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Capitulo |

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS



1. Introduccion General

El area de la quimica gue estudia la organizacion de especies guimicas
ensambladas mediante interacciones no covalentes se denomina gquimica
supramalecular [1].

El medio en los sistemas organizados se presenta en compartimentos,
regiones con propiedades diferentes y, por lo tanto, se consideran
microheterogéneos. El término microheterogéneo se debe a que estos medios
son heterogéneos a un nivel microscopico [2]. Estos sistemas organizados se
clasifican en: agregados moleculares, como micelas formadas por surfactantes o
membranas constituidas por lipidas, y sistemas poliméricos abiertos o cerrados
[3]. Entre los sistemas poliméricos de cadena cerrada se encuentran los
receptores macrociclicos que presentan cavidades como calixarenos
{metaciclofanos) y ciclodextrinas (polisacaridos), capaces de interactuar con
diversos sustratos formando complejos [4). La formacion de estos complejos
puede modificar las propiedades fisicas y quimicas del sustrato. En
consecuencia, los receptores macrociclicos se han empleado con diferentes
objetivos, como Incrementar la estabilidad de drogas o la solubilidad de
moléculas organicas en agua, etc. [5].

Por otra parte, la quimica analitica es la ciencia gue se basa en el
desarrollo y la aplicacién de conceptos, principios y estrategias experimentales e
instrumentales para medir las caracteristicas de los sistemas y especies quimicas
[4]. Los avances en este campo tienen como finalidad mejorar los metodos
analiticos establecidos, extender el empleo de los mismos a otras muestras y/o
desarrollar nuevos meétodos. Diversas disciplinas, como la fisica, la matematica y
la gquimica, aportan las herramientas necesarias con el proposito de garantizar
que las mediciones se lleven a cabo de manera veridica y representativa. El éxito
fundamental de la guimica analitica radica en la representacion de procesos y
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matrices reales que son evaluados utilizando los conceptos v fundamentos de la
teoria.

5i bien los ingenieros y cientificos en el campo de la biologia v de la fisica
disponen de una serie de herramientas poderosas y elegantes para obtener
informacion cualitativa y cuantitativa de la composicién vy estructura de la
materia, en los Gltimos afos se han desarrollado metodologias que proponen ia
aplicacion de diversas técnicas analiticas en presencia de sistemas organizados
supramoleculares. La guimica analitica supramolecular es el drea gue
comprende el desarrollo de metodologias analiticas basadas en  las
interacciones intermoleculares entre especies organicas y/o inorganicas,
experimentando reconocimiento molecular v autoensamblado. Son varias las
ventajas y beneficios que se obtienen con el uso de sistemas organizados, como
el incremento de la selectividad y de la sensibilidad [5]. Consecuentemente, es
de esperar que tanto en el presente como a futuro la demanda de estos
sistemas aumente dando un futuro prometedor a la quimica analitica
supramaolecular.

La combinacion de sistemas organizados supramoleculares y métodos
luminiscentes estaticos (flucrescencia vy fosforescencia) y  dinamicos
(cromatografia liquida de alta resolucion con detector de fluorescencia, etc.),
han permitide la determinacion y estudio de compuestos organicos de interés
en diversas disciplinas, como agroguimica, biologica, farmacéutica, ambiental,
guimica de los alimentos, etc. [6]. Anteriormente, en el grupo de investigacion
en el que se desarrolld este trabajo de tesis, se evalud el efecto de
ciclodextrinas y calixarenos sobre las propiedades espectroscopicas de
diferentes fluordforos, Las sefiales fluorescentes intensificadas en presencia de
estos macrociclos permitio el desarrollo de métodos analiticos para determinar
v cuantificar varios sustratos en diferentes matrices, entre ellos los fungicidas
benomile y carbendazim [7], los pesticidas carbamatos, gue son poco

fluorescentes, bendiocarb y promecarb [8] con calixarenos y derivados de
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indoles como 1-metilindol y acido 3-indolacético con ciclodextrina [9], en
diferentes matrices. Los tiacalixarenos son macrociclos derivados de los
calixarenos en los que el puente de metileno se ha reemplazado por un atomao
de azufre manteniendo la cavidad hidrofébica, su estructura conformacional
variable y una alta reactividad que permite su funcionalizacién. Debido a estas
caracteristicas se considera gue estos compuestos organicos pueden ser
receptores apropiados para su aplicacion en el area de la guimica
supramolecular y gue podria permitir el desarrollo de nuevas metodologias en

el drea de |la quimica analitica supramolecular [10].

2. Objetivos

2. 1. Objetivo general

En este trabajo de tesis se propuso estudiar el efecto sobre las
propiedades fisicoquimicas de sustratos inorganicos y organicos que produce la
interaccion con calixarenos a fin de explorar la posibilidad de desarrollar
métodos analiticos sensibles, confiables y simples.

Entre los compuestos organicos a estudiar se encuentran algunos
contaminantes del suelo provenientes de agroquimicos (carbamatos como
Benomilo y Paraguat) y compuestos de origen natural que se utilizan como
aditivos en alimentos y farmacos (acido cafeico, dcido clorogénico, etc), como
asi también moléculas biclogicas derivadas de metabaolitos (6-hidroximelatonina
derivada de la melatonina). Este estudio se basa en los cambios fisicos v
quimicos producidos por sistemas organizados (receptores macrociclicos) que
presentan cavidades permanentes o dinamicas, actuando como nanoreactores y

nanocompartimentos [3].



2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos se mencionan a continuacian.

» Determinar la influencia del cation metalico de la base alcalina sobre las
constantes de disociacién dcido-base de los receptores macrociclicos p-
tert-butiltiacalix[4]areno, p-tert-butil-calix[4]areno v

p-tert-butil-calix[6]areno.

# Estudiar la influencia de receptores macrociclicos tales como los
calixarenos (CA) y los tiacalixarenos (TCA) sobre las propiedades
espectroscopicas (fluorescencia y UV-Visible) de acido cafeico (AC) y

paraquat (PQ).

¥ Establecer los parametros analiticos de validacidon dando énfasis a la
determinacion del limite de deteccion y la cuantificacion de los analitos
por técnicas de luminiscencia supramolecular en sistemas previamente
estudiados en el laboratorio, para la determinacion de
b-hidroximelatonina (6M) v benomilo (BY] basado en los cambios
espectrofluorimétricos, estableciendo los correspondientes pardametros
estadisticos y evaluando el efecto de especies potencialmente

interferentes y la aplicabilidad del método en matrices reales.



3. Bibliografia

[1]

[2]

[3]

[4]

5]

[6]

7]

(8]

(9]

[10]

1. Lehn, "Supramolecular Chemistry—>5cope and Perspectives Maolecules,
Supermolecules, and Molecular Devices(Nobel Lecture),” Angew. Chemie
fnt. Ed. English, vol. 27, pp. 89-112, 1988,

1. W. Steed and J. L. Atwood, “Supromofecular Chemistry,” 2nd ed. John
Wiley & Sons, 2009.

K. Kalyanasundaran, “Photochemistry in microheterogeneous systems,”

4th ed. London; Academic Press inc., 1989,

R. Murray, “Analytical chemistry is still the science of chemical
measurements,” Anal. Chem., p, 1765, 2007,

H. Babu, J. Nagendra; Bhalla, Vandana; Kumar, Mano]; Singh, "‘Selective
Colorimetric Sensing of Cyanide lons Over Fluoride lons by Calix[4]arene
Containing Thiourea Moieties,"” Lett. Org. Chem., vol. 3, no. 10, pp. 787-
793, 2006,

C. Schalley, “Analytical Methods in Supromolecular Chemistry. "Welnheim,
Germany: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2006,

M. L. Pacioni, V. N. Sueldo Occello, M. Lazzarotto, and A. V Veglia,
“Spectrofluorimetric determination of benzoimidazolic pesticides: effect
of p-sulfonatocalix[6larene and cyclodextring.,” Anal. Chim. Acta, vol. 624,
no. 1, pp. 133-40, 2008,

M. L. Pacioni, A. G. Bracamonte, and A, V, Veglia, "Comparative effect of
cyclodextrin nanocavities versus organic solvents on the fluorescence of
carbamate and indole compounds,” 1. Photochem. Photobiol. A Chem.,
vol. 198, no. 2-3, pp. 179-185, 2008.

R. E. Galian, a. G. Bracamonte, and A, V. Veglia, “Hydroxypropyl-B-
cyclodextrin effect on the fluorescence of auxin and skatole and on the
simultaneous determination of binary mixtures of indole compounds in
urine by first derivative spectroflucrimetry,” Anal. Chim. Acta, vol. 540,
no. 2, pp. 393—-401, 2005.

E. V Anslyn, “Supramolecular analytical chemistry.,” J. Org. Chem., vol. 72,
no. 3, pp. 687-699, 2007.



Capitulo I

INTRODUCCION TEMATICA



1. Receptores Macrociclicos
En este trabajo de tesis se han empleado receptores macrociclicos (Figura

1) como ciclodextrinas (CD), calixarenos (CA) y tiacalixarenos (TCA).
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Figura 1. a) i-ciclodextrina; b) p-tert-butilcalix[d]areno y

c) p-tert-butiltiacalix{4]areno.

El descubrimiento de los éteres corona (Figura 2) por C. ). Pedersen fue
estimulante para gue un gran nimero de cientificos enfocaran su labor en el
disefio y la sintesis de una variedad de moléculas hospedantes debido a las
nuevas y potenciales propiedades de estos compuestos por su capacidad para
formar complejos supramoleculares (huésped-receptor) [1]. Con la aparicién de
estos nuevos compuestos se generaron materiales avanzados altamente
funcionalizados como catalizadores de alte rendimiento [2] [2] sensores
altamente sensibles, filtros o separadores de materiales ultra finos [4], entre
otros. Para que un compuesto sea util como receptor es necesario gue
interaccione o reconozca a la molécula de interés. Esta habilidad para el

reconocimiente se hace posible mediante grupos complementarios en la
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molécula hospedante. Es deseable que el compuesto que se selecciona como
potencial receptor no solo sea facil de sintetizar y con elevado rendimiento, sino
gue también debe ser capaz de ser modificado gquimicamente de manera de
poder mejorar el reconocimiento molecular y asi aumentar |a selectividad por la

molécula huésped [1].

o T
| o B
0 O
|
0 o

Figura 2. Estructura de [18]-corona-6.

Una familia de moléculas hospedantes que cumple con estos requisitos
son los calixarenos, compuestos macrociclicos formados por unidades fendlicas
enlazadas entre si mediante grupos de metileno en las posiciones 2, 6 de los
fenoles. El principal atractive de estos compuestos es suU uso como receptores,
tales como los éteres corona y las ciclodextrinas (Figuras 2 y 1a) [5]. Es por esto
que la principal estrategia para potenciar la reactividad de estos compuestos se
basa en la modificacién de los grupos hidroxifendlicos y/o las posiciones parg a
estos.

Durante el desarrollo de nuevos compuestos hospedantes, se sintetizd al
tiacalix[4]areno, como se describira en el transcurso de esta tesis. En este nuavo
compuesto, los grupos metileno del calix[d]areno se hayan sustituidos por
puentes de sulfuro [2]. La presencia del atomo de azufre le confiere al
compuesto caracteristicas electrdnicas y estructurales diferentes a las del
macrociclo precursor. Por ello, se considera a los tiacalixarenos como los
fundadores de una nueva era la de la "segunda generacién” guimica de

calixareno [2].
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2. Quimica huésped-receptor

Donald Cram definia: “Los complejos estdn compuestos por dos o mds
moléculas o iones que permanecen juntas en una relacidn estructural dnica . . . .-
Un complejo molecufar altamente estructurado estd compuesto al menos por un
recepter ¥y un huésped, . .* Por lo tanto un complejo huésped-receptor o
supramolécula estd constituido por una molécula, el huésped, que interacciona
con una segunda molécula, el receptor.

Generalmente el receptor es una molécula grande o un agregado de
moléculas que posee una cavidad o hueco central de un determinado tamafio.
El huésped puede ser un ion, una molécula pequefia o moléculas complejas

como por ejemplo las hormonas, entre otras [6].

2.1 Reconocimiento molecular

La unién de un huésped y un receptor conforma una supermolécula, que
se caracteriza por su estabilidad y su selectividad cinética y termodindmica, ).
M. Lehn utiliza este término para denotar una entidad compleja y organizada
que fue creada a partir de dos o mas especies quimicas que se unen a través de
fuerzas intermoleculares. Estas estructuras supramoleculares presentan
propiedades que son diferentes (con frecuencias mejores) que la simple suma
de las propiedades de cada componente en forma individual [7]. El
reconocimiento molecular sucede mediante los sitios de unién del receptor,
region especifica de la molécula que posee tamafio, geometria y/fo
funcionalidad adecuados para asociar otra molécula. Esta asociacion molecular
es un proceso que involucra un enlace no covalente y la eleccion del sustrato
por una dada molécula o sitio del receptor [8].

Los principales conceptos que describen los diferentes procesos y
factores que participan en la formacién de los sistemas supramoleculares son

los que se enumeran a continuacion,



La selectividad se basa en los principios de la complementariedad
quimica, representados comunmente por afinidad de forma y tamafho, como
ejemplo estd el principio de Paul Ehrlich de llave-cerradura (Figura 3) entre otras
[9].

La complementariedad se da cuando en ambos, receptor y huésped,
existen sitios gque son electronica y espacialmente complementarios, en si
involucra fuerzas intermoleculares no covalentes (interacciones electrostaticas,

fuerzas de van der Waals, puente hidrdgeno, etc.} [10].

Figura 3. Principic de llave-cerradura, donde el receptor es representado por la
cerradura que posee ranuras gue coinciden con | huésped representado por la

lave [9].

El efecto quelato hace referencia al aumento en la estabilidad de los
complejos formados con receptores multidentados, es decir, presentan mas de
un sitio de unidn,

El término cooperatividad denota la interaccion producida cuando dos o
mas sitios de unidn del receptor actian de manera concertada, o bien el efecto
sobre |a afinidad de un receptor hacia un dado huésped, como resultados de la
unidn previa de otro sustrato,

Por otra parte si el receptor no sufre grandes cambios conformacionales
al unirse al huésped, se dice que existe una ‘preorganizacion’. Este concepto es
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muy importante debido a que es el factor que mas contribuye a la energia libre
total de formacion del complejo. El principio de preorganizacidn establece que
mientras mayor sea la organizacion del huésped y el receptor para formar el

enlace intermolecular, mas estable sera el complejo formado.

2.1.1. Naturaleza de las interacciones

Los principales tipos de interacciones no covalentes que mantienen
unidas las entidades supramoleculares se especifican en la Tabla 1[10] [11]
[12][13]. Generalmente las reacciones de formacion de complejos huésped-
receptor se dan rdpidamente, a no ser gue sobre los procesos de asociacion y
disociacion primen otros factores como por ejemplo, efectos de impedimento
estérico [10].

Tabla 1. Interacciones supramoleculares,

Tipo de Energia,
Ejemplos
interaccién ki mol™
ion-iagn 50 - 380 Tiocianato de astato (111} AtO({SCN),
ion-dipolo 50 -200 Complejo ion K- éter 18-corona-6
dipolo-dipolo 5=50 Acetona
cation-m <5-80 16n K* = benceno
m—m stacking <0-50 Benceno
Anidn-n 10 Complejo ion | —calixpirrol
vander Waals <5 (a) Empaquetamiento en cristales moleculares
efectos del Compuestos de inclusion formados con !
solvente ® cavitandos con interior hidrofobico
puente = sl

4 =120 ADN; etanol ; H,0O
hidrogeno

(a) Valor variable dependiendo del area superficial.
(b) El rango de energia es amplio (5-380 k) mol’), los valores dependen de la
energia de interaccion solvente-solvente.

15



La estabilidad de las asociaciones huésped -receptor depende en un alto
grado de las energias de solvatacion del receptor, del huésped y del complejo
huésped-receptor. Dependiendo de las contribuciones relativas de estas
energias de solvatacion, la constante de equilibrio puede variar dramaticamente
de un solvente a otro [10].

El enlace puente hidrégeno es la interaccidn no covalente mas
importante en el disefio de arquitecturas supramoleculares por el alto grado de
direccionalidad y los valores de energia asociados a la misma. Las interacciones
involucradas en los procesos de solvatacion o desolvatacidn de los compuestos
implicados en la complejacién también afectan la estabilidad del complejo o la
supramolécula (o supermolécula) [5]. 5i el solvente es polar, especialmente
agua, las moléculas del solvente interaccionan preferenciaimente entre si o con
otras moléculas o grupos polares, produciéndose la separacion de moléculas o
grupos no polares [1] [5]. Por lo general, este efecto denominado hidrofébico es
la principal contribucidn en la unidn entre sustratos organicos y receptores con

interior hidrofdbico en solventes polares [1].

2.2 Clasificacion de los compuestos supramoleculares huésped-receptor
Generalmente los receptores se clasifican en covitandas y clatrandos de
acuerdo a |a relacion topoldgica que existe entre el huésped y el receptor. Los
cavitandos presentan una cavidad intramolecular donde se lleva a cabo la
interaccion, formando el complejo supramolecular cavitato. En los clatrandos el
reconocimiento se lleva a cabo en cavidades extramoleculares, éstas entidades
se forman sdlo en estado cristalino o solido y el agregado huésped-receptor

formado se denomina clatrato (Figura 4 a [14] y b [15]} [6].
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Figura 4. a} Cavitato de un receptor sintético, calixareno {cavitando) con una
alguil amina incluida, b) Clatrato de silicio confinando a dtomos metdlicos

(esferas) en cajas [15].

2.2.1. Cavitandos

Como se menciond en el Capitule |, en este trabajo de tesis se emplearon
como receptores macromoleculares del tipo cavitandos, como los calixarenos,
tiacalixarenos, y ciclodextrinas. Estos receptores poseen como caracteristica en
comun una cavidad hidrofébica capaz de incluir diferentes huéspedes. A
continuacion se describen sus principales propiedades desde el punto de vista

de [a quimica supramolecular.

Ciclodextrinas

Las CD son oligémeros ciclicos constituidos por unidades de o-D-(+)-
glucopiranosa unidas mediante enlaces o-{1,4')-glicosidicos (Figura 5). Estos
macrociclos presentan una estructura ligeramente cdnica con una cavidad
hidrofébica y dos aberturas de diferentes dimensiones: la mayor rodeada por

grupos hidroxilos secundarios, ¥ la menor, por grupos primarios. Las CD nativas
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denominadas oCD, PCD y yCD presentan 6, 7 y 8 unidades de glucosa,

respectivamente.

S 2 Hidrasllos
R secundanos
e W-___'. e Pusnibe de 0xigamos
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Figura 5. Estructura de c-ciclodextrina.

El nimero de unidades de glucosa determinan las dimensiones y el

tamafio de la cavidad (Figura &),

Figura 6. Estructura en esfera en 3D de las ciclodextrinas nativas.
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Todas las unidades de glucosa tienen la conformacidn silla C1 y por ello
los grupos hidroxilos secundarios se ubican sobre la boca mds grande del cono,
mientras que los primarios en la boca de menor didmetro. En el interior de la CD
se encuentran las cadenas de —CH,- v los oxigenes glicosidicos. Como resultado
de |a ubicacién de los grupos funcionales o de los dtomos que lo formen, el

interior de la cavidad es apolar relativa al agua y el exterior es hidrofilico [6].

Calixarenos

Los CA son macrociclos de gran interés por su sencilla sintesis v
funcionalizacion. Se obtienen mediante la condensacion, catalizada por bases
vio acidos, de fenoles para-sustituidos y formaldehido. En estas moléculas se
distinguen dos regiones: un aro angosto, donde se sitlan los oxigenos de los
fenoles y un aro ancho ocupado per los sustituyentes en las posiciones para a
los hidroxilos fendlicos. Por el arreglo en canasta de estos compuestos es que
es posible funcionalizarlos en ambas caras de |a estructura, de forma regio y
estereo controlada, para asi organizar y orientar el espacio del sitio de inclusion
de manera de incrementar la selectividad por el sustrato [6).

En relacion al nombre trivial calixareno, el prefijo calix denota la
semejania entre |la forma del tetramero ciclico y la vasija griega conocida como
calyx krater (Figura 7); el sufijo areno se refiere a los grupos arilos y, entre estos
términos, se especifica el nimero de monomeros que forman la estructura

macrociclica con una unidad repetitiva, n= (4 a 20) [13].

19



Recentor

Figura 7. Analogia entre la estructura de p-tert-metilfenileter-calix[4)areno y la

vasija griega [13].

Estos oligdmeros ciclicos sintéticos se obtienen mediante |a reaccidn de
condensacion en un paso entre fenoles sustituidos y formaldehido catalizada
por base o acido, o por la condensacidon convergente entre fragmentos. En
comparacion a otros macrociclos, la facil y versatil derivatizacion de estos
compuestos es una caracteristica interesante debido a que permite fa obtencidn
de calixarenos con propiedades fisicas, quimicas y de reconocimiento molecular
marcadamente diferentes. Diversos grupos funcionales pueden introducirse por
sustitucion de los atomos de hidrogeno del grupo hidroxilo o de la posicién paro
respecto a este grupo, o por reemplazo del grupo hidroxilo. En la Figura 8 se
presenta la estructura del calix[n]areno y las regiones donde se llevan a cabo las
reacciones de sustitucion con diversos grupos funcionales. Las posiciones parg
se hallan en la boca ancha o ‘exe’ en tanto que los grupos hidroxilo se hallan en

la boca angosta o ‘endo’.
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Figura B. Calix[n]areno y el modelo de ‘balde’ para un p-alguilcalix[4]arenao.

Los puntos de fusion de los CA son elevados (> 260 °C) [13] y varian
considerablemente dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes, En la

Figura 9 se muestran ejemplos de calixarenos derivatizados.

‘ﬂi ‘D]E 20 7 Eﬂg'

!
OH OH OH HO

a b
Figura 9. a) ENDO sustituido, calix[4]areno propano éter; b) EXO sustituido,

p-calix[4)areno sulfonato.

En solucion, los grupos arilos de los calixarenos rotan respecto a los
grupos metilenos orientandose syn o anti unos en relacidn a otros, generando
distintos confdrmeros [16]. El nimero posible de conférmeros incrementa con
el nimero de unidades monoméricas y |a estabilidad de los mismos depende de
diversos factores, como del tamano de los sustituyentes, de la naturaleza del

solvente v del huésped.
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En la Figura 10 se presentan las diferentes orientaciones de
p-tert- butilcalix[4]areno: cono, que define una cavidad intramolecular (a); cono
parcial (b); 1,2-alternada (c) y 1,3-alternada {(d). El conformero mas estable de
este derivado es el tipo cono, que es favorecido por la formacion de enlaces

puente hidrdgeno intramoleculares entre los grupos hidroxilos.

!
o OH o oH HO

{1 IE

Figura 10. Conformeros de p-tert-butilcalix[4]areno: (a) cono; (b) cono parcial;

{c) 1,2- alternado y (d} 1,3-alternado [13].

Debido a gque una de las principales caracteristicas de los calixarenos es
s insolubilidad en agua, se puso gran interés en la sintesis de derivados que
sean solubles en medio acuoso. Uno de los primeros calixarenos de este tipo
contenia grupos carboxilicos y alcanzaba solubilidad en agua del orden 1 mM
[17].

Posteriormente Shinkai describio la sintesis de calixarenos que contenian
grupos sulfonatos como sustituyentes lo gue les conferia mayor solublilidad que

los mencionados anterlormente [18], alcanzandose una concentracion en agua
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de 100 mM [19] [20]. También, hay reportes de otros amino calixarenos
saolubles en medio acido y carboxicalixarenos solubles en medio basico [17].

Las acidos p-sulfdnicos de los calix[n]arenos (n = 4, 6 u 8) son altamente
higroscopicos, Estos compuestos al absorber agua del ambiente generaban los
respectivos compuestos estables, tales como el acido p-sulfonico del
calix[4]areno con 13 moléculas de H,0, el dcido p-sulfdnico del calix|6]areno con
16 moléculas de H,0 y el acido p-sulfénico del calix[8]areno con 28 moléculas
de H;O [17]. La disociacion del acido sulfénico en agua se lleva a cabo por
completo. Por otro lado |a disociacion de los hidroxilos fendlicos presenta
diferentes pKa dependiendo del macrociclo, algunos se detallan en |la Tabla 2

[19].

