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Prologo

La quimica supramolecular se puede dividir en dos campos principales: la quimica
host:guest y el autoensamblaje molecular. Por tanto, serd necesario profundizar en el
conocimiento de los mecanismos de formacion de complejos host:guest desde un punto
de vista cinético y termodinamico, asi como en las propiedades de autoagregacion de los
hosts hidrofobicos.

La finalidad a largo plazo de esta tesis es la modulacion de la reactividad, el
reconocimiento y autoensamblaje de sistemas supramoleculares en medio acuoso. En
concreto, se describe la formacion de complejos /ost:guest utilizando distintos receptores
macrociclicos (hosts) como ciclodextrinas, cucurbiturilos y calixarenos. Las
caracteristicas estructurales de los distintos /osts facilitan la incorporacion de moléculas
neutras, aniones y cationes, lo que los convierte en medios de reaccion que pueden
catalizar los procesos que en ellas tienen lugar, y también para autoasociarse y conseguir
la formacion de agregados coloidales.

En el capitulo 2 se ha realizado un estudio sobre el uso de la y-CD como nuevo
medio de reaccion en la catélisis supramolecular. Por un lado, se llevé a cabo un estudio
cinético de la sonda quimica cloruro 4-metoxibencenosulfonilo (MBSC) en presencia del
sistema mixto formado por: surfactantes catiénicos (C,TAB n = 8§, 10, 14, 18) y y-CD.
Mientras que por experimentos de RMN, se estudi6 la formacion de complejos multiples
mediante la adiciéon simultdnea del surfactante cationico y la molécula orgéanica p-
nitrofenilacetato (NPA) a unadisolucion dey-CD. Los resultados obtenidos por
experimentos cinéticos y de DOSY permiten determinar que la y-CD puede formar
distintos tipos de complejos 1:1, 1:2 y 1:1:1, con los dos guests operando
simultaneamente. Se ha observado un efecto cooperativo en la formaciéon del complejo

triple.
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El capitulo 3 se centra en la formacion de un complejo de inclusion entre el CB7
y la amida (N-picolinoilimidazol), asi como la influencia del disolvente (CH3CN) en
dicho complejo. Se estudio la reaccion de hidrolisis del N-picolinoilimidazol en presencia
de CB7 a distintos porcentajes de acetonitrilo, y observamos una aceleracion de la
velocidad de reaccion con el aumento del porcentaje de acetonitrilo. Para explicar este
aumento de la velocidad, se han realizado estudios para detectar si el acetonitrilo
interaccionaba con el N-picolinoilimidazol o se complejaba con el CB7. Finalmente, se
observo a través de un estudio de la influencia del acetonitrilo en la complejacion del CB7
con la 4-Nitroanilina, que el CH3CN puede formar complejo con el CB7. A mayores se
realizaron experimentos de 'H RMN, que nos han permitido confirmar que el acetonitrilo
forma parte del complejo 1:1 (CB7:N-picolinoilimidazol), dando lugar a la formacion del
complejo triple 1:1:1 entre CB7:N-picolinoilimidazol:CH3CN. Por tanto, se ha explicado
el aumento de velocidad de reacciéon al aumentar el porcentaje de acetonitrilo,
considerando que el disolvente se introduce en la cavidad del macrociclo y desplaza al N-
picolinoilimidazol, situandolo préoximo de los portales del CB7 y haciéndolo mas
accesible al ataque del agua, produciéndose un aumento de la constante de velocidad
observada para la hidrolisis del N-picolinoilimidazol.

En el capitulo 4 se ha descrito la formacion de complejos de inclusion entre el
CB7 y los surfactantes zwitterionicos (sulfobetainas) con cadenas alquilicas de diez a
dieciséis grupos metileno. Los valores de las constantes de equilibrio entre el CB7 y las
sulfobetainas se han determinado a través de experimentos competitivos, utilizando el
sustrato trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-metilpiridinio (DSMI") como competidor, y
se ha demostrado que los valores de las constantes de equilibrio son independientes de la
longitud de la cadena alquilica del surfactante. Los complejos host:guest han sido
caracterizados por experimentos de RMN, y revelaron que el CB7 interactiia con el grupo
catidnico de la sulfobetaina al incluir parte de la cadena alquilica. El motivo de unién tan
fuerte esta reticulado por moléculas de CB7 adicionales, dando lugar a la formacion de
nanoparticulas supramoleculares (SNPs) con un tamafio de aproximadamente 200 nm y
un potencial Z negativo, que han sido confirmadas por experimentos de DLS y Crio-
TEM. La desagregacion de las SNPs se llevo a cabo mediante la adicion de cationes
tetraetilamonio (TEA) dando como resultado una transicion de SNPs a micela. Se
investigd la encapsulacion y liberacion de farmacos a partir de SNPs, usando la sonda

fluorescente carboxifluoresceina, indicando que tras la interrupcion de SNPs por TEA, el
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colorante fluorescente se localiza en los agregados micelares que pueden romperse por
adicion de ciclodextrina.

