular o la seleccion de un sustrato especifico
por una molécula receptora determinada se basa en la capacidad que tienen
las especies de reconocerse mutuamente, y el grado de afinidad entre ellas
depende de la naturaleza de las fuerzas “a distancia” que las mantienen
asociadas.? La eficiencia de un receptor para reconocer a un dado sustrato
tiene su origen en la especificidad entre ambos, la cual depende de factores
geomeétricos tales como la forma, el tamafio, la conformacion, y en la afinidad
quimica dado por el caracter hidrofébico de las moléculas, interacciones
dipolares y electrostaticas, formacién de puentes hidrégeno, entre otros.?’ En
otras palabras, la afinidad entre las moléculas es resultado de la
complementariedad espacial y quimica existente entre ellas. Esta interaccion
denominada supramolecular de naturaleza no covalente puede ser
intensificada mediante modificaciones sintéticas sobre el sensor que
favorezcan, por ejemplo, la complementariedad quimica con el analito.282°:30
De esta manera, el aumento de la fuerza con la que la interaccion

supramolecular ocurre se traducira en un mayor cambio de la sefial analitica
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del analito y, consecuentemente, en una determinacion analitica mas selectiva
del mismo.3132 Este concepto se ve resumido en el Esquema 1.1, donde A, B,
C y D representan los precursores moleculares para disefiar y construir un
determinado receptor, el cual puede formar complejos de inclusion con un
cierto sustrato o bien formar una supermolécula, la cual puede desempenfar

diferentes funciones como reconocimiento o transporte molecular, entre otros:

QUIMICA

MOLECULAR [ SUPRAMOLECULAR
A
6| | _[onmese] —
c r ———————> |RECEPTOR

ENLACES

COVALENTES COMPLEJO
ad > [ SUPERMOLECULA | ——

- INTERACCIONES
SUSTRATO | INTERMOLECULARES

Esquema 1.1: resumen y sinopsis de la quimica supramolecular

1.1.3. QUIMICA ANALITICA SUPRAMOLECULAR

La conjuncion de la Quimica Analitica y la Quimica Supramolecular ha
dado origen a la ultimamente definida Quimica Analitica Supramolecular.®! El
desarrollo de esta area depende en gran medida del disefio estratégico de
sensores que sean complementarios a los analitos o sustratos que se quieren
determinar con el fin de mejorar la selectividad de la determinacion. Una
propuesta en auge se basa en el empleo de sistemas organizados basados en
estructuras que presentan una cavidad de dimensiones nanométricas
generalmente denominados receptores macrociclicos.?%3% Esta estructura
particular permite que ciertos analitos con el tamafno, forma y funcionalidad
guimica adecuada sean guiados por reconocimiento molecular hacia la cavidad
del receptor actuando como huéspedes de la misma.?’3* Entre las ventajas de
la aplicacion de receptores macrociclicos para la determinacion analitica de

sustratos se pueden mencionar el aumento de la sensibilidad, mejoras en la
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selectividad a través de la disminucion del efecto de interferentes y un menor

tratamiento de muestras reales incrementando la rapidez de los andlisis.®®

El area que involucra la aplicacién analitica de estructuras organicas e
inorganicas que experimentan reconocimiento molecular y auto-organizacion
ha sido recientemente definida como Quimica Analitica Supramolecular.3! El
crecimiento de este campo depende de la sintesis y empleo de receptores (R)
complementarios a los sustratos que se quieren determinar. Dentro de los R
MA&s comunes para compuestos organicos, encontramos los cavitandos que
poseen una cavidad intrinseca de dimensiones nano o subnanométricas, por
ejemplo las ciclodextrinas (CD),%¢ los cucurbiturilos (CB),%" y los ciclofanos CF,
entre otros.®® Los CF son anillos aromaticos con puentes alifaticos, entre los
cuales se destacan los resorcinarenos (RA) y los calixarenos (CA). Los RA
contienen unidades de 3-hidroxifenol unidos por puentes metileno en las
posiciones 4 y 6; en tanto que los CA son metaciclofanos con posiciones de
union 2,6 constituidos por unidades fendlicas en posicion 1, ambos macrociclos
poseen forma de canasta de basket siendo los RA méas anchos y poco
profundos para un mismo numero de unidades monoméricas. Los CA, pueden
ser obtenidos en cantidades de gramos y presentan mayor versatilidad
sintética. Se conocen diversas reacciones de funcionalizaciéon de calixarenos,3°
adicionando grupos que aumentan su acidez, solubilidad en agua, o que
pueden formar puente hidrégeno con los sustratos, y con los cuales hay pocos
estudios realizados con fines mecanisticos y analiticos.4%4! En la Gltima decada
se ha informado la deteccion de trazas de hidrocarburos aromaticos policiclicos

con nanoparticulas de Ag funcionalizadas con CA.#?

Los resultados de las investigaciones en el area de la quimica
supramolecular llevaron a pensar que las moléculas son bloques constructores
mas convenientes que los atomos para la construccion de dispositivos y
maquinas a nanoescala. En el sentido macroscopico un dispositivo 0 maquina
es una entidad funcional compuesta de un numero de componentes
interactuantes que colectivamente conducen a una tarea predeterminada con
resultados beneficiosos. Este concepto puede extenderse al nivel molecular y

por lo tanto un dispositivo molecular (DM) puede definirse como un sistema
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complejo construido de componentes moleculares con propiedades individuales
definidas, mientras que el conjunto supramolecular total realiza una funcién
méas compleja y en donde la energia de interaccién de los componentes debe
ser menor a otros parametros energéticos del sistema.®® Una maquina
molecular es un tipo de DM en el cual los componentes pueden producir
cambios en sus posiciones relativas como resultado de un estimulo externo. En
principio, los DM pueden disefiarse a partir de varias clases de sistemas
supramoleculares. Los DM son sistemas quimicos y por lo tanto funcionan por
medio de procesos quimicos que implican reordenamientos electrénicos y
nucleares en la forma de: reaccion quimica; absorcién-emision de fotones o
adicion-sustraccion de electrones. Por otra parte, los cambios fisicos y
quimicos que se producen en el sistema o0 en alguno de sus componentes
sirven como sefal para el control del proceso que ocurre y puede seguirse por
técnicas espectroscépicas (RMN, UV-Visible, luminiscencia), de esta forma el
sistema supramolecular funciona como un sensor quimico.*0:43:44,4546

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados (HAPN), como el
carbazol (CZL), la quinolina (QUI) y el indol (IN), tienen importancia bioldgica,
industrial y medioambiental. Se ha informado que derivados con el ndcleo de
CZL actuan como intercaladores de ADN inhibiendo la replicacion del ADN y la
transcripcion de ARN, y por lo tanto son agentes antitumorales. La QUI y sus
derivados, se encuentran en algunos alcaloides biol6gicamente relevantes. Se
ha informado que numerosos derivados de QUI han mostrado actividad contra
varias infecciones parasitarias como leishmaniasis cutanea y visceral. En
muchos casos los derivados del nicleo del IN actian como hormonas y
neurotransmisores. Por otra parte, la presencia de HAPN en corrientes de
liquidos hidrocarbonados derivados del petréleo y el carbono, desactivan a los
catalizadores utilizados para procesos de refinamiento de combustibles fésiles.
La presencia de HAPN en el combustible final incrementa la emisién de 6xidos
de nitrégeno cuando el combustible se quema.#’ Por lo tanto, el desarrollo de
métodos analiticos especificos y sensibles para la deteccion rapida de trazas
de HAPN en efluentes acuaticos y combustibles liqguidos es de gran

importancia.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de investigacion fue desarrollar
métodos analiticos supramoleculares basados en la interaccion de HAPN
derivados de CZL y QUI con CA'y CD como R, para la determinacion directa de
los analitos de interés e indirecta de otros analitos no fluorescentes por

reacciones de desplazamiento.

Estos compuestos derivados de QUI y CZL poseen distintos
sustituyentes en el nlcleo aromatico que posibilitan diferentes interacciones y
cambios espectroscépicos en presencia de los R que seran objeto de estudio y

analisis.

1.2.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

v Aplicar el objetivo general a los siguientes analitos: quinina (QNA),
harmano (HNO), harmina (HNA), 9-(2-etilhexil)-carbazol (EHC).
v Estudiar la influencia de  receptores  macrociclicos,

especificamente CD y CA, sobre el comportamiento espectroscopico de
heterociclos nitrogenados derivados de QUI y CZL.

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

v Desarrollar métodos analiticos supramoleculares para la
deteccion de HAPN y de compuestos no fluorescentes que actien como
desplazantes.

v Validar los métodos propuestos mediante la determinacion de

parametros analiticos y la aplicacién del mismo en muestras reales.
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CAPITULO 2

INTRODUCCION TEMATICA

PARTE A:

QUIMICA ANALITICA SUPRAMOLECULAR

2.A.1. QUIMICA SUPRAMOLECULAR

La quimica supramolecular ha sido definida por uno de sus principales
mentores, Jean-Marie Lehn, como ‘quimica de ensamblajes moleculares y del
enlace intermolecular'. Mas coloquialmente, esto puede expresarse como
"quimica mas alla de la molécula".! Otras definiciones incluyen frases como "la
quimica del enlace no covalente" y " quimica no molecular”. Originalmente, la
quimica supramolecular se definid en términos de interaccibn no covalente
entre una molécula ‘huésped’ o ‘sustrato’ y un ‘receptor’ como se destaca en la
Figura 2.A.1, que ilustra la relacion entre quimica molecular y supramolecular
en términos de estructuras y funciones.!

Los origenes de la quimica supramolecular estan intimamente ligados al
trabajo pionero desarrollado por Pedersen en los afios 60 en el que se describe
la sintesis, identificacion, estructura y propiedades de 33 poliéteres ciclicos a
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los que denominO éteres corona, por lo que se convirtieron en las primeras
moléculas artificiales en mostrar ese reconocimiento.? Asimismo, se describe la
preparacion de complejos estables entre estos éteres y cationes como Li*, Na*
y otros. Por otro lado, Cram desarroll6 el concepto de reconocimiento molecular
creando una amplia gama de sistemas moleculares basados en sistemas
tridimensionales® como los esferandos y cavitandos, estableciendo ademas un
nuevo campo de la quimica, la denominada quimica huésped-receptor, donde
la molécula anfitriona puede acomodar otra molécula (llamada la molécula
huésped).* En 1978, Lehn intentd organizar esta nueva quimica, y propuso por
primera vez el término quimica supramolecular, que defini6 como “mas alla de
la molécula”.! Este hecho representa el momento en que la quimica
supramolecular se estableci6 de una manera clara. Pedersen, Cram y Lehn
recibieron el premio Nobel en el afio 1987 por su desarrollo y uso de moléculas

con una estructura especifica para interacciones de gran selectividad.>®

La quimica supramolecular se puede dividir en dos amplias categorias:
la quimica de “huésped-receptor” y la de sistemas “autoensamblados”, también
definidos como ‘sistemas organizados', como puede verse esquematicamente
en la Figura 2.A.1. La diferencia entre estas dos areas es una cuestion de
tamario y forma.” Si una molécula es significativamente mayor que otra y puede
ordenarse alrededor de ella, entonces se denomina "receptor™, y la molécula
mas pequefa es su "huésped", que queda coordinado por el ‘receptor’. Donde
no hay diferencia significativa en el tamafio y ninguna especie esta actuando
como receptor de otra, la interaccion no covalente de dos o0 mas especies se
denomina autoensamblaje molecular.” Estrictamente, el autoensamblado es un
equilibrio entre dos o0 mas componentes moleculares para producir un sistema
organizado con una estructura que sélo depende de la informacién contenida
dentro de la quimica de dichos componentes. Este proceso es generalmente

espontaneo, pero puede ser influenciado por solvatacion.®



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 2

1
union
S covalente
| —
Precursores
Macrociclo
+ “ %
Huésped L J L J

Complejo

2

A B D

Figura 2.A.1: (1) Construccién de sistemas supramoleculares: complejo huésped-receptor y (2)
Representacion esquematica de distintos sistemas organizados: Micela directa (A) Bicapa (B)
Vesicula (C) Micela inversa (D).

La quimica supramolecular surge como resultado natural del proceso
de imitacion que durante siglos ha realizado el hombre de los fenémenos que
ha visto en la naturaleza. Las asociaciones no covalentes entre moléculas son
muy comunes en los sistemas biol6gicos.® Por ejemplo, en el ADN dos
cadenas se unen por enlaces de hidrégeno sin formar un enlace covalente, el
sistema inmune se basa en el reconocimiento antigeno-anticuerpo, y la
especificidad de las enzimas se basa en una rigurosa identificacién

supramolecular del sitio activo de la enzima por el sustrato. Y asi existen
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infinidad de ejemplos, que el hombre ha tomado como modelo para sintetizar

compuestos supramoleculares y desarrollar la quimica supramolecular.®

De un modo mas descriptivo, podemos decir que la quimica
supramolecular se basa en la unién de entidades individuales (&tomos, iones
y/lo moléculas) formando una nueva entidad cuyas propiedades son
significativamente mejores y a la vez distintas que la suma de cada una de las
propiedades de las entidades individuales. Como se dijo antes, en esta unién
de dos 0 mas especies quimicas participan fuerzas intermoleculares débiles,
mientras que la quimica clasica se basa en la formacién de enlaces covalentes,

mas fuertes.10:11,12,13

2.A.1.1. Factores fundamentales en quimica supramolecular

Reconocimiento molecular y complementariedad

El reconocimiento molecular es un concepto integrado en la quimica
supramolecular que corresponde a la capacidad que tienen las moléculas de
reconocerse mutuamente.’ Queda definido por la seleccién del sustrato por una
molécula receptora determinada, la informacion involucrada en el enlace (no
covalente) y la energia implicada. La interaccion sustrato-receptor se basa en
la afinidad entre ambos en cuanto a forma, tamafio, conformacion, polaridad,

polarizabilidad, etc.

El proceso de reconocimiento molecular hace que la quimica
supramolecular involucre a los procesos de agregacion espontdnea de
moléculas individuales en estructuras mas grandes, que presentan un cierto
orden. Para que se forme un complejo, el receptor debe poseer sitios de
interaccion electronicamente adecuados (polaridad, pares de electrones
disponibles, etc.) y distribuidos espacialmente de tal manera de
complementarse al huésped. Si el receptor cumple con estos criterios, se dice

que hay “complementariedad entre el huésped y el receptor”.814
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Cooperatividad

Cuando la interaccion de todo el sistema es sinérgicamente mayor que
la suma de las partes, es decir, cuando los sitios méas vinculantes en un
receptor cooperan de esta manera para vincular a un huésped el fenébmeno es
denominado cooperatividad. Si la estabilidad general del complejo es mayor
gue la suma de las energias de la interaccion del huésped con los grupos de
vinculantes del receptor individualmente, el resultado es una cooperatividad
positiva.’® Por otro lado, efectos estéricos o electronicos desfavorables entre
las partes, causan que la energia libre total de enlace para el complejo sea
menor que la suma de sus partes, entonces el fenomeno se denomina

cooperatividad negativa.®

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).®

Preorganizacion

Otro factor importante, es aquel que favorece o contribuye en la
estabilidad del complejo, por efecto macrociclico. EI hecho de que los sitios de
union 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 concepto es muy
importante debido a que es el factor que méas contribuye a la energia libre total
de formacion del complejo. Este fendmeno se atribuye a que si el receptor no
sufre grandes cambios conformacionales al unirse al huésped, se dice que
existe una “preorganizacion”.!’ La localizaciéon espacial de los sitios de unién en
estructuras predefinidas, en general favorece la selectividad del reconocimiento
molecular y conduce a la formacion de complejos mas estables debido a que la
estructura tridimensional provee una geometria que aisla al huésped del
entorno de manera mas efectiva. Por esta razon, la pre-organizacién es un

factor determinante en el disefio de receptores selectivos.®
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2.A.1.2. INTERACCIONES SUPRAMOLECULARES

En general, la quimica supramolecular engloba a interacciones no
covalentes. Este término involucra a una gran cantidad de fuerzas atractivas y
repulsivas. A continuacion, se describen las interacciones no covalentes mas

importantes.

Interacciones i6n-idn: el enlace i6nico es el méas fuerte y es

comparable en la fuerza de la unidén a un enlace covalente (energia de enlace =
(100 — 350) kJ mol?).” Esta clase de interaccion se basa en la atraccién
couldmbica entre cargas opuestas proximas entre si. Un tipico ejemplo de la
quimica basica es el sélido i6nico en forma de cubo del cloruro de sodio, en el
cual cada catibn Na* se encuentra rodeado por seis aniones Cl. De manera
similar a los que ocurre en la Figura 2.A.2.a. Las interacciones i6n-ién son las
mas fuertes de las tipo electrostaticas y son no direccionales, es decir que las
especies interactuantes pueden estar situadas en cualquier direcciéon.’” Algunos
ejemplos de este tipo de interacciones pueden observarse en los casos
mostrados en la Figura 2.A.2. La Figura 2.A.2.b es un caso muy comun de este
tipo de interaccion, presente en sistemas bioldégicos como ser en enzimas y

proteinas.

~ 38 ~
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Figura 2.A.2: Ejemplos de interacciones i6n-ion. a. interaccién entre tetrabutilamonio y cloruro.
b y c. interaccion entre el anién carboxilato y una amina cuaternaria. d. interaccion entre
tetrafenolato de un resorcinareno y potasio.

Interaccion i6n-dipolo: la interaccion entre el catibn Na' con una

molécula polar tal como agua, es un ejemplo de una interaccion ion-dipolo. Es
un tipo de interaccién direccional, en que es necesaria cierta disposicion
espacial, para hacer mas efectiva dicha interaccion, como puede verse en la
Figura 2.A.3.a. Otro ejemplo, en la quimica supramolecular, es la estructura
formada entre un cation de un metal alcalino y un macrociclo formado por
enlaces éter, llamado éter corona, como puede verse en la Figura 2.A.3.b. En
dichas interacciones, los electrones desapareados del oxigeno son atraidos por

la carga positiva del metal (energia de enlace = (50 — 200) kJ mol?).”
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Figura 2.A.3: Ejemplos de interacciones ién-dipolo. a. interaccion entre catién
sodio y agua. b interaccién entre el catiéon sodio y un éter corona.

Interacciones dipolo-dipolo: se producen cuando hay un alineamiento

de dipolos, es decir que requieren de cierta orientacion entre las entidades para
establecer de forma éptima, la interaccion entre dos moléculas adyacentes
(energia de enlace = (5 — 50 kJ mol?).” Esto puede verse en la Figura 2.A.4, en
donde se muestra la orientaciéon de maxima eficiencia del dipolo presente en la

acetona.

Figura 2.A.4: Ejemplos de interacciones dipolo-dipolo en acetona. a.
direccionamiento molecular éptimo. b interacciones dipolo-dipolo posibles.
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Interacciéon Cation — z; los cationes de metales de transicién tales como

Fe*? y Pt*2 forman complejos con hidrocarburos olefinicos y aromaticos. El
enlace en esos tipos de complejos ocurre entre los orbitales d parcialmente
ocupados y los electrones de los dobles enlaces olefinicos (energia de enlace
= (5 — 80) kJ mol?).” Un ejemplo de este tipo de interacciéon se da entre la
acetilcolina catiénica y un residuo de triptéfano del receptor de acetilcolina.!®

Estos ejemplos se muestran en la Figura 2.A.5.

>—U _N—
-_-Na+ - 1\_-_-_-
D W

M
H

Figura 2.A.5: Ejemplos de interacciones cation—r.

Interaccion Anidn — =z estas interacciones son consideradas en el

disefio de complejos de receptores con aniones, con el objetivo de atraer una
carga negativa y donde la distribucién de carga del sistema 1 debe estar
invertida. Esto se consigue colocando algunos grupos que atraen fuertemente
electrones junto al sistema 1, como son los casos que se observan en la Figura
2.A.6 y los aniones de halégenos tal como Fy CI' y en menor medida los

demas halégenos (Bry I).”


https://es.wikipedia.org/wiki/Acetilcolina
https://es.wikipedia.org/wiki/Tript%C3%B3fano
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NC CN
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NH

F->>Cl">Br ~I

Figura 2.A.6: Ejemplos de interacciones anién-t, con diferentes halégenos.

Interaccién m-z stacking: es una interaccion electrostatica débil que

ocurre entre anillos aromaticos con una diferencia relativa de carga electronica

entre ellos (energia de enlace= (0 — 50) kJ mol?) (ver Figura 2.A.7).”

(i) (i) (iii)

Figura 2.A.7: Ejemplos de interacciones 1-1r. i. cara-cara. ii. Borde-cara. iii. LAminas de
grafeno.
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Fuerzas de van der Waals: esta interaccion es producto de la

polarizacion y atraccion electrostatica de la nube electronica de dos anillos
aromaticos adyacentes. Es una interaccion muy débil, no direccional y no-

especifica (energia de enlace < 5 kJ mol%, variable) (ver Figura 2.A.8).”

Figura 2.A.8: Ejemplos de interacciones van der Waals entre un resorcinareno y etanol.

Puente hidrégeno: esta interaccion es bien conocida y representa un

tipo de interaccion dipolo-dipolo, y un muy buen ejemplo es la formacién de
dimeros de &cidos carboxilicos, como asi también entre las bases nitrogenadas
adenina y timina componentes de la doble hélice del ADN, entre otros (energia
de enlace= (4 — 120) kJ mol?).” Estos ejemplos pueden verse en la Figura
2.A.9.

0-H----0 -

R~ DR E—
O----H-0 — )

Adenina Timina

Figura 2.A.9: Ejemplos de interacciones puente de hidrégeno.
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Es la interaccién no covalentes mas importante, que opera a distancias
mas cortas y permite varias disposiciones espaciales de enlace y categorias

(primarias y secundarias), como puede verse en la Figura 2.A.10.7

(a) (b) (c) A
- A ¢ .
D—H--—-A D—H" D H
Interacciones primarias (a, b, d) xA
Interacciones secundarias (c, &, f)
A
(d) (e) (f) p
H A H
S ; s
D A D—H----A D A
N .
H " !
" H
A

Figura 2.A.10: Tipos de geometria de interacciones puente de hidrégeno. (a) lineal. (b)
doblada. (c) bifurcada. (d) bifurcada aceptor. (d) bifurcada donor. (e) trifurcada. (f) bifurcada
tricentral.

Efecto hidrofébico: esta relacionado con la exclusién de solventes

polares, particularmente agua, o particulas que se encuentren solvatadas. Este
efecto se observa en la inmiscibilidad del agua y el aceite. Es de crucial
importancia en la formacién de un complejo huésped-receptor. Por lo general,
el receptor posee una cavidad apolar que tiene moléculas de agua incluidas
dentro de la misma, las cuales son excluidas al interactuar el receptor con el
huésped por factores entalpicos y entrépicos que favorecen el proceso (ver
Figura 2.A.11).7
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() Liberacién de moléculas de agua.

(b) Un hueco implica menor organizacién del solvente.

O. “#'U"
o U — o,
'U .‘ ".‘&

Figura 2.A.11: (a) Efecto hidrofébico entalpico. (b) Efecto hidrofébico entrépico.

2.A.1.3. RECEPTORES MACROCICLICOS

En este trabajo de tesis se emplearon receptores macrociclicos del tipo
cavitandos, como lo son las ciclodextrinas (CD) y los calixarenos (CA). Estos
receptores poseen como caracteristica en comun una cavidad hidrofébica
capaz de incluir diferentes huéspedes. A continuacién, se describen sus

principales propiedades desde el punto de vista de la quimica supramolecular.

Presentan una inmensa variedad de aplicaciones como ser en sintesis
organica, como sistemas cataliticos, en la innovacion de nuevos materiales con
propiedades de interés en quimica farmacéutica, medicina, agronomia y otras

disciplinas como la quimica analitica.

CICLODEXTRINAS

Las CD, también llamadas dextrinas de Schardinger, cicloamilosas, o
cicloglucanos son una serie de oligosacéaridos producidos por la accién de la

amilasa del Bacillus macerans del almidon. Las CD fueron descubiertas por
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Villiers en 1891 y la primera descripcion detallada de su preparacion y

aislamiento fue realizada por Schardinger.1®20

Las CD estan formadas por unidades de D (+) glucopiranosa enlazadas
mediante uniones glicosidicas o-(1,4).?° Segun el nimero de unidades de
glucosa las CD se clasifican con letras griegas, siendo o, By y-CD, para 6, 7y
8 unidades de glucosa, respectivamente, las cuales son denominadas nativas.
A partir de estudios de rayos X de la estructura cristalina de las CD, se conoce
que poseen la forma de un cono truncado con una cavidad relativamente
hidrofébica.?! En la Figura 2.A.12 se muestra la estructura quimica de CD

nativas y las caracteristicas indicadas anteriormente.

O
/%I'\b s O =< borde menor

HO

borde mayor

donden =0, 1, 2 para
o- 3- y-CD

Figura 2.A.12: (a) Estructura de ciclodextrinas nativas. (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 (hidroxilos primarios) y mayor
(hidroxilos secundarios).

El nimero de unidades de glucosa determinan las dimensiones y el
tamario de la cavidad.?? En la Figura 2.A.13 se muestran estas caracteristicas y

sus dimensiones aproximadas.
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1,37 nm

0,57 nm 0,78 nm 0,95 nm
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a CD pCD ¥ CD
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Figura 2.A.13: Representacion esquematica de la estructura en forma de cono
de las ciclodextrinas y sus dimensiones aproximadas.

Todas las unidades de glucosa tienen la conformacion silla y por ello los
grupos hidroxilos secundarios se ubican sobre la boca mas grande del cono,
mientras que los primarios en la boca de menor didmetro, como se indico en la
Figura 2.A.12 b.?? En el interior de la CD se encuentran las cadenas de —CHz- y
los oxigenos glicosidicos, y como resultado de la ubicacién de los grupos
funcionales y atomos, el interior de la cavidad es apolar relativa al agua y el

exterior es hidrofilico.

Debido a sus caracteristicas estructurales, las CD poseen propiedades
fisicas y quimicas particulares. Algunas de las propiedades mas importantes se

muestran en la Tabla 2.A.1.1°



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 2

Tabla 2.A.1: Propiedades fisicas y quimicas de ciclodextrinas 2

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

@ Datos obtenidos de Bender, M.L; Komiyama, M.; Cyclodextrin Chemistry, Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg, New York, 1978.

La estructura macrociclica se estabiliza por enlaces puente hidrégeno
intramoleculares entre los grupos hidroxilos secundarios de dos unidades de
glucopiranosas adyacentes. Debido a esta estabilizacion, las ciclodextrinas
nativas a-CD, y-CD y en particular B-CD tienen limitada solubilidad en agua.*®
Esta interaccion fue propuesta en base a estudios de cristalografia de rayos Xy
confirmada por los bajos corrimientos quimicos de los grupos hidroxilos en
dimetilsulféxido. Estas fuertes interacciones puentes hidrégenos son atribuidas
a la limitada rotacion de las unidades de glucosa en estas moléculas ciclicas.
Ademas, el pKa de los grupos hidroxilos secundarios disminuye alrededor de 12
en parte debido a las interacciones puentes hidrégenos (con respecto a los de
la glucosa libre) que tienen un gran efecto en la reactividad de estos grupos.

Las CD son estables en soluciones alcalinas, sin embargo son
susceptibles a la hidrdlisis acida parcial dando como productos glucosa y una
serie de maltosacaridos aciclicos.?® Bajo condiciones normales de trabajo de

pH > 3,5 y temperatura por debajo de 60 °C las CD son bastante estables.
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Ademas de las CD nativas, existen CD modificadas en las cuales los
hidrogenos de los grupos hidroxilos de las posiciones 2, 3 y 6 de los carbonos
del anillo de la glucosa han sido sustituidos por otros grupos. El objetivo de la
derivatizacion puede ser para mejorar la solubilidad de la CD derivatizada con
respecto a la CD nativa, mejorar la asociacion con algun huésped, unir algin
grupo especifico (catalitico) para cumplir alguna funcién en particular, o para
formar CD inmovilizadas en estructuras como polimeros. Un ejemplo de CD
derivatizada es la hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), en la cual los
hidrogenos de los grupos hidroxilos han sido sustituidos parcialmente por
restos 2-hidroxipropilos. Esta CD derivatizada es aproximadamente 30 veces
mas soluble que la B-CD. El grado de sustituciébn es variable y puede ser
expresado por unidad de glucosa en cuyo caso los valores pueden estar en el
intervalo de 0,3 — 0,9. Otra CD modificada resulta cuando sus grupos hidroxilos

son derivatizados por grupos metoxilos (-OCH,3), las cuales son llamadas

ciclodextrinas permetiladas (PMCD), en donde no solamente se ve alterado el
tamafio y forma de la cavidad, sino que también aumenta el caracter

hidrofébico.24.25

La principal caracteristica de las CD es su capacidad de formar
complejos de inclusiéon?62728¢ con una gran variedad de huéspedes
modificandoles sus propiedades fisicoquimicas, motivo por el cual ha surgido el

interés de estudiar su aplicacion a la quimica analitica en este trabajo de tesis.

CALIXARENOS

El término calixareno deriva del vocablo griego “calix” que significa copa
y “areno” que hace referencia a las unidades aromaticas de la estructura. Al
poseer anillos aromaticos son miembros de la familia de los ciclofanos.” Estos
compuestos poseen una estructura en forma de canasta de basquet con una
cavidad, por lo que resultan interesantes desde el punto de vista de la quimica
supramolecular. Los calixarenos (CA[n]) son una clase de macrociclos
sintéticamente versatiles, producto de la condensaciéon de fenoles p-sustituidos

con formaldehido que se unen en posicién meta.?® Entre corchetes se indica el
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namero 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 =
4,6y 8.

a b
bordemayor
R
n
Y/O
borde menor
n=4,5/6,7,8,...,16
dondem =1, 3,5 para R = H, SOs, t-butilo, otros
CA[4], CA[6] y CA[8] Y = H u otros sustituyentes

Figura 2.A.14: (a) Estructura de calix[nJarenos (CA[n]). (b) Representacion
esquematica del mondmero y sus posibles derivados.

Son receptores muy versatiles debido a la posibilidad de derivatizar tanto
la cadena R como los grupos hidroxilos, como se indico en la figura 2.A.14, con
lo que se consiguen CA[n] con diferentes propiedades fisicoquimicas y de
reconocimiento molecular. Dependiendo de la naturaleza de su
funcionalizacion, pueden complejar cationes, aniones y moléculas neutras.3°3!

Los CA[n] (de 4, 6 y 8 miembros) pueden adoptar al menos cuatro
conformaciones, a causa de la libre rotacién de los grupos metileno. Por esto,
en solucién, los grupos arilo rotan respecto a los grupos metilenos orientandose
syn o anti unos en relacién a otros generando los distintos conférmeros.®? En la
Figura 2.A.15 se esquematizan las cuatro conformaciones béasicas: cono, cono
parcial, 1,2-alternado y 1,3-alternado para el CA[4]. La cantidad de conférmeros
se incrementa con el nimero de unidades monomeéricas y la estabilidad de los
mismos depende de diversos factores, como el tamafio de los sustituyentes, la

naturaleza del disolvente y del huésped.”’
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1,2 — alternado

1,3 — alternado

Figura 2.A.15: Representacion esquemética de los cuatro conformeros del CA[4]

La alta flexibilidad conformacional de los derivados CA[6] y CA[8] ha
dificultado su utilizacibn como reactores quimicos, debido a la incapacidad de
mantener un orden estructural y forzar la preorganizacion requerida de las
moléculas reactantes en su cavidad.333* 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 rotacion 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, 16 conformaciones diferentes.3¢ Por otra parte, se ha demostrado que
el empleo de 4-bispiridiletileno reduce el nimero de conformaciones adoptadas
por el derivado p-sulfonatocalix[8]areno a 5 conformaciones posibles.33

Se han conseguido sintetizar derivados solubles en agua entre los que
se destacan los p-sulfonatocalix[njarenos (CA[Nn]S), dado que los CA|n]
presentan baja solubilidad en agua, debido a su caracter apolar dominante. Los
CA[n]S han sido ampliamente estudiados, debido a que poseen una alta

solubilidad en medio acuoso (> 0,1 M).3"3 Los CA[n]S proporcionan tanto una
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cavidad como un entorno hidrofébico (por los anillos bencénicos), y poseen en

el borde superior grupos —SO3" que les otorgan un fuerte caracter hidrofilico.3®

El interés en los CA[n]S en la quimica supramolecular es, en gran parte,
debido a su tendencia a formar complejos en medio acuoso con una amplia

gama de iones metdlicos, moléculas organicas neutras y ibnicas.*® La

contribucién de las interacciones hidrofébicas, electrostaticas e interacciones Tt

(cation-mt, -1t stacking y CH-Tt) son importantes en la unidon de sustratos y

fundamentales para el reconocimiento molecular.