Tabla 2. Valores de pKa para los diferentes acidos p-sulfonicos de los

calix[n)arenos [15].

Propiedades acido-base
Compuesto e :
N* de grupos S0O;H grupos OH

Mondmero: acido p-

1/ muy acido pkal= 8,68
hidroxibencenosulfénico
Acido  p-sulfénico  del pKal muy acido;
4 [ muy acidos
calix[4]areno (a) pKa2 > 11
pkal = 3,45;
Acido  p-sulfénico  del
6 / muy acidos pka2 = 5,02;
calix[6]areno
pkKa3 > 11
& [ muy acidos; pkal=7,70;
Acido  p-sulfonico del
pkKa; = 4,10; pKad =910;
calix[8]areno
pkag = 4,84 pka3 > 11

(a) Shinkai ha informado otros valores para pKal = 3,26; pKaZ= 11.8;
pka3d = 12,8 y pKad ~ 14,0{13] [17]. Otros valores informados en literatura son
3,08 y 12,02 para pKaly pKa2 respectivamente [13] [20].
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la disociacion del primer protén es relativamente facil debido a la
estabilizacidn de la especie monoanidnica por formacion de puentes hidrogenos
con los grupos hidroxilos restantes. Sin embargo, las siguientes disociaciones
son menos favorables porgue a medida gue aumenta el numero de grupos
ionizados, la repulsion electrostatica entre los mismos es el efecto
predominante,

Los tiacalixarenos (Figura 11 b), oligdmeros ciclicos sintéticos similares a
los calixarenos (Figura 11 a), se obtienen mediante la reacclon de condensacion
en un paso, entre fenoles sustituidos y azufre molecular, catalizada por base
como se detallard en el Capitulo 1l Al igual que los calixarenos de los que
provienen, estos macrocilos son de facil y versatil derivatizacion lo que permite
la obtencion de tiacalixarenos con propiedades fisicas, quimicas y de

reconocimiento molecular diferente.

=] R
H
: S My
HO OH
a b

Figura 11. a) calixarenos v b) tiacalixarenos.

La rotacion sobre el puente de sulfuro también le confiere a los

tiacalixarenos la posibilidad de presentar diferentes conformaciones (Figura 12).
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Figura 12. Equilibrio conformacional por la libre rotacidn del enlace de sulfuro.

Al lgual que sus homologos son insolubles en agua, pero su versatilidad
en las reacciones de sustitucion permitio la obtencidn de especies sulfonadas
altamente solubles en medios acuosos como se describe en la Figura 13. Existen
reacciones quimicas especificas debidas a la presencia del puente de sulfuro que

son |la oxidacion a sulfinilo y/o sulfésido como se muestra en la Figura 13.

OH
NaBO, S0
ACOHICHC, 4
OH 50 °C R
%5
L -
R OH
NaBO;
AcOHiCHCH, |l |
50 °C 4
OH OH
“s HiOs S0
= 4 CFCOH-H,0 4
50;MNa temp. amb. 504Na

Figura 13. Reacciones especificas del sulfuro.
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Las disociaciones de los protones de los hidroxilos del grupo fenol en
estos macrociclos se llevan a cabo, en principlo, por los mismaos factores gue
para los calixarenos, es decir por la estabilidad que le confieren |a formacion de
puentes de hidrégeno intramoleculares.

A continuacidn en la Tabla 3 se detallan algunos valores de pKa de
calix[4]arenos en los que se pueden comparar dos efectos: el efecto
macrociclico respecto al mondmero y la presencia del puente de sulfure ante el

del metileno en el calix[4]areno [2].

Tabla 3. Comparacidn de valores de pKa en p-sulfonato calixareno

Compuesto pEal pka2 pkad pkad
OH_
_‘-n.,‘
A %ST 2184005 B45:010 1119 £0.15 1162 +0.12
i
S0hMa
OH
B B {a) 128 + 0,09 460+ 0.11 442013
4
S0,MNa

m
]
)

A0B+005 1202002 ih) (b
S0,Na
(H

o I B3
S0,Na

{a) pKa; no puede ser medido, aungque se estime en el rango -2 a 0 [2].
{b) Los valores de pKa, y pKa, no pueden evaluarse experimentalmente, pero

se estima que son mayores a 13 [2].
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La acidez del hidroxilo fendlico para A es muche mayor que para C
especialmente en el valor de pKa2. Estas diferencias pueden ser atribuidas al
efecto electrénico del sulfuro, asi como también a los cambios en la interaccidn
de puente hidrogeno debido al aumento del tamafo del anillo. Ademas la

conversion de sulfuro (A) a sulfona (B) aumenta todavia mas la acidez.

Propiedades de reconocimiento molecular y aplicaciones de los calixarenos

Los calixarenos actuan como receptores macrociclicos formando
complejos y estructuras auto-ensambladas con una amplia variedad de
sustratos neutros e ionicos mediante diversos tipos de interacciones [16]. Los
grupos arilos de los calix[njarenos favorecen las interacciones m-m, cation-m y
anion-m, mientras que los grupos hidroxilos permiten interacciones ion-idn, idn-
dipolo y puente hidrégeno [13]. En relacién a la aplicabilidad de estos
compuestos organicos se publicaron mas de mil patentes que describen
moléculas basadas en calixarenos con diversas aplicaciones practicas, como
promotores de adhesion, fotoreceptores, tinturas para el cabello, aditivos para
combustible, agentes de curado, antioxidantes, antibacterianos, dispositivos
para el control de la temperatura, catalizadores, etc.[21]

Los calixarenos se han empleado para el reconocimiento, la
cuantificacién analitica y la separacidon de lones alcalinos, alcalinos térreos,
amonio, de metales de transicion, de algunos aniones inorganicos v moléculas
organicas, etc. [18]. Por ejemplo, el calixareno derivatizado de la Figura 14 se
acompleja con Pb* generando un quenching en la fluorescencia que es
reversible en presencia de K" [22].

Los complejos supramoleculares con tiacalixarenos también se forman
mediante interacciones no covalentes como las descriptas anteriormente. Como
ejemplo de la interacciones cation—-mse puede citar la aplicacion de
tiacalix[4]areno con Ce"[23]. Se han realizado extracciones liquido-liquido desde

agua con diclorometanno de metales alcalinos, alcalinos térreos v algunos
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metales de transicion como Ag”, Cu’* v Cu’ con tiacalixarenos p-sustituidos con

amidas [24], compuesto de |a Figura 15.

Encendido

Figura 14. Esguema del mecanismo de encendido-apagado de la fluorescencia

del complejo con Pb** en presencia de K' con fuerte emision del excimero.

Figura 15. Tiacalix[4]areno sustituido con amidas en los hidroxilos fendlicos.
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3. Sustratos: Compuestos de interés bioldgico, farmacéutico y ambiental

Existen diversos y numerosos compuestos organicos de interés bioldgico
por su funcion y relacion con enfermedades o efectos beneficiosos en el
organismo del ser humano y ofros, por ser importantes contaminantes
ambientales que pueden afectar la salud del ser humano. En ambos casos es
importante poder identificarlos, cuantificarlos vy conocer sus efectos.
Determinados ndcleos aromaticos como los bencénicos, los fendlicos, los
inddlicos o los benzoimidazdlicos son constituyentes de los compuestos
organicos mencionados [25).

En este trabajo de tesis se han empleado como sustratos dcido cafeico,
paraquat, 6-hidroximelatonina y benomilo. Las caracteristicas de estos
compuestos y de las familias de las que provienen seran descriptos a

continuacion,

3.1 Indoles

Uno de los compuestos de interés biologico v farmacéutico utilizado en
esta tesis es la 6-hidroximelatonina (6M), por ello en este apartado se describen
algunas caracteristicas de los compuestos inddlicos.

Algunas aminas biogénicas que llevan a cabo la funcion de transmisores
neuronales u hormonales en un amplio nimero de procesos fisioldgicos son las
indolaminas. Estas son sintetizadas naturalmente en el organismo, mediante el
metabolismo de la tirosina y del triptéfano. La estructura quimica de la
serotonina se muestra en la Figura 16. Su produccion en cantidades anormales
puede estar relacionado con tumores neuroendocrino en donde los sintomas y
signos clinicos reflejan las importantes propiedades farmacologicas de las

aminas excretadas [26].
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Figura 16. Estructura de la serotonina {5-hidroxi-3-{2-aminoetil}-indol).

Es por esta razdn que se requiere de las determinaciones clinicas de estas
aminas biogénicas o de sus metabolitos haciéndose de vital importancia en la
deteccion y control de tumores [27]. Actualmente existen métodos espeacificos
de laboratorio para su cuantificacion pero debido a la gran wvariacion en el
organismo entre individuos es necesario desarrollar nuevas metodologias con
mejores parametros analiticos que permitan contemplar esas diferencias.

La serotonina es producida tanto en el reino animal como en el vegetal y
tiene como principal metabolito a la melatonina (M), la principal indolamina
producida por la glandula pineal, La melatonina es una hormona natural del
cerebro cuya principal funcioén en el organismo del ser humano es regular los
ritmos circadianos, suefio — vigilia [26].

En el Esquema 1 se puede observar como en la ruta metabdlica, a partir
de la serotonina se sintetiza la melatonina, la cual es una hormona que participa
en una gran variedad de procesos celulares de vital importancia. Usualmente las
cantidades excesivas excretadas de serotonina y sus metabolitos en fluidos
corporales y en tejidos, son utilizados como diagndstico de tumores carcinoides
[27].

La glandula pineal es un drgano que se encuentra localizada proxima al
tercer ventriculo cerebral en el hombre. Las células de Ia glandula pineal pueden
sintetizar melatonina mediante dos mecanismos. En el primer caso, estin
estimuladas directamente por la luz y poseen mecanismos adecuados para
traducir una sefial luminosa en una sefial hormonal. En el segundo caso, la

informacion luminica es recibida por la retina v transferida por via nerviosa
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hacia las células productoras, las cuales se encargan de la secrecion directa de
melatonina al sistema circulatorio, Debido a esto la biosintesis pineal de la
melatonina es variable a lo largo del ciclo de 24 horas, y su funcionamiento
responde a estimulos luminicos. Una de las principales funciones de esta

hormona en el ser humano es la de la induccion del suerio [28].

Esquema 1. Metabolismo del triptéfano,
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Diversas alteraciones v enfermedades han side relacionadas con esta
hormona. Se ha observado gue una disminucion de las variaciones circadianas
de M y su metabolito principal 6M, esta relacionada con la neuropatia
autonoma. La metabolizacidn de M ocurre fundamentalmente en el higado vy lo
hace por hidroxilacion formando 6M. Esta especie es conjugada con sulfato o
glucuronato y es excretada por orina [28],

Se ha determinado que la disminucion en la excrecion nocturna en orina
de 6BM esta correlacionada con niveles de concentracidn de M en plasma por
debajo de los niveles normales. Estos resultados son  interpretados
considerando que la cantidad excretada de 6M es una medida de la secrecidn
de M bajo condiciones de una disminucion de la funcion de serotonina. Es de
vital importancia su valoracidn por la relacién de estos compuestos con
desérdenes psiquiatricos [29].

Por otra parte a la 6M se le han atribuido diversas propiedades, como su
capacidad de proteger del estrés oxidativo inducido por cianuro en
homogenatos de cerebro de rata, y también las propiedades reductoras del Fe*
a Fe*?, el cual es una especie mas biocompatible y de esta manera protegeria de
la hepatotoxicidad producida por la acumulacion de Fe™ [30].

Como se ha mencionado anteriormente, es conocido el efecto de M y de
BEM como atrapadores de radicales libres y anticancerigenos; pero por otra
parte también existen estudios referidos a la incidencla en la aparicion de
tumores malignes por administracion nocturna de M sin interrupcion durante
un largo periodo. Mientras que con 6M se ha demostrado que puede causar
lesiones oxidativas en determinadas secuencias del ADN, pudiendo traducirse
&n una mutacion o cancer [31).

La determinacion de M y de BM en diversas matrices biologicas es un
gran desafio debido a la baja concentracion de los mismos. Para M la
metodologia mas aceptada y usual para su determinacion es mediante

radioinmunoanalisis (RIA), que es especifico y con el cual se han logrado
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obtener bajos limites de deteccidn en suero humano y en glindula pineal de
ratas [32].

En trabajos previos en nuestro laboratorio se ha desarrollado un método
fluorimétrico intensificado con hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPECD) para la
determinacion de M [33]. Se observd un incremento de la sefial fluorescente de
M del 200 % en presencia de HPECD, debido al cambio en las propiedades
luminiscentes del sustrato por la formacién de un complejo de inclusion. Se
alcanzd un limite de deteccidn de 0,37 ng/mL.

Otros autores, han descripto la determinacion de melatonina y sus
derivados usando reacciones guimioluminiscentes. Por ejemplo una reaccion
entre M y H;0; en acetonitrilo y un sistema de inyeccion en flujo con
permanganato de potasio y formaldehido alcanzando un limite de deteccion de
4,61 ng/mL [34].

Estos meétodos fluorescentes y quimioluminiscentes en general son
rapidos, sencillos, con amplios intervalos lineales y con bajos limites de
deteccidn. Muchos métodaos cromatograficos, como cromatografia gaseosa (CG)
acoplada a espectrometria de masas y cromatografia liguida de alta resolucion
{HPLC) han sido utilizados para determinar indolaminas. Las técnicas de HPLC
con diferentes técnicas de deteccion son mas utilizadas respecto a CG [35].

En estudios previos se concluyd que mediante HPLC con fase reversa con
deteccion fluorescente es posible cuantificar M en plasma, y con fase reversa
con interaccién idnica se puede cuantificar a M, 6M y otros compuestos
relacionados en glandula pineal de rata [36]. Esta técnica en conjunto con una
derivatizacion fluorescente precolumna de M o postcolumn para M y BHM han

sido desarrolladas para sus determinaciones en diversas matrices.
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3.2. Acidos hidroxicindmicos

Otro de los sustratos empleados en esta tesis es el dcido cafeico (AC),
acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico o dcido 3,4-dihidroxicindmico, que
pertenece a la familia de los &cidos hidroxicindmicos, grupo de compuestos
presentes en la pared celular vegetal, cuyos principales representantes son
los acidos ferdlico, p-cumérico, cafeico y sinapinico, de los cuales el ferdlicoy
p-cumarico son los de mayor abundancia en la naturaleza, Los acidos
hidroxicindmicos estan formados por un grupo hidroxifenilacrilico con un acido

carboxilico terminal (Figura 17).

peenmnicn
calmco
fardilico
QOCHY  sirapinco

rrxr B

Figura 17. Acidos hidroxicindmicos de mayor recurrencia en la naturaleza.

Por lo general este tipo de compuestos se encuentran esterificados en |a
pared celular vegetal, por lo tanto, poseen una baja solubilidad. Otra forma en
la que se encuentran presentes es como acideo clorogénico (éster glucosidico del
acido cafeico). Son solubles y se presentan en altas concentraciones en bebidas
como el café y el jugo de manzana y son benéficas para el organismo.

Existe un grupo de enzimas secretadas por bacterias y hongos capaces de
hidrolizar el enlace éster de los polisacdridos o del acido clorogénico. Este grupo
de enzimas se denomina cinamoil esterasas, cuyos principales representantes

son la feruloil esterasa y la acido clorogénico hidrolasa [37].
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En general los dcidos hidroxicindmicos son agentes antioxidantes y por
ello se ha descripto su rol en la prevencion del cincer de estomago [38]. Por
otro lado, se han llevade a cabo intentos de introducir por ingenieria genética
genes que codifiguen cinamaoil esterasas en cepas de bacterias (para su
utilizacién como probidtico), a fin de aumentar la cantidad de antioxidantes en
el plasma por la accion de estas bacterias,

El AC (Figura 18) es un compuesto orgdnico que es clasificade como
un acido hidroxicindmico, Este solido amarillo contiene grupos funcionales
fendlico y acrilico. Algunas propiedades quimicas a tener en cuenta son su

acidez (pKa 4,62 a 25 *C) y su solubilidad en agua (54,1 g/L en agua a 25 *C).

HO

HOY

Figura 18. Estructura del AC.

El AC se encuentra en todas las plantas debido a que es un intermediario
clave en la biosintesis de |a lignina, una de las principales fuentes de biomasa.
Puede encontrarse en la corteza de Eucolyptus globulus [39] también en el
helecho de agua dulce Salvini molesta [40] o en el hongo Phellinus linteus [41).

El AC es uno de los principales fenoles naturales en el aceite de Argan
[42], el cual no esta relacionado con la cafeina y es biosintetizado mediante
la hidroxilacion del cumaroil éster del éster quinico. Esta hidroxilacion produce
el éster cafeico del acido shikimico, el cual se convierte a acido clorogénico. Es el
precursor del acido ferdlico, alcohol coniferilico, y alcohel sinapilico, todos ellos
pilares significativos en la lignina [43]. La transformacion a acido ferulico es

catalizada por la enzima acido cafeico-o-metiltransferasa.
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En las plantas, el acido cafeico (Figura 19 centro) es formado a partir del
acido 4-hidroxicinamico (Figura 19 izquierda) y es transformado a dcido ferdlico
(Figura 19 derecha). La cafeato o-metiltransferasa es la enzima responsable de

la transformacion del dcido cafeico en acido ferdlico.

CouH GH 0 H

Figura 19. Metabelismo del acido cafeico en las plantas.

El AC tiene una variedad de efectos farmacoldgicos potenciales en
estudios in vitro v en modelos animales, pero no han sido demostrados efectos
clinicos en humanos. Es un antioxidante in witro y también in vivo. También
muestra actividad inmunomodulatoria v antiinflamatoria [44].

El AC superd a los otros antioxidantes, reduciendo la produccion
de aflatoxinas en mas del 95 por ciento, Estos estudios son los primeros en
mostrar gue el estrés oxidativo gue de otra manera habria provocado o
mejorado la produccion de aflatoxinas del Aspergillus flovus, puede ser
obstaculizado por el AC. Esto abre la puerta para utilizar métodos fungicidas
naturales mediante el suplemento de arboles con antioxidantes.

Estudios de la carcinogenicidad del acido cafeico tienen resultados
mixtos. Algunos han mostrade que inhibe la carcinogénesis, y otros
experimentos muestran efectos carcinogénicos [45], La administracion oral de
altas dosis de dcido cafeico en ratas ha causado papilomas estomacales [45). En
el mismo estudio, altas dosis de antioxidantes combinados, incluyendo al dcido

cafeico, mostraron una disminucidn significativa en el crecimiento de tumores
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de colon en esas mismas ratas. Ningin efecto significativo fue notado aparte de
eso, El AC estd reportado en algunas Hojas de Datos de Riesgo como
carcindgeno potencial, tal como ha sido mencionade por la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) carcindgeno del Grupoc 2B,
"posiblemente carcindgeno para los humanos”. Datos mas recientes muestran
que las bacterias en los intestinos de ratas pueden alterar la formacion de
metabolitos del acido cafeico [46] [47]. No ha habido efectos nocivos conocidos
del acido cafeico en humanos. El AC puede ser el ingrediente activo en el
cafenol, un revelador fotogrdfico para blanco y negro artesanal hecho a partir
de café instantaneo. La quimica del revelado es similar a la del catecol o el
pirogallol.

Por otro lado se ha estudiado el efecto que tiene el AC, fuerte
antioxidante, sobre el estrés oxidativo vy algunos tipos de cancer generados en

ratas por paraquat (metilvicldgeno, PQ) [47] [[48].

3.3. Benzoimidazoles y bipiridinas

En esta tesis también se emplearon como sustratos de interés ambiental
el benomilo (o benomyl, BY) vy el PO gque pertenecen a la familia de los
benzoimidazoles ¥y a las bipiridinas, respectivamente. A continuacion se

describen algunas caracteristicas relevantes de estos compuestos.

3.3.1. Benzoimidazoles

Los benzimidazoles (Figura 20) son hidrocarburos aromaticos vy
heterociclicos, caracterizados por la fusion de benceno e Imidazol. Se ha
empleado como esqueletos de carbono para los MN-carbenos heterociclicos,
utilizados generalmente como ligandos para complejos con los metales de
transicion. La mayoria de los benzoimidazoles son ampliamente empleados
como drogas veterinarias para la prevencion y tratamiento de infecciones

parasitarias.
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Figura 20. Estructura del benzoimidazol.

El BY (Figura 21) es un plaguicida que posee actividad acaricida (grupo de
los carbamatos); fungicida sistémico {grupo de los benzimidazoles; grupo de los
benzimidazolilcarbamatos) vy nematicida (grupo de los carbamatos). Puede
interferir en el metabolismo de las hormonas v su uso ha sido restringido en

Suecia por razones de salud v ambientales [49].

Figura 21. Estructura del benomilo,

Presenta en su estructura un sistema de benzoimidazol. Otros ejemplos
de benzoimidazoles usados en la agronomia son el carbendazol y el tiabendazol
usado durante el transporte y almacenamiente de frutas para su proteccidn
[50].
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3.3.2 Bipiridinas

El 2,2 "-bipiridina es un compuesto quimico de formula (CsH;M}.. Es uno
de los posibles dimeros de piridina , comunmente abreviado bigi. Es un ligante
bidentado que forma complejos con muchos metales de transicion., Los
complejos de rutenio y platino con el bipi aglutinante son fuertemente
luminiscentes, y tienen algunas aplicaciones practicas. A temperatura ambiente
aparece como un solido incoloro, v posee ligero olor caracteristico. Es un
compuesto toxico.,

La 4 4'-Bipiridina (4,4'-bipi) es uno de los isdémeros bipiridina utilizado
principalmente como el precursor de cation N,N'-dimetil-4,4'-bipiridinio

[(CsHaNCH3)o]* ', que es el PQ (Figura 22).

H4C -—H‘\ / \ / N*——CH,

Figura 22. Estructura molecular del paraguat.

Las personas expuestas o contaminadas con PQ, con sospecha de
ingestion o absorcion, deben ser tratadas inmediatamente por un servicio
meédico de urgencias. Los primeros auxilios deben de guardar las sigulentes
indicaciones:

= Aijslar al paciente de cualguier fuente de contacto con la sustancia.

* [Descontaminar lavando con grandes volimenes de agua y remover las
ropas del paciente,

# Evitar contaminacion secundaria por contacto.

» Estabilizar al paciente manteniéndolo bien ventilado.
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» La administracidn de oxigeno sin dosificar no es aconsejable, por tanto, el
cuidado prudente dicta que no debe administrase a personas que no
presentan sintomas de hipoxia. Solamente el personal médico
especializado es el indicado para decidir en cada caso especifico.

= Generalmente se indica |a dosis de oxigeno necesaria para mantener |a
presion de oxigeno alrededor de 60 mmHEg.

= Proporcionar el tratamiento conveniente cormo sea indicado.

« {Considerar la evacuacion a un hospital apropiado ya sea en helicoptero o
en ambulancia.

« En caso de contaminacion en los ojos, lavar la zona con una solucion

salina normal por lo menos durante 15 minutos.

A finales de la década de 1960 un programa gubernamental americano
generd polémica al permitir el rociado de campos de cultive de marihuana
ubicados en Sudamérica con PQ. Dado gque mucha de esta marihuana fue luego
fumada por norteamericanos, el programa “Marihuana Paraquat™ [51] genero
un intenso debate. Posiblemente en una tentativa de disuadir a quienes usaban
dicha sustancia, los representantes del programa advirtieron que era inseguro
fumarla debido a su origen, No obstante grupos de investigadores
independientes estudiaron el uso del herbicida determinando que “no se ha
demostrado dafiec pulmonar ni de otro tipo en usuarios de marihuana
contaminada con PQ", Por otra parte, en los lugares en donde se fumigd con
PQ, por ejemplo en unos pueblos en Colombia, durante mucho tiempo nacieron
nifios con deformidades por causa de este herbicida [52].

Por otro lado, al aplicarse PQ en los campos cae al suelo y es rapida y
fuertermente absorblde por las particulas de arcilla de la tierra impidiendo gue
sea asimilado por las plantas, las lombrices y los microorganismaos, en tanto que

el gue se sncuentra en agua estd fisica y guimicamente accesible para los
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microorganismos del lodo y plantas acuaticas. La vida media del PQ en agua
puede ir desde 13 horas a 23 semanas [53].