En la Tabla 2.A.2, se mencionan los valores de pKa de las especies
acidas de los CA[n]S. Como puede verse, la primera disociacion de los fenoles
de los CA[n]S tienen una constante acida mayor que las respectivas unidades
monomericas, y su acidez se incrementa conforme disminuye el tamafio del
anillo (ver tabla 2.A.2). La disociacion del primer protdn es relativamente facil
debido a la estabilizacion de la especie monoanidnica por formacion de
puentes hidrégenos con los grupos hidroxilos restantes. Por ejemplo, para el p-

sulfonatocalix[4]areno la primera disociacion ocurre a pH acido (pKa; = 3,26),

mientras que las otras tres disociaciones se observan a valores de pH bastante
altos (pKa, = 11,80; pKaz; = 12,80 y pKa, = 14,00, ver tabla 2.A.2).40

Tabla 2.A.2: Valores de pKg para acidos de diferentes derivados CA[n]S 2

Compuesto pKa de grupos —=SO,H pKga de grupos —OH

Ka. = 3,26, pKa, = 11,80,
HCA[4]S Pra, PRa;

todos muy acidos pKas; = 12,8 y pKg, = 14,0

HCA 6 S pKal = 31451 pKaZ = 5702’
(6] todos muy acidos pKaz> 11

HCA[8]S 6 grupos muy &cidos; PKa, = 7,70, pKa, = 9,10,

pKa, = 4,10; pKa, = 4,84 PKas> 11

a K. Araki, K. lwamoto, S. Shinkai and T. Matsuda, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1990, 63, 3480-3485

~ 52 ~
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Se han desarrollado aplicaciones en diversas areas, tales como disefio
mimeético de enzimas, extraccion liquido-liquido de metales, transporte selectivo
de iones, catdlisis y sensores.*'*2 Por ejemplo, su estructura molecular
presenta una potencial capacidad de reconocimiento de moléculas; se sintetiza
rapidamente en grandes cantidades y puede modificarse facilmente para
maximizar interacciones hacia una determinada molécula huésped, ya sea
como una nueva entidad quimica de distintas actividades biolégicas o como

huésped de moléculas huésped bioactivas.*344

2.A.1.4. APLICACIONES DE RECEPTORES MACROCICLICOS QUE
AFECTAN LAS PROPIEDADES DE SUSTRATOS ORGANICOS

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

sustrato en presencia del receptor macrociclico.

La complejacién de un compuesto organico luminiscente con un receptor
macrociclo involucra interacciones no covalentes que son relativamente
débiles, pero que en conjunto actian en forma cooperativa resultando una
union bastante fuerte del luminéforo con la cavidad receptora. Esta fuerte
interaccidn es la responsable de llamativos cambios en ciertas propiedades de
moléculas organicas.®* En relacion a esto, se ha encontrado: aumento en el
rendimiento cuantico de fluorescencia, en tiempos de vida de la especie
emisora, mejora en la solubilidad y fotoestabilidad, cambios en las propiedades

acido-base, etc.46:47.48.49

La alta densidad electrénica en la cavidad de la CD puede alterar los
electrones de la molécula del huésped incluido, resultando en cambios en
alguna propiedad medible tanto del huésped como del receptor. Este efecto de
la CD sobre el huésped ha permitido su uso en mediciones analiticas

incluyendo métodos espectrofotométricos, fluorescencia, fosforescencia y
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resonancia magnética nuclear, entre otros.>® Estos efectos han hecho que las
CD sean importantes en el desarrollo de metodologias espectrofotométricas
que continban en desarrollo en la actualidad. Por otra parte, la
espectrofluorimetria se ha establecido como técnica de rutina en muchas
aplicaciones analiticas con limites de deteccidbn menores a los obtenidos con

espectrofotometria.>1:5?

La inclusion del huésped en la cavidad de la CD tiene ciertas ventajas,
como la proteccion del estado singlete en la fluorescencia o del estado triplete
en la fosforescencia, entre otras. Ademas, las CD pueden mejorar los limites de
deteccidn en ciertos casos. En nuestro grupo de trabajo se han desarrollado
métodos espectrofluorimétricos intensificados utilizando CD para determinar
diversos analitos de interés bioldgico, como pesticidas en muestras de fruta y
agua corriente,>® melatonina en glandula pineal y preparados farmacéuticos.>
Ademas, en literatura se encuentran trabajos en donde se describen el estudio
de las caracteristicas fluorescentes de los analitos en complejos con diferentes

CD mediante modelado molecular y las posibles aplicaciones en analisis.5%%657

Los derivados sulfonados de los calixarenos tienen numerosas
aplicaciones como sensores de moléculas organicas catidnicas en solucién
acuosa, entre otras aplicaciones.%®5%6061 | os complejos sustrato-receptor
formados por CA[n]S funcionan como sensores fluorescentes para la deteccién
de sustancias biolégicas. Particularmente, estos complejos se han aplicado
para detectar neurotransmisores como acetilcolina y carnitina, asi como
también otros analitos organicos.6262 Otra aplicacion de CA[n]S, son el empleo
como unidades para la construcciébn de rotaxanos. Los rotaxanos como
sistemas supramoleculares entrelazados han sido de gran atencion debido a su

especial utilidad para la construccién de maquinas moleculares.546542

En este marco, los hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrogenados
(HAPN) son compuestos naturales o compuestos antropogenicos encontrados
en mezclas complejas en el agua, el aire y el suelo.’® Se encontraron HAPN
naturales en alcaloides biolégicos relevantes, por ejemplo, la Cinchona
pubescens®’ (también conocido como cinchona roja y quina) que es nativa de

América Central y América del Sur, contiene varios alcaloides con esta parte
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aromatica en sus estructuras. Entre ellos, la quinina es el ingrediente activo
utilizado en el tratamiento de la malaria. Quinolina (QUI) es la unidad aromatica
de la quinina y otras sustancias farmacologicas activas con propiedades
biolégicas y farmacéuticas.®®%% En la parte B de este capitulo, se describiran
detalladamente estos compuestos, sus caracteristicas, propiedades vy

aplicaciones.

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

supramolecular.10.70.61.71

En el presente trabajo de tesis se emplean procedimientos simples con
deteccidn 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.

2.A.1.5. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

En la caracterizacion de especies supramoleculares como los complejos
huésped-receptor, las técnicas espectroscépicas constituyen un importante
recurso. Todos los métodos espectroscopicos se basan en la medicion de la
variacion de una sefial (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 precision.1%22

La mayoria de estas metodologias consisten en trabajar a una
concentracion fija del sustrato o huésped, variando la concentracién del
receptor macrociclico o viceversa. En esta introduccién se detallan las técnicas

gue se utilizaron en este trabajo de tesis.
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Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-visible es una técnica simple y util para analizar la
formacion de complejos huésped-receptor en solucion. La formacién del
complejo suele dar lugar a una modificacién en el espectro de absorcién de la
molécula huésped y de esta forma se evidencia la formacion de la especie
supramolecular.

La modificacion del espectro de absorcion del croméforo puede deberse
a un cambio de polaridad en su entorno. La inclusion, desde un medio polar,
hacia el interior de una cavidad hidrofobica, es la causa de la variacion
observada en la sefal espectroscédpica de muchos sistemas supramoleculares
de este tipo.192?

Como resultado de la formacion de complejo huésped-receptor se
pueden observar desplazamientos batocromicos e hipsocrémicos del maximo
de absorciéon y/o aumento o disminucién de la intensidad de absorcion.?? Se
han publicado numerosos trabajos sobre el incremento en la intensidad de
absorcion, por la formacion de complejos (fundamentalmente con CD), con o

sin cambios en su longitud de onda de maxima absorcion, A, ,,. >

Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de F 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 macrociclicos.?>7273 Su aplicacion requiere de un fluoréforo, pero
esto no limita los alcances de la técnica para su aplicacion en la deteccion de
especies no fluorescentes.’®%3 En la practica, se necesitan cuidados rigurosos
en la preparacion de las muestras (ej. empleo de reactivos puros, limpieza de
los materiales utilizados, etc.), para evitar interferencias.??

La inclusién dentro de la cavidad de CD produce generalmente un
aumento de la intensidad de F del huésped organico debido a la proteccién
hacia procesos de “quenching”y de procesos de decaimiento no radiactivo.”®
Por ejemplo, la F del naproxeno (un analgésico de uso general) y la

benzocaina (un anestésico de uso local), fue incrementada en presencia de (-
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CD y derivados metilados e hidroxipropilados proporcionando evidencia de la
formacion de complejos de inclusion; la emision de F 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 inclusion de su anillo aromatico dentro de la

cavidad tuvo un efecto de proteccion del estado excitado.’*
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PARTE B:

HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS NITROGENADOS

2.B.1. ORIGEN, CONSECUENCIAS Y DETECCION ANALITICA

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) estan presentes en el
medio ambiente como contaminantes, debido a su formacién durante la
combustion incompleta o pirdlisis de material organico. Se encuentran en el
aire, agua, suelos y sedimentos, generalmente en niveles trazas excepto cerca
de sus fuentes de origen. EI humo del tabaco contiene altas concentraciones
de HAP. Estdn presentes en algunos alimentos y en algunos productos
farmacéuticos que se aplican a la piel. La exposicion ocupacional a los HAP en
varios entornos de trabajo puede llevar a que se acumulen en el organismo de
los trabajadores expuestos, por lo que los niveles de concentracion de HAP en
ellos, son considerablemente mas altas que las de la poblacion general. Los
HAP de dos a cuatro anillos estan presentes, al menos parcialmente, en la fase

gaseosa en ambiente y atmoésferas industriales.”

En general, los HAP absorbidos por el organismo de humanos y
animales se distribuyen a todos los tejidos pero tienden a almacenarse en los
tejidos adiposos. En los sistemas biolégicos los HAP se transforman en una
mezcla de quininas, epoxidos, fenoles, dioles, trioles y tetraoles por diferentes
vias metabdlicas.”® La mayoria de los metabolitos se eliminan en las heces y
en menor proporciéon en la orina.”” Sin embargo, algunos HAP se transforman
en sustancias involucradas en procesos mutagénicos, cancerigenos y de

disrupcién hormonal.”®
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El efecto causado en la salud depende de cada HAP y es determinado
por diferentes factores, como tipo y gravedad del efecto, dosis toxica, via y
tiempo de exposicidn, caracteristicas y habitos del individuo (edad, sexo,
estado nutricional, etc.), presencia de otras sustancias quimicas, etc.®® La
exposicion prolongada de humanos a mezclas 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 HAP se incluyeron en las listas de
contaminantes prioritarios de diferentes entidades, como: US EPA (de sus
siglas en inglés correspondientes a la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos), ATSDR (de sus siglas en inglés correspondientes a la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades de los
Estados Unidos),’”® IARC (de sus siglas en inglés correspondiente a la Agencia
Internacional para la investigacion del Cancer),”® EFSA (de sus siglas en inglés
correspondientes a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria),’® entre

otras.80

En base a la problematica que representa la exposicion a los HAP, es
importante la deteccion y cuantificacion 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
polucién en aguas contaminadas con HAP debido a que presentan la habilidad

de filtrar agua pero no metabolizan eficientemente todos los HAP .81

Debido a la existencia de numerosos isomeros estructurales de los HAP,
la separaciéon por cromatografia de gases (CG)®°,8? o cromatografia liquida de
alto rendimiento (CLAR)® se emplean, generalmente, para la identificacion y
cuantificacion especifica de isomeros. Ademas, la CLAR proporciona una
técnica util de fraccionamiento para aislar HAP a partir de mezclas de muestras
complejas y permite la cuantificacion selectiva después de una separacion

adicional, por ejemplo, por CG con espectrometria de masas (MS) (CG -
MS)_60,84,85,86
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El desarrollo de columnas de CLAR de fase reversa (FR) junto con la
deteccién ultravioleta (UV) o de fluorescencia (F) ha mejorado el analisis de un
grupo de HAP incluyendo especies de alto peso molecular.848” Las columnas
capilares de alta eficiencia en CG con fases estacionarias térmicamente
estables, son utilizadas habitualmente para el analisis de HAP. Usando CG-MS
y tres fases estacionarias diferentes en CG, 23 isomeros de peso molecular
302 y cuatro isbmeros de peso molecular 300, se cuantificaron recientemente
en cuatro SRM (de su sigla en inglés standard reference material) de matriz
ambiental diferentes: alquitran de hulla (SRM 1597), sedimentos (SRM 1941) y
particulas de aire (SRM 1648 y 1649a).8°

La mayoria de los HAP presentes en el agua se originan en la corriente
superficial, particularmente en areas urbanas; particulas mas pequefias derivan
de la caida atmosférica y particulas mas grandes de la abrasion de pavimento
de asfalto. Los efluentes industriales también pueden contribuir a las cargas de
HAP en aguas superficiales, y los niveles de sedimento pueden variar hasta

varios miles de microgramos por kilogramo.”®

Los alimentos son una fuente importante de ingesta de HAP para la
poblacién en general. Las estimaciones de la ingesta de HAP a partir de los
alimentos varian ampliamente, desde unos pocos nanogramos a unos pPocos
microgramos por persona por dia. Las fuentes de HAP en la dieta incluyen
carnes asadas a la parrilla y/o asadas y curadas con humo; alimentos asados,
horneados vy fritos (procesamiento de calor a alta temperatura); panes, cereales
y granos (al menos por parte de secado de granos con gas/llama); y hortalizas
cultivadas en suelos contaminados o con superficie contaminada por caida

atmosférica de HAP.88

Muchos de los HAPN antropogénicos son contaminantes producidos por
combustion de material organico en incendios forestales, estufas de lefia,
escape de automoéviles, humo de cigarrillos, incineracion de residuos e
industrias petroleras, entre otros.®® Estos compuestos pueden desactivar el
catalizador utilizado en el refinamiento del petréleo de combustibles; reducir el
poder oxidativo y la estabilidad térmica del producto, y también afectar su color

y fragancia.®® El transporte, distribucion y persistencia de cada HAPN en el
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medio ambiente, en los sistemas vivos y los alimentos dependen de sus
propiedades fisicoquimicas, como la solubilidad en agua, volatilidad,

reactividad, microbiologia o degradacion y oxidacion fotoquimica, etc.

Los hidrocarburos aromaéticos policiclicos nitrogenados (HAPN) son una
clase de compuestos organicos constituidos por dos o0 mas anillos fusionados
en donde ademas de atomos de carbono e hidrégeno tienen atomos de
nitrégeno formando parte de la estructura.®?,°! La quinolina (QUI) y el carbazol
(CZL) son dos ejemplos de estos HAPN.

La QUI o también llamada 1-aza-naftaleno o benzo-[b]-piridina es un
compuesto aromatico heterociclico que contiene nitrégeno, como puede verse
en la Figura 2.B.1, en donde se muestran también algunos de sus derivados.
Tiene una féormula molecular de CoH7N y su peso molecular es 129,16 g/mol.%?
La QUI es una base terciaria débil, que puede formar sales con acidos y
muestra reacciones similares a las de piridina y benceno, es decir tanto

sustitucion nucleofilica como electrofilica aromatica.?

El ntcleo de QUI es uno de los alcaloides aislados de la corteza de la
quina, que proviene de la familia rubicaceas del género Cinchona.t” Se
encuentra en varios compuestos naturales derivados de este género y
compone sustancias farmacolégicamente activas mostrando una amplia gama
de actividad bioldgica,®® fundamentalmente contra la malaria.®4#% Se ha
encontrado que la QUI posee actividad antipalidica, antibacteriana,

antifungica,® anticonvulsiva, antiinflamatoria y analgésica.5°°’
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Figura 2.B.1: Estructura de quinolina (QUI) y algunos compuestos naturales que poseen
en su estructura este nucleo.

Ademas, la QUI y algunos de sus derivados se emplean principalmente
para la preparacion de agroquimicos y colorantes.%:99.100.101 por ejemplo, por
oxidacién de la QUI se proporciona &acido quinolinico, el cual se utiliza para la

sintesis de 8-hidroxiquinolina, que es un importante precursor de pesticidas.”®

El carbazol (CZL) es un compuesto aromatico heterociclico.'°?2 Es un
triciclo que consiste en un anillo de pirrol con dos anillos de benceno
fusionados, como puede verse en la Figura 2.B.2, en donde se muestran
también algunos de sus derivados. Otra descripcion establece que el carbazol
es un 9-azafluoreno. Es una base débil y se comporta quimicamente como una
N,N-difenilamina. Sus derivados se obtienen por reacciones de
monosustitucion electrofilica aromatica. Los alcaloides carbazodlicos de plantas

tienen como precursor al 3-metilcarbazol (ver estructura en la Figura 2.B.2).

~ 62 ~
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Figura 2.B.2: Estructura de Carbazol (CZL) y algunos compuestos
naturales que poseen en su estructura este nicleo.

En base a la problemética que representa la exposicion a los HAPN, es
importante la deteccién y cuantificacion de estos contaminantes.®l103 |a
quimica analitica ha sido importante desde los inicios de la quimica. Aunque la
guimica analitica moderna esta dominada por la instrumentacién sofisticada,
las raices de la quimica analitica y algunos de los principios utilizados en los
instrumentos modernos provienen de técnicas tradicionales, muchas de las
cuales aun se utilizan en la actualidad. Tal como se mencioné en el capitulo 1,
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 macrociclicos.?>7372 En la practica, se requiere de cuidados
rigurosos en la preparacion de las muestras (por ejemplo el empleo de
reactivos puros, limpieza de los materiales utilizados, etc.), para evitar
interferencias.??> Por lo tanto es de fundamental importancia hacer una
caracterizacion previa de los reactivos que seran empleados en diferentes
experimentos. Con esta perspectiva, en el siguiente capitulo de esta tesis, se
llevaron a cabo los controles de pureza y las caracterizaciones generales de los
analitos y los receptores macrociclicos, que nos permitirdn a posterior estudiar

sus posibles interacciones y con ello disefiar metodologias analiticas,
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respondiendo de esta manera, a los objetivos especificos de este trabajo de

tesis.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y
ESPECTROSCOPICA DE SUSTRATOS Y

MACROCICLOS. REVALUACION DE LOS
COMPLE]JOS QUINOLINA-RECEPTOR

3.1. OBJETIVOS

En esta seccién del trabajo de tesis, en base a antecedentes del grupo
de investigacion,'? se propuso evaluar el efecto de receptores macrociclicos
sobre las propiedades espectroscopicas de la QUI, en el equilibrio de formacion
de complejos huésped-receptor, como base para la posterior deteccion de

compuestos no fluorescentes.

Para ello, como objetivos especificos se planted realizar el calculo de las
constantes de asociacion de QUI con las especies nativas de ciclodextrinas [3-
CD, y-CD vy las especies acidas de los p-sulfonatocalix[n]arenos CA[6]S y

CAJ8]S, en funcion de concentraciones en el equilibro para cada receptor.
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3.2. RESULTADOS y DISCUSION

En una primera etapa, se caracterizaron los compuestos determinando
contantes fisicas y propiedades espectroscépicas para poder elegir las mejores

condiciones de trabajo.

3.2.1. Determinacion de espectros de H RMN de B-ciclodextrina,

p-sulfonatocalix[8]areno y quinolina

En este trabajo de tesis se emplearon receptores macrociclicos del tipo
cavitando, como lo son las CD y los CA[n]. Por tal motivo, se corroboré el
estado de algunos de los receptores utilizados mediante resonancia magnética
nuclear de protén (*H RMN), dado que es una de las técnicas mas importantes
en la elucidacién de estructuras de compuestos organicos. Ademas de su uso
para la caracterizacion de reactivos, la RMN es una técnica importantisima en
el estudio de complejos del tipo sustrato-receptor que permite comprender las
interacciones y asociaciones no covalentes con los sustratos. Brinda
informacion estructural ya que se observan los nucleos de los atomos y se
puede conocer la influencia de cada entorno molecular sobre cada uno de
ellos. En el caso del hidrégeno, el isétopo méas abundante es el H, y es el que

se observa en los siguientes espectros de RMN.

En primer lugar se muestra el espectro obtenido para la B-CD (Figura
3.1), luego el espectro de la especie acida del p-sulfonatocalix[8]areno
(HCAJ[8]S) (Figura 3.2) y finalmente, el espectro de la QUI (Figura 3.3).
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> B-Ciclodextrina:

|

5.2 51 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5

4.4 4.3
f1 (ppm)

Figura 3.1: Espectro de 'H RMN de B-CD, utilizando D20 como solvente y medido en un
Espectrémetro de RMN Bruker Advance de 400 MHz. Referencia TMS.

En la Tabla 3.1 se muestra la unidad monomérica de la B-CD, y en
donde se destacan los hidrogenos con lineas de puntos y el niumero que los
identifica y que permiten detallar sus desplazamientos quimicos, la cantidad de
H que integran, las constantes de acoplamiento y sus respectivas
multiplicidades. Los desplazamientos quimicos que se informan para cada
sefal, tienen como referencia tetra metil silano (TMS) y estan corregidos segun
la sefial de D20 (6 = 4,78 ppm).
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Tabla 3.1: Asignacion de sefiales de *H RMN para B-CD

4 - "
|:~H""OH

Corrimentos
guimicos

2 (Ppm)

absr w N -

6

5,10
3,77

4,09
3,71
3,98
4,00

Integral / Constante
de acoplamiento (Hz)

1H/3,8
1H/9,9-3,7

1H/9,5
1H /9,2
2H / nd?
2H / nd?

and= no determinado

Multiplicidad

Doblete
Doblete
de doblete
Triplete
Triplete
Triplete
Multiplete

Estos resultados fueron chequeados y comparados con datos de literatura,

y se puede concluir que la CD se encuentra en condiciones de ser utilizada sin

previa purificacion. Fundamentalmente,

se controlaron

los corrimientos

quimicos de los H 3 y 5, que corresponden a los H internos de la cavidad del

receptor, y que se utilizan como referencia dado que no deberian observarse

desplazamientos, lo que indicaria que la cavidad se encuentra libre de

huésped.34
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> p-sulfonatocalix[8]areno:

T : : : : : : : : : : : : :
4.08 4.06 4.04 4.02 400 3.98 3.96 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82
f1 (ppm)

_ L

6.0
f1 (ppm)

5.5 5.0 4.5 4.0

Figura 3.2: Espectro de 'H RMN de HCA[8]S, utilizando D20 como solvente y medido en un
Espectrometro de RMN Bruker Advance de 400 MHz. Referencia TMS.

En la Tabla 3.2 se pueden observar la unidad monomérica de HCA[8]S,

indicando los diferentes tipos de H y los corrimientos quimicos observados en

el espectro de la Figura 3.2 y ademas se asignharon las sefiales a los diferentes

ndcleos. También se indican la cantidad de H que integran y sus respectivas

multiplicidades. Los desplazamientos quimicos que se informan para cada

sefal, tienen como referencia TMS y fueron corregidos segun la sefial de D20

(6 =4,79 ppm).
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Tabla 3.2: Asignacion de sefales de 'H RMN para HCA[8]S

Corrimentos

quimicos Integral Multiplicidad
(ppm)

1 5,50 8H Singlete

2 4,01 16H Singlete

3 7,55 16H Singlete

Como puede observarse en el recuadro menor de la Figura 3.2, existe
una sefial a un corrimiento quimico de 3,89 ppm, que puede asignarse también
a los H del CHz, dado que este receptor presenta conformeros estructurales
como los que se mostraron en la Figura 2.A.15, por lo que se generarian
entornos diferentes a estos nucleos en las diferentes conformaciones.®

Por altimo, la sefial que se observa a & = 5,50 ppm se puede atribuir al H
del hidroxilo y su baja intensidad se pude deber a su velocidad de intercambio y
por ende no se puede apreciar la proporcion entre las intensidades de las
sefales.

A partir de estos resultados, y comparando con datos de literatura y con
resultados previos de grupo de investigacion, se puede interpretar que este
receptor se encuentra en condiciones para ser utlizado sin previa

purificacién.t78

~ 82 ~
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> Quinolina:

8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6

] quugkk

8.3 8.2
f1 (ppm)

Figura 3.3: Espectro de *H RMN de QUI, utilizando CDCIls como solvente y medido en un
Espectrémetro de RMN Bruker Advance de 400 MHz. Referencia TMS.

En la Tabla 3.3 se pueden observar los corrimientos quimicos
observados en el espectro de la Figura 3.3 y ademas las asignaciones de las
sefiales a los diferentes nucleos, los cuales se indican en la estructura de la
QUI que se muestra en la misma tabla. También se indican la cantidad de H
gue integran, las constantes de acoplamiento y sus respectivas multiplicidades.
Los desplazamientos quimicos que se informan para cada sefial, tienen como
referencia TMS y fueron corregidos segun la sefial de CDCls (6= 7,26 ppm).

~ 83 ~
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Tabla 3.3: Asignacion de sefales de 'H RMN para QUI

SOMTEEE Integral / Constante
guimicos 9 : Multiplicidad
de acoplamiento (Hz)
3 (ppm)
4 1 892 1H/41-15  Dobletede
c / doblete
2
2 740 1H/8,3-4,2 Doblete de
doblete
6 N 1 3 8,12 1H/8,5 Doblete
N 4 7,82 1H /8,2 Doblete
7 5 7,55 1H/7,5 Triplete
6 7,72 1H / nd? Multiplete
7 8,16 1H /8,2 Doblete
and= no determinado

El andlisis de estos resultados permiti6 evaluar el estado del sustrato
organico y habiendo comparando con datos de literatura, se decidid utilizarlo

sin realizarle ningln tratamiento de purificacion previo.®°

Cabe aclarar que no fue posible determinar los espectros de 'H RMN de
las mezclas de QUI con los cavitandos, ya que las concentraciones en las que
se trabaj6 para obtener los complejos QUI-HCA[8]S y QUI-B-CD en agua,
fueron muy bajas para el estudio por RMN, cuya sensibilidad se encuentra en

el orden de mM.

3.2.2. Caracterizacion de quinolina por espectroscopia UV-visible y de

fluorescencia

En la Figura 3.4 donde se pueden ver los espectros obtenidos por
espectroscopia UV-visible. En el maximo observado a los 313 nm, se pudo
determinar su coeficiente de absortividad molar (€), siendo de (3,938 + 0,008)

x103% M1 cm™,
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Figura 3.4: Espectros de absorcion de QUI, con concentraciones de (10 — 100) uM. 95,0 % v/v
de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v de CH:OH a 25,0°Cy b=1cm.

Luego se midieron sus espectros de emision y de excitacion de
fluorescencia. En la Figura 3.5 se pueden ver los espectros obtenidos, y en

donde se indican las longitudes de onda determinadas para la excitacion y

emision del receptor.

160
140 ]
120:
1DD:
80 4
60 -
40

20 4

T
275

T+ T+ T 7 T * 1 T 1 T T 1
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% (nm)

Figura 3.5: Espectros de excitacion (===) (0Obtenido a Aemi= 408,0 nm) y de emisién (-e-e-¢)
(obtenido a Aexe= 313,0 nm) de F de QUI. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % viv

de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 400 Vy b =1 cm.

Las propiedades espectroscopicas de absorcion y de emision de F de

una molécula proveen informacion asociada a la estructura, la energia y la

dindmica de los distintos estados electronicos de la misma molécula.1!
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La mayoria de los fluoréforos nativos son compuestos aromaticos. En
general, un incremento en la extension del sistema electrénico ™ (mayor
conjugacion) producird un corrimiento batocromico en los espectros de
absorcion y de F y un aumento del rendimiento cuantico de F (¢).'? Las
transiciones mas bajas en hidrocarburos aromaticos son del tipo T—1*, las
cuales se caracterizan por altos coeficientes de absortividad molar, tiempos de
vida moderadamente cortos (unos pocos nanosegundos) y rendimientos
cuanticos relativamente bajos. Cuando un heteroatomo esta involucrado en el
sistema 7, una transicion del tipo n—7* 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—1*. Este proceso es muy
lento para competir efectivamente con las desactivaciones no radiactivas y, en
consecuencia los ¢ son muy bajos.

El espectro de absorcion de la QUI de la Figura 3.4, presenta un perfil
tipico de hidrocarburos aromaticos, reflejando valores de coeficientes de
absortividad molar relativamente altos respecto a otros HAPN.1314 Las bandas
de absorcion en estos espectros involucran transiciones del tipo T—m* y son
caracteristicas de estas estructuras. Cabe mencionar que la transicion de mas

baja energia presenta caracter n—7*, la cual queda solapada con la banda de

absorcion intensa a 280 nm de caracter m—m*.13

Los espectros de emision de diferentes fluor6foros presentan ciertas
caracteristicas generales. Por ejemplo, se sabe que la banda de emisién de
una determinada transicion electrénica se desplaza hacia longitudes de onda
mayores respecto a la banda de absorcion (Amax > ).t La diferencia entre
ambas bandas se denomina corrimiento de Stokes y en general el perfil del
espectro de emision de F corresponde a la imagen especular de la banda de
absorcién (o de excitacion) de la transicion S;—S; (Regla de Kasha), donde S,
corresponde el estado basal y S, el estado electrénico singlete excitado, y
ademas no varia con la longitud de onda de excitacion (Regla de Vavilov).!!
Estas caracteristicas se pueden observar en los espectros de la Figura 3.5,
donde muestran una estructura amplia que responde a las condiciones a las

gue se obtuvo dicho espectro (ancho de rendija de excitacion de 10,0 nm). La
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banda de emision de QUI se relaciona con la correspondiente transicion S;—S,

como se menciond anteriormente.

3.2.3. Caracterizacion por espectroscopia UV-visible de las especies
acidas de los sulfonatocalix[nJarenos HCA[6]S y HCA[8]S

Los resultados obtenidos por espectroscopia UV-visible permitieron la
determinaciéon de los coeficientes de absortividad molar (¢) de ambos
receptores en los valores de maxima absorcion. El valor obtenido fue (115,9 +
0,4) x102 M1 cm™ a 282,0 nm y (149,7 + 0,7) x10> Mt cm™ a 284,0 nm para
HCA[6]S y HCA[8]S, respectivamente. En las Figuras 3.6 y 3.7 se pueden ver
los espectros de absorcidn obtenidos y la longitud de onda elegida para la

determinacion anterior.

_ 282 nm 80,0 uM
1,0

0,9
IJ,8-
07
O£ 5,0 uM
< u‘sj
04
D,3—-
D,2—-

0,14

0.0 T T T - T _'_|
270 280 290 300 310 320

w/nm

Figura 3.6: Espectros de absorcién de la especie acida del p-sulfonatocalix[6]areno (HCA[6]S),
con concentraciones de (0 — 80) uM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de
CHsOHa 25,0°Cyb=1cm.
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Figura 3.7: Espectros de absorcién de la especie acida del p-sulfonatocalix[8]areno (HCA[8]S),
con concentraciones de (27,4 — 134,0) uM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 %
v/ivde CH:OHa25,0°Cyb=1cm.

Las bandas que se observan en ambos espectros resultan
caracteristicas del anillo aromatico y en los que se observa también el efecto
de los sustituyentes, los que producen corrimientos batocromicos en las
bandas (ver figura en la Tabla 3.2). Las transiciones presentes en estos

compuestos se deben fundamentalmente a las bandas de absorcion de origen

TT—T* y también de transiciones del tipo n—m* debido a la presencia de los

heteroatomos que estan involucrados en el sistema 7t.

Luego de estas caracterizaciones de QUI y de algunos de los
receptores, se continué con el estudio de los complejos del tipo huésped-
receptor. Para ello y a partir de los estudios previos de nuestro laboratorio
acerca de las constantes de asociacion obtenidas para los sistemas QUI-
CA[6]S, QUI-y-CD, QUI-CA[8]S y QUI-B-CD,? se calcularon las Ka para
concentraciones de equilibrio de receptor por iteraciébn para cada sistema,
teniendo en cuenta la proporcion de las concentraciones entre sustrato y
receptor y la magnitud de dichas constantes experimentales. Para el sistema
con CA[6]S se emplearon concentraciones hasta ~80 pM y ~10 yuM para
CAJ8]S, mientras que para y-CD se emplearon concentraciones hasta ~12 mM
y ~10 mM para B-CD. Por su parte, la concentracion para la QUI fue de ~25 uM

para todos los casos, excepto para el sistema con CA[8]S, que fue de ~10 pM.
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Con estos valores de concentracion de fluoréforo respecto a la de cada
receptor, es que los re calculos de las Ka se realizaron considerando

ecuaciones de 2° orden para el caso de los CA[n]S (donde [QUI] = [CA[n]S]) ¥
de 1° orden para las CDs empleadas (donde [QUI] << [CDs]).