Los rayos ultravioletas y la luz solar en general descomponen el PQ a
productos menos téxicos, aunque si se encuentra adsorbido en las arcillas del
suelo estas moléculas se hacen mas resistentes a |la fotodescomposicion.
Estudios recientes sobre un suelo arenoso fumigado en la superficie con PQ,
indicaron que no se observa degradacidn de dicho compuesto, incluso luego de

dos afos de exposicion a la luz natural [53].
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Capitulo 1l

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
MACROCICLOS: TIACALIXARENOS,
CALIXARENOS Y DERIVADOS



1. Introduccion

En estos anos, ha crecido el interés en la sintesis y el estudio de las
propiedades fisicas v quimicas de compuestos macrociclicos conteniendo
cavidades. Estos participan en lo gue se conoce como quimica “sustrato-
receptor” dentro de los sistemas organizados o supramoleculares, por su
capacidad de formar complejos de inclusion con dtomos, lones e incluso
pequefias moléculas. La presencia de moléculas con cavidades o poros de
tamano definido le confieren selectividad a estos sistemas ademas de modificar
la sensibilidad de las técnicas espectroscopicas con que se estudian los procesos
de acomplejamiento [1].

Los receptores macrociclicos presentan mavyor rigidez respecto de sus
analogos aciclicos. Esta diferencia es la que contribuye a la formacion de
complejos  termodinamicamente mas estables debido a su  mayor
prearganizacion y por lo tante a que los cambios conformacionales gue
presentan durante el acomplejamiento sean menores. 5 bien la formacian de
complejos con receptores macrociclicos tiene un consumo energatico menaor
que el proceso con los analogos aciclicos, |a sintesis y posterior obtencion de un
sistema macrociclico tiene un costo energético mayor.

5e han desarrollado o mejorado diversas estrategias de sintesis con el
objeto de favorecer la ciclacion respecto a la principal reaccion con la gue
compite, la polimerizacion. La sintesis en alta dilucion es un claro ejemplo, en la
misma se mezclan simultdneamente pequefias cantidades de los reactivos a una
velocidad controlada v agitacion continua en un gran volumen de solvente [2].
Es esta condicion de baja concentracion de reactantes la gue favorece la
reaccidn intramolecular de cierre de anille o ciclacion frente a la polimerizacion

{Esquema 1).
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Esquema 1. Representacion de las reacciones gue compiten: macrociclacidn

intramoleculares y polimerizacion.

Una de las estrategias ampliamente usada en |a sintesis de macrociclos se
basa en el uso de un agente plantilla o molde cuya funcian es la de organizacion
de los atomos en un ensamblaje especifico favoreciendo |la union entre los
mismos con una relacion espacial, topologia y/o geometria que se mantiene en
la estructura de la macromolécula final formada. Este efecto se denomina
template o molde [2], ¥ se lo puede clasificar como: termodinamico y cinético.
En el termodinamico el compuestoe template interacciona con la mezcla en
equilibrio de los productos que se formaron en una reaccidn, sin intervencion
del template, y desplaza el equilibrio hacia la formacién del producto con el gue
tiene mayor complementariedad [3] [4]. En el efecto template cinético la
formacion del producto es irreversible y la reaccion es controlada
cinéticamente, el rol del template es aumentar la velocidad de formacion del
producto ciclico por estabilizacidn del intermediario que lleva a su formacién.
Como ejemplo, en la Figura 1 se muestra como se “acomoda’ la cadena
muolecular en torno al cation metalico gue en este caso actia como template

durante la sintesis [2].
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Figura 1. Efecto template cinético para la sintesis del [18]-corona-6.

El template en la sintesis de calixarenos catalizada por base es el cation
metédlico (metal alcalino o alcalino térreo). Por otro, lado se descubrié gue
controlande la proporcion de la base respecto a la del monomero tambien se

puede controlar el producto de la reaccion (Esquema 2) [5].

53



(m ket

L1

4f -

% de producto

L

] T T 1 | T T T T P
0.02 [N #.1 . 0.t 0.7
Conceniracion de la base | M

Esquema 2. Efecto de la concentracion de la base en la formacion de p-tert-
butilcalix[4]arenao.

La rama de la guimica en la que estos macrociclos han sido empleados
fundamentalmente es la guimica de los enlaces no-covalentes o quimica
supramelecular [2]. En estos sistemas se establecen interacciones por cambios
de polaridad, enlaces puente de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y
electrostdticas, como idn-idn o ion dipolo. Son esas interacciones los principales
factores determinantes de los cambios fisicos y quimicos que presentan los
sustratos con los que interactian. La Figura 2 muestra como el tratamiento del
p-tert-butilcalix[8]areno puenteado en las posiciones 1, 5 con carbonatos de
metales alcalinos produce sales en las cuales el cation incluido actua como
template conformacional. Este induce el plegamiento del esqueleto del
calixareno en una conformacion en la cual las triadas de hidroxilos contiguos del
anillo adoptan la conformacién de cono donde todos ellos convergen hacia el
mismo centro, el cation metalico, estabilizandose mediante interacciones

cation-dipole [6).
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Figura 2. Conformacidn que adopta el p-tert-butilcalix[8]areno puenteado en las

pasiciones 1,5 en presencia de Cs'.

Los CA son meta-ciclofanos, formados por n unidades de fenol p-
sustituido las cuales estan unidas por puentes metileno (uniones puentes
alifaticos). Espacialmente, adoptan forma de canasta de basket. La sintesis de
estos compuestos es simple v dada su versatil funcionalizacion, el nimero de
compuestos macrociclicos crecid considerablemente desde 1970 hasta la fecha.
Ademas, se han descubierto numerosos compuestos macrociclicos de origen
natural. No fue hasta 1980 que se publicd la reproducibilidad en el proceso y la
asignacion estructural inequivoca por el guimico Gutsche quien les dio el
nombre de calixarenc (derivado del vocablo griego calix: copa, v areno para
indicar |la incorporacion de unidades aromaticas) [4].

Los CA (Figura 2) son los macrociclos que se obtienen mediante la
condensacidn, catalizada por bases y/o dcidos de fenoles para-sustituidos vy
formaldehido. En estas moléculas se distinguen dos regiones: un aro de
abertura pequena, donde se situan los oxigenos de los fenoles, v un aro de
mayor dimension ocupado por los sustituyentes en las posiciones parg con
respecto al hidroxilo del nocleo aromatico. Por el arreglo en canasta de estos

compuestos es que es posible funcionalizarlos en ambas caras de la estructura,
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de forma regio y estereo controlada, para asi organizar y orientar el espacio del

sitio de inclusién de manera de incrementar la selectividad por el sustrato [7].

OH ©OH pn LHO b

Figura 2. Estructura de p-tert-butilcalix[n]areno.

2. Objetivos

2.1, General

Adquirir destreza en las metodologias de sintesis, purificacion vy

caracterizacion de calixarenos.

2.2, Objetivos especificos

= Sintetizar parg-tert-butiltiacalix[4]areno (TCA4).

» Sintetizar dcidos para-alquil-calix[4]areno sulfonicos.

» Llevar a cabo la sustitucidn de los dcldos parg-alquil-calix[4]areno

sulfdnicos con alcanos de cadena de diferente longitud.

3. Materiales y métodos

3.1. Reactivos

tert-butilfencl (Aldrich)
Azrufre molecular (Merck)
NaOH (1. T. Baker)
Tetraetilenglicol dimetil éter

Difeniléter (Sintorgan)
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. Tolueno (Cicarelli)
. H,50, {Cicarelli)
o N: i

. Formaldehido

. Acetonitrilo

. Bromuro de hexilo
- Bromuro de decilo
" lodura de propilo
. Acido acético

. Acetato de etilo
. Hexano

. Clarofarmo

Se verificd la pureza de todas las drogas vy solventes mediante controles

por UV-Visible, previamente todas las sustancias solidas fueron controladas

midiendo su punto de fusion.

3.2, Instrumentos

]

Plancha de agitacién
El-nA%

NMR 400 MHz

IR

ESI-M5-000

ESl micrOTOF-O

Espectrofotdomero UV-2101PC
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3. 3. Metodologia

3.3.1. Sintesis de para-tert-butiltiacalix[4]areno

Siguiendo la siguiente reaccion (Figura 3) de un solo paso [8] se realizd

OH

NaQH, 230°C s
4 + §g - + 4H,8
MeO(CH,CH,0);Me

Bu' Bu'

Figura 3. Sintesis en un paso de p-tert-butiltiacalix[4)areno.

la sintesis mediante catalisis basica a partir de 4-tert-butilfenol (masa =50 g) v
azufre molecular (masa = 13 g) en presencia de hidréxido de sodio (masa=4 g}y
tetraetilenglicol dimetil éter (tetraglime) 13 mL La mezcla se calentd para
favorecer la eliminacidn de agua manteniendo la temperatura a 230 °C durante
6 horas. Durante el calentamiento, la mezcla adquirid una apariencia
homogénea, rojiza y viscosa y luego |la consistencia viscosa incrementd de
manera progresiva hasta que repentinamente se origind un solido gomoso. Se
dejd enfriar el solido y posteriormente se le agrego una mezcla de solventes
conteniendo: 25 mL de tolueno y 100 mL de dietileter que disolvio el salido vy
con el agregado posterior de 100 mlL de acido sulfdrico 4 M se formo una
suspension. El producto formade se recolectd filtrande al vacio para
posteriormente purificarlo por recristalizacion en cloroferme y secando al vacio

(100 *C durante 4 horas). {Rendimiento de la reaccion: 54 %).
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3.3.2. Sintesis del para-tert-butilcalix[4]areno, sulfonacién y sustitucion

Sintesis del para-tert-butilcalix[4]areno [§]

El macrociclo p-tert-butilcalix|4lareno  se  sintetizd  mediante la
condensacion entre 4-tert-butilfencl y formaldehido catalizada por base (Figura
4). Esta sintesis se realizo considerando los efectos de diversos factores que
afectan la distribucién de los productos en la sintesis de los
p-tert-butilcalix[n]arenos, como de la naturaleza del fenol, de la base yfo del
solvente.

5e |levo a cabo la reaccion de sintesis en un solo paso [3], a partir de 4-
tert-butilfenal porgue el grupo sustituyente alquilico impide que una unidad de
formaldehido reaccione con el atomo de carbono de la posicion paro respecto al
grupo hidroxilo y, en consecuencia, se generan productos poliméricos con
hidréxido de sodio como catalizador y como template para la obtencién del
tetramero y 1,1 -oxidibenceno (Ph,0) coma solvente de reaccidn. La mezcla se
calentd para favorecer la eliminacion de agua manteniendo la temperatura a
250 °*C. La reaccion compite con la formacion del producto cinético
p-tert-butilcalix[B]areno [4], la obtencidn de uno u otro compuesto macrociclico
depende del solvente usado, por ejemplo, empleando o-xileno (punto de
ebullicion: 144.5 °C [9]). En consecuencia, en la sintesis realizada se utilizd NaOH
v Ph;0, solvente de punto de ebullicidn alte (257,9 °C [9]), que permite obtener
p-tert-butilcalix[4]areno, el producto termodinamico.

En relacién a la concentracion de la base, se mantuvo la relacion del 2 %
de hidroxido de sodio respecto a la concentracion de 4-tert-butilfenol para

favorecer la formacion del tetrdmero, (Rendimiento de la reaccion 32%)

[8] Las sctividades expesimentales descriptas en esta seccidn 4e realisarsn bajo la arsentacidn del Dr, Marcko
Lazzaromo en los laboratorias del Departamento de Quimica Orgdnica, Instiuto do Cleimica, Universidade Federal
da Rio Grande e Sul, Porto Abegre, Rea Grarde do Sul, Brasil. Esta misadn de trabajo se dasarralid en el manoo del
Programa de Cantros Asaciados de Posgrado Brasilffrganting (CAPES SPLE CAPG-BA 025/05, 2627709705}
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a WElH
L L
+ —_—
Prol s
OH OH 04

Figura 4. Sintesis en un paso del p-tert-buticalix[4]areno.

Reaccion de sulfonacion en un paso

Con el producto de la reaccidn anterior se procedid a sustituir los grupos
tert-butilo con grupos sulfonato [10], esta funcionalizacian le confiere, a estos
compuestos, mayor solubilidad en agua.

La sintesis se realizé como se detalla en la Figura 5, en un matraz
equipado con un condensador de reflujo y un agitador magnético. 5e colocaron
(5,00 £ 0,02) g p-tert-butilcalix[4]areno y se afadieron cuidadosamente, en
pequefias alicuotas y bajo agitacion, (20,00 + 0,01) mL de dcido sulfirico
concentrado (95 a 97 %, Merck). La suspension formada se callenta durante 4

horas a aproximadamente 80 "C. (Rendimiento 80 %)

304H
Hp3ly B6%
BOD°C
.-.—...-h..
4 Ha.
Hz
OH

Figura 5, Reaccion de sulfonacion en un paso.



Reacciones de alquilacion en un paso

Partiendo del producte de sulfonacion se procedid a sustituir los
hidroxilos con cadenas carbonadas de diferentes longitudes [3]. El
procedimiento que se llevd a cabo para la alquilacion (Figura 6 a, b v ¢) fue el
mismo en los 3 casos gue se presentan a continuacion, en baldn con sistema de
reflujo se colocd la masa del acido p-tert-calix[4]areno sulfonato (CA45) (2,00 £
0,02) g con exceso del halogenuro de alguile, NaOH 2 % respecto de |la masa de
CA4S y acetonitrilo como solvente. S5e mantuvo el sistema con agitacion a 50 °C
durante 24 h.

a)

MaliH

/EEJT\\
o sy
¥ ——
B04C
- 4 Hj
H;

(Rendimiento 90%:)

b)
50.H
( | g ) i N W W P
AN,
= oH —
(Rendimiento de la reaccion 83%)
c) -
ka0H SO0H
CH iGN
— )
G e B
« 24 s (I-f.
u =4

{Rendimiento de la reaccion 87%)
Figura 6. Reaccion de alguilacion en un paso con halogenuro de alguile

a) bromuro de hexilo, b) bromuro de decilo y ¢) loduro de propilo.
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A partir de mediciones espectroscopicas y cromatograficas gue se
detallan mds abajo, se confirmo la formacion de un sélo producto calixareno

alguilsustituido con alto grado de pureza en cada uno de los casos.

4. Resultados y discusién
Posteriormente a todos los productos obtenidos por sintesis se le
realizaron estudios de caracterizacion por las diferentes técnicas disponibles en

cada caso.

4.1. Caracterizacion de p-tert-butiltiacalix[4]areno

La caracterizacidn de los productos obtenidos en las distintas etapas de
sintesis v purificacion se realizo por espectrometria de masas con ionizacion
electronica (EI-MS) y con ionizacion por electronebulizacidn de baja resolucidn
(ESE-MS) y de alta resclucion (ESI-MS-HR). Otras técnicas utilizadas con el fin de
completar la caracterizacion fueron resonancia magnética nuclear de protones
(RMM - 'H), espectroscopias de absorcion infrarroja (IR) y ultravioleta visible
(UW-Visible) {Capitulo IV). En las siguientes secciones se detalla el andlisis y la

interpretacion de las sefales obtenidas mediante estas tecnicas,

Identificacién por punto de fusion

El punto de fusion determinado experimentalmente para TCA4 fue (323 -
329 *C) concordante con el valor de literatura (320322 °C) [11]. El wvalor alto
del puntoe de fusién es caracteristico de estos macrociclos. Se obtuvo

reproducibilidad para el producto de las dos sintesis de TCA4 realizadas.
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Caracterizacion por cromatografia en placa delgada (TLC).

En la Tabla 1 se muestran los resultados de las TLC para el producto de
las dos sintesis de TCA4 (P1 v P2), comparando los valores de las relaciones de
frente (R.F) se puede observar que se logro reproducibilidad y buen grado de

pureza.

Tabla 1. Relacién de frentes para las sintesis del TCA4,

R.F R.E

Cosolvente Producto TCA4 Testigo

P1 P2 p-tert-butilfenol

' EHEI,:hE:ann_-i:l 0,86 ﬂ,E_E- . 0,200

CHCly:hexano 4:6 0,96 096 0,075
Acetato de etilo:hexano 2:1 0,64 0,63 0,780

I - =
| Acetato de etilo:hexano 1:2 0,82 0,82 0,870

Caracterizacién por espectrometria de masas (M5)

La espectrometria de masas es una técnica de andlisis que permite la
medicion de iones derivados de moléculas. Permite analizar con gran precision
la presencia de diferentes elementos quimicos e isdtopos atdmicos, separando
los iones moleculares en funcién de su relacion masa/caga (m/z). Puede
utilizarse para identificar los diferentes elementos quimicos gue forman un
compuesto, o para determinar el contenido isotdpico de diferentes elementos
en un mismo compuesto. El espectrometro de masas mide relaciones
masa/carga de iones de un haz de material del compuesto vaporizado gue se
ioniza y el haz de iones produce un patrén especifico en el detector, que

permite analizar el compuesta [12].
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5e puede optar por diferentes fuentes de ionizacion para generar el ion

molecular como se detalla a continuacion,

Espectrometria de masas con ionizacion por impacto electronico (EI) [H]

Por esta técnica la muestra se encuentra en estado gaseoso vy la
ionizacidn es un haz de electrones de alta energia gue impacta en las moléculas
gaseosas de la muestra a alta velocidad. Del impacto se remueve un electron de
la molecula por lo que el i6n molecular es un idn radical (Esquema 3). Asi, el

grade de fragmentacion es elevade [13].

M+e S M "+2¢

Esquema 3. Generacion del ion molecular.

5e fijaron dos condiciones de temperatura diferentes con igual potencia
del haz de ionizacion a 70 eV, obteniéndose los siguientes resultados. En la
Figura 7 se muestra el espectro de masas correspondiente al producto P1, en el
cual la sefal de elevada intensidad corresponde al ion molecular mfz = 720.
También se observan sefales correspondientes a fragmentaciones gue

presentan compuestos organicos que contienen al dtomo de azufre [12] comao
por ejemplo m/fz = 44 correspondiente al [CS8]” I, mfz = 57 correspondiente a
[C{CH:)s]", m/fz = 663 corresponde al producto ciclado que ha perdido el radical

[C(CH3)a] .

[ JFacultzd de Clencias Qulmicas- UNC-Espactrdémeatro de Masas Finningan,

G
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Figura 7. Espectro de masas de TCA4 por ionizacion electronico (310 2C y 70 eV).

En la Figura & se muestra el espectro de masas para el producto
proveniente de la sintesis realizada por segunda vez [P2). También se observan
sefales correspondientes a fragmentaciones gque presentan compuestos
organicos que contienen al grupo terbutilo mfz = 57 correspondiente a

[CICH, )]
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Figura B. Espectro de masas de TCA4 por El (320 2C y 70 eV).

Los espectros evidencian la presencia del on molecular m/fz: 720

corroborando que se obtuvo el producto en ambas experiencias.

Espectroscopia de masas con ionizacién por electronebulizacién

La principal ventaja de esta técnica es que se generan iones moleculares
desde macromoléculas, ya que se fragmentan poco cuando se ionizan. En esta
clase de analisis es comdn encontrar al ién meolecular protonado ([M+H]" en el
modo positivo o [M-H] en el modo negativa) o el aducto del ion molecular con

por ejemplo Na ', K o NH," [14].

Por espectrometria de masas de ionizacion por electronebulizacion de baja
resolucion [2]
El producto proveniente de P1y P2, por ser insoluble en agua, se prepard

en soluciones etandlicas, medio en el que es muy poco soluble. Por esta técnica
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se logrd observar al [M+H]" pero en muy baja intensidad. En las figuras 9 a 12 se

muestran los espectros resultantes, en ellos se amplia la zona donde se observa

el ion molecular.

En la Figura 10 se muestra el segmento ampliado del intervalo donde

deberia salir el 1on molecular para la determinacidn en modo positivo de la

Figura 9. Se observd el idn 721,7 correspondiente al [M+H]" con una baja

intensidad,

LT
AT

] :ﬂMmi mﬁ.ﬁ s

Figura 9. l6n [M+H] en etanol HPLC.
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Figura 10. Ampliacion del rango en donde se ohserva al [M+H]™ z/m=721,6.

En la Figura 11 se muestra el espectro que resulta de la remocidn de un
H™ de la molécula pero no se logrd la cantidad suficiente del idn [M-H] con la

intensidad necesaria para ser observado en estas condiciones.

L R ]

i TLTE TE] (=) Tiasw % 76 (s 8 00 MRS
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|
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1 I""H' o
e ki

Figura 11. 16n [M -H] en etanol HPLC.
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En la Figura 12 se muestra el segmento ampliade del rango donde se

observa el ion [M-HJ.

Wl Tovvem © iwed miinl

Figura 12. Ion [M -1] m/z=719,3 en etanol HPLC.

(3] 15ID5A-SECYT-UNC-Espectrometro de masa triple cuadrupelo-Qo0.

http Swwow. unc.edu.arflmeestipacion/clendgaylecnnlopia/novedades-informacion-cyt/el-isidsa-afrece-

servicios-con-espectrametria -de-miatas

Espectroscopia de masas con ionizacidn por electronebulizacién de alta
resolucidn [T]

En este caso, se carga la molécula adicionando el catidn sodio (Na') a la
masa del compuesto [12]. En la Figura 13 v 14 se muestra el espectro que
resulta de la ionizacion mediante electronebulizacion del

p-tert-butiltiacalix|4]areno para P1y P2 respectivamente,
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Figura 13, Espectro ESI micrOTOF-Q del p-ter-butiltiacalix[4]areno P1.
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Figura 14, Espectro ES| micrOTOF-Q del p-tert-butiltiacalix[4]areno P2.

Por esta técnica se logro verifica la presencia del ion [M+Na]™ (743,22981)
para P1y P2 que se detecta adicionando la masa del ion Na' (22,9897) a la masa
de TCA4, La precision de esta técnica permite corroborar la obtencion del

producto deseado con una concordancia del 99,9999 %,

[¥] URIDAD DE MICROANALISIS ¥ METODOS FASICOS APLICADDS A LA QUIMICA ORGANICA, CONICET-
LIMYRAFOR- FCEM - LIBA. hittpedfaaiens umgmfior feen.uba an/fropal T.hto
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Caracterizacion por espectroscopia de resonancia magnética nuclear [¥]

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica
empleada principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares, aungue
también se puede emplear con fines cuantitatives y en estudios cinéticos y
termodinamicos.

Algunos nacleos atomicos sometidos a un campo magnético externo
absorben radiacion electromagnética en la region de las frecuencias de radio o
radiofrecuencias. Como la frecuencia exacta de esta absorcidn depende del
entorno de estos nucleos, se puede emplear para determinar la estructura de la
molécula en donde se encuentran eéstos.

Para que se pueda emplear la técnica de RMN los nacleos deben tener un
momento magnético distinto de cero. Esta condicidn no la cumplen los ndcleos
con numero masico y numero atémico par (como el ¥C, **0, 5). Los ndcleos
mas importantes que se analizan en guimica organica por RMN son: 1H, HC, 31F',
“Fy N

En la Figura 15 se indican las posiciones de los protones y en la Figura 16
se presenta el espectro de RMN del TCA4, entre paréntesis se informan los
valores de literatura del TCA4 [8]. En el espectro de la Figura 16 se observan los
protones alifaticos a & ppm = 1,22 (1,22), la sefial de los H 3-5 a & ppm =7,60
[7.64) y la sefial de los hidroxilos & 6 ppm = 9,56 (9,60). La relacion de
integraciones de estas sefiales es 9:2:1. La senal observada a 7,22 es la del

cDCl;.

[¥] Instituto de invetigaciones en Fisico-Quimica de Cordoba-Facultad de Ciencias Quimicas-
UNC-MMB-Bruker 400MHz
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Figura 15. Estructura del TCA4.
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Figura 16. RMN del TCA4 en CDCl5,
En la Figura 17 se muestra la estructura del paro-tert-butilfencl unidad

monomérica en el TCA4 v en la Figura 18 el espectro RMN correspondiente. La

sefial de los hidrogenos aromaticos se observa |a sefial de los protones alifaticos
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a b ppm = 1,22, los hidrdgenos aromaticos como un doblete centrado en & ppm
= 6,48 v la sefial del hidroxilo se observan a & ppm = 9,56. La relacidén de

integraciones es 9:4:1. La sefal a & ppm = 7,22 corresponde al CDCls.

{ } Protones alifatcos
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Figura 17. p-tert-butilfenal
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Flgura 18. RMN del p-ter-butilfencl
Las diferente relacién de integraciones de los espectros de las Figuras 16

v 18 indica que se ha sintetizado el macrociclo.
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4.2, Caracterizacion del para-tert-butilcalix[4]areno y los productos de

sulfonacién y sustitucién.

Caracterizacién por espectroscopia infrarroja.

En las Figuras a continuacion se detallan las sefiales que se tuvieron en
cuenta para confirmar que se estaba llevando a cabo la reaccidn.

Los controles que se realizaron a medida que se generaba el producto era
por medio de espectroscopia infrarroja (IR}, lo que se busco principalmente fue
la aparicién y ausencia de sefiales para cada paso de funcionalizacion,

En la Figura 19 se muestra el espectro IR del CA4. Se visualiza la absorcidn
debida a |a vibraciones del enlace O-H (v = 3200 cm™'} teniendo en cuenta la
asociacion intramolecular, las sefiales de los C-H aromaticos (v =2950 r;m'ill y la
sefial C-H alifaticos (v = 2859 cm '1}. Para el control de la sintesis se compard el

IR del CA4 con los IR de los productos de sustitucién.
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Figura 19. Espectro de IR en KCl del CA4.
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En la Figura 20 se muestra el IR del producto de sulfonacion del CA4. Se
evidencia la ausencia de la sefial C-H de los grupos alifaticos. Se observa la
aparicién de sefial intensa del 50, (v =1300 - 1100 cm™) del grupo sulfonato

corroborando que se llevd a cabo la para sustitucidn del terbutilo,
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Figura 20. Espectro de IR en KCl del para-tert-sulfonatocalix[d]areno.

En las reacciones de alguilacion (Figuras 21 a v b) se observa la aparicidn

de la sefial de vibracién de C-H alifatico v = 2900 cm™* y desaparicion de la sefial
del grupo 50 (v =1300 - 1100 cm™) del producto de partida. A modo de

elemplo, se presentan los IR de los productos de sustitucidon con bromuro de
decilo y bromuro de hexilo,
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5. Conclusiones

En esta parte del trabajo de tesis se adquirio destreza en la sintesis de
sistemas macrociclicos v se amplié el conocimiento de técnicas v uso de
instrumental espectroscopico para la caracterizacion de los compuestos
sintetizados.

En la sintesis del TCA4 se alcanzd buen rendimiento (53%) v por
espectroscopia de masas [(ESI-MS y ESI-MS-HR) v RMN-H se corrobord la
formacion del compuesto,

En la sintesis de calixarenos sulfonados y calixarenos sulfonados
alquilados se confirmd la formacion de un solo producto con buen grado de

pureza a partir de TLC y espectroscopia IR.
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Capitulo IV

EFECTO DEL METAL ALCALINO EN LAS
CONSTANTES DE DISOCIACION
ACIDO-BASE DE CALIXARENOS Y
TIACALIXARENOS



1. Introduccion

Las calixarenos (CA) por ser oligémeros ciclicos son receptores u
hospedantes mas adecuados para moléculas neutras y especies idnicas con las
gue pueden llevar a cabo interaccliones hidrofdbicas, n—=, cation-m v puentes
de hidrogeno principalmente a través de los grupos hidroxilos del anillo inferior
[1].

La reactividad quimica de lo calixarenos tiene gran dependencia con la
geometria conformacional gue adoptan, flexibilidad, dimensiones de la cavidad
y selectividad, en esto tienen un rol principal los grupos hidroxilos. En las
interacciones de complejamiento huésped-receptor los datos de pKa de los
calixarenos permitirian establecer si las fuerzas que prevalecen son
electrostaticas, por ejemplo par idnico; o dipolares, por ejemplo puentes de
hidrogeno [2].

Las reacciones acido-base de Brénsted involucran la transferencia de un
protdn H® desde un dcido protico a un par de electrones de una base, y
comunmente no se tiene en cuenta la identidad del contra i6n. En los
macrociclos |a asociacion con el contra i6n depende del tamafio de la cavidad, la
habilidad de los heteroatomos presentes en |a estructura de ceder los pares de
electrones no ligantes y de las interacciones metal-n, que tienden a estahilizar
las especies quimicas, afectando la energia libre total. Los equilibrios acido-base
tienen un importante rol en la conformacion de cono y la selectividad por el
huésped [2] [3).

Dada la baja solubilidad de estos compuestos tanto en medios acuosos
como en solventes orgdnicos [4] es que los comportamientos y caracteristicas
de los calixarenos no funcionalizados (Figura 1 a) o alquil sustituidos (Figura 1 b)

han sido poco estudiados.
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Figura 1. a) CA4 no funcionalizado y b) CA4 p-sulfonato

Los liguidos en estado puro que presentan asociaciones entre sus
maoléculas ya sea en mayor o menor extension se denominan disolventes
moleculares, son liguidos dieléctricos que presentan muy baja o nula
conductividad eléctrica debido a que tienen una debil auto-ionizacion de sus
moléculas [5].

Los disolventes moleculares inorganicos, que tienen como principal
representante al agua, pueden ser acide sulfdrico, fluorhidrico y nitrico, el
amoniaco, etc. En tanto gue los disolventes moleculares organicos mas
comunes son: alcoholes, cetonas, aminas, etc. La estructura del liguido
molecular tiene efecto sobre las propiedades como disolvente. La aparicidn de
posibilidades de desorden entre las moléculas del liguidoe que le confieren
fluidez lleva a la licuefaccidn, mientras gue la cohesion se da por interacciones
diversas entre moléculas vecinas como puentes de hidrogeno, para el caso de
los disolventes "protonadoes’ {agua, alcoholes, etc.) o asociacion por mediacion
de otros atomos capaces de formar ‘puentes’ (oxigeno, halégenos) en el caso de
los diferentes disolventes ‘apréticos' (del tipo de los halogenuros, oxidos
covalentes, etc.), las interacciones dipolo-dipolo e interacciones de van der
Waals, Debidos a estas asociaciones que sé presentan intermolecularmente en
el solvente, principalmente por puentes de hidrogeno, es gue constituyen

verdaderos polimeros de moléculas sencillas del disolvente.



En el caso del agua pura se considera que forma cumulos o 'clusters’ de
moleculas enlazadas tetraedricamente. Debido gue el ordenamiento lleva a la
formacion de una red tridimensional hace que el agua sea el disolvente mas
estructurado. Para otros disolventes protonados como los alcoholes, en los
cuales los enlaces puente de hidrdgeno generan asociaciones intermoleculares,
se generan cadenas y la organizacion no es tan pronunciada como en el agua.

La mezcla de un disolvente estructurade con otro produce
modificaciones estructurales, mas evidentes si se trata de mezclas
hidro-organicas como es el caso de agua con algun alcohol. A medida que se
agrega al agua cantidades crecientes del alcohol, las moléculas de alcohol se
incorporan a la red del agua generando mayor 'organizacion'. Pero cuando la
proporcion de alcohol supera a la del agua el efecto es mas ‘desorganizador’,
prevaleciendo |a red de asociacion del disolvente que se haya en mayor
proporcion [6] [7].

51 se busca explorar reacciones quimicas en el seno de un disolvente es
preciso que las sustancias a estudiar, reactivos, se disuelvan. Para esto es
necesario que el solute, sea como molécula o iones, se disperse entre las
moléculas del disolvente generando varios fenomenos de interaccion entre las
moléculas del soluto y las del disolvente denominados 'fenomeno de
solvatacidn' [5].

Las caracteristicas del soluto, i6nico o molecular, generan 'especies
solvatadas’ diferentes. Esta nueva entidad, particuia de soluto rodeada de
maoléculas del disolvente, se estabiliza mediante interacciones de diferente
naturaleza vy fuerza. Las fuerzas pueden ser de varios tipos: fuerzas de van der
Waals, interacciones electrostaticas ion-dipolo o dipolo-dipolo (dependiendo si
la especie solvatada es un i6n o una molécula polar y el disolvente es dipolar).

Para los aniones en disolventes dipolares (agua, alcoholes, etc.) las

interacciones que predominan son electrostaticas con el extremo positivo de las
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moléculas del disolvente mdas cercanas. La fuerza de solvatacion crece
inversamente al tamafio del anién [5].

En la solvatacion de cationes, por los mismos disolventes dipolares, es el
extremo negativo de las moléculas mds cercanas que interacciona
electrostaticamente. En estos casos la fuerza de la solvatacién crece con la
presencia de atomos con electrones libres, oxigeno por ejemplo, si la carga
negativa esta bien localizada.

En mezclas de dos solventes que poseen propiedades acido-base muy
parecidas, presentan una transferencia de iénes H' en la cual pueden intervenir
simultdneamente las moléculas de ambos componentes, tanto para ceder iones

H' comao para fijarlos y solvatarlos [7].

En este trabajo de tesis se utilizd una mezcla de alcohol etilico con agua.
Los solventes puros pueden representarse mediante los siguientes equilibrios

de el Esquema 1.

<3 H20= HJD-' + HO pl~14

2 GiHsOH === GH:OH," + CpHsO' PR~ 17

Esquema 1. Equilibrios del agua y del etanol puros.

El Esguema 1 muestra las especies ionicas que coexisten en los
respectivos solventes puros. En una mezcla donde predomina el etanol respecto
al agua se esperaria que sean los equilibrios que se detallan en el Esquema 2 los
que generan las especies ionicas presentes. Esto significa que la constante de

autoprotdlisis de este disolvente difiera del conocido K, =10"a 259 C
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2 HLO=—= H0" + HO'  pK~M4

2 CHOH = CH:OH,' + CH O P&~ 9

CHsOH + H,0 =—— C;HsOH;" + HO' 14 <pK <19

Esquema 2. Equilibrios presentes en una mezcla etanol-agua.

Como antecedente, al estudio realizado en esta tesis, puede mencionarse
que se observd una disminucion de los pKa de los p-sulfonatocalix[njarenos (n=
4, 6, 8) con el aumento de la concentracidn de NaCl lo que evidencia el efecto
del cation sobre la disociacién del protén fendlico de estos receptores [8].
Debido a la formacion de los complejos con el catibn se establece que Ia
dependencia del pKa con la concentracion del electrolito es causada por el
cambio del coeficiente de actividad de estos compuestos antes y después de |a
etapa de deprotonacion. También se mostré que las unidades de para-
sulfonatofencl o para-sulfonatofenoxido de los calixarenos interactuan
independientemente con las atmdosferas indnicas formadas alrededor de las

unidades fenolicas [9].
2. Objetivos

2.1. General
Estudiar la influencia de los distintos contraiones (Li°, Na’ y K') sobre las

constantes de disociacion acido-base de los calixarenos.

2.1. Objetivos especificos
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» Determinar los valores de pKa del p-tert-butiltiacalix[4]arene,
p-tert-hutilcalix[4]areno y p-tert-butilcalix[6]areno.

# Determinar el efecto del contra ion sobre el valor del pKa.

+ Establecer la identidad de las interacclones que conducen a la formacion del

complejo macrocilo-cation.

3. Materiales y métodos
3.1. Reactivos
Todos los reactivos que se utilizaron fueron grado analitico
. KPO,H;(Cicarelli)
. Na; PO,H (Merck)
. NaCl [Merck)
. KCl (Anedra)
n NaOH (1.T. Baker}
- KOH (Merck )
. LiOH (Taurus)
. Biftalato de potasio (Anedra)
. Na;B,0;.10H,0{Merck}

. Agua MO

L] Cloroformao (Cicarelli)

. Diclometano (Sintorgan)

L Etanol grado HPLC [Sintorgan)

. HCl 36,5-38% (Cicarelli y Anedra)
. p-tert-butiltiacalix[4]areno (sintetizado)
. p-tert-butil-calix[4]areno vy  p-tert-butil-calix[6]areno  (Aldrich

Chemica Company, Inc)



La calidad de los solventes fue controlada por espectrofotometria y la
pureza de los calixarenos fue controlada por diferentes técnicas detalladas en el
Capitula 1.

Soluciones

Soluciones buffer: se prepararon tres buffers estandar con los que se
calibraba el electrodo pH=4,008, pH=6,994 v pH=9,156 [10].

Soluciones madre de calixarenos: Fara todas las soluciones de p-tert-

butiltiacalix[4]areno (PM = 720,10 g) y p-tert-butilcalix[6]arens (PM = 973,40) se

procedio de igual forma, se tomaron masas de aproximadamente (00,0100 +
0,0002) g v se las disolvid en cloroformo llevando a un volumen final de (5,00 +
0,02) mL. La concentracion final para ambos calixarenos fue [0,5-6] pM.

Para el p-tert-butil-calix[4]arenc (PM = 648,94) se procedio de igual
manera, pero usando como disolvente diclorometano.

Todas las soluciones de calixareno se mantenian en heladera y protegidos
de la luz.

solucién madre de hidroxido de sodio: inicialmente (4,002£0,002) g de

NaOH fueron disueltos en 250,00 ml de etanol, se centrifugd v la concentracion
de solucion obtenida fue determinada potenciométricamente titulando con
biftalato acido de potasio. Solucidn madre de MaOH {0,37+£0,01) M. A partir de
Ia solucion madre se realizaron diluciones siguiendo el mismo procedimiento
para determinar las concentraciones: (3,0+0,1) x107° M v (2,940,1) x107 M de
NaOH.

Solucion madre de hidroxido de potasio: (3,003+0,002) g de KOH fueron

disueltos en 250,00 mL de etanol, se centrifugo y la concentracidn de |a solucion
obtenida fue determinada potenciométricamente titulando con biftalato acido
de potasio. Solucion madre de KOH (17,620,4) = 10° M. A partir de la solucion
madre se preparé una dilucion y las concentracion se determing siguiendo el

mismo procedimiento; (2,50+0,04) x10™ M de KOH.
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Solucion Madre de hidroxido de litio: (2,753240,002) g de LIOH fueron
disueltos en 250,00 mL de etanol, se centrifugd y la concentracion de solucidn
obtenida fue determinada potenciométricamente titulande con hiftalato acido
de potasio. Solucion madre de LIOH (0,4610,01) M. A partir de la solucién madre
se prepard una dilucidn vy las concentracion se determind siguiendo el mismo
procedimiento: (5,00£0,04) x107° M de LIOH.

Soluciones madre de HCl: Se tomaron (7,440,2) mL de HCI 36,5-38,0 % y se

los llevaron a 250,00 ml con etanol. La concentracion se determind
potenciométricamente titulando con Na;B,0:.10H;0. Con la solucién madre de
HCI {0,34+0,01) M se prepararon otras dos soluciones a las gue se les determing
la concentracién de Igual manera que a la solucidn madre: (3,0440,03) x 10 M

de HCl y (3,02+0,03) x 10 ¥ M de HCL.

3.2. Instrumentos
= Bafio térmico (Haake y Thermo Orion)
« Plancha de agitacion (Ceramag Midi)
o Electrodo de vidrio, calomel saturado({Orion ROSS)
o pH-metro (ORION Modelo 7204 y 520 A)
o Espectrofotémero UV-2101PC (Shimadau)
o Espectrofotomero UV-1800 (Shimadzu)

3.3. Métodologia
En este trabajo las determinaciones de los pKa se llevaron a cabo por dos
métodos:
- potenciométrico
- espectrofotomeétrico
Tanto el sistema de medicién potenciométrice como el

expectrofotométrico fueron termostatizados a (25,0 £0,1) °C.



Método potenciométrico

Para llevar a cabo las titulaciones potenciometricas se realizaron lecturas
de pH en el medio de trabajo (etanoliagua), de manera tal que el medio sea lo
suficientemente acuoso para gue la respuesta del electrodo sea dinamica y no
se precipite el calikareno.

Durante la titulacion potenciométrica se observo deriva tanto por parte
de los equilibrios a nivel de la membrana del electrodo (organico:acuoso) coma
inestabilidades en la red eléctrica que retardaban la respuesta lo que se

soluciond conectando el pH- metro a un estabilizador de tensidn.

Método espectrofotométrico
Para las determinaciones de los pKa por espectrofotometria UV-Visible se
examinaron los espectros de los calixarenos a diferentes pH y se seleccionaron

aguellas longitudes de onda de maximo cambio entre pH =2, 7 y 11.

Titulacion Potenciométrica

Dada la hidrofobicidad que presentan los calixarenos alguil sustituidos se
probaron distintas mezclas de solventes (etanol:agua) siendo la relacion optima
seleccionada 3:1 para que el medio de titulacion sea lo suficientemente
acuoso, logrando un pronto restablecimiento del equilibrio en el electrodo y
compatible con el calixareno haciéndolo mas estable en solucian.

Al finalizar cada titulacion se debio recuperar la membrana del electrodo
con HCI 0,1 M v agitando en sonicador unos minutos ya que la calibracion del
mismo no quedaba dentro del rango aceptado (92-102 %),

Por el cambio de partidas de etanol durante las titulaciones
potenciométricas se notd una varlacién en el pH de iniclo, si bien se llevaron a
cabo titulaciones en reversa para corroborar los valores de pKa observados se
resolvio acidificar hasta pH= 2 y repetir las experiencias desde esta condicidn

inicial.
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Determinacion de los coeficientes de absortvidad molar

Se utilizaron una cubeta de 1, 4 v 5 ¢cm de paso optico, paredes
enmascaradas y volumen reducido, logrando asl establecer el intervalo lineal o
de calibracidn para los receptores y sustratos a las longitudes de onda mas
adecuadas en cada caso. Debido las caracteristicas acido-base de algunos de
estos compuestos que se evidencian por los cambios espectroscopicos se
decidid fijar el pH a & para las determinaciones de estas constantes. Los valores

determinadas para cada compuesto se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Coeficientes de absortividad molar de receptores y sustratos.

Coeficiente de Absortividad Molar (£} M em " pH=6 y etanal-agua (3.1) a 25 °C

TC4 | £2550m= 13200 | £23p10m = 32000 | £3250m = 26400 | £ 380 m = 7000

AC | £ws5am = 27900 E 3150m = 3200 £ 3800 = 700

PO | Eosonn = 22600 | £301om = 1600 | Ea25om=400 | £3s0am =005

C4 | 0= 3700

Titulacién Espectrofotométrica

Para las titulaciones espectrofotométricas, debido a |a baja concentracion
de calixareno, y por lo tanto su baja absorbancia, se utilizaron una cubeta de 4 y
5 cm de paso optico, paredes enmascaradas y volumen reducido, logrando asi
que la absorbancia medida se encuentre dentro del rango establecido por

calibracidn.
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4. Resultados y discusidn

4.1. Cambio espectral con el pH
En las Figuras 2 v 3 se presentan los cambios en la absorbancia con el pH

para los macrociclos estudiados.

20— —
154
= L ——
S5 —— pH=2,033
= gl —— pH=13.122
< |—— pH=8,017
0.3 4
0.0

300

&
I

Figura 2. Variacion de la absorbancia de CA4 50 uM.

En la Figura 2 se muestran los cambios espectrales con el pH para el CA4,
observandose gue en medio basico se intensifica Ia absorbancia en el maximo a
290 nm y en el hombro a 315 nm, con una relacion de intensidad mayor que a
pH=8,017. 5¢ observa un corrimiento batocrdmico de ambas bandas de 20 nm
aproximadamente y una marcada disminucion en la diferencia de absorbancia

entre las mismas.
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Figura 3. Variacion de la absorbancia del a) CAE 2 pMy b) TCA4 8 uM con el pH.

En la Figura 3 a) se muestran las variaciones espectrales para el CAB con
el pH, se evidencia que en medio basico se intensifica la absorbancia en los
maximos a 285 nm y en el hoembro a 307 nm para las condiciones de pH= 7,57 y
13,34, con un aumento en la A > 80%. Del andlisis comparativo entre Iz sefial a

pH=1,6y |la generada a pH =7,57, donde |a intensidad disminuye marcadamente



con el aumento del pH, se puede observar ademas que con la acidificacién del
medio se produce aumento de absorbancia con forma de cola desde los 300 nm
hacia & mayores, este perfil disminuye marcadamente en intensidad con el
aumento del pH. Estos cambios con el aumento de la concentracidn de H' en el
medic podrian estar indicando la formacion de alguna especie de agregado
entre las moléculas del macrociclo.

Por otro lado la Figura 3 b) muestra las sefales UV-Visible del TCA4 en
tres condiciones de pH. Los espectros no muestran cambios tan marcados como
para CA4 y CAG6 con la acidificacion del medio, el mayor cambio en la
intensidad de absorcion se produce a A=301 nm.

La cola de absorcidn al acidificar que se observa para CAG no se genera
en el perfil de absorcion del CA4 ni del TCA4, esta diferencla se podria explicar
teniendo en cuenta la disminucion de |la solubilidad con el incremento de
unidades aromaticas en el macrociclo. Ademas si comparamos las sefales
generadas por el CA4 y TCA4, la sefal a 315 nm en el CA4 aumenta con el pH
indicando la formacidn del fenolato, esta variacion no se evidencia en el TCA4 lo
que india que el efecto auxocréomico del hidroxilo ionizado es mayor para el
Cad, La presencia del 4tomo de azufre tendria el efecto opuesto al del hidroxilo
por lo gue se observa la atenuacion del efecto auxocromico del grupo =<OH [11].

Se seleccionaron las longitudes de onda en donde se observaron los
mayores cambios de absorbancia con la variacion de pH, las mismas son

caracteristicas para cada receptor.
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4.2. Efecto del metal en la acidez de tiacalixarenos y calixarenos

En el esquema 3 se representan las caracteristicas polipréticas de los

tacalixarenos y calixarenos.

i
OH OHOH H

Esquema 3. Equilibrio acido-base de los macrociclos estudiados. X =CH,; 0 S5 y

posibles valores de n=1 hasta 6.
Titulacién Potenciométrica

A partir de las diferentes curvas de titulacion de pH obtenidas para los
receptores p-tert-butiltiacalix[4]areno (TCA4), p-tert-butilcalix[4]areno (CA4) y
p-tert-butilcalix[6]areno (CAB) de pH medido en funcidn de los mL de titulante
(LIOH, NaOH, KOH y HCI), se obtuvieron los diferentes valores de pKa, se
corroboraron por el método de la segunda derivada, en todas las curvas,

¥a gue en el punto final solo se encuentra presente una de las especies
gque participa en el equilibrio que se analiza, se considera que las
concentraciones de la especie protonada y deprotonada son iguales en el pH
correspondiente a la mitad del volumen al cual se observa al punte final, como

se indica en la Ecuacion 1.

V del punto final
2

= V correspondiente al pKa

Ecuacion 1. Determinacion de pkKa. Donde V a5 volumen del titulante.
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A modo de ejemplo a continuacion se presentan las curvas de titulacion
potenciométricas para cada macrocicle con cada una de |las bases seleccionadas.

Todas las experiencias se realizaron por triplicado.

A) Efectode Li *

En las Figuras 4, 5 v 6 se muestran de manera representativa una de las
curvas de titulacidn obtenidas para cada macrociclo. Se distingue claramente el
punto de inflexion a partir del cual se obtuve el valor del punto final de cada
titulacion y aplicando la Ecuacion 1 el correspondiente pKa indicado en los
graficos con una flecha.

14 4
12 4 -

10 4

(CAd)
L]

pH
[=1]

D00 00 ©008 008 012 015 018 02
mL de LiCIH

Figura 4. Titulacion potenciométrica de CA4 con LIOH, pKa observado 2,3.
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[i¥i] 0.1 D:.E 0.3 0.4 0.5
mi de LIOH

Figura 5. Titulacion potenciometrica de CAGE con LiIOH, los pKa observados 2,8 y
7.9,

o i o

[ TCA4)

pH

:‘_ | Iapearer oL - ¥ L] v L]

000 001 002 2 00F 2004 005 0.06
ml de LiCH

Figura 6. Titulacion potenciométrica de TCA4 con LiOH, se observan dos pKa 4,3
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B) Efecto de Na*

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran

las curvas de

correspondientes al efecto del Na' sobre los macrociclos.