3.2.4. Determinacién de la constante de asociacion por espectroscopia

de fluorescencia

La constante de asociacion, K,, de un complejo entre un sustrato

organico, S, y un dado receptor macrociclico, R, puede ser determinada
mediante la medicidbn de una propiedad espectroscopica afectada por la
interaccion huésped-receptor, variando la concentracion de uno de los
componentes mientras se mantiene constante la concentracién del otro.

En este apartado, se describiran las ecuaciones que nos permitan
determinar las constantes de asociacion Ka de los complejos de la QUI con los
diferentes receptores en estudio, para llegar a obtener la expresion matematica
que relaciona la emisiéon de fluorescencia del sustrato organico S con la
concentracion del receptor macrociclico R. En primer lugar, se considera que
en la reaccion de complejacion se forma un complejo de estequiometria 1:1,

estableciéndose el siguiente equilibrio (Ecuacion 3.01):

Ky

S+ R S-R (3.01)

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:

_[5R]
"~ [sL[R]

4 (3.02)

donde [S-R], [S] y [R] se refieren a las concentraciones en equilibrio del

complejo, del sustrato y del receptor, respectivamente.
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La intensidad de emisibn de F (expresada en areas, obtenida por

integracion del correspondiente espectro) de un fluoroforo, cuya concentracion

cumple con la relacién 2,303xA4 < 0,05, se define como:

F = 2,303BI,b¢z[S] (3.03)

donde B es una constante asociada a varios parametros instrumentales; I,

representa la intensidad de la fuente de excitacion; b es el paso 6ptico; ¢ es el
rendimiento cuantico de F; € es la absortividad molar a la longitud de onda de
excitacion (Aq) Y [S] la concentracion molar del fluoréforo. La ecuacion 3.03 se
puede reescribir definiendo la constante € que incluye todas las constantes de

proporcionalidad que relacionan F con la concentracién de S en ausencia del

receptor, como sigue:
Fo = ¢&[STo (3.04)

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 fluorescentes presentes en el equilibrio:

F = &[S] + &g[R] + &s—g[S — R] (3.05)

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

emite F (§z. [R] = 0), la ecuacién 3.05 se simplifica a la siguiente expresion:

F = &[S] + &5 g[S — R] (3.06)

Combinando la ecuacion 3.06 con la ecuacion 3.02 se deriva la ecuacion
3.07
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F = [51(¢s + {s-rKalR]) (3.07)
Estableciendo el cociente entre la intensidad de emision de F del sustrato

en presencia (F) y en ausencia (F,) de receptor macrociclico (ecuaciones 3.07

y 3.05, respectivamente), donde Fﬂ = F, y se obtiene:

o

:L+(ef:?—frfflfs)f(,ﬂj [R]

_F _
Fr= Fo 1+K 4[R] (3.08)

Nétese que el cociente &g /és = €5_rPs_r/EsDs, representa la relacion
de rendimientos cuanticos de F del sustrato complejado respecto al sustrato

libre (P = ¢5_g/Ps), Siempre que se cumpla la igualdad €4 = €5 a la longitud
de onda de excitacion (A.,.). La ecuacion 3.08 se puede reescribir para cuando

[R], >> [S], aproximando entonces que [R] = [R],, dando lugar a la siguiente

ecuacion:

i — 1+¢KA[R]O (3 09)
Fy 1+KA[R]O '

La ecuacion 3.09 es llamada isoterma de asociacion y relaciona la

variacion de las intensidades de emisibn de F con el cambio de la
concentracion del receptor [R],. Pueden ocurrir gran variedad de efectos sobre
las propiedades de F del sistema huésped-receptor, y la ecuacion 3.09 engloba
varios comportamientos posibles. Por ejemplo, en el caso que el rendimiento

cuantico del complejo formado sea igual a cero (g, = 0), la relacién de

rendimientos cuanticos @ es nula y la ecuacion 3.09 se puede reescribir de la

siguiente manera:

E,

b _1+4K,.[0] (3.10)

F
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La ecuacion 3.10 es la ecuacion de Stern-Volmer para un quenching del
tipo estatico o dinamico.'! En el caso que se supone un quenching estatico, por
la formacién de un complejo no fluorescente en el estado basal con una
estequiometria 1:1, y Q es igual a R. Por otra parte, para un proceso dinamico,

el término Ko es el producto de la constante de velocidad del proceso de
guenching colisional bimolecular (kq) y el tiempo de vida (t,) del fluoréforo en el

estado excitado en ausencia de quencher, como se lo expresa mediante la

ecuacion 3.11 que se muestra a continuacion:

K
f =1+k,.7,.[Q] (3.11)
donde se reemplaza Q, que corresponde a la concentracion de equilibrio por

Qo, si Q es mucho mayor que S, por la concentracion inicial del quencher [(Q],,.
Previamente, en nuestro grupo de investigacion? se determinaron los
valores de constantes de asociacion, K,, de los complejos huésped-receptor

entre el fluoréforo organico QUI, y varios receptores CDs y CA[N]S, en base a

las ecuaciones 3.09 y 3.10.

3.2.5. Calculo de las constantes de asociacién con concentraciones de
receptor en el equilibrio e iteraciébn para los sistemas de QUI-CA[6]S, QUI-
CA[8]S y QUI-y-CD

En la determinacion de las K, para los diferentes complejos
supramoleculares, se partié de las curvas de quenching experimentales de los
sistemas QUI-CA[6]S, QUI-CAJ[8]S, QUI-B-CD, QUI-y-CD, y teniendo en cuenta
la proporcion de las concentraciones entre sustrato y los receptores, y la

magnitud de las constantes experimentales determinadas, se calcularon por

iteracion las K, para cada sistema segin corresponda. Como se menciond

anteriormente, se considera que en la reaccion de complejacion se forma un

complejo de estequiometria 1:1, estableciéndose un equilibrio acorde a la

~ 02 ~
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ecuacion 3.01. Se procede entonces al céalculo de las concentraciones de
complejo [S-R] (ver ecuacion 3.02) formados para cada nivel de concentracion

de Ro. Como el sustrato en todos los casos es la QUI, se obtiene reemplazando
en la ecuacion 3.01, la expresion de K, como puede verse en la ecuacion 3.12,
donde la Unica incognita es [QUI - R] . amrio, €S decir, la concentracion de

complejo [S-R] en el equilibrio. Luego, la solucion a esta ecuacion es un

polinomio de segundo orden, en donde la incognita es [QUI " R]. uiisric Y @

partir de ella se determinan las concentraciones de Requiibrio por diferencia de Ro

Yy Rcomplejado,

[QUI--R]pguitibrio
[[QUI]n_[@yf]cnmpiejauin]'[[ﬁ]n_[R]cumpiejadu]

K, = 3.12

De esta manera, se obtienen las concentraciones Requiibio para cada
nivel de concentracion de receptor y se las grafica respecto al valor
experimental obtenido de Fo/F y se ajusta, nuevamente, segun la ecuacion

3.10. Estos pasos se repiten, es decir por iteracion, se determinan las nuevas

pendientes, y por ende los valores de K, recalculados ahora a concentraciones

de equilibrio de receptor (Requiibio), Y luego, nuevamente, se resuelve la

ecuacion 3.12 para la nueva determinacion de Requiibrio Y @Si hasta obtener una

nueva pendiente (K), tal que los valores de las mismas no cambien en mas de

5% de una iteracion respecto de la siguiente.

3.2.5.1. SISTEMA QUI-HCAJ6]S

Realizadas todas estas consideraciones, se llevaron a cabo los calculos
correspondientes para el sistema QUI-HCA[6]S. Primero, se partié del ajuste de
los datos de los resultados experimentales obtenidos para concentraciones

iniciales de receptor.? La Figura 3.8 muestra el ajuste obtenido para la
determinacién de la K, en términos de [HCA[6]S] inicial, donde resulta un valor
de (28,0 + 0,5) x 103 ML,
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Figura 3.8: Curva de Stern-Volmer para QUI (Fo) en presencia de concentraciones variables
de HCA[6]S (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C.
[QUI] = 26,0 pM; variando [HCA[6]S] = (0 - 80) uM; Aexc = 313,0 nm; ancho de rendijas de
excitacién y emisién de 10,0 nm; potencia de detector 400 V; b = 1,0 cm.

En la Tabla 3.4 se muestran los valores obtenidos de las
concentraciones de complejo formado, la concentracion en el equilibrio para
HCA[6]S y QUI, que resultaron de la 1° iteracion para este sistema. Luego se
muestra el ajuste correspondiente en la Figura 3.9, cuya pendiente tiene un
valor de pendiente de (3,7 +0,1) x 104 M,

> 1° Iteracidn

[QUI] 0= 26 puM
KalQUI-CAIBISI= (280 + 0,5) x 103 M1

Tabla 3.4: Concentraciones calculadas a partir de la
1° iteraciéon de QUI-HCA[6]S
[HCA[6]S]o [QUI-HCA[6]S] [HCA[6]S]equi [QUI]LiBrRE

(uM) (uM) (M) vy  TofF
0 0 0 26,0 1
18,1 6,411 11,689 19,589 1,643
22,7 7,693 15,007 18,307 1,653
42 8 12,033 30,767 13,967 2,235
52,2 13,518 38,682 12,482 2,372
61,5 14,741 46,759 11,259 2,764
69,8 15,665 54,135 10,335 2,993
78,5 16,497 62,003 9,503 3,144
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[HCA[G]S]EQU\UBRK) / l,lM

Figura 3.9: Curva de Stern-Volmer de la 1° iteraciébn para QUI (Fo) en presencia de
concentraciones variables de HCA[6]S (F) para valores en el equilibrio.

Siguiendo procedimientos similares a los descriptos anteriormente, se

muestran los resultados obtenidos para la 2° iteracion y sus respectivos valores

de concentracion obtenidos (ver Tabla 3.5), utilizando ahora el valor de la K,

obtenida en el ajuste de la 1° iteracion ((3,7 + 0,1) x 104 M1).

> 20 |teraciéon

[QUI] 0= 26 pM
KalQUI-CABISI= (3,7 + 0,1) x 104 M?

Tabla 3.5: Concentraciones calculadas a partir de la
2° iteracion de QUI-HCA[6]S
[HCA[6]S]o [QUI-HCA[6]S] [HCA[6]S]equi [QUIllLBre Fo/F

(LM) (UM) (UM) (UM) Exp.
0 0 0 26 1
18,1 7,383 10,717 18,617 1,643
22,7 8,821 13,879 17,179 1,653
42,8 13,520 29,280 12,480 2,235
52,2 15,050 37,150 10,950 2,372
61,5 16,274 45,226 9,726 2,764
69,8 17,178 52,622 8,822 2,993
78,5 17,974 60,526 8,026 3,144
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Figura 3.10: Curva de Stern-Volmer de la 2° iteracion para QUI (Fo) en presencia de
concentraciones variables de HCA[6]S (F) para valores en el equilibrio.

El resultado encontrado para la 2° iteracidon, obtenido del ajuste
mostrado en el Figura 3.10, indicé un valor de ((3,8 + 0,1) x 10* M), lo que
representa un cambio de un 2% respecto al valor obtenido en la 1° iteracién y
por tanto, se concluye que este Ultimo es el correspondiente para el valor de K,

para el sistema QUI-HCA[6]S. En la Tabla 3.6, se resumen los valores

obtenidos para este sistema.

Tabla 3.6: Valores de K, para QUI-HCA[6]S
K, /x 103 (M1)

EXPERIMENTAL (28,0 £ 0,5)
1° ITERACION (37 £ 1)
2° ITERACION (38 + 1)

3.2.5.2. SISTEMA QUI-HCA[8]S

Para este sistema, se llevaron a cabo procedimientos similares a los
detallados anteriormente, en donde la concentracion inicial de QUI utilizada
fue de 9,4 uM. Sé6lo se muestran los resultados obtenidos para las curvas de
ajustes (ver Figura 3.11) y los valores de pendientes obtenidos, se resumen
en la Tabla 3.7.
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Figura 3.11: Curvas de Stern-Volmer para QUI (Fo) en presencia de concentraciones
variables de HCAJ[8]S (F) para valores iniciales (A) y en el equilibrio (¢).

Tabla 3.7: Valores de K, para QUI-HCA[8]S
K, /x 10% (M1)

EXPERIMENTAL (20,1 % 0,5)
1° ITERACION (23,5 + 0,6)
20 [TERACION (24,0  0,6)

3.2.5.3. SISTEMA QUI-y-CD

Para los sistemas con ciclodextrinas, se emplearon para la

determinacién de las K,, valores del orden mM de receptor, respecto de

concentraciones UM de QUI y por tanto, los célculos resultan de resolver una
ecuaciéon de primer orden, dado que se simplifica la ecuacién 3.12 por ser [R]o
>> [QUIJoy entonces se toma como aproximacion que [R]o ~ [R]equilibrio, por ende

se obtiene la ecuacién 3.13.

[QUI R]aqui!ibria
K, =
4 [[QUI]D_ [Q'Uf]com'p!sjﬂdo]' [R]I} 313
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, los resultados obtenidos de
los célculos de concentraciones de Ro se muestran en la Tabla 3.8. Luego se
muestra el ajuste correspondiente en la Figura 3.12, el cual arroja un valor de
pendiente de (57,054 + 0,003) M.

> 1° Iteracidn

[QUI] 0= 26 pM
KalQU- v-CPl= (57 + 1) ML

Tabla 3.8: Concentraciones calculadas a partir de la
1° iteraciéon de QUI-y - CD
[y - CDJo [QUI-y - CD] [y - CD]equi [QUI]LiBRE

(mM) (uM) (mM) (uM) Fo/F
0 0 0 26 1

1 1,402 0,999 24,5979 1,057
2 2,661 1,997 23,3393 1,114
4 4,827 3,995 21,1726 1,228
5 5,767 4,994 18,5847 1,285
12 10,561 11,989 15,4390 1,684

1,8 4

1,7

1,6

1,5

LM

[‘{'CD]muwuamo /mM

Figura 3.12: Curva de Stern-Volmer de la 1° iteracion para QUI (Fo) en presencia de
concentraciones variables de y-CD (F) para valores en el equilibrio.
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Con los resultados obtenidos en la 1° iteracion, el valor (57,054 + 0,003)
M- representa un cambio <<1 % de valor obtenido respecto a concentraciones

iniciales y por tanto, se concluye que el valor de pendiente de este Ultimo ajuste

es el correspondiente para el valor de K, para el sistema QUI-y-CD.

3.2.5.4. SISTEMA QUI-B-CD

Para este sistema, se desarrollaron procedimientos similares que para el
caso anterior, y los resultados obtenidos de los calculos de concentraciones de
Ro se muestran en la Tabla 3.9. Luego se muestra el ajuste correspondiente en

la Figura 3.13, el cual arroja un valor de pendiente de (54,03 + 0,01) M.

> 1° Iteracion

[QUI] 0= 21,5 uM
KalQUI- B-CDI= (54 + 4) M1

Tabla 3.9: Concentraciones calculadas a partir de la 1°
iteracion de QUI- B - CD
[B-CD]Jo [QUI-B-CD] |[B-CD]eoui [QUI]LiBrE

(mM) (uM) (mM) (uM) FolF
0 0 0 21,5 1
1,01 1,1120 1,008889 20,388 1,053
3,03 3,0232 3,26977 18,477 1,107
404 3,8504 4.0361496 17,649 1,221
5,05 46068 5,0453932 16,455 1,304
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1] 2 4 6 8 10 12
[B-CD] / mM

equilibrio

Figura 3.13: Curva de Stern-Volmer de la 1° iteraciébn de QUI (Fo) en presencia de
concentraciones variables de B-CD (F) para valores en el equilibrio.

Una vez calculadas las K, para los sistemas supramoleculares

detallados anteriormente, se pueden observar las diferencias en sus
magnitudes lo que evidencia una mayor afinidad de los CA[n]S por la QUI,
respecto a las CD estudiadas. Esta diferencia se debe a las diferentes
interacciones intermoleculares involucradas. La naturaleza del tipo
electrostatico que gobiernan en los complejos con los CA[Nn]S, son mas
intensas respecto a las interacciones de naturaleza hidrofébicas ademas de
interacciones puente H, fuerzas de Van der Walls y dipolares.

Las magnitudes entre las K, y las concentraciones de QUI y los

diferentes receptores, permitieron calcular por iteracion las soluciones a
funciones polindmicas, de primer y segundo orden para CD y CA[n]S
respectivamente, las cuales resultaron en valores que son acordes a resultados
que son comparables a datos de literatura e incluso de 6rdenes de magnitud

comparables a sistemas similares obtenidos por el grupo de investigacién.1.1516
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3.2.6. Efecto de la temperatura sobre la constante de asociacion de los
sistemas QUI-HCA[6]S y QUI-y-CD

En base a datos de literatura se interpreté el quenching de estos
sistemas como estético por formacion de un complejo no fluorescente en el
estado basal. Para corroborar la interpretacion de los resultados observados,

las constantes de velocidad (kq) para un quenching de fluorescencia colisional

se calcularon a partir de la igualdad (Ko = kq To) ** (ver ecuacion 3.11), donde

To es el tiempo de vida de fluorescencia de QUI sin el macrociclo. Los valores
de kq (M s1) se estimaron a partir del promedio de datos de la literatura,
donde 1t (ns) de QUI son 1,75 y 21,23 para Aem (M) 369 y 430,
respectivamente, a Aexc = 300 nm en solucion de agua a temperatura
ambiente.'’ El intervalo estimado para las kq fueron (20-2)x10%?; (10-11)x10%? y
(30-3)x10° para CA[6]S, CA[8]S y y-CD, respectivamente. Todos estos valores
fueron superiores a la velocidad de difusion, en consecuencia, se propone la
formacion de complejos no fluorescentes QUI-receptor en el estado

fundamental.l’

Con el objetivo de confirmarlo experimentalmente y reforzar esta
interpretacion, se determinaron los valores de Ko (M?) a 15,0y 35,0 °C a pH =
6.994, siguiendo el mismo procedimiento descrito a 25,0 °C. Los valores
obtenidos fueron (3,4 + 0,2)x10%*y (3,2 + 0,3)x10* para CA[6]S, y (50 + 4) y (43
*+ 4) para y-CD, y se muestran en las Figura 3.14 y 3.15, respectivamente.
Estos valores son practicamente los mismos dentro del error experimental para
cada macrociclo. Este comportamiento es contrario al esperado para un
guenching dindmico donde el Kq aumenta con los aumentos de temperatura.t!
Asi, en estos casos, se propone el quenching como estatico por formacion de

un complejo no fluorescente en el estado basal.
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Figura 3.14: Curvas de Stern-Volmer para QUI (Fo) en presencia de concentraciones
variables de HCAJ[6]S (F) determinadas con 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 %
v/v de CH3OH a 15,0°C (A) y 35,0 °C (V).

v (150+0,1)°C]
A (350+0,1)°C

T T
6 9 12 15

[y-CD]/ mM

o -
P

Figura 3.15: Curvas de Stern-Volmer para QUI (Fo) en presencia de concentraciones
variables de y-CD (F) determinadas con 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v
de CHsOH a 15,0°C (V¥)y 35,0°C (A).

También, se intentaron medir directamente los tiempos de vida media
para estos sistemas, pero debido a que los laseres disponibles en el laboratorio
(267 nm y 375 nm) no son los adecuados para la excitacion (Aexc= 313 nm), no
se encontré un modelo adecuado que permitiera ajustar los tiempos de vida. En
el caso de experimentos de QUI con HCAJ[6]S, dado que el receptor presenta
absorbancia a 267 nm, esta longitud de onda de excitacion no es adecuada
para realizar les medidas en presencia del complejo con QUI, dado que la

absorbancia de QUI es considerablemente menor a la de HCA[6]S. Ademas,
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QUI no absorbe a 375 nm, por lo que tampoco este laser se puede utilizar para
la excitacion. Un problema similar se presenté en el caso con y—CD, pero en
este caso, ninguna de las partes del sistema supramolecular presentaba
absorbancia a las longitudes de onda de los laseres disponibles.

3.3. SECCION EXPERIMENTAL

3.3.1. Reactivos e instrumentos

Los receptores ciclodextrinas empleados fueron reactivos de grado

analitico de laboratorios Roquette y Cerestar.

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q
obtenida de un purificador Millipore (resistividad, 25,0°C: 18 MQ cm) y metanol
(CH30OH) grado HPLC Sintorgan.

El sustrato organico utilizado en esta parte del trabajo fue la Quinolina
(99% pureza, marca Aldrich).'® En este caso, se prepar6 una solucién
concentrada del mismo pesando una cantidad correspondiente a un volumen
de 20,0 uL (® = 1,093 g/cm® a 25 °C),*® y se llevdé a un volumen final con
CHsOH de 10,0 mL. Dicha solucion fue guardada en la heladera y resguardada
de la luz con papel aluminio y recubierta con parafilm. Fue chequeada
peribdicamente por espectroscopia UV-visible y permanecié estable por mas de
20 dias.

A partir de la solucién madre, se prepararon una serie de soluciones que
permitieron la determinacion de las constantes de asociacion. Dichas
soluciones fueron controladas por espectroscopia UV-visible y a partir de sus

espectros se determinaron sus concentraciones segun la ecuacion 2.1.

Luego, las soluciones en presencia de receptores macrociclicos CD (-
CD; y-CD) se prepararon con una solucion de receptor en su maxima
concentracion (en su limite de solubilidad), lo que permitié llegar a una

concentracion de CD de ~12 mM. Por su parte, las especies acidas de los
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derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CA[8]S, se prepararon a partir de
soluciones madres que permitieron alcanzar concentraciones maximas de 80,0
MM. Las soluciones madres de todos los receptores, CD y Ca[n]S fueron
preparadas en un medio de buffer fosfato de pH = 6,994 a 25,0 °C. A todas las
soluciones se les midieron los espectros de absorcion y de emision de F.

Las medidas de absorbancia permitieron determinar las longitudes de
onda de excitacion, es decir, los maximos de absorcion, segun correspondiera
para cada compuesto. En todos los casos, se registraron los espectros de
excitacion, en el intervalo de 200 a 300 nm. Con toda esta informacion, fue
posible determinar los mejores parametros experimentales, para obtener los

correspondientes espectros de emision.

Las mediciones de pH se realizaron con un pH-metro Thermo Orion
modelo 520A equipado con un electrodo combinado Orion con sistema Ross a
25,0 °C. Previamente, el equipo se calibré a la temperatura de trabajo usando
las soluciones buffer estandar preparadas de pH = 4,008 (con 0,05 M de ftalato
acido de potasio marca J.T.Baker), de pH = 6,994 (con 0,02 M de fosfato
dihidrégeno de sodio marca J.T.Baker, 0,03 M de fosfato monohidrogeno de
disodio marca AppliChem y 0,02 M de cloruro de sodio marca Taurus) y de pH
= 9,155 (con 0,01 M de borato de sodio marca J.T.Baker y 0,02 M de cloruro de
sodio marca Taurus).® Se prepararon segun el procedimiento descripto en la
literatura citada, empleando reactivos de grado analitico.?® Las soluciones
buffer se controlaron por medicién experimental. La precisiéon del pH-metro fue

0,001 y la exactitud asociada a las lecturas fue *+ 0,005.

Las soluciones estudiadas fueron preparadas en medio acuoso
bufferizado, utilizando un 95 % v/v de buffer pH = 6,994 y empleando como co-
solvente un 2 % de metanol (CH3OH), completando el volumen final con agua
calidad Milli- Q.

Los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron empleando un
espectrofotometro Shimadzu 1800 equipado con un porta-celda para dos
muestras conectado a un bafio termostéatico con circulacion Haake a 25,0 °C.

La linea de base empleada en todos los casos corresponde a buffer pH =
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6,994. En todos los experimentos se utilizO una celda de b = 1cm de paso

optico.

Los espectros de emision de F se registraron con un espectrofluorimetro
CARY Eclipse, con anchos de rendija de emision y de excitacion de 10,0 nm,
una velocidad de barrido de 500 nm/min y una potencia del detector
especificada en cada caso. La temperatura de las soluciones se mantuvo a
25,0 °C conectando el porta-celda del equipo al accesorio Single Peltier CARY.
En todos los experimentos se utilizé una celda de cuarzo de b = 1cm de paso
optico.

La disolucion de las muestras fue asistida con un sonicador Arcano

modelo PS-10A.

Los datos adquiridos se procesaron empleando el software OriginPro 8.6
2018.

3.3.2. Determinacion del punto de ebullicion de Quinolina

En esta experiencia se emple6 el método de micro escala?! y se adapt6
el sistema de capilares al fusidmetro electrotérmico Thermo Scientific 9100,
como se muestra en la Figura 3.16. En esta determinacion se utilizé un

volumen de QUI de unos 25,0 L.

— Capilar punto
fusian

Capilar invertida
Bell

Muestra

Figura 3.16: Esquema del sistema de capilares adaptado para la determinacion del punto de
ebullicién de la QUIL.

~ 105 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 3

El punto de ebullicion (PB) de referencia es 238,0 °C, el cual se
especifica en su hoja de seguridad Sigma Aldrich.*® Con este dato de
referencia, se realizé una primera medida en una rampa rapida de ascenso de
temperatura (es decir 10,0 °C/min), lo que permiti6 tener una medida
aproximada del PB. Luego, se utilizé una rampa lenta de temperatura, es decir
1,0 °C/min, y por triplicado se realizaron las determinaciones. El valor obtenido
para el PB fue de (238 + 1) °C. Con este resultado, se decidio utilizar este
sustrato sin tratamiento previo, considerando que se encuentra en buen estado,
y ademas teniendo el respaldo de la caracterizacion espectroscopica detallada

en las secciones anteriores de este capitulo.

3.3.3. Determinacion del punto de fusion de las especies acidas de los p-

sulfonatocalix[n]arenos

En este caso, los derivados &cidos p-sulfonatocalix[n]arenos, HCA[6]S y
HCA[8]S, fueron sintetizados en colaboracion con un laboratorio especializado
en sintesis de calix[n]arenos en la Universidad de Rio Grande del Sur, Brasil.
Con los datos de referencia de los puntos de descomposicion (PD), PD > 320,0
°C para CA[6]S y PD > 300,0 °C para CA[8]S,?? se realiz6 una primera medida
en una rampa rapida de ascenso de temperatura (10,0 °C/min). Luego, se
utilizé una rampa lenta de temperatura (1,0 °C/min) y se realizaron las
determinaciones por triplicado. En todos los casos, alrededor de los 270,0 °C,
se observaron cambios de color y por arriba de los (280,0 — 285,0) °C, la
completa descomposicion de los sélidos resultando en productos marrones y
negros. Estos resultados son acorde a datos de literatura e incluso coinciden
con antecedentes obtenidos en el grupo de investigacion. Por lo tanto, teniendo
en cuenta los resultados obtenidos por UV-visible, fluorescencia y 'H RMN, se

decidio utilizar estos receptores sin ningun tratamiento de purificacion.

3.3.4. Determinacion de absortividades molares

Para determinar la concentracion de las especies estudiadas por medio
de su espectro de absorcidn se utiliza una curva de calibracién y se emplea la

ley de Lambert y Beer (ver ecuacion 3.13). Esta ley enuncia que la cantidad de
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luz absorbida por un cromoforo 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 través de la solucion. En la Figura 3.17 se esquematiza la absorcién
de una muestra, dando la expresién para la absorciéon de luz, A, en funcién de

I,y la intensidad del haz de luz transmitido 1.

Figura 3.17: Representacion esquematica de la absorcion de luz

lng:_r—“ = ¢ebh[S5] =4 (3.13)

donde A representa la absorbancia, € la constante de proporcionalidad
denominada absortividad molar (con unidades M-cm), b es la longitud del
paso Optico del haz de luz a través de la solucion (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 efectla su determinacion a una dada longitud de onda (A). Este

parametro es determinado mediante el calculo de la pendiente de una grafica

de A en funcion de la concentracion de S, es decir su curva de calibracion.
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3.3.5. Determinacion de espectros de emision de fluorescencia

Para la determinacion de los espectros de emision de F de las sondas
fluorescentes utilizadas en el trabajo de tesis, se emplearon soluciones cuyas
concentraciones se encontraban dentro del rango lineal de respuesta del

espectrofluorimetro. En todo momento se aseguré que la concentracion del

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

Las mediciones de F se realizaron usando cubetas de cuarzo (con b =
1,0 cm). Los espectros se registraron a partir de una longitud de onda mayor a
la longitud de onda de excitacion, 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 F dentro del
intervalo de longitudes de onda, segun corresponda para cada caso. Estas
areas se emplearon para todos los estudios por esta técnica, es decir, las
intensidades de las areas representaron los valores de las integrales

correspondientes de los espectros de emision.

En el estudio por F se trabajo con valores de areas relativas para
minimizar errores por causas instrumentales. Utilizando como referencia una

solucion del fluoréforo de concentracion conocida y constante.

3.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Se realizé el control del estado de pureza y la caracterizacion
espectroscopica de los reactivos. Los resultados obtenidos permitieron decidir
qgue no fue necesario ningun tratamiento previo de purificacion y que los

reactivos se encuentran en condiciones optimas para su uso.

Se pudieron calcular las Ka para los sistemas QUI-CA[6]S, QUI-y-CD,
QUI-CA[8]S y QUI-R-CD respecto a concentraciones de equilibrio de receptor
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por iteracion para cada sistema. Para todos los sistemas supramoleculares se
empled el modelo de Stern-Volmer para las determinaciones fluorimétricas en

gue las Kg son equivalentes a la Ka.

De los valores obtenidos se observé que el HCA[8]S resultd ser mejor
guencher y receptor para QUI en mas de un 60 %, como lo indica la relacion
KAQUIHCAIBIS) | K A(QUI-HCAIBIS) Por su parte, no hubo diferencias significativas en
la afinidad de la QUI por B—CD o y—CD, en donde la relacién de KaQU--CD)

KaQU-Y-CD) no es mayor al 5 %.

Por otra parte, los HCA[Nn]S resultaron casi 700 veces mejores tanto
como quencher y como receptores que las correspondientes CDs. Esto indica
una mayor eficiencia de HCA[n]S dado por un mayor cubrimiento de la
QUI favorecida por la conformacion flexible del macrociclo.®> Ademas, se refleja
en los diferentes tipos de interacciones que se ven involucradas en los
diferentes complejos. La naturaleza, fundamentalmente, electrostatica y del tipo
TT-1 de las interacciones son las responsables de los valores obtenidos de Ka
para los HCA[n]S, respecto de las interacciones hidrofébicas y del tipo puente
de hidrégeno para las CDs. En este punto, es importante destacar que al pH de
trabajo (6,994) la QUI se encuentra en su estado neutro, mientras que el
receptor se encuentra con cargas netas negativas como producto de la

deprotonacion de fenolatos y los grupos sulfonatos.

Por dltimo, con todos los resultados obtenidos, se pudo seleccionar el
sistema supramolecular mas propicio para continuar con los estudios,
proponiendo reacciones de desplazamiento como alternativas analiticas para la

deteccion y cuantificacion de analitos no fluorescentes.
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CAPITULO 4.

SISTEMAS SUPRAMOLECULARES MIXTOS
DEL COMPLE]JO QUINOLINA-
CALIX|6]ARENO Y ANALITOS NO
FLUORESCENTES

4.1. INTRODUCCION

El reconocimiento molecular es el proceso por el que un receptor
reconoce e identifica una especie quimica a través de un conjunto de
interacciones moleculares estructuralmente muy bien definidas. Este proceso
se da en la naturaleza de forma espontanea y es el punto de partida de
numerosos procesos biologicos tales como los que intervienen
neurotransmisores, las hormonas, los sistemas enzima-sustrato y antigeno-
anticuerpo, los mecanismos de accion de los farmacos, entre otros.! La

especificidad del reconocimiento molecular (sustrato-receptor) se basa en la
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complementariedad estructural y funcional de una parte de las moléculas que
participan en el equilibrio de interaccién. Son las interacciones no covalentes
las que juegan un papel fundamental en este proceso de reconocimiento
molecular, y generalmente, no es un unico tipo de interaccion intermolecular
por si misma la que impulsa la unién sustrato-receptor, sino que es la accién
cooperativa de multiples interacciones.? La cooperatividad es un concepto
fundamental, no solo en el reconocimiento molecular sino también en los auto-
ensamblajes supramoleculares, es decir en la asociacion espontanea de
pequefias entidades, para formar agregados estables y perfectamente
estructurados. La cooperatividad ha permitido explicar como el comportamiento
de un sistema de interacciones en conjunto, es diferente de lo que se esperaria
de cada una de las interacciones individuales aisladas. Cuanto mas
complementarios sean los sitios entre el sustrato y el receptor, mayor es su
energia de union, lo que lo convierte en un fendbmeno fundamental en el
desarrollo y la regulacién de las propiedades colectivas en los complejos

quimicos.!

El desafio o reto, es la posibilidad de desarrollar o construir un ensamble
de un numero discreto de subunidades moleculares, disefiado para realizar una
funcion determinada siendo de gran interés para uso médico, farmacéutico y
ambiental. Es por ello que, en el campo de la investigacion quimica actual, un
objetivo de gran interés es el disefio, preparacion y caracterizacion de
complejos sustrato-receptor, debido a su elevado potencial en aplicaciones
como el andlisis de compuestos de importancia clinica, ambiental y preparacion

de sensores, como se muestra esqueméticamente en el esquema 4.1.3

Esquema 4.1: representacion de un complejo sustrato-receptor

Resultados previos obtenidos en el grupo de investigacion* han indicado
que la quinolina (QUI) forma complejos (Ka) con receptores macrociclicos (R),

como CDs y CA[n]S especificamente, sufriendo cambios espectrales por
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fluorescencia (F), que no se ajustan a las leyes de aditividad espectral, como
se discutidé en el capitulo anteriormente. En este sentido, la F cumple un rol
muy importante en el desarrollo de métodos analiticos que empleen sistemas
organizados debido a su gran sensibilidad y selectividad.®> Sin embargo, el
empleo de métodos fluorimétricos directos ha sido limitado en muchos casos
debido a la poca cantidad de compuestos que presentan F nativa. Por esto es
que es de gran interés desarrollar métodos indirectos para este tipo de
compuestos, como puede ser la derivatizacion, la formacion de complejos
fluorescentes o el quenching de F, que permitan determinar analitos no

fluorescentes mediante esta técnica.®

Por su parte, el nicleo de QUI, como ya se menciond, es un compuesto
heterociclico aromatico nitrogenado. Es una base terciaria débil, que presenta
F nativa. Este anillo se encuentra en numerosos compuestos naturales y

sustancias con actividad farmacolégica, entre otras.®’

Considerando esta perspectiva es que los CA[n]S y las CD pueden ser
empleados para la construccion de dispositivos supramoleculares disefiados
para interactuar y producir una sefal en presencia de un determinado sustrato,
es decir un sensor quimico.>8° Con el fin de desarrollar un método analitico
para la cuantificacion directa de QUI, se hubiera esperado que en presencia de
un R bajo estudio, se hubiese producido una exaltacién de la emision de F. De
esta forma, se podria haber desarrollado un método analitico basado en dicha
exaltacion, con una mejora en el valor de la sensibilidad analitica y en el limite
de deteccion.?® En los resultados mostrados en el Capitulo 3, se determinaron
las Ka mediante mecanismos de quenching de la F de QUI, por formacién de
complejos de inclusién, y por lo tanto no resultaron convenientes para el

desarrollo de una metodologia analitica para la determinacion directa de QUI.*

Los R empleados en el estudio de los efectos sobre las propiedades
espectroscopicas de QUI, evidenciaron la formacion de complejos con valores
de constantes de asociacion (Ka / M) en el orden de ~10? para las CDs
mientras que las Ka para con los CA[n]S fueron del orden de ~10% todas
obtenidas mediante quenching de F de los mismos sobre la sefial de QUI,

representando un potencial interruptor del tipo encendido/apagado (switch
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on/off) en medio acuoso. Dado que estos R inhiben la emision de QUI al formar
un complejo, se pens6 en emplear estos sistemas como un sensor quimico que
permita cuantificar indirectamente analitos no fluorescentes. Entonces, se
propuso el disefio de estrategias supramoleculares por medio de reacciones de
desplazamiento de la QUI complejada en la cavidad del R, por otros analitos no
fluorescentes que compiten por la interaccion con la cavidad, evaluando los
cambios provocados en la seial de F de la QUI. Por lo tanto, se supone que se
establecen dos equilibrios coexistentes para el sistema, lo que implica que
tanto QUI como el analito desplazante (A) compiten por la cavidad del R. En
presencia de otro huésped potencial, s6lo una fraccibn de las cavidades
pueden interactuar con QUI, lo que resulta en una disminucién del complejo
con QUI. Asi, al agregar un A a una solucion de complejo, se espera
restablecer la emision de F al liberar al medio parte de la QUI complejada, y se

puede emplear ese cambio en la F para cuantificar al A.1°

Los ensayos previos de desplazamiento de QUI de la cavidad se
llevaron a cabo usando B-CD como R, ya que la Ka determinada para este
complejo fue menor que la determinada para CA[6]S y CAJ[8]S, por lo que se
esperaba que sea mas facil lograr el desplazamiento del S. Segun datos de
bibliografia de Ka para complejos con B-CD, determinadas bajo condiciones
experimentales similares, se eligieron como A compuestos que presentan Ka
con dicha CD mayores que la constante determinada para QUI-B-CD. Los
analitos seleccionados fueron glucosa, 3-clorofenol y 4-clorofenol, cuyas Ka/M*
con B-CD son 417, 199 y 251 respectivamente.'! Sin embargo, con los
resultados que se encontraron no fue posible detectar un restablecimiento de la
F en ninguno de los casos estudiados, y por lo tanto no se puede afirmar, al
menos por las técnicas espectroscépicas empleadas, que se haya producido

desplazamiento de la QUI de la cavidad del R como se pretendia.

En base a estos antecedentes y dado que con (-CD no se pudo lograr el
objetivo planteado, se decidi6 evaluar el comportamiento de los
correspondientes CA[Nn]S. Segun los valores de Ka para el sistema QUI-
HCA[6]S (Ka= (38 = 1) x10® M) y para el sistema QUI-HCA[8]S (Ka = (24,0
0,6) x10% M), calculadas en la seccion 3.2.7, el complejo de HCA[8]S presenta
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una Ka menor que el HCA[6]S y dado que la cantidad de QUI complejada es
mayor con el HCA[6]S que con HCA[8]S, al ser desplazada permitiria observar
un restablecimiento de la sefial mas notorio. Por lo tanto, se eligio el sistema
supramolecular (QUI-HCA[6]S) formado por la especie acida del p-
sulfonatocalix[6]areno (HCA[6]S) y la QUI y se lo propuso como un posible
dispositivo supramolecular para la determinacion indirecta de analitos no
fluorescentes, con el objetivo de desplazar la QUI de la cavidad del receptor
logrando de esta forma restablecer la sefial fluorescente. Se decidi6 también
emplear los mismos analitos no fluorescentes que con la B—CD, es decir,

glucosa, 3-clorofenol y 4-clorofenaol.

La Glucosa (GLU) es un monosacarido con formula molecular CsH120e.1?
Es una hexosa, es decir, contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto
es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula (es un grupo aldehido).
La GLU es el principal monosacarido en la naturaleza que proporciona energia
a las células de una amplia gama de organismos, que va desde los mas
simples como la levadura hasta los mas complejos como el ser humano.*® La
GLU, libre o combinada, es la fuente primaria de sintesis de energia de las
células, mediante su oxidacion catabdlica, y es el componente principal de
polimeros de importancia estructural como la celulosa y de polimeros de
almacenamiento energético como el almidén y el glucégeno.** EI metabolismo
de la misma presenta uno de los campos de estudios mas importante para las
ciencias de la salud, dado que se conoce un sin niumero de investigaciones
sobre sus efectos sobre la salud humana.'® Por estas razones y muchas mas
es de fundamental importancia contar con metodologias que permitan la
deteccion y cuantificacion de la misma.'®'” En el Ultimo tiempo se han
informado diferentes métodos para la deteccion o determinacién de GLU
empleando sensores enzimaticos'®1® o biosensores,?%?! o incluso empleando
nanoparticulas??>?® o sistemas de electrodos modificados con tal fin, entre
muchos otros tipos de sensores.?42526.27 Entre los mas destacados resultados
reportados, se puede citar el desarrollo de un chip de O6xido de grafeno y
nanoparticulas de oro recubiertas con nano flores de cobre, mostrando un buen
intervalo de linealidad (0,001 — 0,1) mM, con un limite de deteccion de 0,018

uM.2 Estos resultados indican que los materiales hibridos nano-bio pueden ser
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aplicado como un prometedor biosensor electroquimico para controlar los

niveles de glucosa en biofluidos.

Los clorofenoles (CP) son compuestos empleados en numerosos
procesos industriales y constituyen un importante grupo de contaminantes que
pueden encontrarse en sedimentos, aguas residuales, aguas subterraneas,
suelos y en gases emitidos por diversas industrias. Se utilizan para la sintesis
de intermediarios o, directamente como materias primas, en la fabricacion de
herbicidas, fungicidas, pesticidas, insecticidas, productos farmaceéuticos y
pinturas; aunque también pueden ser generados como subproductos en la
incineracion de residuos, en el blanqueamiento de la pasta de papel con cloro y
en la cloraciéon de agua potable.?® Su amplio espectro de utilizacién se debe
fundamentalmente a sus propiedades antimicrobianas, que han favorecido su
empleo como desinfectantes y como agentes conservantes para madera,
pinturas, fibras vegetales y pieles.?® Las concentraciones que se pueden
alcanzar en el agua son muy bajas, sin embargo sus efectos organolépticos
alertarian al ser humano de su presencia y propiciarian, por si solos, el
necesario tratamiento de las aguas residuales que los contuvieran.?%3! Las
numerosas aplicaciones de los clorofenoles unidas al diverso origen de estos
compuestos, favorecen su presencia en aguas (subterrdneas y residuales) y en
cadenas troficas, incluso en lugares con bajos niveles de contaminacion. Esta
situacion constituye un grave riesgo para la salud y para el medio ambiente, ya
gue se trata de compuestos téxicos y persistentes, que se bioacumulan en la
cadena tréfica, depositindose en los tejidos grasos de los seres vivos.3233
Ultimamente se han reportado metodologias muy complejas para la deteccion y
cuantificacion de estos compuestos desde las electroguimicas,3+%>36 y una muy
sensible como el desarrollo de un polimero organico nanoporoso a base de
ferroceno como adsorbente de extraccion en fase sélida (SPE) que mostré una
excelente capacidad de adsorcidn para clorofenoles del agua de red, bebida de
té y muestras de jugo de durazno.®” Los limites de deteccién del método
medido en la relacién sefal/ruido (S/N = 3) fueron (0,04 — 0,06) ng mL™! para
agua de red y (0,10 — 0,20) ng mL™! para bebidas de té negro y muestras de

jugo de durazno.®’
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4.2. OBJETIVOS

En esta parte del trabajo de tesis, se propuso estudiar al sistema
supramolecular QUI-HCA[6]S como un sensor quimico para analitos no
fluorescentes proponiendo el desplazamiento de la QUI de la cavidad del
receptor y de esta manera restablecer la sefial fluorescente, permitiendo el
desarrollo de metodologias analiticas indirectas para estos analitos, como se

muestra ilustrativamente en el Esquema 4.2.

Especificamente, se propusieron como analitos (A) desplazantes a la
glucosa, 3-clorofenol y 4-clorofenol, dada la importancia de poder detectarlos,

cuantificarlos y evaluar de esta manera el desarrollo de una metodologia

analitica empleando a la fluorescencia como técnica de gran sensibilidad.

¢

N +
Aumento de la ]
respuesta

\Sensor Quimico fluorescente /

Esquema 4.2: Representacion esquematica del objetivo propuesto

4.3 RESULTADOS y DISCUSION

En busca de corroborar la hipétesis propuesta, es decir, evaluar al
sistema QUI-HCA[6]S como un potencial interruptor encendido/apagado/

encendido (switch on/offlon) en medio acuoso, se consideraron las
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concentraciones de QUI y HCA[6]S para las cuales se obtuvo el valor maximo
de Fo/F, siendo éstas de 26 pM y 80 pM, respectivamente. Entonces se
desarrollaron los experimentos en los cuales se hizo variar la concentracion de
los analitos no fluorescentes de interés y se analizaron las respuestas de

sistema supramolecular en cuestion.

4.3.1. Reaccion de desplazamiento de QUI por glucosa del sistema QUI-
HCA[6]S

4.3.1.1. Estudio por espectroscopia UV-visible de glucosa en presencia
del sistema QUI-HCAJ[6]S

Para comenzar el tratamiento de este sistema, se prepararon una serie de
soluciones de glucosa por diluciones de la solucibn madre. Fueron
determinados sus espectros de absorcion y sus correspondientes espectros de
emision de F. Los espectros de absorcidn obtenidos, no mostraron sefal y a la
longitud de onda de excitacion de la QUI (313,0 nm), la absorbancia resulté ser
despreciable (~0,002). Por su parte, los espectros de emision de F obtenidos
no mostraron una dependencia con la concentracién, e incluso sean a
variaciones propias de la técnica dentro del error instrumental y por tanto no se

muestran.

Luego, se llevaron a cabo los experimentos para las reacciones de
desplazamiento de la QUI del sistema QUI-HCA[6]S por glucosa (GLU).
Primero, se controlaron todas las soluciones por espectroscopia UV-visible

calculando las concentraciones, segun corresponda.

En un primer experimento, el rango de concentraciones en que se hizo
variar a la GLU fue de 26 pM a 1000 pM. En la Tabla 4.1, se muestran los
datos mas relevantes obtenidos de los espectros UV-visible:
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Tabla 4.1: Valores de absorbancias de soluciones de los compuestos individuales y de mezclas
del sistema QUI-HCAJ[6]S (M) en presencia de GLU. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994
y 2,0 % vivde CHs:OHa 25,0°Cyb=1cm.

Solucion (A=3¢,‘:3 nm) 2 Abs Concentracion

HCA[6]S 0,044 80 uM
QuUI 0,101 26 pM

GLUCOSA 0,001 1 mM
QUI-HCA[6]S (M) 0,139 0,145 | O uM Glucosa

M; 0,170 0,146 | 26 uM Glucosa
M2 0,150 0,146 | 100 pM Glucosa
Ms 0,149 0,146 | 500 uM Glucosa
My 0,147 0,146 1000 uM Glucosa

De la Tabla 4.1 se puede concluir que las absorbancias que muestran
las soluciones mezclas (Mn) a la longitud de onda de excitacion de F (313,0
nm), son iguales al sistema QUI-HCA[6]S en comparacion a las soluciones
utilizadas como referencias (sAbs), es decir la sumatoria de todas las partes
gue conforman el sistema individualmente. A continuacion, en la Figura 4.1 se

muestras los espectros de absorcion obtenidos para la experiencia.

0,24 .
0,21 i
0.13—‘
0.15;
0.12;
0.09;
0,06 I~ .

0,03

0,00 T o=

T T T T T T T T T v 1
306 309 312 315 318 321 324

Al nm

Figura 4.1: Efecto de GLU sobre los espectros de absorcién del sistema QUI-HCA[6]S (26,0
HM — 80,0 pM) (-=); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 UM (-*-+);[GLU] = 1 MM (e=m);
variando la [GLU] = (0 — 1) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de
CHsOH a 25,0 °Cy b = 1cm.
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Como se puede observar en los espectros, podemos concluir que la sefal
correspondiente a las soluciones mezclas no siguen una tendencia
proporcional a la concentracion de GLU. Estos cambios pocos significativos
resultaron ser del orden de variacién dentro del error instrumental, y por ende
no se observo ninguna tendencia respecto al aumento en la concentracion de

GLU en las soluciones mezclas.

4.3.1.2. Estudio por espectroscopia de fluorescencia de glucosa en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S

Por otro lado, se obtuvieron los espectros de emision de F de las
soluciones (ver Figura 4.2) y los resultados obtenidos muestran el mismo efecto
que se observoé anteriormente.

T T T T T T T T 1
375 400 425 450 475 500 525 550 575
Al nm

Figura 4.2: Efecto de GLU sobre los espectros de emisiéon de F del sistema QUI-HCA[6]S
(26,0 uM — 80,0 pM) (¢**); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 UM (-*-*);[GLU] = 1 MM ((mem
); variando la [GLU] = (0 — 1) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de
CH3OH a 25,0 °C. Aexc = 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

Luego, se desarrollaron tres experiencias similares a la descripta
anteriormente en los que la maxima concentracion de GLU empleada fue de 1
mM, dado que en una primera instancia se observo disminucioén de F y a mayor

concentracion de GLU se observaron incrementos de la misma. En la Figura

~ 122 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 4

4.3, se resumen estos resultados observandose en todos los casos, cambios
pocos significativos de la sefial fluorescente con el aumento de Ila

concentracion de GLU.

m  Experiencia 1
A Experiencia 2
® Experiencia 3

FIF,
[ ] ]

T T T
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

[GLUCOSA]/ mM

Figura 4.3: Dependencia de F/Fo del sistema QUI-HCA[6]S (Fo) y en presencia de GLU (F).
95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm;
ancho de rendijas de excitacion y emision de 10,0 nm; potencia de detector 800 V; b =1,0 cm.

A partir de estas observaciones, se decidi6 realizar un altimo
experimento, similar a los desarrollados anteriormente, pero llevando la
concentracion de GLU a una concentracion méaxima de 150 mM. Ademas, se
analizaron los efectos que produce la GLU sobre la sefial de QUI y la de
HCA[6]S. Los resultados obtenidos en el estudio por espectroscopia UV-visible
mostraron que el agregado de cantidades crecientes de GLU en presencia de
HCA[6]S y QUI, generaron un efecto aditivo en la sefial, como paso en los

ensayos anteriores respecto al complejo QUI-HCAJ[6]S.

Con respecto a las soluciones mezclas, se pudo observar el mismo
efecto, lo cual respalda los resultados que se reflejaron en todos los
experimentos mostrados. Por tal motivo, no se muestran los espectros

obtenidos, ni los procesamientos correspondientes a los mismos.

Por su parte, el estudio por F arroj6 informacién que no nos permite
generar conclusiones sobre la existencia o no de posibles interacciones en este
sistema, dado que la intensidad en la sefial observada en los espectros de

emisién de F para las soluciones de GLU, indicaron que era necesario hacer
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una correccion de sefales, y que luego de realizadas, el efecto encontrado
resultdé ser simplemente una variacion dentro del error instrumental de la sefal
analitica del sistema QUI-HCA[6]S respecto al aumento de la concentracion de
GLU.

4.3.2. Reaccion de desplazamiento de QUI por 3-clorofenol del sistema
QUI-HCA[6]S

Primero, se realizé una caracterizacién previa del analito desplazante,
para lo cual se preparé una solucion madre del compuesto y a partir de ella,
una serie de soluciones que fueron estudiadas por las técnicas hasta ahora
empleadas. Dichas soluciones se prepararon en el medio de trabajo y en
condiciones experimentales similares a la que se llevarian a cabo las

reacciones de desplazamiento posteriores.

4.3.2.1. Caracterizacion por espectroscopia UV-visible y de fluorescencia

de 3-clorofenol

Los resultados obtenidos por espectroscopia UV-visible permitieron la
determinacién de los coeficientes de absortividad molar (¢) del compuesto en
los puntos de maxima absorcion. Los valores obtenidos fueron (1543 + 6) M-
Ilemty (1752 + 7) Mtcm™ a 280 nm y 274 nm, respectivamente. En la Figura
4.4 se pueden ver los espectros de absorcion obtenidos y donde es posible ver
que la absorbancia a la longitud de onda de excitacién de la QUI, resulta
despreciable ( ~ 0,002).
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Figura 4.4: Espectros de absorcién de 3-CIPh, variando su concentracién en un intervalo de (0
—0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CHsOHa 250°Cyb=1
cm.

Se determinaron los espectros de emision de F de cada solucion, los
cuales indicaron que no hay una dependencia entre la sefial fluorescente y el
aumento de la concentracion de 3-clorofenol (3-CIPh), y que ademas las
intensidades de la sefal, fueron muy débiles, como se puede ver en la Figura
4.5.

40 -

0,5 mM

304

20 o 0,0 mM

T T T T T T T T T T T
360 390 420 450 480 510 540

r/nm

Figura 4.5: Espectros de emisién de F de 3-CIPh, variando su concentracion en un intervalo
de (0 — 0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CHsOH a 25,0 °C.
Aexc = 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

Estos resultados obtenidos para 3-CIPh, permitieron analizar la

respuesta espectroscoépica del analito y de esta manera evaluar las condiciones
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experimentales mas apropiadas para desarrollar y planificar los experimentos

en presencia del sistema supramolecular QUI-HCAJ[6]S.

4.3.2.2. Estudio por espectroscopia UV-visible de 3-clorofenol en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S

Se llevaron a cabo los experimentos para las reacciones de
desplazamiento de la QUI del sistema QUI-HCA[6]S por 3-CIPh. Primero, se
controlaron todas las soluciones por espectroscopia UV-visible, en donde pudo
observarse que el aumento en la concentracion de 3-CIPh en presencia del

sistema QUI-HAC[6]S, evidencié un efecto aditivo en la sefal.

En la Tabla 4.2 se pueden corroborar los efectos observados, en donde la
sumatoria de las absorbancias (sAbs) de los componentes del sistema en
estudio presentan cambios pocos significativos, respecto a la absorbancias de

las soluciones mezclas (Mn).

En la Figura 4.6 se pueden observar en los espectros de absorcion
obtenidos, y a partir de los cuales, se puede concluir que la sefial
correspondiente a las soluciones mezclas no siguen una tendencia
proporcional a la concentracion de 3-CIPh. Esto podria indicar, simplemente,
una variacion dentro del error instrumental en la sefial, respecto al aumento en
la concentracion de 3-CIPh en las soluciones mezclas.

Tabla 4.2: Valores de absorbancias de soluciones de los compuestos individuales y de mezclas

del sistema QUI-HCAJ[6]S (M) con 3-CIPh. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 %
v/ivde CH:OHa25,0°Cyb=1cm.

. Abs L.
Solucion (A=313,0 nm) 2Abs Concentracion
HCA[6]S 0,050 80 uM
QUI 0,120 26 uM
QUI-HCA[6]S (M) 0,160
3-CIPh 0,001 50 uM
3-CIPh 0,001 100 uM
3-CIPh 0,003 300 uM
3-CIPh 0,005 500 uM
M1 0,159 0,161 | 50 uM 3-CIPh
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M2 0,158 0,161 | 100 pM 3-CIPh
Ms 0,166 0,163 | 300 pM 3-CIPh
My 0,165 0,165 | 500 pM 3-CIPh

0,30
J
0,25 -
0,20 -
0,15 4

0104
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Figura 4.6: Efecto de 3-CIPh sobre los espectros de absorcién del sistema QUI-HCA[6]S (26,0
UM — 80,0 uM) (==¢); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 UM (-+-¢); variando la [3-CIPh] = (0 —
0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v de CH:OH a 25,0°Cyb =1
cm.

4.3.2.3. Estudio por espectroscopia de fluorescencia de 3-clorofenol en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S

Luego, se continué con la medicion de los espectros de emision de F y
los resultados obtenidos no resultaron determinantes para obtener informacion
relevante respecto a los efectos que produce el 3-CIPh sobre la emisién
fluorescente del complejo QUI-HCA[6]S. Los espectros se procesaron
siguiendo la metodologia hasta ahora empleada, y se muestran en la Figura
4.7.
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Figura 4.7: Efecto de 3-CIPh sobre los espectros de emision de F del sistema QUI-HCA[6]S
(26,0 uM — 80,0 pM) (==); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 UM (-+-¢); variando la [3-CIPh]
= (0 - 0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Aexc
= 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

Como puede observarse en los espectros de emision obtenidos, no se
evidenciaron cambios significativos en la sefial del complejo QUI-HCA[6]S con
el aumento de la concentracion de 3-CIPh, sino que podemos concluir que hay
una variacion dentro del error instrumental en la sefial cuya relacion (F/Fo)

media es 0,96. Este efecto se muestra en la Figura 4.8.
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Figura 4.8: Dependencia de F/Fo del sistema QUI-HCA[6]S (Fo) en presencia de 3-CIPh (F).
95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH30OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm;
ancho de rendijas de excitacién y emision de 10,0 nm; potencia de detector 800 V; b =1,0 cm.

Estos resultados no presentaron relevancia e interés analitico, dado que

la cantidad de QUI complejada no se vio modificada por la presencia de 3-
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CIPh. Esto podria deberse a la gran selectividad del HCA[6]S por el heterociclo
y por lo tanto, este sistema no permitiria el desarrollo de una estrategia

analitica para 3-CIPh.

4.3.3. Reaccion de desplazamiento de QUI por 4-clorofenol del sistema
QUI-HCA[6]S

4.3.3.1. Caracterizacion por espectroscopia UV-visible y de fluorescencia

de 4-clorofenol

Al igual que en el apartado anterior, primero se realizé una caracterizacion
previa del analito desplazante, para lo cual se prepard una solucién madre del
compuesto y a partir de ella, una serie de soluciones que fueron estudiadas por
espectroscopia UV-visible y luego por F. Dichas soluciones se prepararon en el
medio de trabajo y en condiciones experimentales similares a la que se
llevarian a cabo las reacciones de desplazamiento posteriores. Los resultados
permitieron la determinacion del coeficiente de absortividad molar (g) del
compuesto, siendo de (1544 + 3) Mtcm™ a 280 nm. En la Figura 4.9 se pueden
ver los espectros de absorcion obtenidos evidenciando que la absorbancia a la

longitud de onda de excitacion de la QUI, resulta despreciable ( ~ 0,002).
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Figura 4.9: Espectros de absorcion de 4-CIPh, variando su concentracién en un intervalo de (0
—0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/vde CHs:OH a25,0°Cyb=1
cm.

~ 129 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 4

También, se determinaron los espectros de emision de F de cada
solucion, los cuales indicaron que no hay una dependencia entre la sefial
fluorescente y la concentracion de 4-clorofenol (4-CIPh), y que ademas las
intensidades de la sefial, fueron muy débiles, como se puede ver en la Figura
4.10.
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Figura 4.10: Espectros de emisioén de F de 4-CIPh, cuya concentracion varia en un intervalo
de (0 — 0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C.
Aexc = 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

El andlisis de estos resultados obtenidos para 4-CIPh, permitieron
evaluar las condiciones experimentales mas apropiadas para el disefio de los

experimentos en presencia del sistema supramolecular QUI-HCA[6]S.

4.3.3.2. Estudio por espectroscopia UV-visible de 4-clorofenol en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S

Finalizada la caracterizacion, se llevaron a cabo los experimentos para
las reacciones de desplazamiento de la QUI desde el sistema QUI-HCA[6]S por
4-CIPh. Se midieron las soluciones por espectroscopia UV-visible y de los
resultados obtenidos evidenciaron un efecto aleatorio en la sefial, es decir que
se produce una variacion dentro del error instrumental en la sefial del complejo
QUI-HCA[6]S, con el aumento en la concentracién de 4-CIPh. Esto puede verse

en la Tabla 4.3, en donde la sumatoria de las absorbancias (sAbs) de los
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componentes del sistema en estudio presentan cambios pocos significativos,
respecto a la absorbancias de las soluciones mezclas (Mn).
Tabla 4.3: Valores de absorbancias de soluciones de los compuestos individuales y de mezclas

del sistema QUI-HCA[6]S (M) con 4-CIPh (Mn). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0
% v/vde CH3OH a25,0°Cyb=1cm.

L, Abs .,

Solucién (A=313,00 nm) 2ZAbs Concentracion
HCA[6]S 0,050 80 uM
QUI 0,120 26 uM
QUI-HCA[6]S 0,160
4-CIPh 0,000 50 uM
4-CIPh 0,002 100 uM
4-CIPh 0,002 300 uM
4-CIPh 0,002 500 uM
4-CIM1 0,142 0,160 | 50 uM 3-CLPh
4-CIM2 0,154 0,162 | 100 uM 3-CLPh
4-CIMs 0,153 0,162 | 300 uM 3-CLPh
4-CIMa 0,162 0,162 | 500 uM 3-CLPh

En la Figura 4.11 puede corroborarse el efecto observado en los
espectros de absorcién obtenidos, y a partir de los cuales, se puede concluir
gue la sefal correspondiente a las soluciones mezclas no siguen una tendencia
proporcional a la concentracién de 4-CIPh, lo que podria indicar, simplemente,
una variacion dentro del error instrumental en la sefial, respecto al aumento en

la concentracion de 4-CIPh en las soluciones mezclas.
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Figura 4.11: Efecto de 4-CIPh sobre los espectros de absorcion del sistema QUI-HCA[6]S
(26,0 pM — 80,0 pM) (*=*); [HCA[6]S] = 80,0 pM (---); [QUI] = 26,0 UM (-=-¢); variando la [4-
CIPh]= (0 — 0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0
°Cyb=1cm.

4.3.3.3. Estudio por espectroscopia de fluorescencia de 4-clorofenol en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S

Luego, se continué con el estudio por fluorescencia y los resultados
obtenidos nuevamente no resultaron determinantes para obtener informacion
relevante respecto a los efectos que produce el 4-CIPh sobre la emision
fluorescente del complejo QUI-HCA[6]S. Los espectros se procesaron
siguiendo la misma metodologia, y se muestran en la Figura 4.12, donde se
puede observar que la modificacibn de la sefial es aleatoria respecto al
aumento de la concentracion del 4-CIPh. A bajas concentraciones se observa
una pequefia disminucion y un efecto opuesto en el punto de mayor

concentracion del 4-CIPh.
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Figura 4.12: Efecto de 4-CIPh sobre los espectros de emision de F del sistema QUI-HCA[6]S
(26,0 uM — 80,0 pM) (==); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 UM (-+-¢); variando la [4-CIPh]
= (0 — 0,5) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CHz0OH a 25,0 °C.
Aexc= 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

Si bien se observdO un cambio poco significativo en la emision
fluorescente del sistema QUI-HCA[6]S, se decidié llevar a cabo una experiencia
similar donde la concentracion de 4-CIPh fuese mayor a 1 mM, dado que a este
nivel de concentracion de 4-CIPh, se observé un pequefio incremento de la

senfal.

De los resultados encontrados, se puede concluir que una concentracion
mayor de 4-CIPh (hasta 2 mM) no se produjeron cambios relevantes y de gran
importancia sobre la emision fluorescente del complejo QUI-HCA[6]S, como se
habia encontrado anteriormente. Se muestra a modo de cierre de esta seccion,
la curva para este sistema (ver Figura 4.13) donde se comprueba la
aleatoriedad de la sefal del complejo QUI-HCA[6]S, conforme aumenta la

concentraciéon 4-CIPh.
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Figura 4.13: Dependencia de F/Fo del sistema QUI-HCA[6]S (Fo) en presencia de 4-CIPh (F).
95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm;
ancho de rendijas de excitacion y emision de 10,0 nm; potencia de detector 800 V; b =1,0 cm.

Estos resultados, al igual que los obtenidos para GLU y 3-CIPh, no
presentaron relevancia e interés analitico, dado que no fue posible desplazar la
QUI de la cavidad del receptor. Esto muestra una vez mas la gran estabilidad
del complejo QUI-HCA[6]S y de las intensidad de las interacciones que se ven
involucradas en la formacién del mismo, como asi también de la gran
selectividad del HCA[6]S por el heterociclo. De este manera, el sistema QUI-
HCA[6]S no representa un potencial sensor quimico, dado no permitiria el
desarrollo de una estrategia analitica para la deteccion y cuantificacion de

estos analitos, al menos por las técnicas estudiadas.

4.4, SECCION EXPERIMENTAL

4.4.1. Instrumentos y reactivos

Los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron empleando un
espectrofotometro Shimadzu 1800 equipado con un porta-celda para dos
muestras conectado a un bafio termostatico con circulacion Haake a 25,0 °C.
La linea de base empleada en todos los casos corresponde a buffer pH =
6,994. En todos los experimentos se utilizé una celda de cuarzo de b =1 cm de

paso optico.
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Los espectros de emision de F se registraron con un espectrofluorimetro
CARY Eclipse, con anchos de rendija de emision y de excitacion de 10 nm, una
velocidad de barrido de 500 nm/min y una potencia del detector especificada en
cada caso. La temperatura de las soluciones se mantuvo a 25,0 °C conectando
el porta-celda del equipo al accesorio Single Peltier CARY. En todos los

experimentos se utilizo una celda de cuarzo de b = 1 cm de paso optico.

La disolucion de las muestras fueron asistidas con un sonicador Arcano
modelo PS-10A.

Los datos adquiridos se procesaron empleando el software OriginPro 8.6
2018.

Los compuestos utilizados en esta parte del trabajo fueron: glucosa
(98% pureza, marca Cicarelli), el 3-clorofenol (98% pureza, marca Aldrich) y el
4-clorofenol (99% pureza, marca Aldrich). Todos ellos fueron reactivos

comerciales de grado analitico y se utilizaron sin previa purificacion.

Se prepararon soluciones concentradas de los reactivos, pesando la
cantidad adecuada segun se detalla a continuacién, en un volumen final de
10,0 mL: glucosa (25,0 mg), el 3-clorofenol (8,0 mg) y el 4-clorofenol (10,0 mg).
En todos los casos, la solucién fue asistida con un minuto de sonicado. Dichas
soluciones fueron guardadas en la heladera, resguardadas de la luz con papel
aluminio y recubiertas con parafilm. Fueron chequeadas periédicamente por

espectroscopia UV-visible y permanecieron estables por mas de 20 dias.