Figura 7. Titulacion potenciométrica de CA4 con NaOH, pKa observado 2,4.

(CAB)

pH

004

12 o

1 i | bl L T n .
0,06 0,08 0.0 012 014

mL de MalH

Figura 8. Titulacion potenciométrica de CAG con NaOH, pKa observado 3,1.
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Figura 9. Titulacion potenciometrica de TCA4 con NaOH, pKa observado 5,0.

C) Efecto de K™

Las Figuras 10, 11 y 12 muestran las titulaciones con KOH para los

macrociclos estudiados.

L)

T ] L] I
0, 0 0,05 VR 0,18 020 0,25 0,30 035
ml de KOH

Flgura 10. Titulacién potenciométrica de CA4 con KOH, pKa observado 2.4,
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(CAB)

pH
[ |

L | T Ll ¥ L]

0,00 : D.EIT I 0L ) G.TZI'E- 004 0,05 0,05
mL de KOH

Figura 11. Titulacion potenciométricade CA6 con KOH, pKa observado 3,5.
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0,00 0.08 0,10 0,15 020 0,25 0,30
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Figura 12. Titulacion potenciométricade TCA4 con KOH, pKa observado 5,3.

Debido a los pequefios volumenes de las bases (LiOH, NaOH y KOH

aproximadamente 3,040,1 x 107 M) que producen el punto final, se hicieron

101



titulaciones con soluciones de hidrdxidos mas diluidas, pudiende confirmar el
valor de pKa obtenido,

De las determinaciones por titulaciones en ‘reversa’ usando HCl como
titulante se obtuvieron valores de pKa diferentes a los determinados con los
hidroxidos, lo gue corrobora el efecto del contraion. Los valores estan

informados en |la Tabla 2 (ver mas adelante).

Titulacion Espectrofotométrica

La experiencia se realizé midiendo la absorbancia UV-Visible de
soluciones con la misma concentracidn del macrociclo y ajustando el pH a varios
valores, en el intervalo de 2-13 de pH para cada una de las bases. las
determinaciones se hicieron por triplicado.

La Ecuacion 2 permite obtener los valores de pKa a partir de los cambios

observados en la absorbancia.

["ﬁ' Menar + A mayor X 1D{FH T FH:.]I
(10 (PH-pKaly 4 1

'A'FH =

Ecuacion 2. Dependencia de Ia absorbancia con el pH.

La Ecuacion 2 tiene en cuenta el equilibrio entre la especie protonada y la
especie deprotonada (Esquema 1) v |a absorbancia correspondiente a cada una
de ellas. El termino A, corresponde a la absorbancia medida a cada uno de los
valores de pH gue componen el intervalo entre dos planicies & menor y A
mayor, que son las absorbancias en los valores de pH extremaos en el intervalo

analizado asociados a una determinada especie acida o basica.
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Titulacién con NaOH

Las Figuras 13, 14 vy 15 corresponden a las titulaciones
espectrofotométricas (A vs pH) para los macrociclos estudiados. Las curvas
mostradas en estos graficos corresponden a las longitudes de onda para las
cuales los cambios en la absorbancia fueron mas significativos. Por ejemplo en
la Figura 14 se grafica la absorbancia a A = 294, 298 y 321 nm en funcion del pH
en el intervalo completo de pH estudiado para CAG. Este mismo procedimiento

se |levd a cabo con TCA4 y CA4.

1.44
: —#— 2589 nm|
1.2 &— TR Am
| l ¥ 3ZFnm
1,04
gﬂ,&- *l i i
- : -,
= 08 —_— : o S
S -
= 7 &
0,4 -
J ‘l".
0.2
0,0 =" r ¥ e =
2 4 ! a iQ 12

pH
Figura 13. Variacion de la absorbancia con el pH para CA4.

0,35 - = =
- —m— 234N |
004 N ®— 2080
” —&— 32 nm
0,25 - L
™
0,204 . =—" e
v E el L] .‘ L]
& R SN .
Ea 015+ il-.. iy _-"'l
& -'*h-. ’ - " ]
0,10 = A, g ™
< LR
0,05 - w3y
o "‘-‘ I . 1
]
0.00
-DBS ] T T T L] ¥ L]
0 2 4 B 8 id 12 14
pH

Figura 14, Variacion de la absorbancia con el pH para CAG.
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Figura 15. Variacion de la absorbancia con el pH para TCA4,

Intervalos parciales de pH fueron explorados con soluciones de
hidroxidos mas diluidas con el objetivo de obtener mayor cantidad de puntos
experimentales y por lo tanto mayor precision en la determinacion del pka, A
modo de ejemplo se muestra en la Figura 16 el intervalo de absorbancia en
funcion del pH, desde 6 a 10, obteniendo las curvas sigmoideas que permiten la

estimacion del pKa en dicho intervalo de pH.

415
014 4 g -
“n
412 4
i
11
]
= 0.10
1,08 - .
08 +—8
0.0 : ; ; .
= T B i i1+ "
e

Figura 16. Curva de absorbancia en funcion del pH en presencia de Na™ a

294 nm para el CA6. La curva de trazo continuo es generada por la Ecuacidn 2.
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Analisis similares fueron realizados a cada una de las longitudes de onda
elegidas en los intervalos de pH seleccionados.

Las experiencias con hidroxido de litio y potasio se realizaron v
procesaron de manera similar a las realizadas con hidrdxide de sodio para los

tres macrocilos.

En la Tabla 2 se muestran los resultados observados para todos los

macraciclos en presencia de cada caton metalico.
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Tabla 2. Valores de pKa obtenidos por métodos espectrofotomeétricos (E) y potenciométrios (P) de los macreciclos estudiades a 25 "C.{a)

TCAL CAB Cag
E I P £ P E P
lo
Li+ pkal 4,805 pKal 4B8x0.2 pkal 24+05 pkal 25+08 pkal 23 t08 pkal 23401
pkaz 77,6105 pKaz 74x0,2 pkaz 7,601 pkaz 4,1 + 0.3
pka3d 1218005
Ma+ pkal 51+005 pkal 29105 pkal 29:x01 pkal 28 % (0,3 pkal 241+0,01
pkal 7351008 pral B35+007 pKaz2 B83zx0,1
pkai 11,8+0.1
K+ pKal 59+0,2 pkal 28+0.2 pkKal 3491006 pkal 25103 pkal 2560008

pkaz B4+05

pKkaz 7,51+0,01

pkaz 7.610.2

pkaz 5802

pka3d 12,37+0,04

(@) Los valores corresponden a los promedios a distintas longitudes de onda de experiencias realizadas por triplicado.
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Se listan a continuacion los pKa observadas por titulacion reversa.

p-tert-butilcalix|6lareno (CA;) pKa =49+ 0,2
p-tert-butiltiacalix|d|areno (TCy) pKa = 4,2+ 0,6

p-tert-butilcalix[4]areno (CA,) pKa=3,9+ 0,3

5. Discusion

Estudios cristalograficos de calix|d]arenos y tiacalix|4]arenos que
coinciden con los resultados obtenidos mediante andlisis por modelado
computacional muestran gue la estructura mas estable que adoptan estas
maoléculas es la conformacion de cono.

Las diferentes conformaciones generan un efecto sobre las interacciones
que se pueden llevar a cabo por ejemplo entre los hidroxilos fenolicos. En una
conformacidn de cono la principal interaccion es por puentes de hidrogeno
intramoleculares [1].

En principio no existe una correlacion directa entre los valores de pKa
determinados vy los tamafos de los cationes alcalinos. La interaccion que se
estaria dando con cada uno de los cationes seria ende para Li'y Na', que por ser
muy poco polarizables y fuertemente electropositivos tienen la caracteristica
de ser mas "dcido” duro que K [12]. Por lo tanto Li' y Na' interactuarian por la
abertura de los hidroxilos fendlicos, en tanto que el K por ser mas polarizable
con un caracter de "acido” mas blando interactuaria por la abertura de mayor
tamafio o de farma exo. En el caso del Na', si bien también se comporta como
acido duro, la dureza es menor debido 2 que tienen radio idnico mayor respecto
al Li' haciéndolo mas polarizable.

Por otro lade, la unidn idnica entre el hidroxilo de la base y el cation del
metal alcalino es mas fuerte en el medio de trabajo (etanol: agua 3:1) que en
agua. Los valores de pKa determinados reflejan la estabilizacion de los

complejos que forman les macrociclos deprotonados con los cationes alcalinos
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estudiados. Esto se ve reflejado en los valores pKal para TCA4 v CAB que son
mas bajos en presencia de Li" y Na' que con K.

Este comportamiento se observa para la serie alcalina en presencia de
TCA4 y CAB pero no para el CA4. Para este dltimo macrociclo el efecto de las
diferentes formas de interaccién se refleja en el valor pKa2 determinado
espectrofotométricamente segun se detalla en la Tabla 2. La interaccion con K
en la primera deprotonacion estabiliza el aducto formado produciendo gue la

segunda constante de disociacion se produzca a un valor de pH mas elevado.

6. Conclusiones

En esta parte de la tesis se determind que los valores de pKa de los
macrociclos estan afectados por |13 interaccion con Li°, Na® y K°. Los valores de
pKa no evidencian una tendencia directa de interaccion considerando el tamafio
del catién metdlico en la serie Li*, Na" y K.

Los valores de pKal y pKa2 en presencia de Li* ¥ Na* son menores a los
observados en presencia de K', indicando una mejor interaccion de los iones
mads pequefios con |a cavidad del TCA4.

El valor de pKa2 en presencia de Li* es menor gue en presencia de K’
indicando una mayor interaccidn entre el K y el CA4 deprotonado, en tanto gue
para el pKal no muestran un efecto debido al cation,

El valor de pKa2 para CA6 en presencia de K' es menor que en presencia
de Na' y el pKa3 en presencia de K™ es mayor que en presencia de Na® indicando
la mayor estabilidad del CABG doblemente deprotonade con K,

La fuerza impulsora para la formacion de los complejos de los
macrociclos con Li' ¥y Na' es de naturaleza diferente a la gue tiene lugar en la
formaukcion del complejo macrociclo con K', dado que se complejaria por caras

opuestas,
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Capitulo V

ESTUDIO DE INTERACCIONES
SUPRAMOLECULARES







1. Introduccién

Muchos compuestos al asociarse con oftra molécula presentan
variaciones en sus propiedades fisicas y en la reactividad como por ejemplo en
la asociacion de huésped-receptor que genera una entidad supramolecular. La
técnica analitica con la que se observan estas variaciones depende de la
caracteristica afectada del compuesto o del receptor por efecto de la formacion
del complejo.

Los espectros de absorcion y emision de una molécula proveen
informacion importante respecto a la estructura, energética y dinamica de los
estados electronicamente excitados [1]. La excitacion de una molécula no
produce automaticamente la fluorescencia; de hecho, algunos compuestos
exhiben una fluorescencia muy débil. Para extender la aplicacion de la
fluorimetria a aguellos compuestos cuya fluorescencia nativa no es intensa, se
han utilizado, generalmente, diversas reacciones quimicas para convertir una
maolécula no fluorescente en un derivado que si lo sea [2].

La complejacidn de un compuesto lumindforo con un macrociclo puede
inducir cambios en diferentes propiedades fotofisicas y fotogquimicas de este
sustrato, como desplazamiento de las longitudes de onda de los maximos de
emision de fluorescencia, fotoestabilizacion, wvariacion de los rendimientos
cuanticos de fluorescencia y de los tiempos de vida media de emision, ete. [3].

Como se& menciono en el Capitulo Il en este trabajo de tesis la seleccion
de sustratos se realizd en base al interés bioldgico, farmacéutico v ambiental de
encontrar métodos que permitan detectar y/o cuantificar determinadas
sustancias.

A continuacién  se  desarrollardn  las experiencias realizadas con
calixarenos (TCA4 y CA4) como receptores y dcido cafeico (AC) y paraguat (PQ)

como sustratos.
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2. Dbjetivos

2.1. Objetivo general

Observar el efecto de la presencia del macrociclo o del sustrato sobre las

propiedades espectroscopicas del otro componente del sistema.

2.2. Objetivos especificos
* Observar por espectroscopia UV-Visible y de fluorescencia el efecto de |a
presencia de TCA4 en las sefiales de AC y PQ y/o viceversa.

# Observar el efecto de |a presencia de CA4 en |as sefales de absorcion UWY-

Visible y de emision de fluorescencia AC y PO y/o viceversa,

3. Materiales y métodos
3.1 Materiales
Reactivos
. NaOH ().T. Baker)
- KOH (Merck }
. LiOH (Taurus)
o Biftalato de potasio (Anedra)
= Na,B,0,.10H:0{Merck)
" Apua MO
. Cloroformao (Cicarelli)
u Diclorometano (Sintorgan)
. Etanol grado HPLC [Sintorgan)
. HCl 36,5-38% (Cicarelli y Anedra)
. p-tert-butiltiacalix[4]areno (sintetizado)

. p-tert-butilcalix[4]arenec (Aldrich Chemica Company, Inc)
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Instrumental

L

Bafio termaostatico (Haake y Thermo Orion)
o Electrodo de vidrio, calomel saturado {Orion ROSS)
pH-metro (ORION Modelo 7204 y 520 A)

o

o Espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu)

= Espectrofluorimetro PerkinElmer modelo LS55

3.2. Métodos y procedimiento

La homogenizacion de las soluciones se realizéd con un sonicador Testiah
th 02. La temperatura de las soluciones y del compartimiento de la celda se
controld usando bafios termostaticos con circulacion Haake.

Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro Orion 720A
equipado con electrodo combinado Orion sistema Ross. Este equipo se calibro a
250 °C wsando soluciones estandares amortiguadoras de pH = 4,008,
pH = 6,994, pH = 9,156 y pH= 12,25 preparadas seglin la metodologia descripta
en la literatura [4].

Debido a las caracterfsticas fisico-quimicas de los receptores,
principalmente a su baja solubilidad en agua, las mejores condiciones para
trabajar con estos compuestos fueron en un medio etanol-agua 3:1 como se
detalla en el Capitulo IV. Debido a las baja solubilidad del AC en agua, este
medio también resulto optimo para variar las concentraciones en un rango
amplio [0 = 100 uM)] respecto al receptor. Se fijaron tres condiciones de pH ya
gue tanto los receptares como el AC presentan compaortamiento dcido-base.

Los datos se analizaron con los siguientes programas: 5igma Plot version
8.0 y OriginPro 8.

Las soluciones concentradas de TCA4 y CA4 se prepararon solubilizando

10,0 mg de cada macrociclo en cloroformo y diclorometano respectivamente
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{volumen final = 5,0 mL). Las soluciones concentradas de AC y PQ se prepararon
solubilizando 10,0 mg de uno de los sustratos en etanol v agua respectivamente
(volumen final = 50 ml). Estas soluciones se conservaron a 4,0 °C v la
estabilidad de las mismas se controld periddicamente mediante espectroscopia
UV-Visible, Las soluciones se envolvieron con papel aluminio v no se
desgasificaron.

Las soluciones reguladoras de pH = 1,000 {[HCI] = 0,1 M y [NaCl] = 0,024
M); pH=4,008 ([KPO.H;] = 0,02 M; [Na,POH] = 0,03 M y [NaCl] = 0,02 Mjde
pH = 6,994 ([NaPO,H,] = 0,02 M; [NaPO,H] = 0,03 M y [NaCl] = 0,02 M),
pH= 9,156 ([Na,B,0, 10H,0] = 0,01 M; [NaCl] = 0,02 M) y pH= 12,35
{[CalOH); =0,01727) M y [NaCl] = 0,01819 M) se prepararon segin el
procedimiento descripto en la literatura [4], empleando reactivos de grado
analitico. Todos los valores de pH en los que se trabajo, pH= 2, 6 y 11, se
determinaron experimentalmente empledndose para su ajuste soluciones
acuosas de HCE 1,0 My NaOH 1, O M.

Debido al efecto observado del catién metalico de la base utilizada en la
deprotonacion que se detalla en el Capitulo IV, se decidio emplear NaCH.
Primeramente todas las soluciones fueron acidificadas a pH = 2 con HCl y

posteriormente se ajusto al valor de pH a estudiar con NaOH.

UV-Visible

Los espectros de absorcidn se determinaron entre 200 nm y 500 nm
usando cubetas de cuarzo de 1 ¢cm o 4 cm de paso optico, volumen reducido y
caras oscuras. Los experimentos se realizaron a (25,0 £0,1) °C.

Las curvas de calibracién de los sustratos se determinaron para
establecer los coeficientes de absortividad molar a 25,0 °C. Las soluciones de AC
se prepararon variando las concentraciones de este sustrato (entre 6,20 x 107

Moy 1,00 x 10° M en etanol-agua 3:1 v/v) a partir de la disolucion de las
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correspondientes soluciones concentradas. Las soluciones de PQ se prepararon
variando |las concentraciones de este sustrato {entre 5,00 x 107 M v 1,50 x 10°
M en etanol-agua 3:1 v/v) a partir de la disolucion de las correspondientes

soluciones concentradas.

Fluorescencia

Las mediciones de fluorescencia se realizaron usando cubetas de cuarzo
de {1,0 x 1,0) cm. En todos los casos, se registraron las dreas totales de los
espectros de emision de fluorescencia. Los valores de parametros
instrumentales fijados para determinar los espectros de emision de
fluorescencia del AC fueron: anche de rendijas de excitacidn y de emision de 10
nm, voltaje del fotomultiplicador = 800 y velocidad de barrido 500 nm/min; para
el PO fueron: ancho de rendijas de excitacion y de emision de 10 nm, voltaje del

fotomultiplicador = 900 y velocidad de barrido 500 nm/min.

4. Resultados y conclusion

Todos los analisis por UV-Visible y por fluorescencia fueron realizados

descontando previamente la sefial correspondiente al blanco.

4.1. Efecto del pH y los receptores sobre el AC

Efecto del pH
El estudio espectroscopico se realizo por UV-Visible y fluorescencia. Cada
uno de los experimentos se llevo a cabo preparando soluciones en las que se

mantuvo constante la concentracion del receptor (TCA4 o CA4) v el pH (2, 6 u

11).
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El AC al ser un acido poliprdtico presenta un espectro de absorcidn UV-
Visible gue varia con el pH como se muestra a continuacion (Figura 1).

Como se observa en la Figura 1, debido a la variacidn de las sefiales de
absorbancia del AC segun el pH se debio elegir un valor para llevar a cabo el
analisis de la Interaccion para fijar la especie del AC con la que se estd

trabajando (Esquema 1).

Esguema 1. Equilibrio dcido-base del AC.

Se caracterizd al AC en el medio elegido (etanol-agua 3:1 v/v). En la Tabla
1 se detallan los valores de las constantes de disociacion dcido-basicas
determinadas en {etanol-agua 3:1 v/v) espectroscopicamente como se describe
en el Capitulo IV para los macrociclos. Existen en  literatura valores
determinados de pKa en mezclas acetonitrilo-agua 30% w/v [5] (pKal y pKa2
5,16 y 9,25 respectivamente) y metanol-agua 20% [6] (pKal y pKa2 4,86 y 8,87

respectivamente).

Medio | pKa Espectrofotométrico

EtOH:H,0 |pKa, 5,5 0,2
31 |pKa, 8701

Tabla 1. pKa ocbservados para el AC en etanol-agua 3:1 vfv a 25,0 2C,
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Figura 1. Espectro UV-Visible de AC (8,0 uM) a distintos pH en etanol-agua 3:1

wiv,b=1cmy 25,0 °*C.

La polaridad es la principal propiedad del solvente que interviene en los
equilibrios acido-base gque se llevan a cabo en el medio [7], el ordenamiento de
las moléculas de agua, especie con mayor capacidad ‘donora’ de puentes de
hidrogenoc hace que la especie que pierde el H' se estabilice por las
interacciones puente de hidrogeno, esta estabilidad es proporcionada en menor
medida por los solventes arganicos |B] donde las propiedades que prevalecen
en el proceso son la electronegatividad y polarizabilidad de las especies
presentes, 5i bien el AC presenta baja solubilidad en agua como se informa en el
Capitulo 1, en solucion acuosa pKal =(4,46% 0,05) [9]. Al observar los valores
de los pKal en ambos medios se puede concluir gque en agua la primera
deprotonacion se lleva a cabo mas facilmente que en etanol-agua 3:1 v//v esto

se condice con el efecto que tiene el solvente en estos procesos [8).
118



Los coeficientes de absortividad molar se  determinaron
experimentalmente basandose en la Ley de Lambert y Beer siguiendo la
metodologia descripta en el Capitulo IV. Los graficos de absorbancia en funcidn
de la concentracion de |os sustratos mostraron comportamiento lineal con
coeficientes de correlacion del orden de 0,99987, En la Tabla 2 se especifican las
constantes de absortividad melar en los méximos observados (A" ) en las
curvas espectrales junto con otros valores determinados a longitudes de onda
donde los receptores no absorben (> 350 nm) con el objetivo de poder analizar
solo al sustrato durante el experimento.

Siendo el AC una especie con comportamiento poliprotico y los
receptores también, las especies que se encuentran en equilibrio dependeran
del valor de pH. Se fijo pH = 6 para realizar los controles de las concentraciones
de las soluciones madres de los compuestos con los gue se iba a trabajar. Los
correspondientes valores para los receptores se detallaron en el Capitulo IV

(TCAA €101 0m (322 2)%20°M " em 'y CAS Er0pmn (3,720, 2) %107 M Tem ).

AT e MY g10°M™* em™
301 225+0,5

325 28007

340 21,4 0,6

350 12,5+0,5

370 20+0,2

375 0,08 £ 0,03

Tabla 2. Longitudes de onda y los respectivos coeficientes de absortividad molar

para el AC en etanol-agua 3:1v/v, pH =6y 25,0 °C.
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Efecto de la presencia de los receptores sobre la sefal espectroscépica del

sustrato

Los procesos yfo interacciones en los que se enfocd el estudio se
resumen en el Esquema 2, las interacciones que se pueden llevar a cabo

dependen del estado electronico en gue se encuentran las especies.

Sustrato ¥

‘ 2 Receptor

Complejo sustrato-receptor

Esquema 2. Posible orientacion del sustrato por la abertura endo en el

complejo. Otra orientacion posible es por la abertura exo.

ACYTCAdapH=2

El TCA4 {Figura 2b) se encuentra sin carga alguna ya que |la primera
deprotonacion de los hidroxilos comienza a pH superiores a pH= 4 {pKal = 4,2+
0,6) y el AC (Figura 2a) como se menciond anteriormente se encuentra

totalmente protonado (pKal, Tabla 1).
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H,

SOH 98 g H

Figura 2. Especie dcido-base de a) AC y b) TCAd a pH=2.

Tanto en las experiencias por UV-Visible como por fluorescencia no se
observaron cambios gque indicaran algun tipo de interaccion. A continuacion, en
las Figuras 3a y 3b se muestran las sefales obtenidas en ambas técnicas
respectivamente. En los espectros UV-Visible (Figura 3a) se observa que la
intensidad a la longitud de onda de maxima absorcion aumenta ligeramente en
la sefial de la mezcla respecto a la sefial que se obtiene al sumar los espectros
generados por los compuestos individuales en jguales condiciones de
concentracion y pH (A Abs = 0,022) este cambio corresponde al 3 % en la sefial
por lo gue se considera que se encuentra dentro del error de las medida del
equipo. S5in embargo, si se comparan las longitudes de onda de los maximos
para los mismos espectros se tiene un corrimiento en 4™ .. = 4 nm (328 a 324
nm), como asi también algunos otros cruces a otras A. La no aditividad de la ley
de Lambert y Beer puede indicar algin tipo de interaccién pero de escasa
magnitud, por lo que no es posible la aplicacidn de un tratamiento matematico.

Por otro lado, teniendo en cuenta el andlisis de las sefiales de las
experiencias realizadas por fluorescencia y debido a la superposicion de las
bandas de absorcidon de ambos compuestos {Figura 3 a) se excitd al receptor a
A =375 nm, 5e observd una variacion en la intensidad o forma de los espectros

en no mas de un 15 % al comparar las areas totales de las mezclas respecto al
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area gue se obtiene de la suma de las areas totales generadas por los
compuestos individuales en iguales condiciones de concentracien y pH,

diferencia escasamente distinguible del error experimental.
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Figura 3. a) Espectro de absorbancia [AC]= 30 uM y [TCAd]= 2,4 uM, b= 4 cm y
bl) espectro de fluorescencia [AC]= 1 uM y [TCA4]= 0,47 uM y b2} [AC]= 1,4 uM
y [TCA4]= 0,47 LM,
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ACyCAdapH=12
HO,

N

H

a 4]

Figura 4. Especie 4cido base de a) ACy b} CAd a pH=2,

El CA4 se haya electrdnicamente neutro (Figura 4b) y no cuenta con
efecto donor de electrones gue posee el homdlogo TCA4 por los puentes de
sulfuro. Los cambios que se observaron en los espectros UV-Visibles (Figura 5)
indicaria que se esta llevando a cabo algun tipo de interaccion supramolecular
ya gue se obtiene AAbs = 0,052 para una relacion de concentracion
sustrato-receptor 1 a@ 1 (Figura 5a) en tanto que para una relacion de
concentracion 10 a 1 (Figura 5b) la variacion observada es AAbs = 0,125, ambas
variaciones corresponden a disminuciones de A de la mezcla experimental del
orden del 20 % con respecto a la sumatoria de espectros a 27% nm.

En estas condiciones el cambio espectral que se observa es una variacion
de la intensidad de la absorcion en los maximos correspondientes al AC como
asi también un cambio en la forma del espectro de absorcion, lo gue estaria
indicando que se estd llevando a cabo algin tipo de interaccidn probablemente
puente de hidrogeno. Por otro lado las sefales de emision fluorescente,
excitando al CA4 a % ., =375 nm, no presentan variaciones relevantes para las
dos relaciones de concentracidn estudiadas (1 a 1 v 10 a 1 de AC a CA4,
respectivamente). Estas observaciones indican que la baja luminiscencia de los

calixarenos no se ve afectada por la interaccion con el sustrato [10] [11] [12].
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Figura 5. Espectros UV-Visible a) [AC] = [CA4] = 2 uM, b) [AC] = 18 uM y [CA4] =
2 umM.a

En estas condiciones de pH se han estudiados sistermas similares con
tiacalixarenos funcionalizados con grupos aptos para interacciones n—-n stacking
o grupos gue incrementen la habilidad de reconocimiento por la especie del
sustratos que se haya en el medio [11][13] [14] [15] obteniendo variaciones en

la sefial que permiten realizar el tratamiento adecuado para dilucidar las
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constantes de interaccidn correspondientes aplicando las ecuaciones adecuadas

[16].

ACyTCAdapH=11

A pH 11 el AC (Figura 6a) ha perdido dos protones (Tabla 1) y el TCA4

(Figura 6 b) también presenta dos carga negativas (Capitulo IV, Tabla 1 {pKa2 =
7,35+ 0,08).

L)

a h

Figura 6. Especie acido base de a) AC y b} TCA4 a pH=11.
En estas condiciones de pH por espectroscopia UV-Visible (Figura 7a y 7h|

tanto en relaciones similares (1 a 1} y en predominio de AC (10 a 1), no se

ohservaron variaciones en las senales que indiguen algin tipo de interaccidn.
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Figura 7. Espectros UV-Visible a) [AC] = 0,6 uM [TCA4] = 0,5 uM v b) [AC] = 61
UM [TCA4] = 6,7 1M,

Por otro lado el analisis de las sefales de fluorescencia (Figura 8 ay b) se
realizd a A ., 310 nm para excitar sdlo al AC; en las condiciones de concentracidn
equimolares (Figura & a) se observa un aumento del 18 % del drea total; en
tanto que para la relacion de concentraciones 10 a 1 de AC:TCA4 se observo

una disminucion del 30 % de la emisidn y un perfil de la sefal diferente lo que
127
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indica que ademas de interacciones supramoleculares se estaria generando otra

especie.
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Figura 8. Espectro de emision de Fluorescencia a) [AC] = 0,6 uM [TCA4] = 0,5 uM

y b} [AC] =1 uM y [CA4] = 0,15 uM.

Esto se puede explicar si consideramos que a pH= 11 el receptor con

carga neta negativa -2 compromete a los restantes hidrogenos de los hidroxilos

fenclicos a formar puentes de hidrogeno dejando a la region 'endo’ con muy
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baja posibilidad de llevara a cabo algin tipe de interaccign con compuestos
cargados negativamente como es el caso del AC. Por lo tanto seria posible gue
la interaccion se diera por la regidn ‘exo’ por interacciones n—n o de van der
Waals como CH-n. En estas condiciones el solvente cumple un rol prioritario y se
ubica en torno a los compuestos con los dipolos del agua v en menor medida el

del etanol direccionados para estabilizar sus cargas [17][18].

ACyCAdapH=11

En estas condiciones no se observaron cambios en las sefales de
absorcion UV-Visible y fluorescencia. Por ambas técnicas al comparar los
espectros de las mezclas experimentales con los que se obtienen de la suma
aritmética de los espectros de los compuestos individuales no hay variacion que
indigue que se esta llevando a cabo alguna interaccidn. La ausencia de
interaccion se podria atribuir a que en estas condiciones de pH ambos
compuestos tienen carga neta negativa por lo que predominarian fuerzas
repuisivas entre las especies no permitiendo la formacion de un complejo o

especie supramolecular entre ellos.

ACyTCAd apH=6

El TCA4 (Figura 9 b) se encuentra en mayor proporcidn (91%) como la
especie con una carga negativa debida a la primera deprotonacion y un 9 %
aproximadamente conserva los cuatro hidroxilos de la especie neutra, esto es
debido a que el pH del sisterna se encuentra casi una unidad por encima del
valor de pKal determinados para el TCA4 en presencia del cation Na' (pKal =
5,10+ 0,05). Por otra parte el AC (Figura 9 a) segin los equilibrios de disociacion
acido-base se encuentra mayoritariamente (76 %) con una carga negativa ya

gue el pH es superior al pKal = 5,5 (Tabla 1).
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Figura 9. Especie acido-base de a) AC y b) TCA4 predominantes a pH=6.

En los espectros UV-Visible en la Figura 10al se observa que |a intensidad
de la sefial a la longitud de onda de maxima absorcion disminuye en la mezcla
respecto a la que se obtiene al sumar los espectros generados por los
compuestos individuales en iguales condiciones de concentracion y pH que en |a
mezcla (AAbs = 0,050) esta disminuciéon corresponde a un cambio del 18 % lo
que indicaria que se estd llevando a cabo algun tipo de interaccion. 5i se
comparan las longitudes de onda (L) de los maximaos para los mismos espectros

e méx = 3 nm (317 a 314 nm), este corrimiento se

s@ tiene un corrimiento en
mantuvo con la variacion de concentracidn de AC hasta en una relacion de

concentracion 10 a 1 de AC con TCA4 como se observa en la Figura 10az2.
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Figura 10. Espectros UV-Visible. al) [AC]= 53 pM y [TCA4]= 5.4 pM y a2) [AC]=
Bl pM y [TCA4]=54 uM,

Mediante el andlisis de los espectros de fluorescencia generados por las
soluciones mezclas en dos relaciones de niveles de concentracion
sustrato-receptor 1 a 1y 10 a 1 (Figura 11a v 11b respectivamente), se buscd
una longitud de onda que sdlo excitara al TCA4 con A .= 375 nm. 5e observd
para la relacion equimolar una disminucion de la sefial (AF drea = 16 %) y un
leve cambio en la forma del espectro de emisién. En concordancia con estos
resultados para la relacion de concentraciones 10 a 1 AC a TCA4 también se

obsarvd una disminucion de las dreas totales de emision de fluorescencia de
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80 % vy el cambio en la forma es mayor. En base a estos resultados se decidid
realizar un estudio mas detallade del guenching de flucrescencia observado que
podria dilucidar el tipo de interaccion sustrato-receptor. El térming inglés
"guenching”, generalmente usado en fotofisica, significa desactivacion del

estado excitado o atenuacion de la emision de fluorescencia.
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Figura 11. Espectros de Fluorescencia, al) [AC]= 2,8 uM y [TCA4]= 2,3 uM vy a2)
[AC]= 5 M y [TCA4]= 0,5 uM,
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ACyCAdapH=6

Con el receptor CA4 (Capitule IV, Tabla 1 (Figura 12b) en este medio (Na')
slo habia sido posible experimentalmente determinar un pKal = 2,8; por otro
lado en presencia de K y Li" se determinaron valores pKa2 (pka2 = 5,8y pKa2 =
4,1 respectivamente).

Debido a que en la serie de los metales alcalinos son muy similares en sus
caracteristicas (8], se considera que la especie que prevalece del CA4 seria
principalmente dianidnica con una proporcion mds baja de la especie

monoanionica [17].

H
a b

Figura 12. Especie acido base de a} AC y b) CA4 que prevalece a pH=6.

En los espectros UV-Visible de la Figura 13a se observa que la intensidad
de la sefal a la longitud de onda de maxima absorcion disminuye en la sefial de
la mezcla respecto a la sefial que se obtiene al sumar los espectros generados
por los compuesto individuales en iguales condiciones de concentracidn vy pH
gue en la mezcla (AAbs = 0,5) esta disminucién corresponde a un cambio del 50
% en la sefal lo que indicaria que algln tipo de interaccion. Si se comparan las
longitudes de onda de los maximos para los mismos espectros se observan sdlo

abs = 28953290 nmy A™ ..

ligeros corrimientos (A™" .. = 328 a 330 nm, X
= 279.5 a 280 nm). Estas variaciones se mantuvieron con la variacion de la
concentracion de AC. Es importante recordar que el coeficiente de absortividad
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maolar del CA4 es iy bajo en estas condiciones
(€300 nm = 3,740,2 x 10 * M L em Y), por lo que las relaciones de concentraciones
fueron = 1a 10 AC:CA4,

Por otro lado el estudio de la presencia del CA4 sobre la sefial de
fluorescencia del AC (Figura 13 b) muestra una disminucion de AF area =30 % lo
gue indica que se estdn llevando a cabo interaccione entre los compuestos gue
llevan a formar otra especie que en estas condiciones no presentaria emision de

fluorescencia.
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Figura 13. Espectros UV-Visible vy de Fluorescencia. a y b) [AC]= 2 uM y [CAd]=
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A partir de las observaciones a |os tres pH de trabajo, se decidid explorar
experimentalmente en mayor detalle el sistema a pH=6 AC con TCA4 con el
objete de poder explicar las interacciones que se producen en base a la

determinacion de la constante de interaccion de este sistemas.
Determinacion de la constante de asociacion entre AC y TCA4

Suponiendo que en la reaccion se forma un complejo de esteguiometria

1:1 (Figura 14), se establece el siguiente equilibrio:

K,
S+ R =—= 5-R

Figura 14. Reaccion de complejacién huésped-receptor (S5 representa el

sustrato; R, el receptor y 5-R, el complejo).

La correspondiente constante de asociacion huésped-receptor (K,) se

define como Ecuacion 1

K, = Lol Ecuacion 1

~ Ishr)y

donde [S - R], [S]; v [R]; se refieren a las concentraciones en el equilibrio del

complejo, del sustrato libre y del receptor libre, respectivamente.

En este trabajo se ewvaluaron los cambios de las propiedades
espectroscopicas cuando se aumenta la concentracion del sustrato y se
mantiene al receptor constante y si esa variacion permite determinar la
constante de asociacion, K, 5Se realizaron mediciones de absorbancia y de

intensidad de emision de fluorescencia.
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Estudio de asociacidn a partir de las medidas de absorbacia

En la Figura 15 se presentan los espectros de la relacion maxima de

concentracidn que se estudio entre el AC yTCA4, v en la Figura 16 se muestra la

dependencia del AA con la concentracion del AC a la longitud de onda de

maxima variacidn (& = 301 nm). La disminucién de la absorbancia de la mezcla

experimental con respecto a la sumatoria de los espectros individuales con el

aumento de cada concentracion de AC a concentracion de TCA4 constante,

indican que se esta formando otra especie gue absorbe menos gue AC.

§

-
L]
-

& & AA

— uma
—— T
2.0 — iyl
| — T T M
| e pifrencis Miceia-Semal
1.5
1.0
0.5+
M L T L L) L T L}
2 248 2 300 330 340 330 400
Linm

Figura 15. Espectro de absorcion: AC = 10 uM; TCA4=2,2 pM.

n. T T T iLi L]
E HEI * 20010 40010 &0x10°  BOw10"  1,0x10

g

o
=]

Figura 16. Dependencia del AA (A d: — Anna) €on la concentracion de AC.

0,08 -

0,08 -

1,10 5

40,15

0,20 <

0,25 -

#

AT

136



Si bien la disminucién de la absorbancia es de gran magnitud (Figura 16)
no se alcanzd el estado de saturacion por lo que no cumple con la condicidn
requerida para llevar a cabo el ajuste de los resultados para la obtencidon de la

constante de asociacion [16].

Determinacion de la constante de asociacién a partir de las medidas de

fluorescencia

En la Figura 17 se presentan los espectros de emision de fluorescencia a
la relacidn maxima de concentracion que se estudio entre el AC y TCA4, yen la
Figura 18 se muestra |la dependencia de la sefial con |la concentracion del AC. La
disminucion del drea total de fluorescencia con el aumento de la concentracidn
de AC indica que se estarian llevando a cabo interacciones que atendan la sefal,
porgue se estaria originando un complejo en el estado basal gue no fluoresce
(quenching estdtico) o porque el AC “guenchea” el estado excitado del TCA4

(quenching dinamico).
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Figura 17. Espectro de emision de fluorescencia a [AC]= 10 uM y [TCA4]= 2,2 uM

apH=6b.
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El efecto de gquenching se produce mediante dos mecanismos, por
formacion de complejos en el estado basal (desactivacion estdtica) o por la
colision de la especie desactivante con el estado excitado del fluordforo
(desactivacion dinadmica) Esquema 3. Para el caso que aqui se estudia 5 es igual

aTCAd y Q esigual a AC,

S—(}LI- (S-QF——= S-0Q+ calor

Esquema 3. Representacion esquematica de los procesos de absorcion de luz v
de desactivacién de un fluordforo {5 representa el fluordforo vy Q, la especie
desactivadora; knr, kf v kg son las constantes de velocidad de los procesos no
radiativos, de fluorescencia y de desactivacion del estado excitado del

fluoréforo, respectivamente; h, la constante de Planck y v, |a frecuencia).

Teniendo en cuenta la Ecuacidn 1 y los procesos que llevan a variaciones
de la emisién de fluorescencia se tiene la siguiente relacion (Ecuacion 2|
conocida como la ecuacion de Stern-Volmer, donde Fy se refiere a la sefal de
fluorescencia en ausencia de quencher y F la sefal de fluorescencia a

concentracion de quencher variable.
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% =1+ K g[Q] Ecuacion 2

Estos resultados siguen la dependencia de la Ecuacidn 2 y a partir de ellos se
obtiene una constante de quenching K, (AC-TCA4) de (1,230,08) x 10° M lo
fue podria indicar gque el proceso de atenuacion de la sefal responderia a un
comportamiente de quenching estatico, por lo tanto Ky es igual a K, Se han
observado constantes de asociacidn de igual magnitud para formacidn de

complejos con tiacalixarenos [19].
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Figura 18. Dependencia de la emision de fluorescencia con la concentracion de

AC a pH =6.

Por otra parte, se realizaron experiencias similares pero con
concentraciones del mondmero p-tert-butilfenal equivalente a la cantidad de
monameros que contienen las concentraciones utilizadas de macrociclo. En

estas experiencias tanto por UV-Visible como por flurescencia los cambios
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observados estuvieron dentro de los errores experimentales lo que apoya la

interpretacion de interacciones especificas con el macrociclo.

4-2 Efecto del pH y los receptores sobre el PQ
Efecto del pH

Como se explico anteriormente, el estado electronico y la carga de los
receptores depende del pH del medio,

En el capitulo Il se mencionan las propledades del PQ, en la Figura 19 se
muestran como los perfiles de absorcion del PQ a diferentes pH no presentan
variaciones, incluso se controld la estabilidad a pH > 10 no observandose
variaciones.

El coeficiente de absortividad molar se determind segin la Ley de

Lambert y Beer y el principio de linealidad.

QB

08
| — P2 apH=7
B — PQapH=2
& — PRapH=12
§u¢.| | =— Blanco

B T L Frlialil o e ey S e [N Ry
200 250 300 350 400 45D 500
&0 nm

Figura 19. Espectro de absorcion de [PQ]= (2,9+0,07) x 10 "MapH=27 y 12,

b=1cm.g,,,259nm(22,6%0,2)x10°m " em .
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POQyTCAd apH=2

A pH= 2 el TCA4 (Figura 20 b) es neutro ya que la primera deprotonacion
de los hidroxilos comienza a pH superiores a pH= 4 (pKal = 4,2+ 0,6) y el PO

[Figura 20 a) no tiene protones acidos que se afecten con el pH del medio.

e U Y E\
OH

Figura 20. Especie dcido-base a) PQ y b) TCA4 a pH=2.

En las experiencias medidas tanto por UV-Visible como por fluorescencia
se observaron cambios que indican que se estan produciendo interacciones
entre las especies 5-R. A continuaclén, en las Figuras 21a y 21b se muestran los
espectros obtenidos por ambas técnicas respectivamente. En los espectros UV-
Visible [Figura 21a) se observa que la intensidad a la longitud de onda de
maxima absorcidn aumenta para la mezcla, AAbs = 0,16, respecto a la sefial que
se obtiene al sumar los espectros de los compuesto individuales en iguales
condiciones de concentracion y pH que en la mezcla. Este cambio corresponde
al 10 % en la senal, cambio que no permitiria trabajar a varias concentraciones
de PO con el objeto de aplicar algin procedimiento matematico que permita la
determinacion de la magnitud de la interaccion. 5i se comparan las longitudes
de onda A de los maximos para los mismos espectros se tiene un corrimiento en
A" s = 2 nm (303 a 301 nm), este carrimiento estaria indicando la formacién

de una especie diferente.
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Por otro lado el analisis de las experiencias realizadas por fluorescencia,
excitando al receptor TCA4 a A .= 375 nm, mostraron un aumento en el drea
total de fluorescencia AF area = 12 % asl como también en la intensidad de la
sefal a A o = 550 nm, AF = 20 %, ambas variaciones no son lo suficientemente
grandes como para continuar explorando el sistema por esta técnica.

Una de las complicaciones de trabajar en estas condiciones de pH es la
baja solubilidad, y por lo tanto la inestabilidad del sistema en estudio
{la solubilidad del TCA4 disminuye con la acidez del medio y el PQ es insoluble
en etanaol), y debido al compromiso que existe entre la magnitud de los cambios

con la concentracion de los compuestos, el sistemas no se continud explerando.
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Figura 21. Espectros de a) absorcion UV-Visible [PQ]= 7 pM y [TCA.]= 2uM, b)
emision de fluorescencia [PQ]= 0,5uM y [TCA4)= 0,5 ph.
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PQyCAdapH=2

Se emplearon dos niveles de concentracién para el PQ manteniendo
constante |la concentracion de CA4 para analizar si la sefial se modificaba. En
todos los casos se compard el espectro de la mezcla respecto al gue se obtiene
de la suma de los espectros individuales de los compuestos.

En la Figura 22 se muestran las especies acido-base presentes en el

medio:

H\,c—n*_k ,r"l H“-. / N*——CH,

Figura 22. Especie acido-base de a) PQ y b) CAd a pH=2,

El Ca4 a este pH es electronicamente neutro, Figura 22 b), ¥ no cuenta
con efecto donor de electrones de los puentes de sulfure del homdlogo TCA4.
Los cambios que se observaron en los espectros UV-Visibles, Figura 23 y 24
indicarian algun tipo de interaccidon supramolecular con la formacién de una
nueva especie. e obtiene un AAbs=0,13 enla Figura 23y un AAbs=0,2enla
Figura 24 lo que equivale al 50 % de aumento de absorbancia con respecto a la
aditividad de la ley de Lamber Beer para ambas relaciones de sustrato-receptor

(1laly10a1).
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Figura 23. Espectro UV-Visible de [PQ] =0,97 uM [CA4] =9 puM.
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Figura 24. Espectro UV-Visible [PQ] = 2,2 uM y [CA4] =9 puM.

En estas condiciones el cambio espectral que se observa tanto en la
intensidad de absorcion como en los maximos correspondientes al espectro de

la mezcla con respecto a los esperados de |2 suma aritmética, como asi también
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el cambio en la forma del espectro indica no sélo que se esta llevando a cabo
algun tipo de interaccion sino que se estaria formando otra especie.

Por otro lado las sefales de emision fluorescente, no presentaron
variaciones relevantes en igual condicion que la de las empleadas en las
experiencias por  UV-Visible,

Experimentos reportados a pH dcidos con el CA4 informan que el
ordenamiento de los dipolos del solvente compite por los sitios de interaccion
en torno al macrocicle dificultando 1a interaccion con el sustrato [20] [21] [22].

Al encontrarse los CA4 neutros electronicamente las interacciones que se
podrian desarrollar son cation — m stacking [22] [23]. A pH = 2 el entorno a cada
uno de los compuestos los mantiene en condiciones mas estables
termodinamicamente haciendo gue ambas moléculas se comporten como si no
se hallaran una en presencia de |a otra [23] [24].

Como se menciond anteriormente, en literatura se han informado
sistemas similares convenientemente funcionalizados para favorecer la
habilidad de reconocimiento por la especie de sustrato que se haya en el medio
[15] [14]. En estos casos los cambios en la sefial pudieron ser ajustados a una

constante de asociacion mediante el tratamiento matematico [11).

PQyTCAdapH=11

El PQ (Figura 25 a) presenta dos cargas positivas en tanto gque TCA4

{Figura 25 b) se encuentra en mayor proporcién con dos carga negativas,
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HyC=—N",

W o W

Figura 25. Especies acido-base a) PQ y b) TCAd a pH=11.

En estas condiciones las experiencias por espectroscopia UV-Visible
{Figura 26 a y b) muestran variaciones en las sefiales. Estos cambios indican que
se estan llevando a cabo interacciones entre los compuestos y que se podria
estar generando una nueva especie activa en el UV-Visible ya que se observan

aumento y variacidn en el perfil del espectro de absorbancia.
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Figura 26. Espectros de absorbancia UV-Visible a) [PQ] = 10 pM [TCA4] = 11 pM,

b) [PQ] = 36 uM [TCA4] = 11 M.

A pH= 11 el receptor se encuentra con doble carga negativa lo que

compromete a los restantes hidrogenos de los hidroxilos fendlicos a formar

puentes de hidrogeno dejando a la regidn ‘endo’ con capacidad donora de

electrones, base de Bronsted [25] gue pueden interaccionar con la carga

positiva del PQ, en este caso las interacciones electrostaticas y cation-n pueden

Ser mas importantes.

Por otro lado del analisis de las sefiales de las experiencias realizadas por

fluorescencia (Figura 27), en las que se excito al TCA4 a 375 nm, donde PQ no

absorbe, en las condiciones de concentracion 3 a 1 de PQ a TCA4 se observa una
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ligera disminucién del &rea de fluorescencia indistinguible del error

experimental.

— s actmebca
== Mazzla caparimantsl
—— dileennoia {mazcle- i)

Linm

Figura 27. Espectro de emisidn de fluorescencia [PQ]= 36uM y [TCA4]= 11 pM.

POy CA4 apH=11

En estas condiciones de pH, variando la concentracion de PO vy
manteniendo al CAd constante no se observaron variaciones en la senal de
UV-Visible v de emision de fluorescencia que indicaran algin tipo de

interaccion. Por lo gque se decidio no continuar los estudios en este sistema.

PQyTCAd a pH=6

El TCA4 (Figura 28b) como se informod anteriormente en este Capitulo, se
encuentra a este pH 99 % como la especie con una carga negativa debida a la
primera deprotonacion y un 1 % de la especie neutra, esto es debido a que el pH
del sistema es una unidad mayor al de pKal determinados para el TCA4 en
presencia del cation Na™ (pKal = 5,10+ 0,05) y el PQ (Figura 2Ba) posee |las dos

cargas positivas sobre los nitrdgenos,
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Figura 28. Especie acido-base de a} ACy b) TCA4 a pH=6.