A partir de las soluciones madres, se prepararon una serie de soluciones
que permitieron hacer una caracterizacion de cada compuesto tanto por
espectroscopia UV-visible como de F. Para las medidas de absorbancia se
trabaj6 con concentraciones de forma tal de tener valores entre 0,03 — 0,8
unidades de absorbancia. Por su parte, para las mediciones de fluorescencia,

se prepararon soluciones de concentracion entre 50,0 y 500,0 uM.

Las medidas de absorbancia permitieron determinar los coeficientes de
absortividad molar (¢) para cada compuesto. Las longitudes de onda de

excitacidon se eligieron a partir de los maximos en los espectros de absorcion,
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segun correspondiera para cada compuesto. En todos los casos se registraron
los espectros de excitacion, en el intervalo de 200 a 300 nm. Con toda esta
informacion, fue posible determinar los mejores parametros experimentales,

para obtener los correspondientes espectros de emision.

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q
obtenida de un purificador Millipore (resistividad, 25°C: 18MQ cm) y metanol
(CH30OH) grado HPLC Sintorgan.

Las mediciones de pH se realizaron con un pH-metro Thermo Orion
modelo 520A equipado con un electrodo combinado Orion con sistema Ross a
25,0 °C. Previamente el equipo se calibré a la temperatura de trabajo usando
las soluciones buffer estandar preparadas de pH = 4,008 (con 0,05 M de ftalato
acido de potasio marca J.T.Baker), de pH = 6,994 (con 0,02 M de fosfato
dihidrégeno de sodio marca J.T.Baker, 0,03 M de fosfato monohidrégeno de
disodio marca AppliChem y 0,02 M de cloruro de sodio marca Taurus) y de pH
= 9,155 (con 0,01 M de borato de sodio marca J.T.Baker y 0,02 M de cloruro de
sodio marca Taurus).®® Se prepararon segun el procedimiento descripto,
empleando reactivos de grado analitico.®® Las soluciones buffer se controlaron
por medicidon experimental. La precision del pH-metro fue 0,001 y la exactitud

asociada a las lecturas fue + 0,005.

Las soluciones estudiadas fueron preparadas en medio acuoso
bufferizado, utilizando un 95% v/v de buffer pH = 6,994 y empleando como co-
solvente un 2 % de metanol (CH3OH) y completando el porcentaje restando

con agua calidad Milli-Q.
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4.5. CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que, para los
analitos no fluorescentes estudiados, el sistema QUI-HCA[6]S propuesto como
sensor quimico no evidenci6 cambio significativo, dado que tanto por
espectroscopia UV-visible y fluorescencia, los efectos observados no permiten
inferir conclusiones acerca de las posibles interacciones entre el sensor y los

analitos estudiados.

La baja afinidad de la glucosa y de ambos clorofenoles por la cavidad de
HCA[6]S, puede deberse a que en las condiciones experimentales utilizadas,
predominaran interacciones intermoleculares que no fueron suficientes para
compensar aquellas de naturaleza fundamentalmente electrostaticas, que
caracterizan la formacion del complejo propuesto como sensor. Por lo tanto, la
proporciébn de QUI libre no se ve modificada y por ende la respuesta
fluorescente no se ve afectada.
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CAPITULO 5

DETERMINACION ANALITICA
FLUORESCENTE INDIRECTA
DE GLIFOSATO

5.1. INTRODUCCION

La interaccion huésped-receptor requiere, ademas de la
complementariedad quimica entre los sitios de unién, que el tamafio y forma
del espacio receptor sean compatibles con las dimensiones de la molécula
huésped,! tal como ocurre entre la especie acida del p-sulfonatocalix[6]areno
(HCA[6]S) y la quinolina (QUI), como se ha indicado en el capitulo 4. En
estudios previos, se encontré6 que los cambios espectroscopicos producidos
sobre la emisién fluorescente de la QUI en presencia de HCA[6]S se debieron a
un efecto macrociclico y no a un efecto del medio por una alta concentracién
del receptor. Esta complejacién se evidenci6 mediante un mecanismo de
guenching que transcurre via un complejo no fluorescente entre QUI en el
estado basal y el receptor calixareno.? Con estas evidencias, el sistema
supramolecular no permitiria la determinacion directa del fluoréforo, y por tanto
se propuso emplearlo como un sensor quimico supramolecular para analitos no
fluorescentes. Especificamente, se propuso el estudio de este sistema, para el
desarrollo de una metodologia fluorimétrica indirecta para glifosato por

desplazamiento de la QUI de la cavidad del HCA[6]S. Es en este punto, donde
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se debe hacer hincapié, dado que el glifosato no presenta absorbancia ni
fluorescencia nativa, por lo tanto desarrollar una metodologia fluorescente

indirecta, resulta importante, novedosa e interesante.
5.1.1. Caracteristicas y propiedades de glifosato

El glifosato (GLI) (N-fosfonometilglicina, C3HsNOsP, CAS 1071-83-6)° es
un herbicida de amplio espectro, desarrollado para eliminacion de hierbas y de
arbustos, en especial los perennes. Desde un punto de vista quimico, el GLI es
un derivado de la glicina, el aminoacido més pequefio hallado en las proteinas.
En la molécula de GLI, uno de los atomos de hidrogeno de la glicina esta
reemplazado por un grupo fosfonometil. Una vez absorbido por la planta, el GLI
se une a la enzima enolpiruvilsiquimato-3-fosfatosintasa (EPSPS, por sus
siglas en inglés), y la blogquea.* La enzima EPSPS se encuentra al principio de
la via metabdlica del acido siquimico, que convierte a los precursores
carbohidratos simples derivados de la glucdlisis y la via de la pentosa fosfato
en aminoacidos aromaticos y otros metabolitos importantes en la planta. La
enzima normalmente se encuentra dentro de los cloroplastos, donde cataliza la
reaccion de siquimato-3-fosfato (S3P) y fosfoenolpiruvato para formar 5-
enolpiruvilsiguimato-3-fosfato (ESP).* ESP es un precursor de aminoéacidos
aromaticos y, en ultima instancia, de proteinas, hormonas, vitaminas y otros
metabolitos esenciales de las plantas. Las similitudes estructurales con el
fosfoenolpiruvato permiten al GLI unirse al sitio de union del sustrato de EPSPS
para inhibir su actividad y bloquear su integracion al cloroplasto. Por lo tanto, el
GLI mata las plantas interfiiendo con la sintesis de los aminoacidos

fenilalanina, tirosina y triptéfano.* (ver Esquema 5.1)
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Esquema 5.1: Mecanismo de accién del glifosato en plantas

Aungue el crecimiento se detiene a las pocas horas de la aplicacion, las
hojas tardan dias en volverse amarillas.* La EPSPS solo es sintetizada por
plantas y algunos microbios, pero no por mamiferos, por lo que este
mecanismo de acciéon no les afecta.> Dado que el sitio activo de la enzima
EPSPS es muy constante en las plantas superiores, el GLI afecta un amplio
espectro de malezas indiscriminadamente. Si bien el GLI es una molécula
pequefia y simple, su solubilidad en agua es demasiado baja para permitir su
facil pulverizacién en los campos. En consecuencia, las formulaciones de GLI
mas comunes para fines comerciales lo combinan con otras sustancias para
mejorar su eficiencia. Muchos productos comerciales de proteccion de plantas,
el GLI se formula como una sal para mejorar su solubilidad en agua. Este es
absorbido por las hojas y no por las raices. Se puede aplicar a las hojas,

inyectarse a troncos Yy tallos, o pulverizarse a tocones como herbicida forestal.
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La aplicacion de GLI elimina las plantas debido a que suprime su capacidad de
generar aminoacidos aromaticos. ElI GLI es el principio activo del herbicida
®Roundup® (nombre comercial producido por Monsanto). Es el herbicida mas
usado en EE.UU. usandose, 2.000-4.000 toneladas/afio en céspedes, y

40.000-50.000 toneladas /afio en su agricultura.’

El uso del herbicida es objeto de controversia desde el punto de vista
toxicolégico y ambiental. En sistemas agricolas donde el GLI es regularmente
aplicado, la deriva y los residuos que quedan pueden causar dafios a las
plantas no objetivo. Cantidades significativas de GLI aplicado a plantas no
objetivo llegan al suelo como resultado del contacto directo, del lavado desde
las hojas y de la exudacion de las raices de las malezas tratadas.® Alrededor
del 10 % del GLI aplicado puede llegar a las plantas no objetivo. La vida media
del GLI en el suelo es muy larga, desde semanas a afios. La mayoria de los
residuos del GLI (90 %) se encuentran en los primeros 15 cm del suelo, y estos
residuos representan una amenaza importante para la actividad microbiolégica
del suelo y la absorciéon por parte de las raices de las plantas no objetivo.®
Recientemente, se observo que la deriva de un 12 % de las dosis comunmente
aplicadas de GLI afectaron el crecimiento de los tallos y la actividad de los
nodulos (fijacion del nitrégeno) en plantas de soja resistentes a GLI,

especialmente durante los estadios de crecimiento vegetativo.1911.12

Existe evidencia actual que demuestra que el GLI compite con los
nutrientes por los sitios de intercambio en las particulas de los suelos. Los
cationes del suelo son complejados con las particulas de GLI formando
complejos insolubles que disminuyen la disponibilidad para las plantas.'® En
consecuencia se han observado disminuciones en los rendimientos de los
cultivos en situaciones controladas. Los resultados de estas investigaciones
sugieren que los residuos del GLI o su difusibn al medio ambiente puede
resultar en severas deficiencias de nutrientes para las plantas que no son el

objetivo de este herbicida.'*

Las normativas sanitarias, en conformidad con la Ley de Inocuidad de
los Alimentos y reguladas por la Direccion General de Salud Ambiental

(DIGESA), y en Sanidad Agraria, por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria
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(SENASA), establecen los limites maximos de residuos (LMR) de este
herbicida permitidos en Argentina. A modo de ejemplo, algunos valores que es
interesante recalcar son los LMR para uva, naranja o mandarina de 0,2 ppm
(mg Kg?). Para algunos cereales por ejemplo maiz (1,0 ppm como forraje), soja

(20,0 ppm como forraje), trigo (5,0 ppm grano consumo).®

Dadas las controversias y las discusiones en torno al uso, muchas veces
desmedido de este herbicida, resulta importante el desarrollo de metodologias
que permitan el control, chequeo y la determinacién del mismo. Se han
desarrollado numerosos procedimientos analiticos para la deteccion y
cuantificacion de este analito.'®17:1819 | a mayoria de los métodos reportados
son complicados, con una preparacion de la muestra larga y compleja y con
equipamientos muy costosos.??2%22 Uno de los métodos mas utilizados en
aguas naturales, suelos, frutos, etc. es el andlisis por CLAR acoplado a
diversos sistemas de deteccion siendo el detector masas/masas el mas
empleado.?®?* Para mejorar el comportamiento cromatografico del analito y
debido a la ausencia de grupos cromoforos o fluoréforos, en todos estos casos

es necesaria una derivatizacion previa.?>2627

Se ha determinado GLI en maiz y arroz utilizando cromatografia liquida
(CL) acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo.?® Las
recuperaciones medias para ambas matrices estuvieron dentro del 70-105 %
en tres niveles de fortificacion, incluido el LOQ. EL LOD fue 0,002 mg kg™ para
arroz y 0,004 mg kg* para maiz.?2 El LOQ fue de 0,01 mg kg tanto para el
maiz como para el arroz. Debido a su versatilidad, la propuesta de este método
podria considerarse util para la determinacion, en analisis de rutina, de glifosato
en cereales. Entre otros ejemplos, encontrados en literatura, se pueden
mencionar técnicas cromatograficas, como ser la extraccion de pesticidas
polares modificados con deteccion por cromatografia liquida de ultra
rendimiento acoplada con espectrometria de masas en tandem (CLUR-
MS/MS)?°, con LOD de 0,02 mg L* para glifosato y 0,01 mg L para su
metabolito mayoritario, el acido aminometilfosfonico (AMPA). También, se ha
determinado GLI en extractos de colza mediante cromatografia liquida con

deteccion de triple cuadrupolo MS (CL-MS/MS) y por cromatografia liquida con
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derivatizaciéon de post-columna y detecciéon de fluorescencia (CL-DF).*° Los
LOD informados fueron de 0,01 mg kg* por CL-MS/MS y 0,05 mg kg™ por CL-
DF. Ambos métodos son simples y eficientes para el andlisis de rutina de
glifosato y AMPA vy se validé en una matriz grasa.*

La CL-MS/MS es una técnica muy poderosa y se muestra como la mas
atractiva actualmente para el analisis de residuos de este compuesto. Si bien
tiene excelentes caracteristicas analiticas, los métodos basados en CL-MS/MS
requieren normalmente una etapa de derivatizacion previa, con el fin de
mejorar la separacion cromatografica y facilitar la retencién de GLI y de AMPA
en el proceso de pre-concentracion (ejemplo, SPE en andlisis de aguas).3! Asi,
en un estudio realizado sobre 50 muestras de aguas subterraneas y
superficiales de entornos con fuerte actividad agricola, se detecté GLI en el 25
% de las muestras analizadas, en concentraciones que variaron entre 0,06 y
0,48 ug L, mientras que el AMPA se detect6 en el 40 % de las muestras, con
niveles entre 0,05 y 0,18 ug L. La frecuente detecciébn de AMPA, tanto en
aguas como en suelos, es indicativa de la degradacion del GLI en el medio

ambiente.32

En otro estudio, se monitorearon tres campos del centro del pais con dos
y tres aplicaciones de GLI en distintas concentraciones obteniéndose residuos
entre (0,3 — 4,0) mg kg* para GLI y (0,2 - 0,9) mg kg' de AMPA en plantas y
granos de soja.3® Estos resultados indican una deteccion de residuos de GLI en
todo el ciclo de cultivo, y se demostr6 el efecto residual del mismo. Las
concentraciones fueron mayores cuando se pulverizé el herbicida cerca de la

cosecha y no se encontraron relaciones con respecto a las dosis de aplicacion.

Por otro lado, si bien se conoce que los mamiferos no bioacumulan el
GLI y se excreta rapidamente,3* se han reportado niveles insignificantes de GLI
en la carne, la leche y los huevos de bovinos, cerdos y aves de corral.3* Otros
estudios detectaron niveles traza de AMPA en muestras de orina,3® cereales®¢ y

también leche humana y bovina.37:38.3°

Por dltimo, se ha informado la interaccién entre un hexaazamacrociclo

que exhibe una conformaciéon con anillos de fenilo casi paralelos,* lo que
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sugiere que la conformacion adoptada se estabiliza mediante interacciones 1T —
1T, y se pudo determinar una constante de asociacion con GLI (307 M* medida
en metanol a 20,0 °C) proponiendo la formacién de un complejo ternario en
presencia de Cu*l.%? También, se han estudiado las interacciones de GLI con
agua*!* por medio de ultrasonido, evaluando cambios en la viscosidad y
densidad del medio. Con estos antecedentes, resulta interesante evaluar la
selectividad y la capacidad de reconocimiento molecular de HAC[6]S por el
GLI, empleando al sistema supramolecular QUI-HCA[6]S, como un sensor

quimico fluorescente.
5.1.2. Validacion de un método analitico

Se conoce como validacion al analisis que demuestra que un método
analitico desarrollado es capaz de proveer suficiente especificidad, exactitud y
precision en la determinacién de un analito en una dada muestra real. Este
analisis proporciona evidencia basica para fundamentar la validez de los
resultados obtenidos por el método propuesto.*?

La validacion de un método analitico es necesaria para respaldar la
acreditacion o publicacion del mismo, o defender resultados generados por su
uso. Las capacidades para detectar y cuantificar un analito son consideradas
por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada, mas conocida por sus
siglas en inglés IUPAC, y la “International Organization for Standarization”
(ISO), ponen especial énfasis en los acuerdos internacionales sobre los
requisitos de evaluacién, particularmente sobre los estandares internacionales

como parametros de comparacion.4%43

5.1.2.1. Parametros de validacion

Los parametros o propiedades analiticas que se deben evaluar para

validar un método desarrollado son los siguientes:

v' Linealidad. Aquel intervalo de concentraciones del analito donde la
respuesta analitica se correlacione linealmente. En general, se aconseja

para el trabajo cuantitativo el empleo del intervalo lineal.
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Especificidad. Se debe corroborar que la respuesta analitica debe ser

atribuible al analito.42

Selectividad. Establece en qué medida la sefal correspondiente al
analito de interés es afectada por la presencia de otras especies en la

muestra.**

Precisién. Indica cuan cercanos son entre si los valores obtenidos tras

mediciones repetidas. Un indicador de la dispersion de los datos es la

desviacion estandar de la muestra (S).

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.434°

Limite de Deteccién (LOD). Se puede definir como limite de deteccion
de un analito a aquella concentracion que proporciona una sefial en el
instrumento (y) significativamente diferente de la sefal del “blanco” o

“ruido de fondo”.43:45

Limite de Cuantificacion (LOQ). Es considerado como la minima

cantidad de analito cuantificable por un dado método.*?

Robustez. Evalla la insensibilidad del método a pequefias variaciones en
las condiciones y en el equipamiento (sustituciébn de alguna pieza),
ambiental (temperatura, humedad), procesos de deterioro (columna CG
CLAR, 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 aplicaciéon del método analitico.*?
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A continuacion, se brinda un detalle de las expresiones y modelos
estadisticos que se emplearon para el tratamiento de los datos experimentales

en el anélisis de validacion.

Limites de Deteccidn y de Cuantificacion

La definicion moderna del limite de deteccion (LOD), que representa la

minima concentracion detectable por el método analitico, se expresa mediante

la ecuacioén 5.01.
3,29.0p

LOD = (5.01)

donde 0, es la desviacion estandar poblacional de los blancos y A la
sensibilidad de calibracion.*® En la préactica, se estima 0, como la desviacion

estandar de una muestra de blancos S}, obtenida mediante la medicién de un

conjunto de blancos quimicos preparados independientemente ( = 20).%° Por lo

que la ecuacion 5.01 puede escribirse reemplazando g, por S,

El LOD se puede estimar en funcion de la desviaciéon estandar de la

concentracion predicha para una muestra problema cualquiera (§b). Para

calcular §b se recurre a la ecuacion 5.02.

s 2
Sb =fﬂ£\]i+i+—(x 2 (5.02)

A m E{rzll(xi—:f}z

donde Sy/x es la desviacion estandar de los residuales de la regresion (dados

por la ecuaciéon 5.03), A es la pendiente de la recta de regresiéon, n es el

namero de réplicas de la muestra incognita, m es el nimero total de patrones
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de calibrado, X; es la concentracion de cada uno de los m patrones de

calibrado, X es el promedio de las concentraciones de calibrado.

(2092
Sy = | = ﬂ‘_z - (5.03)

y por lo tanto el LOD queda definido por la ecuacion 5.04.

LOD = 3,29.5, (5.04)

De esta forma el célculo de §b permite conseguir una estimaciéon del
LOD para cuando se tiene un niumero bajo de muestras replicadas. Por esto,
los valores de LOD determinados son superiores a los obtenidos mediante la

ecuacion 5.01 con lo cual se requiere la obtencion experimental de S,. Es

importante informar el valor de n que se utiliza en el célculo 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 ecuacion siguiente

LOQ = % (5.05)

Esta ecuacion al igual que la ecuacion 5.01 puede escribirse

reemplazando 0) por S, considerando una muestra de por lo menos 25

blancos quimicos.*®

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. Aguellas especies que puedan llegar a interferir con la sefial analitica

del sustrato en estudio se les llama interferentes.
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Teniendo en cuenta esta definicion, en este capitulo se consideraron
como concentraciones tolerables de interferentes, aquellos niveles de

concentracion que no modifiquen en mas de 10 % el valor de la sefial analitica.

Exactitud

Cuando se aplica un método analitico es necesario saber cuanto se
aproxima la determinacion de la concentracion al verdadero valor. Esto se
expresa como la exactitud del método. La misma ISO definen la exactitud como
el grado de concordancia entre el resultado de la aplicacion de un método
analitico y el valor de referencia aceptado del analito.#34°

Los principales métodos que se proponen para el estudio de la exactitud

son:

v' Ensayos de recuperacion sobre matrices o muestras reales.

v" Comparacién de los resultados del método propuesto con un método
de referencia.

v Uso de materiales certificados.

A continuacién se extiende la explicacion sobre los ensayos de
recuperacion, ya que se emplearon como método analitico para evaluar la
exactitud y selectividad de la metodologia de analisis empleada para la

deteccién de GLI.

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 calibracién. Esta curva de calibracién se
compara con la calibracién en ausencia de matriz. Si ambas curvas coinciden
se concluye que la recuperacion es 100,0 % y que la interferencia de la matriz
es despreciable. Si las curvas no se superponen se asocia a un posible efecto

matriz. El efecto matriz produce errores sisteméaticos por exceso o por defecto
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Yy, en consecuencia, aumenta proporcionalmente con la concentracion del

analito.*3

Se define el factor de recuperaciébn 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 ecuacién

R=-—= (5.06)

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 (xf) como se
expresa en la ecuacion 5.07. El valor x® es la cantidad de analito adicionada a

la muestra antes del proceso de medicién.*3

M
Ry =—Fx (5.07)

=

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, R4, definido por la ecuacién 5.08 siguiente

_ IRy
mn

R, (5.08)

Para examinar la exactitud del método, se evalta si el valor de K, es
significativamente diferente al 100,0 % de recuperacion mediante una prueba

de significacién t bilateral a un dado nivel de significaciébn planteando como

hipotesis nula Ho: % R_A = 100,0 %. El valor del estadistico t se calcula

mediante la ecuacion 5.09 siguiente
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V(R - 100)

S

t (5.09)

donde n representa el nUmero de ensayos de recuperacion considerados para

evaluar R, y s, la desviacion estandar muestral.

El valor obtenido de t se compara con un valor t critico (t a,n-1) tabulado
segun el nivel de significacion elegido y los grados de libertad (n — 1). Si el
valor de t calculado es menor que t a,n.1 se dice que el método analitico

utilizado es exacto.

5.2. OBJETIVOS

En este capitulo del trabajo de tesis, se propuso evaluar al complejo
quinolina-calix[6]areno (QUI-HCA[6]S) como un sensor quimico supramolecular
para glifosato (GLI) y desarrollar de esta manera una metodologia analitica

fluorimétrica indirecta.

Especificamente, se propuso realizar la validacion de un método, y por
tanto el proceso por el cual se demuestra que los procedimientos analiticos son

aptos para el uso indicado.

5.3 RESULTADOS y DISCUSION

5.3.1. Efecto de glifosato sobre el sistema QUI-HCA[6]S

En una primera etapa, se prepararon las soluciones de QUI y HCA[6]S,

determinando sus concentraciones por medio de espectroscopia UV-visible
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teniendo en cuenta los valores de absortividad molar (g)*® determinados
previamente en el grupo de trabajo para cada especie, y luego se prepararon

las soluciones mezclas con GLI, segun corresponda.

De los resultados obtenidos por espectroscopia UV-visible se observo
gue un aumento en la concentracion de GLI en el intervalo de (0 — 7) mM, no
produce un cambio significativo en la sefial del complejo QUI-HCA[6]S y que
ademas, el efecto resultdé aleatorio, como se muestra en los espectros de la

Figura 5.1.

0,30 -
0.25;
0,20
0,15
0,10-

0,05

0,00
v T . T T T T g T T 1
300 305 310 315 320 325 330
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Figura 5.1: Efecto de GLI sobre los espectros de absorcion del sistema QUI-HCA[6]S (26,0
UM — 80,0 pM) (s=¢); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 puM (--¢); variando la [GLI] = (0 —
7) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v de CHzOH a 25,0°Cy b =1cm.

Por otro lado, en el estudio por F se encontr6 que existe una
dependencia entre la sefial analitica y el aumento de la concentracion de GLI
sobre el sistema QUI-HCA[6]S. Por un lado, se analizaron soluciones de GLI en
ausencia del sistema QUI-HCA[6]S y de los resultados obtenidos se pudo
concluir que no es necesario hacer correcciones en las soluciones mezcla,
dado que no existe una dependencia de la concentracion de GLI con la sefial
analitica. Luego, se analizaron las soluciones mezclas y se observé que se
producia un incremento en la sefial de F, el cual se podria atribuir al
desplazamiento de la QUI de la cavidad del receptor, por efecto del GLI, como
se puede visualizar en los espectros de la Figura 5.2, en concordancia con el
accionar de un interruptor del tipo apagado/encendido, es decir un sistema

switch off/on.
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Figura 5.2: Efecto de GLI sobre los espectros de emision de F del sistema QUI-
HCA[6]S (26,0 uM — 80,0 uM) (s=¢); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 uM (-*-*);
variando la [GLI] = (0 — 7) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de
CH3OH a 25,0 °C. Aexc = 313,0 nm, potencia de detector 800 Vy b =1 cm.

Como puede observarse en los espectros mostrados en la Figura 5.2, no
sélo que fue posible reestablecer la emision de F de la QUI, sino que ademas
se produce una exaltacion de la misma, debido posiblemente a la presencia de
GLI. Este aumento en la concentracion de QUI libre, producido posiblemente
por desplazamiento de la cavidad de HCA[6]S por GLI, contribuya de cierta
manera en la estabilizacion de la especie en el estado excitado, permitiendo
que el tiempo de vida de fluorescencia de QUI en este medio aumente, lo que

podria justificar la exaltacion evidenciada.

En literatura se ha reportado que aumenta significativamente la
fluorescencia nativa de ciertas fluoroquinolonas mediante la formacion de
complejos de coordinacién por la presencia de itrio. Las fluoroquinolonas
utilizadas fueron ciprofloxacina, norfloxacina, enoxacina entre otras, y si bien
todas ellas presentan fluorescencia nativa, la presencia de itrio produjo la
exaltacion de la misma.4” Otro reporte menciona que a partir de los espectros
de absorcion, se demostr6 la formaciébn de un complejo histamina-
ortoftalaldehido con una estequiometria 1:1. En los espectros de emision, se
observd que la fluorescencia compleja se inhibe en medio &cido, pero que en
medio alcalino, se observé una exaltacion de fluorescencia, para el complejo
histamina-OPA .48
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5.3.2. Determinacion de parametros analiticos
5.3.2.1. Limites de Deteccion y Cuantificacion

El incremento observado en la fluorescencia del sistema QUI-HCA[6]S,
el cual fue considerado como referencia (Fo), y la intensidad del sistema en
presencia de cantidades crecientes de GLI, es decir el valor de F para cada
nivel de concentracion de GLI, permiti6 obtener la curva de calibrado (Figura
5.3) y del correspondiente ajuste se pudieron obtener la sensibilidad (A =
(0,190 + 0,002) [mM]?), los limites de deteccién (LOD = (1,22 + 0,02) mM) y de
cuantificacion (LOQ = (3,70 +* 0,050 mM) del método. Para estas

determinaciones se considerd la desviacion estandar de una muestra de

blancos S, obtenida mediante la medicion de blancos preparados

independientemente (n = 25), con un valor de 0,070, utilizando la ecuacién
5.01.

2,54

2,0

FIF,

1,54

1,04

0 ' 1 2 3 4 5 I 6 7
[GLIFOSATO] / mM

Figura 5.3: Curva de calibrado del sistema QUI-HCA[6]S (Fo) en presencia de concentraciones
variables de GLI (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0
°C; [GLI] = (0 — 7) mM; Aexc = 313,0 nm; ancho de rendijas de excitacién y emision de 10,0 nm;
potencia de detector 800 V; b = 1,0 cm.

5.3.2.2. Linealidad

Para verificar la validez estadistica del modelo de regresién lineal, se
empled andlisis de la varianza (ANOVA), para evaluar la contribucion a la

varianza total. Cuando se dispone de observaciones experimentales, la
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varianza total se divide en dos componentes: la variacion atribuida a la
imprecision experimental (error) y la variacion asociada a la regresion lineal
(modelo). En consecuencia, la hipotesis nula (Ho: B1 = 0) plantea que la
variacion asociada al modelo propuesto (regresion lineal) es menor que la
variacion asociada al procedimiento experimental (Hi: B1 # 0), donde f
representa la pendiente. El estadistico de contraste, F, corresponde a la
relacion entre la varianza atribuida a la regresion y la varianza asociada al error
experimental. La hipétesis nula (Ho) se rechazara a un nivel de confianza a si
Fcalc excede su valor critico (Fcritico). En lugar de usar un valor critico,
usualmente se calcula la probabilidad de que Fcalc sea mayor a Fcritico,
llamado p-valor. En este caso, la hipdtesis nula se rechaza (el modelo es
significativo) a un nivel de confianza a si el p-valor es menor que a.%° El valor
obtenido para el p-valor fue de 2,83x10!! para los correspondientes grados de
libertad y para un nivel de confianza del 95% (a = 0,05) y en el intervalo de
concentraciones evaluado. De esta manera, se concluye que el modelo lineal
es estadisticamente valido. Cabe aclarar que el p-valor se obtuvo mediante los
ajustes correspondientes que el software empleado, OriginPro 8.6 2018, realiza

sobre los parametros propios del ajuste.

Con el fin de verificar la fiabilidad de la pendiente y la ordenada al origen
obtenidas para la curva predicha con la nominal, se decidi6 considerar el
intervalo de confianza conjunto, es decir, aplicar el test de la Elipse.*® Este
intervalo es una region en el plano de las dos variables (pendiente y ordenada
al origen) que tiene forma eliptica. Esta prueba estadistica consiste en
investigar si el punto (1,0) estd contenido en la region eliptica de confianza
conjunta de la pendiente y la ordenada al origen. Por tanto, se prepararon una
serie de patrones con concentraciones conocidas de GLI, en presencia del
sistema supramolecular QUI-HCA[6]S, diferentes a las utilizadas en la etapa de
calibracion. Luego, se determind la concentracion de GLI por interpolacion en la
recta de calibrado (predicha), y se analizé la exactitud de la determinacion a
traveés de la recuperacion de las concentraciones nominales de GLI (curva
predicha vs nominal). En los resultados obtenidos, el punto (1,0) quedoé incluido

dentro de los limites definidos por la elipse (ver Figura 5.4) y por tanto se
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concluy6é que el método propuesto es exacto. Los valores obtenidos fueron:
Pendiente = (1,1 £ 0,1) y Ordenada = (0,0003 + 0,00003).

@ Data |
Fit

X Data AT
A EJCR, OLS method

%  Ideal point
—EICR

Intercept

A0 ! I I I I I I !
0.85 09 0.95 1 1.05 11 115 1.2 1.25 13

Slope

Figura 5.4: Ajuste de la region eliptica de confianza conjunta de la pendiente y la

ordenada al origen

Por otra parte, el LOD determinado para el método propuesto, el cual fue
del orden mM, no permitiria la cuantificacibn en cereales, frutos u otras
matrices reales al nivel de los LMR15 establecidos por las normativas vigentes.
Por ejemplo, algunos valores de los LMR para frutas como ser uva, naranja o
mandarina es de 0,5 ppm (ug/mL); para algunos cereales como ser maiz (1,0
ppm), soja (20,0 ppm como forraje), trigo (5,0 ppm). Estos valores de LMR
resultan ser inferiores al LOD (206 + 4) ppm y LOQ (626 + 8) ppm determinado
por el método propuesto con el complejo QUI-HCA[6]S, pero si podria
emplearse para el control y chequeo de este principio activo en formulaciones
comerciales, y de esta manera poder realizar un monitoreo o auditoria en
aguellos lugares donde se trabaje con este herbicida, para de esta manera
elaborar actividades de planificacién del control de los riesgos asociados a la
manipulacion, traslado o acumulacién del producto. Por tanto, también serviria
para garantizar una correcta utilizacion de estas formulaciones en cualquier

ambito de trabajo, con adecuadas medidas de seguridad.
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5.3.2.3. Robustez

Continuando con la determinacion de parametros analiticos del método
fluorimétrico propuesto, se analiz6 la robustez del mismo considerando su
capacidad de permanecer inalterado por pequefias, pero deliberadas
variaciones en las condiciones del mismo, proporcionando un indice de su
confiabilidad durante su uso normal. En primer lugar, se evaluaron los efectos
del cambio en la temperatura en las determinaciones. De los resultados
obtenidos, se puede inferir que este factor debe ser estrictamente controlado,
dado que los efectos sobre la sefial analitica son notorios, como se puede

observar en la Figura 5.5.

10,0 °C

[= = (250 +0,1)°c]

40,0 °C

T T T T J T T T T T T
360 390 420 450 480 510 540 570
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Figura 5.5: Efecto de la temperatura sobre el espectro de emisiéon de F de una solucién 3 mM
de GLI en presencia de QUI-HCAJ[6]S (26,0 uM — 80,0 uM); 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH
=6,994y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm; potencia de detector 700 V; b = 1,0
cm.