En los espectros UV-Visible de la Figura 29a se observa que la intensidad
de la sefial a la longitud de onda de maxima absorcidn aumenta en la sefial de la
mezcla respecto a la sefial que se obtiene al sumar los espectros generados por
los compuestos individuales en iguales condiciones de concentracian y pH que
en la mezcla AAbs = 0,141 que corresponde a un incremento del 25 % en la
senal lo gque indicaria gue se esta llevando a cabo algln tipo de interaccién del

tipo 5-R.
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Figura 29, Espectros de a) UV-Visible [PQ]= 10 pM y [TCA4]= 10 uM v b} emision

de fluorescencia [PQ]= 0,5 uM y [TCA4]=0,5uM.

En la Figura 29b se muestran los espectros de emisién de fluorescencia

de las soluciones en un nivel de concentracidn sustrato-receptor 1 a 1 con

A o= 375 nm. Se observd disminucion de la sefial AF drea = 35 % y un leve

cambio en la forma del espectro de emision.

En este caso, los cambios de absorbancia y de fluorescencia observados

permiten el estudio mas detallado de este sistema, Con el quenching de
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fluorescencia observado se podria determinar una constante de interaccién

sustrato-receptor.

POy CA4 a pH=6

Al receptor CA (Capitulo V], Figura 30b, en este medio soélo se le pudo
determinar un pKal= 2,B. Basandose en la teoria de caracterizacion ‘dura’ y
‘Blando’ [8] v debido a que en |a serie de los metales alcalinos el Li y el Na” son
muy similares, como se explicd anteriormente se considera que la especie que

prevalece del CA4 es dianionica [17].

Figura 30. Especie acido-base de a) PQ vy b) CA4 a pH=6.

En los espectros UV-Visible en la Figura 31a la intensidad de la senal a la
longitud de onda de maxima absorcion disminuye en la sefial de la mezcla
respecto a la sefial que se obtiene al sumar los espectros de los compuestos
individuales en iguales condiciones de concentracidn y pH que en la mezcla
AAbs = 0,05, Esta disminucidn corresponde a un cambio sélo del 13 % en la
sefial. Esto indicaria que se estd llevando a cabo algin tipo de interaccidn, Si se
comparan las longitudes de onda de los maximos para los mismos espectros no

se observan corrimientos.
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Figura 31, Espectro a)UV-Visible y b) de emision de fluorescencia. [PQ]= 20 pM y

[CA4]=1,9 uM.

Por otro lado el analisis por fluorescencia en presencia del CA4 sobre |a
sefial de fluorescencia del PQ (Figura 31b) muestra un leve aumento de
AF area = 30 % lo gue indica que indica interacciones entre los compuestos que

llevan a formar otra especie que en estas condiciones presentaria mayor

emisian de fluorescencia.
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Dadas estas observaciones solo se desarrollaron las experiencias entre
PQ v TCA4 3 pH = b con el proposito de cuantificar v determinar el tipo de

interaccidn entre el sustrato y el receptor.

Determinacion de la interaccion a partir de las medidas absorbancia

En la Figura 32 se presentan los espectros de la relacion maxima de
concentracion gue se estudio entre el PQ yTCA4, v en la Figura 33 se muestra la
dependencia de la sefial con la concentracion del PQ. La disminucion de la
absorbancia con el aumento de la concentracion de PQ a TCA4 constante indica

gue se esta formando otra especie que absorbe menos que PQ.

0.6
E
ﬁ
Iy =S
— 4
— Mezcla
= TCA4 0,5 uM
< === Difrencia (Mezcla-Suma)
< 0,2
o
<
0,0
2 0 320 340 360 400

Figura 32. Espectro de absorcion UV-Visible de [PQ]= 4 uM, [TCA4]= 0,5 uM a
pH = 6.
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Figura 33. Dependencia de |a sefial de absorbancia con |a concentracion de PQ a

pH =6.

Estudio de asociacidn a partir de las medidas de fluorescencia

En la Figura 34 se presentan los espectros de emision de fluorescencia de
la relacion méxima de concentracion que se estudid entre el PO y TCA4, y en |3
Figura 35 se muestra la dependencia del drea de fluorescencia con la
concentracidn del PQ. Hay incremento del area total de fluorescencia con el
aumento de la concentracion de PQ, lo que indica que se producen
interacclones que forman un complejo con mayor fluorescencia que los

componentes que le dan origen.
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Figura 34. Espectro de emision de fluorescencia. [PQ] = 10 pM y [TCA4]= 0,5

(M.

Determinacion de la constante de asociacion a partir de las medidas

fluorescencia

La exaltacion en la emision de fluorescencia que se muestra en la Figura
35 se correlaciona con |la Ecuacion 3. En ésta ecuacion Fy es |a relacion entre F a
distintas concentraciones de sustrato (5) con respecto a Fp en ausencia de Sy
i es la relacion de rendimientos cuanticos de fluorescencia entre el receptor

complejado y libre,
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Figura 35. Dependencia de F con la variacion de la concentracion de PQ.

[TCA4]= 0,5 uM y [PQ}= 0,1~ 5 uM.

5
= 1+ [M{r'- ko Ecuacidn 3

=
1+ K, [S],

5i hien los datos experimentales muestran la tendencia correspondiente,
se obtuvo un valor aproximado de K, (10° M) dado gue la cantidad de datos no
es suficiente para obtener a partir del ajuste de la Ecuacign 3 un valor con
rmayor precision. Este valor es de magnitud similar al encontrado por guenching
de fluorescencia entre el AC vy el TCA4. Ademas, valores similares han sido
encontrados con otros sustratos en literatura [19].

Por otra parte, al igual que para el AC, para este sustrato se realizaron
experiencias similares con una concentracion del mondmero p-tert-butilfenol
equivalente a la que contienen las concentraciones utilizadas de macrociclo. Los

cambios observados tanto por UV-Visible como por fluorescencia estuvieron
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dentro de los errores experimentales lo gue confirma la hipdtesis que existen

interacciones especificas entre PQ y TCA4.

5. Conclusiones

En esta parte del trabajo de tesis se observd un comportamiento similar
para ambos macrociclos, TCA4 vy CA4, en la variacion de las sefiales de
absorbancia y de fluorescencia en presencia de PQ o AC a los distintos pH
estudiados.

Estos cambios denotan interacciones especificas entre los receptores
macrociclicos v los sustratos. En base a ellos se pudieron estimar constantes de
asoclacion del arden 10° M para los complejos AC-TCA4 y PO-TCA4 a pH 6.

Como proyeccidn de este trabajo se propone a futuro el desarrollo de

métodos analiticos para la determinacidn de PQ por exaltacién de fluorescencia,
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Capitulo VI

METODOS ANALITICOS
SUPRAMOLECULARES



1. Introduccién

En este capitulo se presentardan los conceptos mas importantes
relacionados con el desarrollo de un método analitico v los subsiguientes pasos
para su carrespendiente validacian.

El metodo analitico se define como un conjunto de procedimientos que
se llevan a cabo para realizar determinaciones cualitativas y cuantitativas de una
muestra. Este abarca en la quimica analitica desde la recepcion de la muestra y
todo el tratamiento que esta reguiera, para determinar un analito de interés.

Los metodos analiticos se desarrollan generalmente para mejorar la
exactitud y precision de los meétodos existentes, para permitir la
automatizacion, reducir los reactivos utilizados, el trabajo realizado y el costo
total. Un método analitico en ¢l laboratorie quimico primero debe ser verificado
o validado experimentalmente de manera de asegurar la calidad del
funcionamiento del mismo [1]. Para llevar a cabo esto y el posterior uso del
método desarrollado es fundamental la etapa de validacion. La validacién se
define como un conjunto de pruebas utilizadas para establecer que un método
es adecuado, demostrando la aplicabilidad v reproducibilidad para una
determinada finalidad.

La creciente evolucion en el desarrollo de farmacos y de aditivos
alimentarios requiere de un seguimiento terapéutico. Para ello, el andlisis
cuantitativo de cierto nomero de compuestos que forman parte de
medicamentos prescriptos por los profesionales es un complemento necesario
del examen biologico. Por tanto es necesario que la etapa de validacion del
metodo se asuma como un paso comun, ya sea aplicado en el drea farmacéutica
o al area bioldgica. Esta etapa es un estudio cientifico que incluye criterios de
confiabilidad que aseguran un determinado valor de exactitud y precisidn [2]. A

continuacion se desarrollan algunos de estos elementos de validacién.
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Elemento de validacidn de un método analitico

La validacién consiste en un conjunto de procedimientos que se realizan
para confirmar qué meétodo produce resultados con el grade de precision y
exactitud para lo cual fue disefado [1] [2].

Con el objetive de validar un determinado meéetodo analitico se utilizan
regularmente los siguientes parametros analiticos que ademas sirven para

comparar sus cualidades analiticas con las provistas por otros métodos:

Especificidad

Selectividad

Sensibilidad de calibracion
Sensibilidad analitica
Intervalo de linealidad
Exactitud

Precisidn

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Especificidad

En los analisis guimicos es frecuente que muchos compuestos como
sustancias enddgenas, metabolitos vy productos de degradacion, puedan
potencialmente interferir en la administracion de un analito de interés. Es por
ello gue la especificidad hace referencia a la seguridad sobre la respuesta
detectada atribuida sdlo al analito a cuantificar, Es por esto que el método
debera tener la capacidad de medir al analito inequivocamente en una mezcla

de componentes que podrian interferir en la medida [3].
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Selectividad

La selectividad describe |la capacidad del método analitico para
diferenciar varias sustancias en una muestra compleja [3]. Por ejemplo es
comun aplicar este término a las técnicas cromatograficas en las cuales
componentes de una mezcla son separados y cuantificados en una matriz 4]
[5]. También es usada para describir métodos espectroscopicos en los cuales las

sefiales son separadas y obtenidas para diferentes compuestos en una mezcla.

Sensibilidad de calibracién y analitica.

La IUPAC [6] define a la calibracién como una operacion que relaciona
una cantidad de un valor medido, como puede ser una sefial (y), con la cantidad
o concentracion (x) de una determinada especie quimica [7]. La sensibilidad de

calibracion es igual a la pendiente (dy/dx) de la recta de calibrado (m) {(Ecuacidn

1).

Ecuacidn 1

Por otra parte m no es adecuada para comparar dos métodos analiticos
cuando estos estan basados en respuestas diferentes (por ejemplo, absorbancia
v fluorescencia, etc.). Para ello hay que utilizar la sensibilidad analitica (y),
definida por la relacion entre la sensibilidad (m) y el ruido instrumental (s}

{Ecuacidn 2),

e
Il

<" 13

Ecuacion 2

donde s, es una medida conveniente del nivel de ruido en la respuesta.
El modelo de regresion lineal mas comunmente utilizado es el ajuste por
cuadrados minimos [8]; el cual supone las tres siguientes premisas: 1) el unico

error esta dado por la variable y; 1) los errores de la variable y estan
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normalmente distribuidos; 1) el error en la variable y es homogéneo para cada
valor de la variable x. Considerar que la fuente de error provenga sdlo de la
variable y es probable gue se cumpla en una gran cantidad de experimentos,
con errores en las senales de los instrumentos del 2-3 % (desviacion estandar

relativa menor al 10 %).

Intervalo de linealidad

Para comprobar que el modelo lineal sea el adecuado para los datos
experimentales se deberad verificar los supuestos a partir de los residuales
calculados,

Una forma de hacerlo es mediante el andlisis de un grifico de los
residuales (v —_:"r de la regresidn en funcion de los x; datos experimentales [8].
Para el comportamiento lineal se espera que la distribucidon sea al azar, y que la
variabilidad interna entre réplicas a cada nivel de concentracidn sea
aproximadamente la misma gue la variabilidad global. 5i se observa visualmente
qgue los residuos poseen un comportamiento parabolico, es un caso tipico de
desvios de la ley lineal. En tanto que 51 los residuos muestran una variabilidad
global significativamente mayor que la que presentan las réplicas a cada nivel,
aungue el sistema se comporte linealmente, hay mayor incertidumbre en las
concentraciones nominales de los patrones de calibrado que en la sefal
instrumental.

La prueba estadistica que se utiliza para determinar si los datos se
ajustan a la ley lineal es el test F [9], el cual se basa en el analisis de la varianza
[9] (ANOVA; Analysis of Variance) y consiste en hacer la relacion entre |a
varianza de la regresion |"5W5,_i'ir con la del ruido instrumental (51,2}. A este valor de

F, se lo denomina F experimental (F.,, ) (Ecuacién 3)
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e 225, Ecuacidn 3

5i se& obtiene que 1‘5:,.;,,."' es significativamente mayor que {5;", se supane
gue hay desvios al modelo lineal que son estadisticamente superiores al ruido
en la respuesta. Para poder emplear el test F se debe cumplir el supuesto de
que el error de la variable y es mucho mayor al de x. De otro modo se
acumularian en s,,” incertidumbres de las concentraciones que no tienen nada
relacionado con la pérdida de la linealidad.

Luego de obtener el F.,,, se lo compara con el valor critico del estadistico

<p.s
F {de una cola) de tablas para un dado nivel de confianza (95%), el valor
depende para fs,,)° de (n1-1) y para (s,)° de (n2-1) grados de libertad, siendo nl
y n2 igual al tamafio de la muestra (niveles de concentracion, niveles de
muestra real, etc. por ejemplo). Si F..<F, se acepta que los datos
experimentales se comportan linealmente.

Par ultimo &l intervalo lineal comprende desde la menor concentracion

gue puede cuantificarse hasta la pérdida de la linealidad.

Limite de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion (LD) en una técnica analitica esta definido comao la
concentracidn mas baja de analito que da una sefial gque puede ser distinguida
de la sefal del blanco con una razonable seguridad [10]. El LD es estimado por la
respuesta instrumental, pero se informa en unidades de concentracion o de
masa.

La definicion de la IUPAC [6] establece que el nivel de concentracion
limite que da una senal (y,) que es igual a la suma de la sefnal del blanco

promedio (yy) mas el producto de un factor numérico elegido de acuerdo al
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nivel de confianza requerido (w) v la desviacion estdndar del blanco (ss) [10]

(Ecuacion 4).

¥, =Py + WSy ) Ecuacion 4
A partir del modelo lineal (Ecuacion 4), el LD en unidades de

concentracion se pueden expresar por la Ecuacidon 5:

tp =¥ =Vl Ecuacion 5
m
en donde m es la sensibilidad de calibracidn, Sustituyendo la Ecuacidn 4 enla s

se obtiene la definicidn matematica del LD (Ecuacion &),

Wy,

b = = Ecuacién 6

El LD se calcula mediante una prueba de hipotesis estadistica en donde a
partir de fijar una concentracién llamada nivel critico (x;) se toman decisiones
respecto a la deteccion del analito, Para concentraciones superiores de x, existe
una probabilidad o de cometer un error llamade de tipo | o falso positivo. Este
consiste en aceptar erroneamente la hipotesis alternativa, admitiendo que el
analito esta presente cuando en realidad estd ausente. De la misma manera
existe una probabilidad [} de cometer errores del tipo |l o falso negativos, en el
cual se acepta erroneamente |la hipotesis nula admitiendo que el analito esta
ausente cuando en realidad esta presente. 51 para ambas probabilidades se
asume el valor 0,05, entonces se tendra un 5 % de probabilidad de cometer
ambos errores. Entonces en la practica asumiendo ambos errores k tiende a =

3,29 [11] [12] v el LD queda finalmente definido por la Ecuacion 7,
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iy < IaD oy

L

Ecuacion 7

Anteriormente en la definicion del LD se utilizaba un valor de k = 3, en el
cual solo se contemplaba los errores del tipo |.

Otro aspecto a tener en cuenta es la determinacion de la desviacion
estandar del blanco (sg). En general puede determinarse a partir de la
desviacidn de los residuales de la curva de calibracion y la medicion de los
blancos guimicos correspondientes, en este trabajo de tesis se utiliza la
definicion del LD de |a Ecuacion 7, y se realizo la medicion directa de los blancos
guimicos.

Por otra parte el limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracion
cuantificable en forma confiable. En este pardmetro se toma el valor de k=10

quedando definido el LC por la Ecuacién 8.

_ 0=,

LC Ecuacidn B

i

Para muchas aplicaciones farmacéuticas el LC es generalmente un
pardmetro mas Otil que el LD. La Farmacopea de Estados Unidos define al LC de
la misma manera anteriormente expuesta y ademds como “un parametro de
ensayos cuantitativos para bajos niveles de compuestos en muestras de
matrices, como impurezas de drogas y productos de degradacion de productos

farmacéuticos terminados” [13].

Precision y exactitud
La precision es una medida de la dispersion de los valores obtenidos de
multiples experimentos de una muestra homogenea. Un parametro estadistico

de la precision esta dado por el coeficiente de wvariacion (CV; desviacion
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estandar relativa porcentual). En general un valor de CV menor al & %
corresponde a un método preciso.

Por otra parte la exactitud estd definida como la cercania entre el valor
medido del analito en cuestién y el "valor verdadero”. En la practica el valor
verdadero de una analito puede ser estimado mediante algunos de los métodos
gue se detallan a continuacion,

Metodelogia de referencia: muchas organizaciones estan comprometidas
en el desarrolio de metodos certificados con una gran exactitud, como es el caso
de la NRSCL (Macional Reference System for the Clinical Laboratory). Se
comparan los resultados obtenidos con los del metodo de referencia con el
meétodo desarrollado propuesto.

Mediante la utilizacion de materiales de referencias certificados.
Realizando _ensayos de Recuperacion [14] en este punto hay gue

diferenciar el término “Recuperacidn” de "Recuperacidn Aparente”; ambos
reconacidos por la IUPAC. Sus definiciones se detallan a continuacion.

-Recuperacion (R): es la relacidn de |a cantidad de analito encontrada a
partir de una matriz real fortificada previamente al procedimiento de extraccion
v la cantidad original agregada a la muestra. Estd relacionada con el error
sistematico global de todo el proceso analitico.

‘Recuperacién Aparente (RC): se hace referencia a muestras fortificadas
justo antes del proceso de medicidn y estd relacionado con el error sistemstico
producido por la matriz. Es la relacion entre el valor obtenido y el valor
adicionado.

Participacidn en Ensayos peridgdicos Interlaboratorios [11].

Las dos primeras metodologias, dado su costo elevado junto a la limitada
disponibilidad de materiales certificados especialmente en muestras reales,
hacen gue las otras dos opciones sean elegidas y aplicadas por los laboratorios

can mayor frecuencia [6].
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En este trabajo de tesis la exactitud de los ensayos de recuperacion se
realizaron mediante el test 't'.

Para corroborar la exactitud del método se estudio el efecto matriz
aplicando el test t [8] a dos colas con niveles de confianza del 95% vy el valor
ohtenido se lo compard con el valor de t (g, genos) tabulado para los n datos
promediados. El valor de t obtenido experimentalmente debe ser menor al valor
t tabulado para el nivel de confianza elegido y los n-1 grados de libertad, el valor

es satisfactorio para [t <ty o= o0s) (ECuacidn 9)

t = [{% R -100) {n)**)/ s Ecuacién 9

siendo n=numero de datos promediados utilizados en los ensayos de
recuperacion con los cuales se calcula el % R v 5 la desviacion estandar para los

n ensayos.

2. Objetivos
Objetivo General

Determinar los parametros de wvalidacion analiticos para métodos
espectrofluorimétricos supramoleculares gue surgen de sistemas huésped-

receptor previamente estudiados en el grupo de investigacion.

Objetivo Especifico

Desarrollar v validar un método analitico para determinar cuantitativamente el
fungicida benomilo (BY) basade en los cambios de las propiedades
espectrofluorimétricas inducidos por la adicion del macrociclo acido para
sulfonatocalix[8]areno (CBS).

Desarrollar vy wvalidar un  método  analitico para  determinar
6-hidroximelatonina (6M) en base al incremento en la emisidn de fluorescencia

por la adicion de Hidroxipropil-[i-ciclodextrina (HPBRCD).
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3. Organizacion de los resultados del capitulo

En esta seccion se detalla la determinacidn de los pardmetros analiticos y
de la wvalidacion en muestras reales para los métodos supramoleculares
espectrofluorimétricos intensificados para BY con C85 y para 6M con HPACD.
Este estudio se desprende como continuacion de los trabajos desarrollados en
las tesis doctorales de la Dra. Valeria Sueldo Occello y el Dr. Guillermo
Bracamonte, dado que en estos trabajos se determinaron las interacciones
entre los compuestos y los macrociclos pero no se habian desarrollado los

métodos analiticos.

BY
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Figura 1. Estructuras de sustratos (BY y 6M) y receptores [C85 y HPRCD)
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3. Materiales y métodos

Reactivos

NaPOH; (Merck)

MaCl (Cicarelli]

Na,PO.H (Merck)

Benomilo (95 % de pureza)

6-hidroximelatonina (99 % pureza-ICNI- ICN Biomedical)
Hidroxipropil-B-ciclodextrina (grado de sustitucién 5.5, Cerestar)
Agua MO

Cloroformo (Cicarelli)

Eter etilico (Sintorgan)

Metanol grado HPLC (Sintargan)

HCl 36,5-38% (Cicarelli y Anedra)

Acido p-sulfondnico calix[8]areno (sintetizado por el Dr.Marcio Lazzarotto)

Instrumental

Bario termostatico (Haake y Thermo Orion)
Microondas de uso doméstico (Eslabdn de Lujo)
Electrodo de vidrio, calomel saturado {Orion ROSS)
pH-metro (ORION Modelo 7204 v 520 A)
Espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu)
Espectrofluorimetro Jasco FP-777

Espectrofluorimetro PerkinElmer modelo LS55

3.2. Métodos y procedimiento

173



Todas las soluciones con las que se trabajd fueron acuosas; excepto en el
método de recuperacion de 6M de extractos en metanol la cantidad de solvente
organice no superd el 2 %. La homogenizacion de las soluciones se realizé con
un sonicador Testlab th 02. La temperatura de las soluciones y del
compartimiento de la celda se controlo usando baros termostaticos con
circulacion Haake. La celda para las medidas de fluorescencia fue de cuarzo con
b= 1 cm.

Las soluciones reguladoras de pH = 1,000 ([HCl) = 0,1 M y [NaCl] = 0,024
M); pH = 6,99 sistd ([NaPOsH;] = 0,02 M; [NaPO H] = 0,03 M y [NaCl] = 0,02 M)
y pH= 9,156 ([Na;B,0, 10H,0] = 0,01 M; [MaCl] = 0,02 M) se prepararon de
acuerdo a literatura [15].

En todas las curvas de calibracion se lograron ajuste de los datos
experimentales y se corroboré la linealidad con el test F.

Las determinaciones analiticas para BY se llevaron a cabo en las mejores
condiciones establecidas previamente a este trabajo de tesis. Todas las
soluciones fueron acuosas, acidificadas a pH = 1,000 con buffer; la temperatura
se mantuvo a 25,0 2C; A, = 300,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y de
emisian fue 10 nm; se fijé el voltaje del fotomuitiplicador a 900y b = 1 ¢m. La
concentracidn de BY vario en el intervalo de [BY]=0,5-8x 10 Em,

Las determinaciones analiticas para 6M se realizaron a pH= 6,994,
T =250 °C; A, = 382,0 nm; ancho de rendijas de excitacion y de emisién fue 10
nm; ganancia = medium; b = 1 cm. El concentracion de &M vario en el intervalo

de [6M]= 0, 5- 6x 10 ° M.

- Método de extraccion para pulpa de naranja

La extraccion asistida por microondas (Microwave-gssisted Extroction,
MAE), ha sido desarrollada hace algunos afios como una nueva técnica para
facilitar la extraccion de compuestos organicos desde matrices complejas [16]

[17]. 5u empleo se ha aplicado a la extraccidn de pesticidas , herbicidas, v
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sustancias responsables de aromas [18] [19]. En general, la rapida transferencia
de calor en el calentamiento por microondas puede facilitar la extraccion en un
tiempo mas corto, en comparacion con los metodos tradicionales. Su uso sa
puede encontrar a presion reducida, presion atmosférica, con microondas
disefados para laboratorio o simples hornos de uso doméstico, empleando
solventes organicos o agua [19].

Sobre estas bases, se efectud la extraccion de pulpa de naranja en medio
acido (HCI 4,3 M donde es probada la estabilidad del BY) empleando MAE. Para
ello se empled un aparato de microondas comercial de uso domeéstico,
operando a 850 W de potencia. Luego se agregaron 5,0 mL de HC| (4,8 M) y se
lewd al microondas por 30 5 en un recipiente convenientemente tapado. Se
coloco por 5 minutos en heladera y luego se dejd enfriar a temperatura
ambiente. El sobrenadante se trasvaso a un tubo de centrifuga y se centrifugd
por 15 minutos a alta velocidad. El clean-up, la etapa de limpieza, se realizd en
una columna de carbdn activado previamente purificado (diametro 0.8 cm,
altura del relleno 2 cm); 1a cual fue acondicionada con 5 mL de HCI 4,8 M.

En nuestro laboratorio previamente se habia demostrado que el método
era exacto para la recuperacion de BY en muestras previamente fortificadas

antes del proceso de extraccion [20].

- Método de extraccion para orina humana

Luego de realizar dieta durante 48 horas de aquellos alimentos gue
elevan los niveles de serotonina en el organismo, se recolectd la orina durante
24 horas y se acidifico para frenar toda actividad enzimatica basado en
protocolos de literatura [21]. Por cada mililitro de orina se realizaron 5
extracciones con 2 mL de éter etilico, obteniéndose un conjunto de extractos de
éter, gque se dividio: a una parte se le realizaron 2 extracciones con 1 mL de
buffer pH =6,994 por mL de éter, se obtuvo un conjunto de extractos a

pH=6,994; y a otra se la evapord, retomd en metanol y se la llevd
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posteriormente a pH = 6,994 con buffer. En ambos casos las soluciones finales
tenian un 2% de extracto y estaban al 95% de buffer pH = 5,994, EL experimento

se realizo con las soluciones por triplicado a un s0lo nivel de fortificado.

4. Resultados y discusion

4.1 Determinacion de BY por complejacion con CBS

Anteriormente en el grupo de investigacion se estudio el tipo de
interaccién entre el C85 y BY, se determind la K , y la relacian de rendimientos
cuanticos de fluorescencia entre el sustrato complejado y el sustrato libre (d)
[22].

El fungicida BY y C8S forman complejos de diferentes estequiometrias. La
formacion del complejo 1:1 se observa hasta la relacion de estequiometria 1:1 e
induce el incremento de las intensidades de emision de fluorescencia,
posteriormente la disminucion de la fluorescencia indica la formacion de
complejos con otras estequiometrias. El valor de la relacion de rendimiento
cuantico entre BY complejado vy libre, para el complejo 1:1, indicarian la
disminucion de la relajacion mediante mecanismos no radiativos. La afinidad
entre BY y p-sulfonatocalix[B]areno se atribuye a interacciones idn-ign vy
cation-m.

Los valores determinados fueron Ky = (6 £ 2) x 10° M7 y & = (3,1 £0,7)
para la relacién de rendimientos cuanticos de fluorescencia obtenidos por

intensificacion de la fluorescencia de BY en presencia de C85.

+ Determinacién de los pardametros analiticos

Las curvas de calibracion para la determinacién de los pardmetros
analiticos se realizaron midiendo las intensidades de emisidn de fluorescencia a
varias concentraciones de BY en ausencia v en presencia de CBS 7uM teniendo

en cuenta las mejores condiciones experimentales establecidas previamente. La
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solucion concentrada de BY se prepard en HCl 5 M. Esta solucién es estable
durante aproximadamente 15 dias. Mientras que las disoluciones de BY a pH =
1,000 empleadas son estables por 24 horas. En estas condiciones, pasado los
tiempos especificados, el pesticida se hidroliza mediante un mecanismo de
catalisis intramolecular. Las determinaciones se realizaron a 7 niveles de
concentracion por triplicado. Los intervalos  lineales se observaron a
concentraciones de BY hasta 8 uM en ausencia de C85 vy hasta 6 uM en
presencia del receptor macrociclico, A partir de las curvas de calibracidn se
determinaron las sensibilidades de BY en ausencia y en presencia de CBS (Tabla

1).

Tabla 1. Parametros analiticos para BY a pH = 1,000.

Especies £ m,10°M*"  D® LC®

BY 0,03 55101 (0,526 + 0,009) pg mL™ (1,59 4 0,03) pug mL"
(1,81 £ 0,03) pMm (5,5 0,1) uM

BY — CBS 0,004 9805 (0,039 £ 0,002) pg mL* (0,118 + 0,006) pg mL*
(0,134 £ 0,007) pM (0,41 £ 0,02) uM

* La desviacion estandar del blanco, s, se calculd midiendo 20 o mas soluciones
blanco independientemente preparadas (n = 20). Los valores que superaron 25
la media del blanco a un nivel de confianza del 95 %, se consideraron andmalos.
® Las errores se determinaron mediante el programa estadistico.

“ Los errores se calcularon por propagacion de errores.

El valor del limite de deteccion de BY (Tabla 1) en ausencia de C85
concuerda, dentro del error experimental, con el wvalor determinado
previamente en el grupo LD = (0,66 + 0,07 pg mL") utilizando otro
espectrofluorimetro [4]. La sensibilidad de calibracion BY es mayor en presencia
de CBS. El limite de deteccidn, calculado segun la definicidn actual de la IUPAC

(32,28 s5z/m), es menor en presencia del receptor C85. El porcentaje de
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disminucion del limite de deteccion de BY por adicion de CES, establecido

mediante |a Ecuacion 10 presentada a continuacion, es 93 %.

LD = LD mayor — LD menor 100 % Ecuacién 10
LD mayor
El wvalor determinado de LD es comparable con los valores establecidos
entre BY y otros macrociclos estudiados en el grupo (Hidroxipropil-fi-
ciclodextrina HPRCD (17,4 £ 0.8) ng mL? | ¥ menor en comparacidn con el LD de
este pesticida en presencia de p-sulfonatocalix[6lareno (128 + 9) ng mL" (C6S)
[23].

4.1.1. Aplicabilidad del método propuesto en muestras de agua corriente y
extracto de naranja

Los ensayos de recuperacion de los analitos sobre matrices reales, agua
corriente {10 % v/v y 5 % v/v) y extracto de naranja, se realizaren por triplicado,
Los ensayos se determinaron aplicando el método de adiciones de estandar

(Method of standard additions, MOSA).

- Muestras de agua corriente

En la siguiente tabla se presentan las recuperaciones determinadas

(Tabla 2).
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Tabla 2. Recuperaciones de BY en muestras de agua corriente °

Cantidad Cantidad

R, %
adicionada, pM determinada, pM
550" 5,89 107 (7)
5,40° 5,45 102 (9)

" [C85] = 6,90 uM; solucidn reguladora de pH = 1,000; 25,0 9C. No se detectd BY
en las soluciones blanco,

» Agua corriente 5 % (v/v).

" Agua corriente 10 % (v/v).

! Recuperacion. Entre parentesis se expresa la desviacion estandar para las

determinaciones por triplicado.

Muestras de extracto de pulpa de naranja

Para el estudio fluorimeétrico del BY se utilizé un 2% v/v del extracto de
pulpa de naranja obtenido de acuerdo a la metodologia del apartado 3.2, [3].

En la Tabla 3 se presentan las recuperaciones realizadas con muestra de

extracto de pulpa de naranja.

Tabla 3. Recuperaciones aparentes de BY en muestras de extracto de pulpa de

naranja?

Cantidad Cantidad .
RC, %

adicionada, pM determinada, pM

4,92 4,92 100 (9]

* [C85] = 8,00 uM; solucidn reguladora de pH = 1,000; 25,0 &C.
* Recuperacién aparente. Entre paréntesis se expresa la desviacion estandar

para las determinaciones por triplicado.

Luego se aplicd a los valores de las recuperaciones para cada matriz el

test t de dos colas de nivel de confianza al 95% para verificar que no existan
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diferencias significativas respecto al 100% para las recuperaciones. Los

resultados se muestran en la Tabla 4,

Tabla 4. Recuperaciones de BY en diferentes matrices para el nivele de

fortificado (Tabla 2 v 3)

Exactitud del metodo

IMatriz %R t*
—
100 "9} 0,01

|[Extracto de pulpa de naranja

Agua corriente 5 % (v/v) 107 (7) 1,00

Fg ua corriente 10 % (v/v) 102 (9) 0,22

" Entre paréntesis se expresan la desviacion estindar de los triplicados.

b a
En este caso es recuperacion aparente.

Valor del estadistico t experimental segan n grados de libertad.

Se compardo el wvalor tedrico del estadistico t (Ecuacion 11)
correspondiente al nimero de grados de libertad (2] de los ensayos por
triplicados (n) para un nivel de confianza de 9% % (4,30} con todos los t
experimentales calculados v se abtuvieron t menares al t teorico (Tabla 4).

Estos resultados validan la determinacidn de BY en muestras de agua

corriente y extracto de pulpa de naranja por el método de fluorescencia

intensificado con CHS.

4.2. Validacion de un método espectrofluorimétrico supramolecular para la
determinacion de &-Hidroximelatonina en presencia de Hidroxipropil-B-

ciclodextrina en muestras reales
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En nuestro laboratorio se habia estudiado el efecto de receptores
macrociclicos en las propiedades espectroscopicas del metabolito de la
harmona melatonina, la 6M, a pH =6,994, & ., = 300 nm y 25,0 2C. El incrementa
de la sefial fluorescente de la 6M en presencia de [J-ciclodextrina {10 mM [CD,
40%) v de Hidroxipropil-f-ciclodextrina {10 mM HPECD, 210%) con respecto al
sustrato salo en buffer de pH = 6,994, evidencian la estabilizacidn del estado
excitado a través de la emision fluorescente. La constante de asocliacion
determinada fue K, """= 6042 M ", en tanto que para PCD los datos
experimentales no se correlacionaron con el modela de la Ecuacidn 3 del
Capitulo V [24].

En eéste trabajo de tesis se decidid determinar los parametros analiticos
con HPCD y BCD (Tabla 5) con el objetivo de comparar con los resultados de

otros indoles estudiados previamente a pH =6,994,

Tabla 5. Parametros analiticos para 6M con BCD y HPCD

Medio
Parametros
buffer pH= 6,994 | {CD 10 mM | HPRCD 10 mM
m (10 mol " L} | 3,60 + 0,09 5,58 + 0,06 | 11,5+0,2
5w (107 (0,45) (0,74) (0,99)
WD{ngmlL?) |1,02+0,02 1,09+ 0,01 | 0,71+ 0,02

La sensibilidad de calibracion obtenida en buffer pH= 6,994 a partir de la
pendiente de la respuesta (sefial de Fluorescencia) vs concentracion de 6M es
m=3,6x 10° m? v 11,5 x 10° M en ausencia y presencia del macrociclo (HPECD
10 mM) respectivamente, evidenciando la mejora de sensibilidad con el
receptor, en tanto que |la mejora del limite de deteccion es un 30 %. En el caso
de la fCD {10 mM) si bien se determing un incremento de sensibilidad del 50

% con respecto al buffer, no hubo una mejora en el limite de deteccidon. El LD
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con HPRCD como nanosensor determinado en este trabajo es menor a 1 ng mL’
lo que indica que es un método muy sensible comparado con otros como la
guimioluminiscencia [4-25 ng mL?) [25], fluorescencia con reacciones de
derivatizacion (2 ng mL™") [26] o HPLC con deteccion de fluorescencia, técnicas
de preconcentracion como cromatografia electrocinética micelar vy

electroforesis capilar con detector UV {26 = 630 ng mL™} [27].

4.2.1. Aplicabilidad del método propuesto en muestras de orina de humano
adulto sano

A continuacion se explica el procedimiento que se llevé a cabo para
realizar ensayos de recuperacion a partir de una muestra real, orina de humano
adulto y sano.

Con el objeto de corroborar la exactitud y precision del método se
estudio el ofecto matriz en muestras de orina. La muestra fue recolectada,
acondicionada y extraida de acuerde a protocolos de literatura [21]. La mejor
eficiencia en la extraccion es generalmente en buffer pH =5,994 (para sustancias
iénicas) siendo también mas compatible con muestras biologicas. Pero para las
sustancias neutras en nuestro laboratorio se habia desarrollado un método de
extractos en metanol evaporados y re-solubilizados en metanol que dieron
buenos resultados para las recuperaciones de sustancias neutras fortificadas en
los extractos de orina, como la 6M, como se ha detallado en el Apartado 3.2.

Se determinaron los porcentajes de recuperacion aparente (RC) de 6M en
los extractos de buffer y metanol tanto en ausencia como en presencia HP[ICD,
obteniéndose un efecto de la matriz positivo {117 %) y (106 %) para el método
en buffer y un efecto negativo {50 %) en ausencia y positivo (200%) en presencia
de HPECD respectivamente para el método con metanol. Dados estos
resultados para proporcionalizar este efecto se calculd la sensibilidad en
presencia de matriz para el intervale de 0,24-10,00 umol L™ de 6M en muestras

de orina sin y con HPBCD para ambos extractos. Para el método empleando los
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extractos de buffer pH= 6994 se obtuvo m= (4,1+0,1) x 100 m? ¥

(5,49+0,07) x 107 M vy para el meétodo con metanol se obtuvieron

T

It

m= {18,7+0,1) x 10" M y (2,38£0,03) x 10° M en ausencia y presencia de
HPRCD respectivamente. A partir de estas sensibilidades se obtuvieron buenos
valores para las recuperaclones (95-109 %) de los fortificados de matrices
procesadas.

5e compard el wvalor tecrico del estadistico t (Ecuacién 11}
correspondiente al nimero de niveles de concentracion del analito estudiado
{n) para un nivel de confianza de 95 %. En éste estudio se trabajé con 5 niveles
de concentracion, el valor tedrico es t{5) = 2,57 que al comparario con todos los
t experimentales calculados con las sensibilidades obtenidas con matriz resultd
ser mayor.

Estos resultados validan la determinacidon de 6M en muestras de orina

por el metodo de fluorescencia intensificado con HPBCD.

5. Conclusiones generales

La sensibilidad del método para |la determinacion de BY empleando
medidas de fluorescencia directa aumenta en presencia de CBS. El valor de LD
disminuye 93 % en presencia del receptor, siendo comparable con las medidas
de LD en presencia de otros macrociclos, por ejemplo por fluorescencia
adicionando CD [28]. El método es exacto para determinar BY en muestras de
agua potable y extracto de pulpa de naranja a un 95 % de nivel de confianza. La
implementacion del método analitico propuesto utilizando C85 como sistema
supramolecular a temperatura ambiente es simple, rapida y economica.

Se han informado valores de constante de asociacion de este sustrato
con p-sulfonatocalix[6]areno formando un complejo de estequiometria 1:1 en
el intervalo de concentraciones entre (0 — 35) uM del macrociclo, K, = 2,6 x 10°
M™ [14]. Las constantes de asociacion de BY con las ciclodextrinas aCD e HPRCD

son menores (Ks = 170 M y K. = 30 M, respectivamente) [20].
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Por otro lado la formacién de los complejos supramoleculares con HPRCD
proporcionan un método alternativo espectrofluorimétrico, eficaz y directo para
la determinacion de 6M. El LD informado agui para el método de fluorescencia
directo de (0,7 ng mL!) es mejor o del mismo orden que el informado en
literatura para otros métodos espectrofotométricos, fluorimétricos vy de HPLC
con deteccidn fluorescente. Este LD permite la cuantificacion (LC) de 6M en los
niveles normales de excrecién urinaria diaria adultos humanos (10 mg / dia).
Estas valores son equivalentes a 10 ng mL™ en la cantidad de extracto diluido de
la orina (0,2 mL de extracto de orina en 10 mlL de volumen final) que fue el
utilizado en los experimentos de recuperacidn aparente.

Los métodos espectrofluorimétrico desarrollados en presencia de CBS y
de HPBCD como nanosensores evitan condiciones experimentales previas
potencialmente dafinas, reacciones de derivatizacion, el uso de solventes
peligrosos v simplifican las etapas experimentales en el tratamiento de la

muestra.

184



6. Bibliografia

[1]

[2]

3]

[4]

[5]

6]

(7l

[8]

9]

[10]

[11]

K. Danzer and L A. Currie, “Guidelines for calibration in analytical
chemistry. Part |. Fundamentals and single component calibration {IUPAC
Recommendations 1998)," Pure and Applied Chemistry, vol, 70. pp. 993-
1014, 1998,

1. N. Miller, “Basic statistical methods for Analytical Chemistry. Part 2.
Calibration and regression methods. A review,” Analyst, vol, 116, na. 1,
pp. 3—-14, 1991,

W. Gardiner, "Statisticol analysis methods for chemists. A softwore-based
opproach. “The Royal Society of Chemistry, 1997,

G. L. Long and L. D. Winefordner, “Limit of detection. A closer look at the
IUPAC definition,” Anal. Chem., vol. 55, no. 7, p. 712A-7244A, 1983.

A. R. Hill and 5 L. Reynolds, "Guidelines for in-house wvalidation of
analytical methods for pesticide residues in food and animal feeds.”
Analyst, vol. 124, pp. 953-958, 1999,

A. leds) in Inczedy, ).; Lengyel, T; Ure, A,; Gelencser, A,; Hulanichi,
“Compendium of analytical nomencloture [definitive rules 1997),* Third.
England, Blackwell Science, 1998.

K. Danzer and L. A. Currie, “Guidelines for calibration in analytical
chemistry. Part I. Fundamentals and single component calibration (IUPAC
Recommendations 1998)," Pure and Applied Chemistry, vol. 70, no. 4. pp.
993-1014, 1998.

1. C. Miller, "Estodistica pora la Quirmica Analitica,” Ind ed. Addison-
Wesley Iberoamericana, 1993.

A. K. Y. Hans-Jorg Schneider, “Principles and methods in supramaolecular
chemistry, “Wiley, ). and Sons, 2000, p. 349.

A. M. Committee, "Recommendations for the definition{,} estimation and
use of the detection limit,” Anafyst, vol. 112, no. 2, pp. 199-204, 1987.

L. A. Currie, "INTERMATIOMNAL UMNION OF PURE NOMENCLATURE IN
EVALUATION OF ANALYTICAL METHODS INCLUDING DETECTION
Nomenclature in evaluation of analytical methods , including detect ion
and quantification ca pa bi | it les ' { IUPAC Recommendations 1995 )," vol.
67, no. 10, pp. 1699-1723, 1995.

185



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[15]

[20]

[21]

[22]

L. A. Currie, “Detection and quantification limits: origins and historical
overview,” Anal. Chim. Acta, vol, 391, no. 2, pp. 127-134, 1999.

S. Chow and ). Liu, “Statisticol design and analysis in pharmaoceutical
science. “Dekker, Marcel, 1995.

I. Union, O. F. Pure, A, Chemistry, A. C. Division, C. On, G. Aspects, O. F.
Analytical, D. T. Burns, K. Danzer, and A. Townshend, "COMMISSION ON
GENERAL ASPECTS OF ANALYTICAL CHEMISTRY * USE OF THE TERMS '
RECOVERY ' AND ' APPARENT RECOVERY ' IN ANALYTICAL PROCEDURES (
IUPAC Recommendations 2002 |} Use of the terms ' recovery ' and '
apparent recovery ' in analytical procedures { IUPA,” vol. 74, no. 11, pp.
2201-2205, 2002.

H. N. W. C. R. M.Strauts, I.H. Gilfillan, “Analytical Chemistry—The Working
Tools."London: Press, Oxford University, 1958, p. 228.

A, Zlotorzynski., “The application of microwave radiation to analytical and
environmental chemistry’.,” Crit. Rev. Anal. Chem., vol, 25, no. 43, 1995.

N. T. V. Lopez-Avila, R. Young, “'Microwave-assisted extraction as an
alternative to Soxhlet, sonication and supercritical fluid extraction,™ J.
AQAC Int., vol, 79, no, 142, 1996,

M. . M. H. Pylypiw, Jr., T. Arsenault, C. Thetford, "Suitability of
microwave-assisted extraction for multiresidue pesticide analysis of
produce,’” ), Agric. Food Chem., vol. 45, no. 3522, 1997.

Z. Z. G, Xiong, B. Tang, X. He, M. Zhao, Z. Zhang, “'Comparison of
microwave-assisted extraction of triazines from soils using water and
organic solvents as the extractants,” Tolanta, vol, 48, no. 333, 1594,

M. L Pacioni, V. N. Sueldo Occello, M, Lazzarotto, and A. V. Veglia,
“Spectrofluorimetric determination of benzoimidazolic pesticides: Effect
of p-sulfonatocalix[6]arene and cyclodextrins,” Anal. Chim. Acta, vol. 624,
pp. 133-140, 2008.

N. W. Tietz, “Fundamental of Clinical Chemistry,” Thirds., no. v. 564. 1987,
p. 607,

V. N. Sueldo Occello, "Efecto de cucurbiturilos en las propiedades

fisicoguimicas de compuestos orgdnicos . Aplicaciones analiticas,”
Universidad Macional de Cordoba, 2011.

186



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

M. L. Pacioni, "Pesticidas en sistemas organizados: Propiedades
Fisicoquimicas vy aplicaciones analiticas. Determinacion analitica de
pesticidas.,” Universidad Nacional de Cordoba, 2007.

A, G. Bracamonte, "Compuestos de Interés Bioldgico y Farmacéutico en
Sistemas Organizados.Reactividad y Aplicaciones Analiticas,” Universidad
Macional de Cordoba, 2008.

J. lu, C. Lau, M. K. Lee, and M. Kai, "Simple and convenient
chemiluminescence method for the determination of melatonin,” Anal.
Chim. Acta, vol. 455, pp. 193-198, 2002.

M. Minami, H. Takahashi, H. Inagaki, Y. Yamang, 5. Onoue, 5. Matsumoto,
T. Sasaki, and K. Sakai, “Novel tryptamine-related substances, 5-
sulphatoxydiacetyltryptamine, 5-hydroxydiacetyltryptamine, and reduced
melatonin in human urine and the determination of those compounds, 6-
sulphatoxymelatonin, and melatonin with fluorometric HPLC,” U1
Chromatogr. B Anal. Technol, Biomed. Life 5ci., vol. 877, pp. B14-822,
2009.

1. Musijowski, E. Pobozy, and M. Trojanowicz, “On-line preconcentration
technigues in determination of melatonin and its precursors/metabolites
using micellar electrokinetic chromatography,” J. Chromatogr. A, vol.
1104, pp. 337=345, 2006.

M. L Pacioni, V. N. Sueldo Occello, M. Lazzarotto, and A. V Veglia,
“Spectrofluorimetric determination of benzoimidazolic pesticides: effect
of p-sulfonatocalix[6]arene and cyclodextrins.,” Anal. Chim. Acta, vol. 624,
no. 1, pp. 133-40, 2008.

187



Conclusiones Generales

En este trabajo de tesis se abordd el estudic de las propiedades
fisicogquimicas de calixarenos y tiacalixarenos.

Se adquirid destreza en la sintesis y caracterizacion espectroscopica de
compuestos macrociclicos.

Se determinaron las constante de disociacién dcido-base de p-tert-
butiltiacalix[4)arenn, p-tert-butilcalix[4]areno y p-tert-butilcalix[6larene en
mezclas de etanol-agua 3:1 v/v. En estas determinaciones se pudo observar e
interpretar la influencia de la interaccién con el cation metdlico de |la base sobre
las deprotonaciones de los macrociclos.

Se evaluaron los sistemas de p-tert-butiltiacalix[4]areno y p-tert-
butilcalix[4]areno con benomilo y paraguat a diferentes pH con el objeto de
determinar la interaccion de las distintas especies acido-base de los receptores
y los sustratos. A partir de un estudio mas detallado a pH=6 se pudo determinar
la formacidn de los complejos de p-tert-butiltiacalix[4)areno con acido cafeico
por quenching de fluorescencia estitico y con paraquat por exaltacion de
fluorescencia. Como proyeccion de estos resultados se propone el desarrolio de
métodos analiticos con estos sistemas. 5e  desarroliaron métodos analiticos
supramoleculares para los sistemas dcido p-sulfonatocalix[8]arenc con
benomilo y el sistema hidroxipropil-B-ciclodextrina con &-hidroximelatonina, en
ambos métodos los limites de deteccion obtenidos fueron iguales o menores

gue otros informados en literatura y se validaron en muestras reales.
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