Por otro lado, se evaluaron los efectos que producen las variaciones en
la concentracién del buffer (95 %, 90 %, 85 % y 80 % respectivamente), con y
sin control de la fuerza i6nica del medio, sobre la sefial analitica. De los
resultados obtenidos (ver Figura 5.6), resultd que el método tolera hasta un 10
% de dilucién del buffer si se mantiene la fuerza i6nica del medio, dado que los

cambios no resultaron significativos.
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Figura 5.6: Efecto de la dilucién del medio sobre la emision de F de una solucion 5 mM de
GLI en presencia de QUI-HCA[6]S (26,0 uM — 80,0 uM) con fuerza iénica controlada (Im =
0,1235 M); 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm; potencia de detector 700 V; b =1,0 cm.

5.3.2.4. Selectividad e Interferentes

Luego, se analizaron los efectos de posibles interferentes de la sefal
analitica. Para ello se tuvieron en cuenta tanto el efecto de interferentes
organicos (ver Tabla 5.1), y por otra parte el de interferentes inorganicos (ver
Tabla 5.2). En las mencionadas tablas, se pueden observar las
concentraciones maximas toleradas (a) de cada una de las especies
consideradas como interferentes, dado que las mismas producen un cambio en
la sefial analitica no superior al 10 %. Por otro lado, se muestra también, el
coeficiente de relacion, entre las concentraciones tolerables con respecto a la
concentracion de GLI analizada (b). Tanto la concentracion del analito como de
interferentes estan expresados en concentraciones mM, resultando el segundo

de ellos (b) adimensional.
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Tabla 5. 1: Efecto de interferentes organicos

Compuesto a/mM b
glucosa 22,3 3,2
3-clorofenol 0,38 0,05
4-clorofenal 3,0 0,43

(a) Concentraciones de interferentes organicos que no modifican la sefial mas de un 10 %.
(b) Relacion de concentraciones interferente/GLI.

Tabla 5. 2: Efecto de interferentes inorganicos

Compuesto 6n a/mM b
NaNO3 Na* 27,5 3,93
NOs 27,5 3,93
KBr K* 6,8 0,97
Br 6,8 0,97
BaCl; Ba* 4 0,57
CI- 8 1,14
Na2S04 Na* 34 4,86
S0472 17 2,43
CaCl, Ca* 2,4 0,34
Cl 4.8 0,69
NaCl Na* 4.7 0,67
CI 4,7 0,67
Kl K* 1,7 0,24
I 1,7 0,24
Na,CO3 Na* 3 0,43
COgs?2 15 0,21

K2SO4 K* 84,4 12,06
S0472 42,2 6,03

(a) Concentraciones de interferentes inorganicos que no modifican la sefial mas de un 10 %.
(b) Relacion de concentraciones interferente/GLI.

En las Figuras 5.7 y 5.8 se muestran las curvas en las cuales se reflejan
los cambios encontrados sobre la sefial de una solucion de QUI-HCA[6]S con 7
mM de GLI (Fo) y la de soluciones en las que aumenta la concentracion de

cada interferente (F).
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Figura 5.7: Efecto de interferentes organicos sobre la emisién de F de una soluciéon de QUI-
HCA[6]S (26,0 uM — 80,0 uM) con 7 mM de GLI. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y
2,0 % v/v de CH30OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm; potencia de detector 800 V; b = 1,0 cm.
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Figura 5.8: Efecto de interferentes inorganicos sobre la emision de F de una solucion de
QUI-HCA[6]S (26,0 uM — 80,0 uM) con 7 mM de GLI con 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH =
6,994y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm; potencia de detector 800 V; b = 1,0
cm.

Cabe aclarar que la eleccién de los interferentes estudiados, se debi6 a
gue son especies quimicas presentes en una de las matrices reales elegidas
para la validacion. Fundamentalmente los interferentes inorganicos, son los
iones mayoritarios presentes en aguas subterraneas; y los compuestos
organicos mencionados, en menor medida, pueden llegar al medio ambiente
durante su produccién o cuando se aplican como pesticidas.>! El origen de la
contaminacion  hidrica estd asociado directamente a actividades

antropogénicas, dado que el hombre genera aguas residuales que pueden ser
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clasificadas de origen doméstico, industrial o agricola.’! La mayoria de los
clorofenoles liberados en el medio ambiente va al agua, y en muy pocas
cantidades al aire. Los compuestos que tienen mas probabilidades de ingresar
al aire son los mono- y los diclorofenoles, ya que son los mas volatiles.>? Una
vez en el aire, la luz solar ayuda a deshacer estos compuestos y la lluvia los
elimina del aire. Los clorofenoles se adhieren al suelo y a sus sedimentos en el
fondo de los lagos, los rios y los arroyos. Sin embargo, algunos niveles bajos
de clorofenoles en el agua, el suelo o los sedimentos se descomponen por la
accion de los microorganismos y se eliminan del medio ambiente en cuestion

de dias o semanas.>13

5.3.2.5. Validacién en muestras reales

Por ultimo, con el objetivo de demostrar la eficiencia del método
propuesto, se realizaron ensayos de recuperacion del analito en matrices
reales. Por tanto, se desarrollaron experimentos que permitieron evaluar la
respuesta del método en presencia de las siguientes matrices: agua corriente
(AC), leche en polvo (LP) y formulaciones comerciales que tienen como

principio activo al glifosato.
Agua corriente

En primer lugar se desarrollaron los ensayos con AC. Esta matriz se
colect6 de una canilla que se encuentra fuera del edificio Ciencias Il y luego de
dejar correr por 10 minutos el agua. No se realizaron tratamientos previos de la
muestra y los ensayos correspondientes se llevaron a cabo el mismo dia en
que se colectd la muestra. Se determinaron las recuperaciones aparentes en
una serie de soluciones conteniendo menos del 15 % v/v de agua corriente (ver
Tabla 5.3). En dicha tabla, se muestran las recuperaciones calculadas por el
meétodo propuesto para cuatro niveles de fortificacion del analito (1,0; 3,0; 5,0y
7,0 mM respectivamente), y considerando el 5 %, 10 % y 15 % v/v de matriz

(AC) en ausencia y presencia del sistema supramolecular.
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Tabla 5.3: Recuperaciones porcentuales determinadas para GLI en AC, en presencia del
sistema QUI-HCA[6]S.

[GLI] / mM
Cantidad Cantidad _
agregada | determinada FIFo R, % R,
1,0 1,3 1,24 130
3,0 2,9 1,55 97
0 ) ) 1 0
5% AC 5,0 51 1,97 102 111 %
7,0 8,1 2,54 116
1,0 2,1 1,40 210
3,0 3,8 1,73 127
0 y ’ L) [0)
10% AC 5,0 6,2 2,17 124 149 %
7,0 9,5 2,80 136
1,0 2,2 1,43 220
3,0 4,1 1,77 137
0 ) ) ] 0
15% AC 5,0 7,2 2,37 144 167 %
7,0 11,6 3,21 166

Los resultados evidencian un efecto matriz positivo (R > 100 %) en

niveles mayores al 10 % v/v de AC, que interfiere con la deteccién correcta del
analito. En la Figura 5.9, se muestran los espectros de emisién del sistema y el
efecto que produce el aumento de la matriz real. Por tanto, el sistema es capaz
de tolerar esta matriz hasta un 5 %, con lo cual la sefal analitica no cambia
mas de un 10 %, como puede verse en la tabla anexa a la figura. Entonces, el
sistema resulté ser exacto en esta matriz hasta un 5 %, dado que el texp (2,39) <

t n-1:0 (3,18) al 95 % de confianza (o = 0,05) y 3 grados de libertad (ver ecuacion

5.09).
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Figura 5.9: Efecto de diferentes porcentajes (0 %, 5 %, 10 % y 15 %) respectivamente de
agua corriente (AC) sobre la emisién de F de una solucién de QUI-HCA[6]S (26,0 uM — 80,0
UM) con 5 mM de GLI (---) con 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de
CH3sOH a 25,0 °C; Aexc = 313,0 nm; potencia de detector 800 V; b =1,0 cm.

Los resultados obtenidos hasta el momento y considerando también las
concentraciones tolerables de interferentes (inorganicos y organicos)
determinados en la seccidén anterior, se podria atribuir el efecto observado de
AC sobre la sefial del sistema supramolecular, a la posible presencia de
materia organica. Las fuentes de abastecimiento de agua contienen
compuestos organicos capaces de promover el crecimiento bacteriano en el
sistema de distribucion.>*>> Este desarrollo bacteriano depende
fundamentalmente del contenido de materia organica biodegradable y de
nutrientes inorganicos, de la eficiencia del desinfectante residual, de la
temperatura, del tiempo de residencia del agua en los conductos y depdésitos de
almacenamiento, del pH del agua y del material de construccion de las
tuberias.®®% Los sistemas de almacenamiento y distribucion de agua
constituyen un ambiente idoneo para la proliferacion bacteriana; el flujo de
agua favorece el transporte de nutrientes y bacterias, mientras que las paredes
de las tuberias y las particulas presentes en el agua sirven de superficie
adherente para los microorganismos.®” Los organismos adheridos tienen una
mayor eficacia para absorber nutrientes y ademas son mas resistentes a los
ambientes adversos tales como la escasez de nutrientes y la presencia de

desinfectantes.
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Leche en polvo

Luego, se desarrollaron los ensayos con LP. Esta matriz se preparo en
base a las indicaciones de una porcion con valor nutricional 6ptimo (0,1 gr /
10,0 mL). No se realizaron tratamientos previos de la muestra y los ensayos
correspondientes se llevaron a cabo el mismo dia en que se preparé la
muestra. Se determinaron las recuperaciones aparentes en una serie de
soluciones que contenian LP (ver Tabla 5.4). En dicha tabla, se muestran las
recuperaciones obtenidas por el método propuesto para cinco niveles de
fortificacion del analito (1,0; 2,0; 3,0, 4,0 y 50 mM respectivamente), y

considerando el 1 % de matriz (LP) en presencia del sistema supramolecular.

Tabla 5.4: Recuperaciones porcentuales determinadas para GLI en presencia de 1% de LP, en
presencia del sistema QUI-HCA[6]S.

[GLI] / mM
Cantidad Cantidad ___
agregada | determinada F/Fo R, % R,
1,0 1,1 1,22 110
2,0 1,7 1,33 85
1% LP 3,0 3,1 1,61 103 99,8 %
4,0 4,1 1,80 102
5,0 4,9 1,98 98

Analizando los resultados obtenidos, se calculo el estadistico t a un 95
% de confianza (a = 0,05) y 4 grados de libertad (ver ecuacioén 5.09), y por lo
tanto, el sistema resulté ser exacto en esta matriz con un 1 % v/v de LP, dado
que el texp (0,048) <t n-1:2 (2,78). En la Figura 5.10, se muestran los espectros

de emision de F del sistema y el efecto que produce la matriz real.

Cabe aclarar que se intentd validar el método a mayores % de LP, no
pudiéndose realizar la determinacion, dado que las soluciones se tornaron
opalescentes en valores mayores al 5 % de LP. Por tal motivo, solo fue posible
el estudio con un 1 % de LP.
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Figura 5.10: Efecto de leche en polvo (LP) al 1% v/v sobre la emision de F de una solucién
de QUI-HCAJ6]S (---) (26,0 uM — 80,0 uM) con GLI. Intervalo de concentracién de GLI: (1,0 -
5,0) mM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc =
313,0 nm; potencia de detector 800 V; b = 1,0 cm.

Formulaciones comerciales

Para finalizar se realiz6 la validacion del método con dos formulaciones
comerciales, una en presentacion granulada y otra liquida, las cuales tienen
como principio activo el analito de interés, el GLI. Primero, se realizé un estudio
previo del producto granulado (Round-Up Ultra Max - Monsanto) por las
técnicas hasta ahora empleadas (UV-visible y F). Se prepararon una serie de
soluciones de concentraciones calculadas respecto a equivalentes de sal de
potasio de N-(fosfonometil) glicina (sal de potasio de glifosato). Los espectros
de absorcién obtenidos no mostraron sefial y a la longitud de onda de
excitacion (313,00 nm) la absorbancia resulté ser despreciable (~ 0,002). Por
su parte, los espectros de emision de F obtenidos mostraron una dependencia
con la concentracion de GLI, como se puede observar en la Figura 5.11.
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Figura 5.11: Espectros de emision de F de soluciones de formulacion comercial granulada
con 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C; Aexc =
313,0 nm; potencia de detector 600 V; b =1,0 cm.

Dada esta dependencia con la concentracion, se decidioé realizar una
filtracion de la solucion madre de la formulacion y los resultados obtenidos
mostraron una disminucion de la sefal (38 %) pero no la suficiente como para
aplicarla al sistema supramolecular propuesto, dada su gran intensidad. Esto
puede deberse a la presencia de coadyuvantes, estabilizantes y surfactantes
(desconocidos todos) presentes en la formulacion, y que actian como efectivos

interferentes de la sefal analitica.

Pese a la gran interferencia observada, se llevaron a cabo los
experimentos con la formulacién en presencia del sistema supramolecular
propuesto y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.12. Como
puede verse, la presencia de GLI (presente en la formulacion) aumenta la
intensidad propia del sistema QUI-HCA[6]S, pero de forma extremadamente
incrementada, en comparacion al aumento que produjo el GLI de referencia
utilizado. Incluso, la sefial fluorescente de la formulacion presenta una

intensidad exagerada, sin la presencia del sistema QUI-HCAJ[6]S.
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Figura 5.12: Efecto de formulacién comercial granulada sobre el espectro de emision de
F de una solucion de QUI-HCA[6]S (26,0 uM — 80,0 uM) (¢**) en presencia de 1 mM de
GLI (===); [HCA[6]S] = 80,0 uM (---); [QUI] = 26,0 pM (-=-);[GLI] = 1,0 mM (-¢=-+*) de
formulacién; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH; Aexc =
313,0 nm; potencia de detector 600 V; b = 1,0 cm.

En base a los resultados obtenidos, se decidid realizar los ensayos de
validacion con otra formulacién, del mismo principio activo. Para ello se trabajo
con una muestra de Round-Up Full Il — Monsanto, la cual se comercializa como
solucion. Se realiz6 una caracterizacion previa, y dado que encontramos
resultados similares a los de la otra formulacion se decidio realizar filtraciones
de una solucién madre de Full Il, encontrando una disminucién del 60 % de la

sefal. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.13.
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Figura 5.13: Efecto de filtraciones sucesivas sobre el espectro de emision de F de una
solucién 5 mM de GLI; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH; Aexc
= 313,0 nm; potencia de detector 700 V; b = 1,0 cm.
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Si bien se logré disminuir la sefal, la misma sigue siendo de gran
intensidad respecto a la sefial del sistema QUI-HCA[6]S y por ende se decidio
realizar extracciones con solventes de diferente polaridad, con el objetivo de
eliminar todos aquellos excipientes con los que cuenta la formulacién comercial
y que producen tal intensificacion de la sefal. Para ello se trabajo
individualmente con hexano, acetato de etilo y metanol. En todos los casos, se
realizaron los ensayos a tres valores de pH. De todos los resultados obtenidos,
se observo que luego de la tercera extraccién con metanol, la sefial remanente
de la solucién fue de un 45 %. Si bien el metanol es miscible con agua,
durante la extraccion se observo la formacion de una interfaz de consistencia
blancuzca, y fue esta misma la que se extrajo. Los espectros de absorbancia
no mostraron resultados relevantes y sdlo se muestran en la Figura 5.14 los
espectros de emision de fluorescencia, donde puede observarse la notoria

disminucion de sefal.
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Figura 5.14: Efecto de extracciones sucesivas con CH3OH sobre el espectro de
emision de F de una solucién 3 mM de GLI (s**); a pH=7,0 en H20; Aexc = 313,0 nm;
potencia de detector de 800 V; b =1,0 cm.

Con estos resultados, se decidi6 evaluar el efecto conjunto de
filtraciones y extracciones con metanol, con el objetivo de mejoran aun mas los
resultados. Por tanto, se realizaron 3 extracciones sucesivas con metanol de
una solucién de formulacion y luego las 3 filtraciones. Los resultados
encontrados se muestran en los espectros de F de la Figura 5.15, donde se

observa que la sefial disminuye en un 72 %.
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Figura 5.15: Efecto de extracciones sucesivas con CHsOH sobre el espectro de
emision de F de una solucion 5 mM de GLI; Sin extraer y filtrar (=); Luego de 3
extracciones (---); Luego de 3 filtraciones (-+-¢); a pH = 7,0 en H20; Aexc = 313,0 nm; a
una potencia de detector de 600 V; b =1,0 cm.

Luego, se llevaron a cabo los experimentos desarrollados anteriormente
pero en presencia del sistema supramolecular. Los resultados encontrados
mostraron tanto por espectroscopia UV-vis como de F, que un aumento en la
concentracion de formulacién en presencia del complejo QUI-HCA[6]S produce
una opalescencia cada vez mas notoria y por tanto, no fue posible validar el
método con ninguna de las formulaciones comerciales analizadas. A modo
ilustrativo, se muestra una imagen de las soluciones preparadas. En ellas, se
hizo variar la concentracién de formulacion (referidas a equivalentes de la sal

de potasio de glifosato) en un rango de (1 - 7) mM.
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5.3.3. Efecto de glifosato sobre el sistema supramolecular CZL-HCA[6]S

En estudios previos,*® se determind la Ka del sistema CZL-HCA[6]S
mediante un quenching de F. El valor calculado fue de (47 + 1) x10> M. Con
la misma estrategia que para el sistema QUI-HCA[6]S, se llevaron a cabo los
estudios correspondientes para proponer un método indirecto fluorimétrico para
GLI, analizando la sefal de CZL. Los resultados obtenidos por espectroscopia
UV-visible mostraron aditividad en la sefial, mientras que por F se encontré que
no hay una relacion entre la sefial y el aumento en la concentracién de GLI. Los

espectros de F se muestran en la Figura 5.16.
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Figura 5.16: Efecto de GLI sobre los espectros de emision de F del sistema CZL-
HCA[6]S (M) (5,0 uM — 180,0 pM) (---); [CZL] = 5,0 uM (-=-¢) ; [HCA[6]S] = 180 uM
(¢**); variando la [GLI] = (0 — 0,1) mM; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0
% v/v de CH30H; Aexc = 322,0 nm; potencia de detector 400 V; b = 1,0 cm.

Se llevaron adelante mas experimentos similares pero a mayor
concentracion de GLI, y no se logro restablecer la sefial fluorescente de CZL.
Los resultados encontrados se resumen en la Figura 5.17, en la que puede
observarse una dispersion de la sefial analitica, luego de producirse un ligero

aumento, respecto al aumento en la concentracion de GLI.
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Figura 5.17: Dependencia de F/Fo del sistema CZL-HCA[6]S (Fo) en presencia de GLI
(F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3z0H a 25,0 °C; Aexc =
322,0 nm; ancho de rendijas de excitacién y emision de 10,0 nm; potencia de detector
de 400 V;b=1,0cm.

Estos resultados, demuestran la gran selectividad del HCA[6]S por el
heterociclo. De este manera, el sistema CZL-HCA[6]S no representaria un
potencial sensor quimico para GLI, dado que no permitiria el desarrollo de una
estrategia analitica para su deteccién y cuantificacion, al menos por las

técnicas estudiadas y la metodologia propuesta.

5.4. SECCION EXPERIMENTAL

5.4.1. Reactivos e instrumentos

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q
obtenida de un purificador Millipore (resistividad, 25°C: 18MQ cm) y metanol
(CHsOH) grado HPLC Sintorgan.

La muestra de leche en polvo, corresponde a la marca Svelty de
®Nestle, y las soluciones corresponden a la indicacion segun la informacion
nutricional del producto, es decir, 20,0 gr por cada 200,0 cm? de producto listo
para consumir. La solucibn madre de LP fue asistida por 10 minutos de

sonicado, para garantizar una completa disolucion de la muestra.
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Las mediciones de pH se realizaron con un pH-metro Thermo Orion
modelo 520A equipado con un electrodo combinado Orion con sistema Ross a
25,0 °C. Previamente el equipo se calibré a la temperatura de trabajo usando
las soluciones buffer estandar preparadas de pH = 4,008 (con 0,05 M de ftalato
acido de potasio marca J.T.Baker), de pH = 6,994 (con 0,02 M de fosfato
dihidrégeno de sodio marca J.T.Baker, 0,03 M de fosfato monohidrogeno de
disodio marca AppliChem y 0,02 M de cloruro de sodio marca Taurus) y de pH
= 9,155 (con 0,01 M de borato de sodio marca J.T.Baker y 0,02 M de cloruro de
sodio marca Taurus).>® Se prepararon segin el procedimiento descripto en la
literatura citada, empleando reactivos de grado analitico.® Las soluciones
buffer se controlaron por medicion experimental. La precision del pH-metro fue
0,001 y la exactitud asociada a las lecturas fue £ 0,005.

Las soluciones estudiadas fueron preparadas en medio acuoso
bufferizado, utilizando un 95 % v/v de buffer pH = 6,994, empleando como co-
solvente un 2 % de metanol (CH3OH) y completando volumen final con agua
calidad Milli-Q.

Los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron empleando un
espectrofotometro Shimadzu 1800 equipado con un porta-celda para dos
muestras conectado a un bafio termostatico con circulacion Haake a 25,0 °C.
La linea de base empleada en todos los casos corresponde a buffer pH =
6,994. En todos los experimentos se utilizd una celda de b = 1cm de paso

optico.

Los espectros de emision de F se registraron con un espectrofluorimetro
CARY Eclipse, con anchos de rendija de emisién y de excitacion de 10 nm, una
velocidad de barrido de 500 nm/min y una potencia del detector especificada en
cada caso. La temperatura de las soluciones se mantuvo a 25,0 °C conectando
el porta-celda del equipo al accesorio Single Peltier CARY. En todos los

experimentos se utilizo una celda de cuarzo de b = 1cm de paso o6ptico.

Los datos adquiridos se procesaron empleando el software ®QOriginPro

8.6 version 2018. Con este mismo, se realizaron los calculos correspondientes
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de los pardmetros analiticos de los datos extraidos del correspondiente ajuste

de los resultados experimentales.

5.4.2. Determinacion del punto de fusion de CZL

El punto de fusibn de un compuesto puro es una propiedad fisica
caracteristica del mismo. Las mediciones de los puntos de fusion se realizaron
con un aparato digital Thermo Fisher serie 1A9000. La resolucién del aparato
fue 0,1 °C y de una exactitud de + 0,5 a 20°C.

Para llevar a cabo esta determinacion, se utilizd un valor de referencia
(244-246) °C del punto de fusion, el cual se especifica en su hoja de seguridad
Sigma Aldrich.®® Con este dato de referencia, se realiz6 una primera medida en
una rampa rapida de ascenso de temperatura (es decir 10,0 °C/min), lo que
permitié tener una medida aproximada del intervalo de temperatura de fusién
(PF). Luego, se utilizé una rampa lenta de temperatura, es decir 1,0 °C/min, y
las determinaciones se realizaron por triplicado. A continuacién se muestran los

resultados que se obtuvieron de los triplicados.

1. Rampa Rapida hasta 250°C.
PF=(244,3 - 247,9) °C

2. Rampa Répida hasta 240°C y luego de 1°C/min.
PF= (244,7 - 249,2) °C

3. Rampa Réapida hasta 240°C y luego de 1°C/min.
PF= (244,4 — 248,8) °C

4. Rampa Réapida hasta 240°C y luego de 1°C/min.

PF= (244,5 — 248,5) °C

Estos resultados, nos permiten confirmar la pureza del CZL, y por lo
tanto este reactivo fue empleado en los experimentos desarrollados sin

tratamientos previos.
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5.5. CONCLUSIONES PARCIALES

Se desarrolld, caracterizo y validé un método analitico indirecto, sencillo,
alternativo y fluorimétrico para cuantificar GLI, por desplazamiento de QUI de la
cavidad del receptor en el sistema QUI-HCA[6]S, con el consecuente

restablecimiento de la sefial analitica.

La metodologia empleada es simple, rapida y econdémica y ademas no
requiere de etapas previas de pre-concentracion del analito. Presenta también

el beneficio de no requerir volimenes importantes de solventes organicos.

Se consiguié una buena sensibilidad analitica e intervalo lineal de

concentraciones de aplicabilidad de la técnica.

El método quedoé validado (al 95 % de confianza) en agua corriente al
5 % y en leche en polvo al 1 %, de acuerdo a los examenes realizados de

exactitud, precision, selectividad, especificidad y robustez.

El sistema supramolecular CZL-HCA[6]S no result6é sensible para GLI.

5.6. BIBLIOGRAFIA

1 H.-J. Schneider and A. K. Yatsimirsky, Principles and methods in

supramolecular chemistry, Wiley, 2000.

2 M. E. Carranza, H. M. Elero and A. V. Veglia, Aqueous on / off fluorescent
switches based on systems of quinoline / quinoline-macrocycle, J.
Photochem. Photobiol. A Chem., 2020, 390, 112253-112259.

3 Data Sheet Safety Quinoline, Sigma-Aldrich, 2019, 1-7.

4 S. O. Duke and S. B. Powles, Glyphosate: a once-in-a-century herbicide,

~ 178 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

10

11

12

13

14

Pest Manag. Sci., 2008, 64, 319-325.

C. S. Carranza, C. L. Barberis, S. M. Chiacchiera and C. E. Magnoli,
Assessment of growth of Aspergillus spp. from agricultural soils in the
presence of glyphosate, Rev. Argent. Microbiol., 2017, 49, 384-393.

Monsanto Argentina S.A.l.C., Roundup FULL Il - Hoja de datos de
seguridad de materiales, 2005, 1-5.

A. Fischer, Resistencia a herbicidas: mecanismos y mitigacién, Rev
Espec. Maleza, 2013, 13-19.

A. H. C. Van Bruggen, M. M. He, K. Shin, V. Mai, K. C. Jeong, M. R.
Finckh and J. G. Morris, Environmental and health effects of the herbicide
glyphosate, Sci. Total Environ., 2018, 616-617, 255—-268.

C. A. Moldes, L. O. Medici, O. S. Abrahédo, S. M. Tsai and R. A. Azevedo,
Biochemical responses of glyphosate resistant and susceptible soybean
plants exposed to glyphosate, Acta Physiol. Plant., 2008, 30, 469-479.

N. Swanson, A. Leu, J. Abrahamson and B. Wallet, Genetically
engineered crops, glyphosate and the deterioration of health in the United
States of America, J. Org. Syst., 2014, 9, 6-37.

S. H. Bai and S. M. Ogbourne, Glyphosate: environmental contamination,
toxicity and potential risks to human health via food contamination,
Environ. Sci. Pollut. Res., 2016, 23, 18988-19001.

H. Greim, D. Saltmiras, V. Mostert and C. Strupp, Evaluation of
carcinogenic potential of the herbicide glyphosate, drawing on tumor
incidence data from fourteen chronic/carcinogenicity rodent studies, Crit.
Rev. Toxicol., 2015, 45, 185-208.

L. P. E. Miteva, S. V. Ivanov and V. S. Alexieva, Alterations in glutathione
pool and some related enzymes in leaves and roots of pea plants treated
with the herbicide glyphosate, Russ. J. Plant Physiol., 2010, 57, 131-136.

F. Peirano, Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 7 y 8 de Julio de 2009 1,

~ 179 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

15

16

17

18

19

20

21

22

| Congr. Anu. AEDA, 2009, 1-16.

Servicio nacional de sanidad y calidad agroalimentaria, Limites maximos
de residuos, Codex Aliment., 2019, 1-3.

V. Toss, |. Leito, S. Yurchenko, R. Freiberg and A. Kruve, Determination
of glyphosate in surface water with high organic matter content, Environ.
Sci. Pollut. Res., 2017, 24, 7880-7888.

L. Sun, D. Kong, W. Gu, X. Guo, W. Tao, Z. Shan, Y. Wang and N. Wang,
Determination of glyphosate in soil/sludge by high performance liquid
chromatography, J. Chromatogr. A, 2017, 1502, 8-13.

J. Ding, G. Jin, G. Jin, A. Shen, Z. Guo, B. Yu, Y. Jiao, J. Yan and X.
Liang, Determination of Underivatized Glyphosate Residues in Plant-
Derived Food with Low Matrix Effect by Solid Phase Extraction-Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, Food Anal. Methods,
2016, 9, 2856—2863.

A. Romero-Natale, |. Palchetti, M. Avelar, E. Gonzalez-Vergara, J. L.
Garate-Morales and E. Torres, Spectrophotometric detection of
glyphosate in water by complex formation between bis 5-
phenyldipyrrinate of nickel (Il) and glyphosate, Water (Switzerland), 2019,
11, 1-14.

K. Usui, E. Minami, Y. Fujita, E. Kubota, H. Kobayashi, T. Hanazawa, T.
Yoshizawa, Y. Kamijo and M. Funayama, Application of probe
electrospray ionization-tandem mass spectrometry to ultra-rapid
determination of glufosinate and glyphosate in human serum, J. Pharm.
Biomed. Anal., 2019, 174, 175-181.

C. S. Dourado, E. S. Lins and A. C. B. Dias, Development of a sequential
injection system with online photo-cleavage coupled to SPE for
spectrophotometric determination of N-nitrosoglyphosate, Microchem. J.,
2019, 147, 1061-1067.

B. Cartigny, N. Azaroual, M. Imbenotte, D. Mathieu, E. Parmentier, G.

~ 180 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

23

24

25

26

27

28

29

Vermeersch and M. Lhermitte, Quantitative determination of glyphosate in
human serum by 1H NMR spectroscopy, Talanta, 2008, 74, 1075-1078.

C. V. Waiman, M. J. Avena, M. Garrido, B. Fernandez Band and G. P.
Zanini, A simple and rapid spectrophotometric method to quantify the
herbicide glyphosate in aqueous media. Application to adsorption
isotherms on soils and goethite, Geoderma, 2012, 170, 154-158.

C. Hidalgo, C. Rios, M. Hidalgo, V. Salvado, J. V. Sancho and F.
Hernandez, Improved coupled-column liquid chromatographic method for
the determination of glyphosate and aminomethylphosphonic acid
residues in environmental waters, J. Chromatogr. A, 2004, 1035, 153-
157.

M. Ibafiez, O. J. Pozo, J. V. Sancho, F. J. Lopez and F. Hernandez,
Residue determination of glyphosate, glufosinate and
aminomethylphosphonic acid in water and soil samples by liquid
chromatography coupled to electrospray tandem mass spectrometry, J.
Chromatogr. A, 2005, 1081, 145-155.

A. Ghanem, P. Bados, L. Kerhoas, J. Dubroca and J. Einhorn,
Glyphosate and AMPA analysis in sewage sludge by LC-ESI-MS/MS after
FMOC derivatization on strong anion-exchange resin as solid support,
Anal. Chem., 2007, 79, 3794-3801.

C. N. Albers, G. T. Banta, P. E. Hansen and O. S. Jacobsen, The
influence of organic matter on sorption and fate of glyphosate in soil -
Comparing different soils and humic substances, Environ. Pollut., 2009,
157, 2865-2870.

A. Santilio, C. Pompili and A. Giambenedetti, Determination of glyphosate
residue in maize and rice using a fast and easy method involving liquid
chromatography—mass spectrometry (LC/MS/MS), J. Environ. Sci. Heal. -
Part B Pestic. Food Contam. Agric. Wastes, 2019, 54, 205-210.

H. Guo, H. Wang, J. Zheng, W. Liu, J. Zhong and Q. Zhao, Sensitive and

~ 181 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

30

31

32

33

34

35

36

rapid determination of glyphosate, glufosinate, bialaphos and metabolites
by UPLC-MS/MS using a modified Quick Polar Pesticides Extraction
method, Forensic Sci. Int., 2018, 283, 111-117.

P. Kaczynski and B. tozowicka, Liquid chromatographic determination of
glyphosate and aminomethylphosphonic acid residues in rapeseed with
MS/MS detection or derivatization/fluorescence detection, Open Chem.,
2015, 13, 1011-1019.

Y. Zhang, Y. Zhang, Q. Qu, G. Wang and C. Wang, Determination of
glyphosate and aminomethylphosphonic acid in soybean samples by high
performance liquid chromatography using a novel fluorescent labeling
reagent, Anal. Methods, 2013, 5, 6465-6472.

P. Azcarate and J. Porfiri, Carolina Montoya, in Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), 2017, vol. 1.

M. C. Arregui, A. Lenarddn, D. Sanchez, M. I. Maitre, R. Scotta and S.
Enrique, Monitoring glyphosate residues in transgenic glyphosate-
resistant soybean, Pest Manag. Sci., 2004, 60, 163—166.

A. L. Van Eenennaam and A. E. Young, Detection of dietary DNA,
protein, and glyphosate in meat, milk, and eggs, J. Anim. Sci., 2017, 95,
3247-3269.

P. K. Jensen, C. E. Wujcik, M. K. McGuire and M. A. McGuire, Validation
of reliable and selective methods for direct determination of glyphosate
and aminomethylphosphonic acid in milk and urine using LC-MS/MS, J.
Environ. Sci. Heal. - Part B Pestic. Food Contam. Agric. Wastes, 2016,
51, 254-259.

Y. Liao, J. M. Berthion, I. Colet, M. Merlo, A. Nougadere and R. Hu,
Validation and application of analytical method for glyphosate and
glufosinate in foods by liquid chromatography-tandem mass spectrometry,
J. Chromatogr. A, 2018, 1549, 31-38.

~ 182 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

37

38

39

40

41

42

43

44

J. S. Bus, Analysis of Moms Across America report suggesting
bioaccumulation of glyphosate in U.S. mother’s breast milk: Implausibility
based on inconsistency with available body of glyphosate animal
toxicokinetic, human biomonitoring, and physico-chemical data, Regul.
Toxicol. Pharmacol., 2015, 73, 758-764.

M. K. Mcguire, M. A. Mcguire, W. J. Price, B. Shafii, J. M. Carrothers, K.
A. Lackey, D. A. Goldstein, P. K. Jensen and J. L. Vicini, Glyphosate and
aminomethylphosphonic acid are not detectable in human milk, Am. J.
Clin. Nutr., 2016, 103, 1285-1290.

P. C. Oliveira, E. M. Maximiano, P. A. Oliveira, J. S. Camargo, A. R.
Fiorucci and G. J. Arruda, Direct electrochemical detection of glyphosate
at carbon paste electrode and its determination in samples of milk, orange
juice, and agricultural formulation, J. Environ. Sci. Heal. - Part B Pestic.
Food Contam. Agric. Wastes, 2018, 53, 817-823.

S. Carvalho, C. Cruz, R. Delgado, M. G. B. Drew and V. Félix, Dinuclear
copper and zinc complexes of a hexaazamacrocycle containing p-xylyl
spacers and bridging anions: Theoretical and spectroscopic studies, J.
Chem. Soc. Dalt. Trans., 2003, 3, 4261-4270.

P. Manon, K. C. Juglan, K. Kaur, N. Sethi and J. P. Kaur, Intermolecular
interaction studies of glyphosate with water, AIP Conf. Proc., 2017, 1860,
1-8.

J. Miller and J. Miller, Analytical Chemistry. Theoretical and Metrological
Fundamentals, 2007.

D. T. Burns, K. Danzer and A. Townshend, Use of the terms ‘recovery’
and ‘apparent recovery’ in analytical procedures (IUPAC
Recommendations 2002), Pure Appl. Chem., 2003, 2201-2205.

N. J. Galan-Freyle, A. M. Figueroa-Navedo, Y. C. Pacheco-Londofio, W.
Ortiz-Rivera, L. C. Pacheco-Londofio and S. P. Hernandez-Rivera,
Chemometrics-enhanced fiber optic Raman detection, discrimination and

~ 183 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

45

46

a7

48

49

50

51

52

guantification of chemical agents simulants concealed in commercial
bottles, Anal. Chem. Res., 2014, 2, 15-22.

J. Miller and J. Miller, Métodos de Calibracion en Analisis Instrumental:
Regresiéon y Correlacién, 2002.

Matias Carranza, Disefio, sintesis y caracterizacion de nanocavidades
para la construccion de dispositivos moleculares, Univ. Nac. Coérdoba,
2015, Tesis doctoral.

F. Canada-Cafnada, J. A. Arancibia, G. M. Escandar, G. A. Ibafiez, A.
Espinosa Mansilla, A. Mufioz de la Pefia and A. C. Olivieri, Second-order
multivariate calibration procedures applied to high-performance liquid
chromatography coupled to fast-scanning fluorescence detection for the
determination of fluoroquinolones, J. Chromatogr. A, 2009, 1216, 4868—
4876.

S. E. Douabalé, M. Dione, A. Coly and A. Tine, Contributions to the
determination of histamine rate by measuring out the histamine-
orthophthalaldehyde complex in the absorption and fluorescence,
Talanta, 2003, 60, 581-590.

A. Olivieri and H. Goicoechea, La calibracién en Quimica Anlitica, Univ.
Nac. del Litoral, 2007, 1, Editorial UNL.

M. C. Ortiz, M. S. Sanchez and L. A. Sarabia, Quality of Analytical
Measurements: Univariate Regression, Compr. Chemom., 2009, 1, 127—-
169.

N. Rincon Silva and J. Moreno Pirajan, Remocion de fenol, p-nitrofenol y
p-clorofenol desde carbones activados quimicamente con acido sulftrico
desde material lignocelulosico de desecho: Efecto de la concentracion del
agente activante, Afinidad Rev. quimica teérica y Apl., 2017, 74, 112—-
123.

Division de Toxicologia y Medicina Ambiental, Resumen de Salud Publica

Clorofenoles, Agencia para Sust. Toxicas y el Regist. Enfermedades,

~ 184 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 5

53

54

55

56

57

58

59

60

2000, 1-6.

Division de Toxicologia y Medicina Ambiental, Resumen de Salud Publica
Clorofenoles, Agencia para Sust. Toxicas y el Regist. Enfermedades,
2000, 1-6.

F. Ling, R. Whitaker, M. W. LeChevallier and W. T. Liu, Drinking water
microbiome assembly induced by water stagnation, ISME J., 2018, 12,
1520-1531.

S. Fass, J. C. Block, M. Boualam, V. Gauthier, D. Gatel, J. Cavard, S.
Benabdallah and V. Lahoussine, Release of organic matter in a
discontinuously chlorinated drinking water network, Water Res., 2003, 37,
493-500.

M. M. H. Fernandes, A. P. Coelho, C. Fernandes, M. F. da Silva and C.
C. Dela Marta, Estimation of soil organic matter content by modeling with
artificial neural networks, Geoderma, 2019, 350, 46-51.

X. Zhang, Z. Chen, J. Shen, S. Zhao, J. Kang, W. Chu, Y. Zhou and B.
Wang, Formation and interdependence of disinfection byproducts during
chlorination of natural organic matter in a conventional drinking water
treatment plant, Chemosphere, 2020, 242, 125227.

C. R. N. Strauts, J. H. Gilfillan and H. N. Wilson, Analytical Chemistry-The
Working Tools, Oxford Univ. Press, 1958, Volumen |, 228.

W. Hayes, CRC Handbook of Chemistry and Physics, CRC Press, 2014,
95™ edit, 8—-34 y 8-36.

Data Sheet Safety Carbazole, Sigma Aldrich, 2020, 1, 1-9.

~ 185 ~






CAPITULO 6

EFECTO DE RECEPTORES MACROCICLICOS
SOBRE LAS PROPIEDADES
ESPECTROSCOPICAS DE QUININA,
HARMANO, HARMINA y 9-(2-ETIL HEXIL)
CARBAZOL

6.1. INTRODUCCION

Los alcaloides de la familia de la B-carbolina son compuestos del tipo
HAPN, tales como harmano (HNO) y harmina (HNA) (ver sus estructuras en la
Figura 6.0). Estdn presentes en una gran variedad de medicamentos que
derivan de plantas y también, se producen endégenamente en tejidos humanos
y animales como producto del metabolismo secundario.?3 Poseen diversidad
en cuanto a sus propiedades bioldgicas como hipotensor, alucindbgeno o
acciones antimicrobianas* y tremorogénesis.>® Son capaces de unirse a
receptores de la benzodiacepina y también, se han propuesto como ligandos
enddgenos para receptores de imidazolina. Recientemente, se ha demostrado

qgue el HNO vy otras B-carbolinas interfieren con la accién de las especies
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reactivas de oxigeno, protegiendo el sistema nervioso’ y que este
comportamiento se debe a sus propiedades antioxidantes.® El andlisis de
alcaloides de B-carbolina puede llevarse a cabo por HPLC con fluorimetria,®
espectrofotométrica UV-Vis y deteccién de espectrometria de masas.'® Dado

que la HNA puede ser un metabolito de HNO,® su separacién es de interés.

Cr§,) . \ \ )

=

N N N
I I I
H H H
CARBAZOL HARMINA HARMANO
N
H
o o
N -~ X
o
N
QUINOLINA QUININA 9-(2-ETILHEXIL)-CARBAZOL

Figura 6.0: Estructura de carbazol (CZL) y quinolina (QUI) y algunos compuestos naturales que poseen en su
estructura estos nucleos.

La HNA es un alcaloide alucin6geno encontrado en la semilla de
Peganum harmala y Banisteriopsis caapi, que se utilizaban tradicionalmente
para rituales y preparaciones medicinales en el Medio Oriente, Asia Central y
América del Sur.**12 En los dltimos afios han sido revelados una amplia gama
de efectos farmacol6gicos de la HNA, como antioxidacion,'® antigenotoxicidad y
también, con efectos como antidiabético.'4'> Algunos hallazgos preclinicos
demostraron que la HNA tiene posibles actividades similares a los
antidepresivos en casos agudos Yy cronicos.'®171® Ademdas, han sido
evidenciadas correlaciones mas fuertes entre HNA vy la depresién por estudios
en pacientes deprimidos, en el que una dosis Unica de ayahuasca, una planta

alucindégena que contiene HNA, produce efectos rapidos y sostenidos similares
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a los antidepresivos.'® También hay algunos informes sobre las acciones
cardiovasculares de estos alcaloides presentes en las semillas de harmala. Por
ejemplo, se ha informado que la HNA reduce la presion arterial vascular
sistémica y periférica total, pero las disminuciones provocadas por HNA son,

frecuentemente, seguidos de un aumento secundario.?®

Por su parte, la quinina (QNA) o también llamada chinchona, es un
alcaloide natural, blanco y cristalino, con propiedades antipiréticas,
antipaludicas y analgésicas producido por algunas especies del género
Chinchona.?! La QNA era el principal compuesto empleado en el tratamiento de
la malaria hasta que fue sustituido por otros medicamentos sintéticos mas
eficaces, como la quinacrina, cloroquina y primaquina.?? La QNA se utiliza
todavia en el tratamiento de la malaria resistente.?®> También, se intenté utilizar
para tratar pacientes infectados con priones, pero con un éxito limitado. Es un
compuesto empleado frecuentemente en la adulteracion de la heroina. En
gastronomia, la QNA se usa como potenciador del sabor en el agua tdnica,
confiriéndole su caracteristico sabor amargo.?* Debido a los efectos
secundarios de altas dosis de QNA, su concentracion se ha limitada por la FDA
a un maximo de 83 ppm. Este valor es, aproximadamente, un cuarto del
empleado terapéuticamente y se ha visto que a estas dosis no tiene ningun
efecto perjudicial para la salud, mas bien lo contrario. La ténica, aparte de
aportar energia, por su contenido en QNA, tiene ciertas propiedades: induce la
secrecion de las glandulas salivares y gastricas, a la que sigue una
vascularizacion de la mucosa gastrica y cierto grado de actividad de la pared
muscular del estbmago; de esta forma se refuerza el apetito y la digestion
resulta mas “rapida y completa", confiriendo a la ténica sus propiedades

digestivas.?®

Por ultimo, el 9-(2-etilhexil)-Carbazol (EHC) es un compuesto derivado
del nucleo de carbazol (ver Figura 6.0) que presenta interesantes propiedades,
las que han permitido el desarrollo de diodos organicos emisores de luz
(OLED).?® Presenta potenciales caracteristicas dado que es posible su empleo
en el disefio de materiales prometedores en electronica organica?’ y en la

optimizacién de la gama de colores, reduciendo el consumo de energia y
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aumentando la vida util de los componentes activos.?® El desarrollo de OLED
azules de alta eficiencia atrae una atencion especial porque sus caracteristicas
hasta ahora son inferiores a las de rojo o los verdes.?%2° El ancho de banda de
semiconductores organicos como derivados de carbazol utilizados para capas
emisoras de luz azul,®°3! a menudo tiene un problema relacionado con la
inyeccién eficiente de portadores de carga (electrones y agujeros) en la capa
activa del dispositivo.®? Por otra parte, muchos de los materiales emisores de
color azul son morfolégica y térmicamente inestables.33 La formacién de OLED
con espectros de emision en ultravioleta o region casi ultravioleta sigue siendo
un desafio.3* Si fuese posible resolver este problema, permitiria la elaboracién
de OLED que presenten una gran expansion de la gama de colores y también,

la fabricacion de dispositivos emisores de color blanco "natural”.3®

El 3,6-di(9-carbazolilo)-9-(2-etilhexil) carbazol, derivado del EHC, fue
utilizado con éxito en materiales para el desarrollo de un dispositivo organico
azul de electrofosforescencia (PHOLED).®® La implementaciéon practica de
PHOLED en tecnologias de visualizacion estd asociada con algunas
dificultades debido a los efectos de concentracion de dopantes en la
reproducibilidad del color de emision y la eficiencia de luminancia de

dispositivos.36

También, el nimero de fotorrefractivos poliméricos investigados como
materiales avanzados para aplicaciones en optoelectrénica, ha aumentado
rapidamente y han causado un interés cada vez mayor tanto de académicos
como de laboratorios de investigacion industriales. Algunos polimeros
fotorrefractivos han sido considerados como candidatos prometedores para el
almacenamiento de datos holograficos y el procesamiento de imagenes en
aplicaciones en tiempo real. Hasta la fecha, poli(N-vinilcarbazol) y los
compuestos a base de [metil(3-carbazol-9-ilpropil)-siloxano], han sido el
principal foco de interés en esta area, junto con varios otros quimicos, tales
como croméforos 6pticos no lineales (NLO), plastificantes, vy

fotosensibilizadores.3”
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6.2. OBJETIVOS

En esta parte del trabajo de tesis, se propuso evaluar la formacion de
complejos del tipo sustrato-receptor entre las aminas heterociclicas derivadas
de los nucleos de carbazol (CZL) y de quinolina (QUI), con diferentes
receptores macrociclicos (ciclodextrinas y calixarenos), con el objetivo de

analizar la posibilidad de implementar nuevos métodos de analisis.

Especificamente se propuso:

X Caracterizar mediante  espectroscopia UV-visible y de
fluorescencia a las aminas heterociclicas: quinina (QNA), harmano (HNO),
harmina (HNA), 9-(2-etilhexil)-carbazol (EHC).

X Evaluar las interacciones sustrato-receptor entre las aminas
heterociclicas y los receptores ciclodextrinas a-CD, B-CD, HPB-CD vy y-
CD, Me-B-CD y de los receptores p-sulfonatocalix[n]arenos CA[6]S y
CA[8]S, mediante las espectroscopias UV-visible y de emision de

fluorescencia.

X Determinar las constantes de asociacion entre sustrato y receptor

y elucidar los mecanismos involucrados en las interacciones.

<> Analizar el efecto atribuible a los sustituyentes presentes en las
aminas heterociclicas quinina (QNA), harmano (HNO), harmina (HNA), 9-
(2-etilhexil)-carbazol (EHC), respecto al comportamiento observado para

los nacleos de carbazol (CZL) y de quinolina (QUI), segun corresponda.
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6.3 RESULTADOS y DISCUSION

En primer lugar, todas las aminas heterociclicas, se caracterizaron
individualmente por espectroscopia UV-visible y por F. Luego, se examinaron
los efectos que los receptores macrociclicos producen sobre ellas. Para
finalizar, se determinaron las constantes de asociacion entre cada sistema

sustrato-receptor.
6.3.1. Caracterizacion espectroscopica de aminas heterociclicas

6.3.1.1. Quinina

Los resultados obtenidos por espectroscopia UV-visible permitieron la
determinacion de los coeficientes de absortividad molar (¢) del compuesto en
los valores de maxima absorcion. Los valores obtenidos fueron (3,1 + 0,1) x10°
M1cm?ty (4,3 +0,1) x10° M1 cm™ a 280 nm y 331 nm, respectivamente. En la
Figura 6.1 se pueden ver los espectros de absorcion obtenidos y las longitudes

de onda elegidas para las determinaciones anteriores.

0,35 -
0,30 -
n,zs-
0.20;
0,15 -
0.10;

0,05

0,00

T T T T T T T T 1
200 225 250 275 300 325 350 375 400

Alnm

Figura 6.1: Espectros de absorcion de QNA. Intervalo de concentracion: (0 — 12) uM. 95,0 %
v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3sOH a 25,0 °Cy b =1cm.

Luego, se midieron sus espectros de emision y de excitacion de F y con
ellos se determinaron los mejores parametros experimentales. La
concentracion optima de QNA para obtener una emision de F con la intensidad
adecuada, fue de 6,5 uM. Con ese valor fue posible evaluarla en presencia de

los receptores macrociclicos. En la Figura 6.2 se pueden ver los espectros
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obtenidos, y en donde se indican las longitudes de onda determinadas para la

excitacion y emision del analito.

500

400
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200 4

100 4
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Figura 6.2: Espectros de excitaCiOn (=) (Obtenido a Aemi = 384 nm) y emision (-e-e-¢)
(obtenido a Aexc = 331 nm) de F de QNA 6,5 uM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y
2,0 % v/v de CH30OH a 25,0 °C. Potencia de detector 400 Vy b = 1cm.

6.3.1.2. Harmano

En lo que respecta a este analito, los espectros de absorcion obtenidos
se muestran en la Figura 6.3. Los valores calculados de los coeficientes de
absortividad molar (¢) del compuesto fueron (28 + 1) x103 M cm™, (11,1 £ 0,5)
x10® M1 cm? y (3,6 £ 0,2) x102 Mt cm? a 241 nm, 299 nm y 350 nm,

respectivamente.

T T T T T T 1
200 250 300 350 400

A/nm

Figura 6.3: Espectros de absorcién de HNO. Intervalo de concentracion: (0 — 15) uM. 95,0 %
v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CHzOH a 25,0 °Cy b = 1cm.
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Luego, de sus espectros de emision y de excitacion de F, se
determinaron los mejores parametros experimentales, para un nivel de
concentracion 4,3 UM de HNO. En la Figura 6.4 se pueden ver los espectros
obtenidos y en los cuales se indican las longitudes de onda determinadas para

la excitacion y emision del analito.

Apye= 350 nm

Exc

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

A/nm

Figura 6.4: Espectros de excitacion (===) (Obtenido a Aemi = 433 nm) y emision (-e-e-¢)
(obtenidos a Aexc = 290 NM Y Aexc = 350 nm) de F de HNO 4,3 pM. 95,0 % v/v de buffer fosfato
de pH =6,994y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 400 Vy b = 1cm.

6.3.1.3. Harmina

A partir de los espectros de absorcion, se calcularon los coeficientes de
absortividad molar (¢) cuyos valores fueron de (30,8 + 0,8) x103 M1 cmy (14,2
+ 0,3) x103 Mt cmt a 245,5 nm y 317 nm, respectivamente. Los espectros de

absorcion se muestran en la Figura 6.5.

109 2455 nm

Figura 6.5: Espectros de absorcién de HNA. Intervalo de concentracion: (0 — 27) uM. 95,0 %
v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °Cy b = 1cm.
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También, se obtuvieron los espectros de emision y de excitacion de F, para
un nivel de concentracion 1,5 uM de HNA. En la Figura 6.6 se pueden ver los
espectros obtenidos y en donde se indican las longitudes de onda

determinadas para la excitacion y emision del analito.

—— 7T —
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Anm

Figura 6.6: Espectros de excitacion (===) (Obtenido a Aemi = 415 nm) y emision (-e-e-°)
(obtenido a Aexc = 317 nm) de F de HNA 1,5 pM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y
2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 500 Vy b = 1cm.

6.3.1.4. 9-(2-etilhexil)-Carbazol

Con respecto a EHC, los espectros de absorcion obtenidos se muestran
en la Figura 6.7. Los valores determinados de coeficientes de absortividad
molar (¢) fueron de (12,7 + 0,4) x103 M1 cm?y (7,7 + 0,2) x103 M1 cm™* a 299

nm y 350 nm, respectivamente.

0,5+ 299 nm
l 6,0 uMm

0,4
350 nm

0,3 - Al

0,0 uM
0,2

0,1

0,0

T T T T T T —
250 300 350 400 450 500 550 600

A/nm

Figura 6.7: Espectros de absorcion de EHC. Intervalo de concentracion: (1 — 8) uM. 95,0 % v/v
de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0°Cy b =4 cm.
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Los espectros de emision y de excitacion de F obtenidos, se determinaron
para un nivel de concentracion 5,5 uM de EHC. En la Figura 6.8 se pueden ver
los dichos espectros y las longitudes de onda determinadas para la excitacion y

emision del analito.

700—-
sno-
500 -
400—_

300

r T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550

Anm

Figura 6.8: Espectros de excitacion (===) (Obtenido a Aemi = 408 nm) y emision (-e-e-°)
(obtenido a Aexc = 350 nm) de F de EHC 5,5 pM. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y
2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 450 Vy b = 1cm.

6.3.1.5. Interpretacion general de los espectros obtenidos

Esta caracterizacion espectroscopica de los sustratos permitié analizar la
informacién asociada a la estructura, la energia y la dinamica de los distintos

estados electronicos de cada molécula.38

En todos los casos estudiados hasta ahora, los fluor6foros nativos son

compuestos aromaticos. Las transiciones mas bajas en estos hidrocarburos
aromaticos son del tipo T—7*, las cuales se caracterizan por altos coeficientes

de absortividad molar, tiempos de vida moderadamente cortos (Unos pocos

nanosegundos) y rendimientos cuanticos relativamente bajos.3®* Cuando un
heterodtomo esta involucrado en el sistema 7, una transicién del tipo n—7* 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—m*. Los ¢ son muy bajos y en consecuencia este proceso es muy lento

para competir efectivamente con las desactivaciones no radiactivas. En
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general, un incremento en la extension del sistema electrénico ™ (mayor

conjugacion) producird un corrimiento batocromico en los espectros de

absorcién y de fluorescencia y un aumento del rendimiento cuantico de

fluorescencia (¢).°

Los espectros de absorcién observados para estos compuestos, son los
caracteristicos para hidrocarburos aromaticos y tienen coeficientes de
absortividad molar relativamente altos respecto a otros HAPN.3° Las
transiciones son las esperadas para estas estructuras del tipo m—*. En tanto
que la banda de absorcion intensa a 280 nm de caracter m—1r*, solapa la

transicion de més baja energia n—1r*.

Por su parte, los espectros de emision obtenidos para los diferentes
fluoréforos presentan ciertas caracteristicas generales, entre ellas, que la
banda de emisién de una determinada transicion electrénica se desplaza hacia
longitudes de onda mayores respecto a la banda de absorcion (Amax = Aex:).38
Este desplazamiento se denomina corrimiento de Stokes y en general el perfil
del espectro de emision de fluorescencia corresponde a la imagen especular de
la banda de absorcion (o de excitacion) de la transicion S;—S; (Regla de
Kasha)*?, donde S, corresponde el estado basal y S; el estado electrénico
singlete excitado, y ademas no varia con la longitud de onda de excitacién
(Regla de Vavilov).840 Esto se demuestra para todos los nicleos en los
espectros de emision de F obtenidos, en donde se observa una estructura
amplia correspondiente también a los parametros instrumentales (entre ellos el
ancho de rendija de excitacién de 10,0 nm) en los que se obtuvieron dichos

espectros.*°
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6.3.2. Estudio de los efectos de receptores macrociclicos sobre las
propiedades espectroscopicas de Quinina, Harmano, Harmina y 9-(2-

etilhexil)-Carbazol.
6.3.2.1. Efecto de Calixarenos

Para evaluar el efecto de las CA[n]S, se obtuvieron los espectros UV-
visible en ausencia y en presencia de estos receptores. Especificamente, en
esta seccion, se realizaron procedimientos similares a los descriptos
anteriormente, se emplearon los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y
CAJ[8]S, los cuales fueron caracterizados previamente y por medio de sus
coeficientes de absortividad molar, se controlaron sus concentraciones. Con las
correspondientes concentraciones de analitos, se prepararon las soluciones en
presencia de CA[6]S y CA[8]S, a una concentracién de 80 uM. A todas las
soluciones se les midieron los espectros de absorcion y de emision de

fluorescencia.

Los espectros de absorcion obtenidos para todos los sistemas, no
presentaron modificaciones sobre los espectros de los heterociclos, es decir
gue los cambios resultaron pocos significativos y aditivos en todos los casos.
Por su parte, los cambios observados en los espectros de emision fluorescente,

se resumen en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1: Efecto de Calixarenos

*ONA *HNO *HNA *EHC
7,0 uM 6,0 uM 2,5 uM 6,5 UM
HCA[6IS FF =051 F/F =086 F/IF =077 FIF =074
80 pM 0 0 0 0
HCA[B]S  FE =037 ios  FIF =064 si i0s*
80 LM o ) sin cambios 0 ) sin cambios

* QNA (Aexc = 331 nm), HNO (Aexc = 350 nm), HNA (Aexc =317 nm) y EHC (Aexc = 350 nm), en
presencia (F) y en ausencia (Fo) de calixarenos.
Medio: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C y b = 1cm.

** Sin cambios respecto a la sefial de la referencia utilizada para cada sustrato.
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Como puede observarse en ella, ambos R produjeron quenching de la F
de todos los heterociclos. Sin embargo, los mayores cambios se obtuvieron con
HCA[6]S, excepto para QNA. Para HNO y EHC, el HCAJ[8]S produjo cambios
pocos significativos, es decir, no se observd mas del 5 % del cambio en la

sefal espectroscopica.

6.3.2.2. Determinacion de las constantes de asociacién de Quinina y

Harmina con Calixarenos

Para evaluar el efecto de los CA[n]S sobre las propiedades
espectroscopicas de absorcidon de los heterociclos nitrogenados, se obtuvieron
los espectros UV-visible en ausencia y en presencia de estos receptores. Para
ello, las soluciones se prepararon a partir de los &cidos de los
psulfonatocalix[n]arenos CA[6]S y CA[8]S, en un intervalo de concentracion de
(0 — 80) uM, manteniendo constantes las concentraciones de los analitos segun
corresponda. En todos los casos se midieron los espectros de absorcion y de

emision de F.

La determinacion de las constantes de asociacion por F, se llevo a cabo
siguiendo los procedimientos indicados en la seccion 3.2.4 y los ajustes se
realizaron empleando el modelo de Stern-Volmer (ecuacién 3.10). En todos los
casos, se recalcularon las constantes de asociacion en concentraciones en el

equilibrio de CA[n]S, como se indico en la seccién 3.2.5.

Sistema Quinina — p-sulfonatocalix[8lareno

Los resultados encontrados para el sistema QNA con CA[8]S, por
espectroscopia UV-visible, presentaron cambios pocos significativos y efectos
aditivos en la mayoria de los casos, como puede observarse en los espectros
de la Figura 6.9.
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0,21+ 80,0 pM HCAJ[8]S

0,18
= QUININA 6,14 uM

0,15
e 10,0 uM HCA[8]S
0,00

0,06

0,03+

0,00 PO C oSS o anonaa9000 e - -

T T T T
300 310 320 330 340 350
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Figura 6.9: Espectros de absorcion de QNA (-e-¢-¢), y en presencia de HCA[8]S en un intervalo
de concentracion de (10,0 — 80,0) uM. [HCA[8]S] = 80,0 UM (°°); 95,0 % v/v de buffer fosfato
de pH=6,994y 2,0 % v/ivde CH:OHa250°Cyb=1cm.

A partir de los espectros de emisidn de F, se pudo determinar la Ka,
acorde al modelo de Stern-Volmer (ver ecuacion 3.10), para el sistema
supramolecular en estudio, dado que la emisién del analito disminuye conforme
aumenta la concentracidbn del receptor. EI mencionado efecto puede
observarse en los espectros que se muestran en la Figura 6.10 y la curva de
ajuste correspondiente, de la Figura 6.11 y del cual se obtuvo un valor de (10,0
+0,5) x103 ML,

700

600 -] N
SN 10,0 uM HCA[8]S

500
400 H
300+ 80,0 uM HCA[8]S

200

100

T T T T T 1
350 400 450 500 550 600

A/ nm

Figura 6.10: Efecto de HCA[8]S sobre la emision de F de QNA (-e-e-¢) 6,14 uM. Intervalo de
concentracién de HCA[8]S: (10 - 80) uM. Aexc = 331,0 nm. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH =
6,994y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 500 Vy b = 1cm.
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0'9 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

[HCA[8]S] / uM

Figura 6.11: Dependencia de Fo/F de QNA (Fg) con la concentracibn en presencia de
concentraciones variables de HCAJ[8]S (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 %
v/v de CH3OH a 25,0 °C. [QNA] = 6,14 uM; variando [HCA[8]S] = (10 - 80) uM; Aexc = 331,0
nm; ancho de rendijas de excitacién y emisién de 10,0 nm; potencia de detector 500 V; b = 1,0
cm.

Sistema Quinina — p-sulfonatocalix[6]lareno

Los espectros de emision obtenidos (ver Figura 6.12) permitieron
determinar la Ka acorde al modelo de Stern-Volmer (ver ecuacion 3.10). Dicho
ajuste se muestra en la Figura 6.13, y del cual se obtuvo un valor de (7,0 £ 0,2)
x103 M1,

600 -
10,0 pM HCA[6]S
500

400

80,0 pM HCAI[6]S

T T T T T 1
350 400 450 500 550 600

L /nm

Figura 6.12: Efecto de HCA[6]S sobre la emision de F de QNA (--e-¢) 6,14 puM. Intervalo de
concentracion de HCA[6]S: (10 - 80) uM. Aexc = 331,0 nm. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH =
6,994 y 2,0 % v/v de CH3sOH a 25,0 °C. Potencia de detector 500 Vy b = 1cm.
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1,7
1,6—-
1,5-.
1,4-.

1,34

F,/F

1,2
1,1
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[HCA[B]S] / uM

Figura 6.13: Dependencia de Fo/F de QNA (Fo) con la concentracién variables de HCA[6]S (F).
95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. [QNA] = 6,14 uM;
variando [HCA[6]S] = (10 - 80) uM; Aexc = 331,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emisién
de 10,0 nm; potencia de detector 500 V; b =1,0 cm.

Sistema Harmina — p-sulfonatocalix[8]lareno

Los espectros de emision obtenidos (ver Figura 6.14) permitieron
determinar la Ka mediante el modelo de ajuste de Stern-Volmer (ver ecuacion
3.10). Dicho ajuste se muestra en la Figura 6.15, y del cual se obtuvo un valor
de (2,3 +0,1) x10° M.

900 -

500 = 10,0 uM HCA[8]S

700

600 -
] 80,0 uM HCA[8]S

500

400 -

300 4

200 4

100

T T T T 1
400 450 500 550 600

A/nm

Figura 6.14: Efecto de HCA[8]S sobre la emision de F de HNA (-e-e-¢) 2,17 puM. Intervalo de
concentracién de HCA[8]S: (10 - 80) uM. Aexc = 325,0 nm. 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH =
6,994y 2,0 % v/v de CHsOH a 25,0 °C. Potencia de detector 500 Vy b = 1cm.
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Figura 6.15: Dependencia de Fo/F con la concentracion de HNA (Fo) en presencia de
concentraciones variables de HCAJ[8]S (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 %
v/v de CH3OH a 25,0 °C. [HNA] = 2,17 uM; variando [HCA[8]S] = (10 - 80) pM; Aexc= 325,0 nm;
ancho de rendijas de excitacién y emision de 10,0 nm; potencia de detector 500 V; b = 1,0 cm.

De esta manera, se determinaron los valores de Ka para los sistemas de
QNA y HNA con CA[8]S y el sistema QNA con CA[6]S. Los resultados

obtenidos para estas constantes de complejaciéon, se resumen en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2: Valores de Ka / M* de Calixarenos

QUININA (x103) HARMINA (x103)

CA[6]S (7,0£0,2) a
CA[8]S (10,0 + 0,5) (2,3+0,1)

and= no determinado.

Vale aclarar que no fue posible la determinacion de Ka con los sustratos
HNO y EHC, dado que no presentaron ningun tipo de tendencia con la
variacion de concentracion de los receptores utilizados e incluso los cambios
observados fueron pocos significativos para el sistema con HNO, y por lo tanto,

no fue posible ajustar con un modelo adecuado.
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6.3.2.3. Efecto de Ciclodextrinas

Para evaluar el efecto de las CD, se llevaron a cabo procedimientos
similares a los descriptos anteriormente, es decir, se analizaron los espectros
UV-visible en ausencia y en presencia de estos receptores. Especificamente,
se emplearon en este estudio, a-CD, B-CD y su especie modificada, la HP-B-
CD. Cabe aclarar que con y-CD y Me-B-CD no se pudieron encontrar optimas
condiciones, por presentar ambas CD absorbancias elevadas que producian
grandes interferencias, sobre la sefial de los heterociclos.

En primer lugar, se examinaron los efectos de las CD sobre los
espectros de absorcion de QNA, HNO, HNA y EHC. Se emplearon
ciclodextrinas en concentraciones cercanas a su limite de solubilidad en

medios acuosos (~ 10,0 mM).

Luego, se midieron los espectros de emision de F para todos los
sistemas. Se analizaron los resultados obtenidos, comparando también, los
efectos observados en los espectros de absorcién. Esta exploracion nos
permitid visualizar los sistemas de manera individual y asi poder seleccionar
aquellos que reflejaran los mayores cambios espectroscopicos, lo que indicaria
la existencia de posibles interacciones, y aportar ademas evidencias sobre la

formacion de complejos huésped-receptor.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de los espectros de absorcion,
no mostraron cambios significativos en la sefal de los heterociclos, y en todos
los sistemas, los efectos resultaron aditivos. Respecto a los espectros de

emision de F, los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3: Efecto de Ciclodextrinas

*QNA *HNO *HNA *EHC
7,0 UM 6,0 UM 2,5 UM 6,5 UM
1 mM F/IF =1,20 F/IF =1,36 FIF =1,41 FIF =1,22
G-CD 0 0 0 0
10 mM  sin cambios**  sin cambios**  sin cambios** F/IF,=0,71
1mM nd?2 nd2 nd?2 FIF, =107
B-CD . . _ . . _
10 mM  sin cambios** F/IF,=0,85 sin cambios** FIF,=0,77
1mM  FF,=118 FF,=116 FF =126  FIF =085
HP-B-CD

10mM  FIF =070 F/F,=0,81 FIF, = 0,68 FIF, =071

* QNA (Aexc = 331 nm), HNO (Aexc = 350 nm), HNA (Aexc = 317 nm) y EHC (Aexc = 350 nm), en
presencia (F) y en ausencia (Fo) de ciclodextrinas.

Medio: 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3z0H a 25,0 °C y b = 1cm.
nd3= no determinado.

** Sin cambios respecto a la sefial de la referencia utilizada para cada sustrato.

Como puede observarse, los mayores cambios se obtuvieron con a-CD
e HP-B-CD a concentraciones 1 mM, en los que se observd una exaltacion de
la fluorescencia de los analitos en presencia de estos receptores, excepto para
EHC en el que se observé un ligero quenching.

6.3.2.4. Determinacion de las constantes de asociaciéon de Quinina,

Harmano y Harmina con Ciclodextrinas

En esta seccién se siguieron procedimientos similares a los descriptos
en las secciones anteriores, en los que las concentraciones de las
ciclodextrinas, a-CD e HP-B-CD, se hicieron variar en un intervalo de
concentracion de (0 — 1) mM y manteniendo constantes las respectivas
concentraciones de los analitos. En todos los casos se midieron los espectros

de absorcién y de emision fluorescente.

A continuacion, se muestran todos los ajustes correspondientes a los
diferentes sistemas con CD para la determinacion de las Ka, los coeficientes de
relaciones de rendimientos cuanticos ¢ y los espectros de F que permitieron su
determinacién. La ecuacion 3.09 es el modelo seguido para los

correspondientes ajustes.
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Sistema Harmina — hidroxipropil-B-ciclodextrina

Los resultados encontrados por espectroscopia UV-visible resultaron
pocos significativos e incluso cuasi aditivos, y por tanto no se muestran los
espectros. A partir de los espectros de emision de F, se pudo determinar la Ka
(ver Tabla 6.4) para el sistema supramolecular en estudio, dado que la emision
del analito aumenta conforme aumenta la concentracion del receptor. El
mencionado efecto puede observarse en los espectros de la Figura 6.16 y la
dependencia de F/Fo con la concentraciéon de HP-B-CD de la Figura 6.17. Del
correspondiente ajuste de datos, se obtuvo un valor de Ka de (5 + 1) x103 Mty
de (1,31 £ 0,09) para el coeficiente de relaciones de rendimientos cuanticos de
F.

500 -
1000,0 pM

400

300
250,0 pM

200

100+

L e S e B S e e e e ]
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

A/nm

Figura 6.16: Efecto de HP-B-CD sobre la emision de F de HNA (-e-s-¢) 2,5 uM, variando la
concentraciéon de HP-B-CD entre (250 -1000) uM. [HP- B-CD] = 1000,0 uM (---). Aexc = 317,0
nm; 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de
detector 450 Vy b = 1cm.

~ 206 ~



Lic. Hugo M. Elero - TESIS DOCTORAL | CAPITULO 6

T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

[HP-B-CD] / mM

Figura 6.17: Dependencia de F/Fo de HNA con la concentracion de HP-B-CD (F). 95,0 % v/v
de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. [HNA] = 2,5 uM (Fo); [HP- B-
CD] = (0 — 1) mM; Aexc = 317,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emisién de 10,0 nm;
potencia de detector 450 V; b = 1,0 cm.

Sistema Harmano — hidroxipropil-B-ciclodextrina

Los espectros de emision obtenidos mostraron la misma tendencia que
el sistema HNA-HP-B-CD, lo que permiti6 determinar la Ka mediante la
ecuacion 3.09. La dependencia de F/Fo con la concentracion de HP-B-CD se
muestra en la Figura 6.18, y del ajuste de los datos, se obtuvo un valor de Ka
de (2,6 + 0,6) x10% Mt y de (1,7 + 0,7) para el coeficiente de relaciones de
rendimientos cuanticos de F.

T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4

[HP-B-CD] / mM

Figura 6.18: Dependencia de F/Fo de HNO con la concentracién de HP-B-CD (F). 95,0 % v/v
de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3sOH a 25,0 °C. [HNO] = 7,3 pM (Fo); [HP- B-
CD] = (0 — 0,4) mM; Aexc = 350,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emisiéon de 10,0 nm;
potencia de detector 500 V; b = 1,0 cm.
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Sistema Quinina — hidroxipropil-B-ciclodextrina

Los espectros de absorcidon de este sistema, presentaron modificaciones
espectrales que resultaron ser poco significativas y por ende no se muestran.
Por su parte, los espectros de emision obtenidos mostraron la misma tendencia
qgue los sistemas de HNA y HNO con HP-B3-CD, lo que permitié determinar la
Ka. Dicho ajuste se muestra en la Figura 6.19, y del cual se obtuvo un valor
para la Ka de (1,8 + 0,1) x10° M? y de (1,2 + 0,3) para el coeficiente de

relaciones de rendimientos cuanticos de F.
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Figura 6.19: Dependencia de F/Fo de QNA con la concentracion de HP-B-CD (F). 95,0 % v/v
de buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. [QNA] = 7,7 uM (Fo); [HP-B-
CD] = (0 = 1) mM; Aexc = 331,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emisién de 10,0 nm;
potencia de detector 500 V; b = 1,0 cm.

Sistema Harmano — a-ciclodextrina

Los espectros de absorcion de este sistema, resultaron ser pocos
significativos y por ende no se muestran. Por su parte, los espectros de emision
obtenidos mostraron la misma tendencia que los sistemas anteriores, lo que
permitio determinar la Ka. Dicho ajuste se muestra en la Figura 6.20, y del cual
se obtuvo un valor de Ka de (1,0 + 0,3) x10® M? y de (1,4 + 0,2) para el

coeficiente de relaciones de rendimientos cuanticos de F.
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Figura 6.20: Dependencia de F/Fo de HNO con la concentracion de a-CD (F). 95,0 % v/v de
buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CH30OH a 25,0 °C. [HNO] = 6,8 pM (Fo); [a-CD] = (0
— 1) mM; Aexc = 350,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emision de 10,0 nm; potencia de
detector 450 V; b =1,0 cm.

Sistema Harmina — a-ciclodextrina

De modo similar a todos los sistemas anteriores, los cambios
espectrales observados en los espectros de absorcidn, resultaron ser pocos
significativos y por ende no se muestran. De igual forma, los espectros de
emisién obtenidos mostraron la misma tendencia que los casos anteriores, lo
que permitié determinar la Ka. La dependencia de F/Fo con la concentracién de
a-CD se muestra en la Figura 6.21, y del ajuste correspondiente, se obtuvo un
valor para la Ka de (2,5 £ 0,9) x103 M y de (1,6 + 0,3) para el coeficiente de

relaciones de rendimientos cuanticos de F.
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Figura 6.21: Dependencia de F/Fo de HNA con la concentracién de a-CD (F). 95,0 % v/v de
buffer fosfato de pH = 6,994 y 2,0 % v/v de CHsOH a 25,0 °C. [HNA] = 2,5 pM (Fo); [a-CD] = (0
— 1) mM; Aexc = 317,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y emision de 10,0 nm; potencia de
detector 450 V; b = 1,0 cm.

Por lo tanto, se han obtenido los valores de Ka y los valores de las
relaciones de los rendimientos cuanticos de F para cada sistema huésped-

receptor. Estos valores se resumen en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4: Valores de Ka/ M*y ® de Ciclodextrinas

QNA (x103) HNO (x10%) HNA (x103)
(1,0+0,3) (2,5+0,9)
a-CD and
®=(1,4%0,2) ®= (1,6 £0,3)
(1,8+0,1) (2,6 +0,6) (5+1)
HP-B-CD
®=(1,2+£0,3) ®= (1,7 £ 0,6) ®= (1,31 £ 0,09)

and= no determinado.

Cabe aclarar que no fue posible la determinacién de Ka con el sustrato
EHC, dado que no presentd ningun tipo de tendencia con la variacion de
concentracion de los receptores utilizados, y por lo tanto no fue posible ajustar

con un modelo adecuado.
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6.3.2.5. Relacion estequiométrica de los complejos con Ciclodextrinas

Para corroborar la relacion estequiométrica entre los sustratos y las CD,
se utilizd la ecuacion de la doble reciproca (ecuacién 6.01), utilizando las
medidas de fluorescencia (Fr=F/Fo), que se deriva de la isoterma de asociacion
(ecuacion 3.09) presentada en el capitulo 3. Esta ecuacién es empleada para
determinar las constantes de asociacion por espectroscopia de fluorescencia,
pero ademas también permite evaluar la proporcién de sustrato y receptor en la

formacién de un complejo supramolecular.

[Ro] 1 N [R,]
Fr—1 Ku0—-1) (0—1)

(6.01)

Considerando la ecuacion 6.01, si al graficar [R]o/(FrR —1) en funcion de
la concentracion de receptor [R]o y se obtiene una relacion lineal, la
estequiometria del complejo huésped-receptor formado, es 1:1. Por el contrario,
si en dicho grafico presenta una curvatura, indicaria que la relacién

estequiométrica entre el sustrato y el receptor es diferente a una 1:1.

A continuacion, en la Figura 6.22, se muestran los graficos de doble
reciproca para la respuesta fluorescente de cada heterociclo con las
correspondientes CD, con las que se confirma la estequiometria 1:1 de los

complejos huésped-receptor formados, dada su linealidad.
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Figura 6.22: Graficos de doble reciproca
(ecuacion 6.01) con medidas fluorimétricas
d para confirmacion de estequiometria 1:1 de
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6.3.2.6. Interpretacion general de las constantes de asociacion obtenidas

para los complejos

Por un lado, si se comparan la Ka/M* del sistema HNA- a-CD, la cual fue
de (2,5 £ 0,9) x103, con respecto a la Ka/M* obtenida para el nicleo de CZL#
(7 + 1) x10? con B-CD, se pueden atribuir a una mayor afinidad por la cavidad
de la CD estabilizadas por una mayor complementariedad estructural y
electrénica que aporta el &tomo de nitrégeno extra en la molécula de HNA y los
grupos -CHs y —OCHs presentes. Estos mismos efectos se observaron en el
caso del nucleo del HNO con a-CD e HP-B-CD, en que los valores de Ka para
estos sistemas fueron mas de un 50% afines por la cavidad de las CD,
respecto al nucleo de CZL, incluso hasta 7 veces mas selectivo para HNA con
las HP-B-CD, respecto a CZL.

Un analisis similar se puede realizar para los sistemas con los sustratos
con nuacleo quinolinicos, en donde si bien todos los sistemas presentaron
quenching de la F, los valores en las Ka/M* para QUI*! con B-CD y y-CD fueron
menores a 102, mientras que para QNA fue de 1800 con HP-B-CD. Esto refleja
una mejor eficiencia como receptor y quencher para la HP-B-CD e incluso mas

de 20 veces mejor que la CD nativa 3-CD.

Para el caso de los sistemas con CA[n]S, en donde todos los sustratos
presentaron quenching de F, los valores obtenidos de las Ka/M* para QUI y
QNA reflejan una mayor interaccién (20 veces para HCA[6]S) como lo indica la
proporcion entre sus valores de las Ka.*? Estas observaciones se pueden deber
a la presencia de interacciones puramente electrostaticas (ion-dipolo, i6n-ién y
anioén-mr), dado que al pH de trabajo el p-sulfonatocalix[6]areno presenta sus
grupos —SOsH deprotonados, ademas de dos grupos —OH deprotonados
también. Esta gran diferencia se puede atribuir ademas a la presencia del
sustituyente biciclico presente en el ndcleo de la QNA. Esta parte alquilica
podria interaccionar mas eficientemente y posicionarse de forma mas
adecuada sobre la cavidad del receptor, el cual también contribuye con su
flexibilidad y su propio efecto macrociclico.4344
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6.3.2.7. Andlisis de HARMINA en presencia de a-Ciclodextrina

La evaluacion de los efectos de las CD sobre la emision fluorescente de
los diferentes heterociclos (ver Tabla 6.1), evidencié que la mayor exaltacion de
la F de HNA se logré con una concentracion 1 mM de a-CD, mientras que a 10
mM de receptor este efecto desaparece. Entonces, se decidid evaluar la
respuesta del sistema en concentraciones por encima de 1 mM de a-CD. Para
ello, se desarrollaron los experimentos necesarios variando la concentracion de
a-CD entre (3 — 9) mM. Los resultados encontrados por espectroscopia UV-
visible presentaron cambios pocos significativos e incluso se observo una
dispersién de las sefiales, como se puede observar en los espectros de la
Figura 6.23, en donde se indica también la longitud de onda en la que se excita

al sustrato.

0,06
317 nm
0,05
0,04 72\ [¢-CDJ]= (3,0 - 9,0) mM

0,03

0,02 4

T T T T T T T T : 1
275 300 325 350 375 400 425

Figura 6.23: Efecto de a-CD sobre el espectro la absorcion de HNA (-e--¢) 2,4 uM. Intervalo
de concentracion de a-CD: (3 - 9) mM. [0-CD] = 9,0 mM (---). 95,0 % v/v de buffer fosfato de
pH =6,994y 2,0 % v/vde CHs:OHa250°Cyb=1cm.

Los resultados encontrados en los espectros de emision de F, no
permitieron concluir sobre los efectos de la CD, dado que la sefial fluorescente

resulto ser aleatoria, como puede verse en la Figura 6.24.
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Figura 6.24: Efecto de a-CD sobre la emisién de F de HNA (-e-e-¢) 2,4 uM. Intervalo de
concentracién de a-CD: (3-9) mM. [a-CD] = 9,0 mM (---). Aexc = 317,0 nm; 95,0 % v/v de buffer
fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v de CH3OH a 25,0 °C. Potencia de detector 450 Vy b = 1cm.

Sin embargo, estos resultados fueron analizados en conjunto con los
puntos obtenidos a menor concentracion de a-CD, y en donde fue posible
determinar la constante de complejacion, como se indicé en la seccion 6.3.7.
Se muestran en la Figura 6.25, como se produce la exaltacién de la emision

fluorescente (< 1 mM) y luego este efecto se disipa.

0,94

0,8 4

0,7

[0-CD] / mM

Figura 6.25: Dependencia de F/Fo con la concentracion de HNA (Fo) y en presencia de
concentraciones variables de a-CD (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v
de CH3OH a 25,0 °C. [HNA] = 2,5 yM; [a-CD] = (0 — 10,0) mM; Aexc = 317,0 nm; ancho de
rendijas de excitaciéon y emision de 10,0 nm; potencia de detector 450 V; b = 1,0 cm.
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Estos resultados se podrian explicar en base a la formaciéon de
complejos con otro tipo de estequiometria sustrato receptor, lo cual puede
producir cambios en las reacciones en el estado excitado, como ser
transferencia de energia y procesos colisionales, como sucede en los
complejos que se forman entre la 8-amino-quinolina en presencia de iones
metalicos (Cu?* y Pb?*), con un CA[4] modificado con pirrol.*> Otro ejemplo que
presenta fendmenos de este tipo, son los sistemas supramoleculares de a-CD
y B-CD, que forman complejos de inclusibn con HAP (como ser el 6-(p-
toluidino) -2-naftalenosulfonato de sodio y el acido 8-hidroxipireno-1,3,6-
trisulfonico), favorecidos por la rigidez estructural que presentan las CD y
también por sus cavidades hidrofébicas, permiten la formacién de complejos de
diferente estequiometria cuando la proporcion de CD es mayor a la del
huésped.*® Otro ejemplo de este fendmeno, es el que muestran dos derivados
de antraceno (como ser el sulfonato 1-anilino-8-naftaleno y el &cido 2-
anilinonaftaleno-6-sulfénico) que en presencia de a-CD, forman complejos con
una proporcion 1:2 con una mejora de la fluorescencia moderada cuando se
incluye dentro de las ciclodextrina.*® Otro caso, es el que presenta el sistema
entre CA[4]S y el bromuro de etidio, en el que la conformacion y la flexibilidad
del receptor, representen probablemente, la mejor plataforma para el sustrato,
como asi también que el diametro de la cavidad resulte ser el adecuado en
cuanto a la complementariedad de forma y tamafio. Ademas, la conformacion
del CA[4]S puede ser influenciado por las interacciones con el sustrato,
mediante las interacciones -1 0 van der de Waals.*® Por Ultimo, se menciona
el complejo entre carbendazim y CA[6]S en el que a concentraciones
equimolares la estequiometria del complejo resulté ser 1.1, mientras que
cuando [CA[6]S] > [carbendazim], la estequiometria fue de 2:1, lo que produjo
notables cambios en la relacion de rendimientos cuanticos de F para los dos

tipos de complejos y por lo tanto, un pronunciado quenching de la F.#’
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6.3.2.8. Determinacion de parametros analiticos para HARMINA en

presencia de a-Ciclodextrina

Analizando los sistemas con CD, que produjeron una exaltacion en la
emision fluorescente de varios de los sustratos, el mejor cambio de sefial lo
presento el sistema de HNA con a-CD. Estos cambios observados en la
emision fluorescente de HNA por la presencia de o-CD, permitieron la
determinacién de la constante de asociacion para el sistema huésped-receptor,
como se indicé en la seccidén 6.3.7.5. Luego de los estudios realizados en la
seccion 6.3.9., se decidio trabajar hasta una concentracion 1,0 mM de a-CD, es
decir a la concentracion de receptor en donde se obtuvo el mayor cambio de

sefal y construir la correspondiente curva de calibrado para el sistema.

Los resultados encontrados para la calibracion del sistema se pueden
ver en la Figura 6.26, y donde se puede observar que la presencia de a-CD (A)
mejora en un 20 % la sensibilidad de calibracion, respecto a la respuesta de

HNA en ausencia de a-CD (V).

2,5+

4 HARMINA - o-CD
v HARMINA
2,0

0,5+

0,0 4

T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

[HNA] / uM

Figura 6.26: Dependencia de F/Fo con la concentracion de HNA (Fo) y en presencia de
concentraciones variables de a-CD (F). 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994y 2,0 % v/v
de CHzOH a 25,0 °C. [HNA] = (0 - 5,0) pM; [a-CD] = (1) mM; Aexc = 317,0 nm; ancho de
rendijas de excitacién y emision de 10,0 nm; potencia de detector 450 V; b = 1,0 cm.

La sensibilidad de calibracion y los LOD y de LOQ obtenidos segun las

definiciones introducidas en la seccién 5.1.2.1., fueron de (47,1 + 0,9) x10* uM*
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y (54,1 £ 0,7) x10* uM* y de (0,316 + 0,006) uM y (0,211 + 0,003) uM para el
LOD y por ultimo, (0,95 + 0,02) uM y (0,634 + 0,009) uM para el LOQ (en

ausencia y presencia de a-CD, respectivamente).

Estos resultados mostraron una mejora de un 20 % en la sensibilidad de
calibracion y una disminucién de un 33 % en el LOD de HNA en presencia de
a-CD. Por lo tanto, se propone una metodologia analitica para la determinacion
directa de HNA por exaltacion de la emision fluorescente en presencia de a-
CD.

Se han reportado LOD determinados por varios tipos de
técnicas,*849.5051 entre las que se pueden mencionar CLUR/MS,>? TLC-SERS®3
o una SPE por agitacion, utilizando polidimetilsiloxano como fase estacionaria
SBSE (PDMS)>* (de sus siglas en inglés) combinado con CL y detector de F.
Este dltimo presenta selectividad para otro HAPN, dado que permite la
deteccién de HNO y no de HNA, y en el que se indica un LOD de 0,103 ug L*
en pulpa de fruta de la pasién y 7,44 ug g?' en semillas.®® Otro método
reportado muestra también la posibilidad de analizar extractos de semillas de
Peganum harmala, en donde se pudo diferenciar por medio de CLAR-ESI-
IMS por su tiempo de retencién y tiempo de deriva que por CLAR o ESI-IMS,
trece alcaloides se identificaron tentativamente en funcién de su relaciéon m/z y
fragmentos de iones utilizando cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
de espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS).!! Como estos
métodos, hay otros que también permiten detectar este tipo de alcaloides.?>?
Comparando estos LOD ya reportados, con el limite encontrado para el
complejo de HNA- a-CD, se puede observar que no son de Ordenes de
magnitud similares, la metodologia analitica que se propone, para la
determinacién directa de HNA por exaltacion de F en presencia de a-CD, es
ventajosamente mas simple y rapida y ademas, el equipamiento utilizado

resulta ser mas econémico y versatil.
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6.4. SECCION EXPERIMENTAL

6.4.1. Reactivos e instrumentos

Los compuestos utilizados en esta parte del trabajo fueron: QNA (99 %
pureza, marca Aldrich), HNO (99 % pureza, marca Aldrich), HNA (99 % pureza,
marca Aldrich) y EHC (99 % pureza, marca Aldrich). Todos ellos fueron

reactivos comerciales de grado analitico y se utilizaron sin previa purificacion.

Se prepararon soluciones concentradas de los reactivos, pesando la
cantidad adecuada segun se detalla a continuacion, en un volumen final de
CHs3OH de 10,0 mL: QNA (15,0 mg), HNO (12,0 mg), HNA (12,0 mg) y EHC
(10,0 mg). En este dltimo caso, la disolucion fue sometida a un minuto de
sonicado. Dichas soluciones fueron guardadas en la heladera y resguardadas
de la luz con papel aluminio y recubiertas con parafilm. Fueron chequeadas
periodicamente por espectroscopia UV-visible y permanecieron estables por

mas de 20 dias.

A partir de las soluciones madres, se prepararon una serie de soluciones
que permitieron hacer la caracterizacion de cada compuesto tanto por
espectroscopia UV-visible como de F. Para las medidas de absorbancia se
trabajé con concentraciones de forma tal de tener valores entre 0,03 — 0,8
unidades de absorbancia. Por su parte, para las mediciones de F, se
prepararon soluciones de concentracibn entre 50 y 25,0 uM segun

corresponda para cada heterociclo.

Para la determinacion de las constantes de asociacion, las soluciones de
los analitos se prepararon a partir de sus soluciones madres en metanol y se
chequearon sus concentraciones por espectroscopia Uv-visible. Las
concentraciones fueron las indicadas para cada heterociclo. Luego las
soluciones en presencia de receptores macrociclicos CDs (a-CD, HP-B-CD, B-
CD) se prepararon con una solucion en su maxima concentracion (en su limite
de solubilidad), lo que permitié llegar a una concentracion de ciclodextrinas de
~10 mM. Por su parte, las especies acidas de los derivados p-

sulfonatocalix[n]arenos, CA[6]S y CA[8]S, se prepararon a partir de madres que
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permitieron alcanzar concentraciones maximas de 80,0 uM. Las soluciones
madres de todos los receptores, CDs y Ca[n]S fueron preparadas en un medio
de 95,0 % v/v de buffer fosfato de pH = 6,994 a 25,0 °C. A todas las soluciones
se les midieron los espectros de absorcion y de emision de F.

Las medidas de absorbancia permitieron determinar los coeficientes de
absortividad molar (¢) para cada compuesto. Las longitudes de onda de
excitacion se eligieron a partir de los maximos en los espectros de absorcidn,
segun correspondiera para cada compuesto. En todos los casos se registraron
los espectros de excitacion, en el intervalo de 200 a 300 nm. Con toda esta
informacion, fue posible determinar los mejores parametros experimentales,

para obtener los correspondientes espectros de emision.

Los solventes empleados fueron: agua deionizada calidad Milli-Q
obtenida de un purificador Millipore (resistividad, 25 °C: 18 MQ cm) y metanol
(CH3OH) grado HPLC Sintorgan.

Las mediciones de pH se realizaron con un pH-metro Thermo Orion
modelo 520A equipado con un electrodo combinado Orion con sistema Ross a
25,0 °C. Previamente el equipo se calibré a la temperatura de trabajo usando
las soluciones buffer estandar preparadas de pH = 4,008 (con 0,05 M de ftalato
acido de potasio marca J.T.Baker), de pH = 6,994 (con 0,02 M de fosfato
dihidrégeno de sodio marca J.T.Baker, 0,03 M de fosfato monohidrogeno de
disodio marca AppliChem y 0,02 M de cloruro de sodio marca Taurus) y de pH
= 9,155 (con 0,01 M de borato de sodio marca J.T.Baker y 0,02 M de cloruro de
sodio marca Taurus).>® Se prepararon segln el procedimiento descripto en la
literatura citada, empleando reactivos de grado analitico.® Las soluciones
buffer se controlaron por medicion experimental. La precisién del pH-metro fue

0,001 y la exactitud asociada a las lecturas fue £ 0,005.

Las soluciones a estudiadas fueron preparadas en medio acuoso
bufferizado, utilizando un 95 % v/v de buffer pH = 6,994 y empleando como co-
solvente un 2 % de metanol (CH3OH) y completando el volumen final con agua
calidad Milli-Q. La homogenizacion de las muestras se asistieron con un

sonicador Arcano modelo PS-10A.
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Los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron empleando un
espectrofotometro Shimadzu 1800 equipado con un porta-celda para dos
muestras conectado a un bafio termostéatico con circulacion Haake a 25,0 °C.
La linea de base empleada en todos los casos corresponde a buffer pH =
6,994. En todos los experimentos se utilizO una celda de b = 1cm de paso

optico.

Los espectros de emision de F se registraron con un espectrofluorimetro
CARY Eclipse, con anchos de rendija de emision y de excitacion de 10,0 nm,
una velocidad de barrido de 500 nm/min y una potencia del detector
especificada en cada caso. La temperatura de las soluciones se mantuvo a
25,0 °C conectando el porta-celda del equipo al accesorio Single Peltier CARY.
En todos los experimentos se utilizé una celda de cuarzo de b = 1cm de paso

optico.

Los datos adquiridos se procesaron empleando el graficador OriginPro 8.6
2018.

6.5. CONCLUSIONES PARCIALES

Se analizaron los efectos de CD y HCA[n]S sobre las propiedades
espectroscopicas de los HAPN en estudio.

Con respecto a los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos, produjeron un
pronunciado quenching de F de QNN, HNO y HNA, atribuidos a la formacion de
un complejo no fluorescente, pudiéndose determinar sus Ka = Kg. Estos
complejos pueden ser producto de interacciones electrostéaticas (ibn-dipolo, i6n-
ion y anion-Tr), dado que al pH de trabajo HCA[6]S presenta sus grupos —SOsH

deprotonados, ademas de dos de sus grupos —OH.

Las CD por su parte, evidenciaron un ligero incremento en la emision
fluorescente de los sustratos (QNA, HNO y HNA), permitiendo la determinacién

de sus Ka. El incremento en el rendimiento cuantico de los sustratos
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complejados, puede deberse a la restriccion de los grados de libertad de

movimiento del cromdéforo que desfavorece los procesos de desactivacion no

radiativas, favoreciendo asi la desactivacién radiativa por fluorescencia.

Ademas, para el sistema HNA-a-CD, se obtuvo una mejora de un 20 %

en la sensibilidad de calibracion respecto al analito solo y una disminucion de
~ 50 % en el LOD de HNA en presencia de a-CD.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de tesis, se abord6 el estudio espectroscépico de las
interacciones entre sustratos organicos heterociclicos, derivados de los nucleos
de quinolina y carbazol, representativos de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos nitrogenados (HAPN), y dos clases de receptores macrociclicos: p-
sulfonatocalix[n]arenos (CA[n]S) y ciclodextrinas (CD). Posteriormente, se
utilizaron estos cambios espectroscopicos productos de estas interacciones,

para el desarrollo de metodologias analiticas.

El desarrollo general de este trabajo de tesis, permitié extender y ampliar
los conocimientos acerca de los complejos del tipo huésped-receptor, de QNN,
HNA, HNO y EHC con los correspondientes receptores. Esto aporta a los
antecedentes del grupo de investigacion, las ventajas y desventajas de los

diferentes sustituyentes presentes en estos nucleos derivados de quinolina y
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carbazol, permitiendo analizar estrategias supramoleculares con potenciales
aplicaciones analiticas. Ademas, resulta interesante incursionar en el estudio
de sistemas supramoleculares mixtos, desde dos perspectivas diferentes. Por
un lado, los sistemas en los que intervengan diferentes receptores
macrociclicos, combinandolos en base las respuestas que cada sistema
presentd de forma individual. Por otro lado, combinar receptores de distinta
naturaleza, es decir CA[n]S y CD, potenciando las afinidades observadas en
los sistemas individuales. Esto permitiria el desarrollo de posibles dispositivos
moleculares por formacion de complejos de diferentes estequiometrias, como
asi también, emplear la coexistencia de estos equilibrios y que modificando
quimicamente las condiciones experimentales, favorecer especificamente uno
de ellos. Estos efectos pueden ser, cambios de pH, temperatura o, lo que
resulta alin mas interesante, emplear otro sustrato que pudiese interaccionar
con alguno de los receptores, dando lugar al desarrollo de una estrategia

supramolecular para una determinacion simultanea de analitos.
Las principales conclusiones obtenidas se detallan a continuacion:

v' El sistema supramolecular QUI-HCA[6]S fue inalterado por los analitos
no fluorescentes: GLU, 3-CIPh y 4-CIPh.

v El sistema supramolecular QUI-HCAJ[6]S resulté un potencial interruptor
switch on/off/on para GLI y permiti6 el desarrollo de una metodologia
fluorimétrica indirecta para un analito no absorbente ni fluorescente. La
misma resulto ser simple, rapida y econémica y ademas no requiere de

etapas previas de pre-concentracion del analito.
v El sistema supramolecular CZL-HCA[6]S fue inalterado por glifosato.

v Los derivados p-sulfonatocalix[n]arenos (HCA[6]S y HCAJ[8]S),
produjeron un pronunciado quenching de F de QNN, HNO y HNA,

pudiéndose determinar sus Ka = Kq.

v' ElI HCA[8]S resultdé ser 4 veces mejor, tanto como quencher y receptor,
para QNA respecto a HNA. Esto puede deberse a la mayor afinidad del

receptor por la parte alquilica de este sustrato organico, y también por la
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contribucion dada por un mayor cubrimiento del sustrato favorecida por

la conformacion mas flexible de este macrociclo.

El HCA[8]S presento6 una afinidad 5 veces més fuerte por HNA respecto
al nacleo de CZL. Esto puede deberse a una mayor interaccion del

receptor con los grupos alquilo presentes en ese sustrato.

Las ciclodextrinas (HP-B-CD y a-CD), a bajas concentraciones (< 1 mM)
mostraron un ligero aumento de la emision fluorescente para QNN, HNO
y HNA, permitiendo la determinacion de sus Ka.

Los valores encontrados para las Ka de CA[n]S resultaron ser ~ 100
mayores que para las CD. Esto puede deberse a una mayor versatilidad
en las conformaciones del macrociclo, lo que permite una mayor y mejor

disposicion de sus cavidades.

La a-CD modifica el ¢ del complejo en mayor medida que HP-B-CD, si

bien ésta ultima presenté la mayor Ka.

Los sistemas de CA[n]S con HNA y QNA podrian emplearse como

potenciales sistemas para la determinacién de analitos no fluorescentes.

La exaltacion encontrada con a-CD y HNA representa un sistema

prometedor para el desarrollo de un método analitico para este sustrato.
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