El capitulo 5 se centra en el estudio de la autoagregacion de los calix[4]arenos
cationicos anfifilicos y su interaccioén con el CB7. En primer lugar, a partir de la técnica
de conductividad eléctrica, se determind el valor de la concentracion micelar critica (cmc)
y de la fraccidon de carga micelar neutralizada () para estos macrociclos, y con estos
valores se obtuvo la energia libre de micelizacion (AGSy) que disminuye con el incremento
de la longitud de las cadenas alquilicas. Se ha planteado el comportamiento de estos
macrociclos con distintas sondas (1,8-ANS, NR y Prodan) por fluorescencia de emision.
Los resultados obtenidos de los calix[4]arenos con el 1,8-ANS antes de la cmc, indican
que la incorporacion del grupo anilino en las cadenas alquilicas del macrociclo
induciendo el desplazamiento de la banda de emision (Amax), mientras que la complejacion
del grupo naftaleno por las cadenas alquilicas de un segundo macrociclo para dar el
complejo 2:1, induce un aumento de la intensidad de fluorescencia.

Los resultados obtenidos sobre la interaccion entre el CB7 y los cali[4]arenos
cationicos, permiten la formacion de complejos del tipo 1:1, 2:1 y 1:2. A partir de
experimentos de DLS se ha confirmado un aumento del tamafio del agregado, lo que
supone la existencia de interacciones entre el CB7 y los agregados micelares de los
calix[4]arenos. Las imagenes del Crio-TEM, confirman la formaciéon espontanea de
vesiculas polidispersas para el sistema del CB7 con el TMACA4TD. Se estudi6 la
encapsulacion del 1,8-ANS por las vesiculas y se confirmo su liberaciéon mediante la
adicion de TEA, confirmandose también la desagregacion de las vesiculas por
experimentos de DLS.

En el capitulo 6 se describe la formaciéon de complejos de inclusion entre
calix[4]arenos modificados, con su propio contraion o distintos guests anidnicos en
disolucion acuosa. La modificacion del portal superior con sustituyentes catidnicos
distintos, dota a los calix[4]arenos de la ventaja de actuar como receptores anionicos.
Estos cambios estructurales tienen un efecto importante en la complejacion y la correcta
eleccion de los grupos funcionales en los sitios de reconocimiento, €s un paso critico en
el disefio y la construccion de este tipo de receptores moleculares, como se ha observado
a lo largo del capitulo en los distintos procesos de complejacion.

Finalmente, en el capitulo 7 se presenta un estudio de la influencia del contraion
como factor decisivo en la formacion de complejos host:guest entre p-

sulfonatocalix[4]arenos y surfactantes (betainas). Los resultados obtenidos por
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experimentos de ITC y 'H RMN, han permitido confirmar el efecto de los cationes Na*
(afiadidos o como contraién del macrociclo) sobre la formacion de complejos de inclusion
entre el SC4 y las betainas de dos maneras distintas dependiendo de la longitud del
espaciador de la betaina. Es decir, los cationes Na" pueden competir con las betainas por
la cavidad del calixareno dando lugar a un complejo binario SC4-Bet (modelo
competitivo) o pueden formar un complejo triple SC4-Na-Bet (modelo competitivo-

cooperativo), dependiendo de la longitud del espaciador de las betainas.



1 Introduccion

1.1 Quimica Supramolecular

La importancia de la quimica supramolecular fue establecida por el Premio Nobel
de Quimica de 1987, otorgado a Donald J. Cram!, Jean-Marie Lehn? y Charles J.
Pedersen® en reconocimiento a sus pioneros logros en este campo de la quimica. Hoy en
dia, la quimica supramolecular*® ha sido considerada como una importante subdisciplina
de la quimica, se define como “la quimica mas alla de las moléculas” o como “la quimica
del ensamblado molecular y del enlace intermolecular”. Segin Jean-Marie Lehn’, es el
resultado de la asociacion de dos o mas especies quimicas por medio de interacciones
intermoleculares, de tal modo que la especie supramolecular o supermolécula resultante
tiene unas propiedades diferentes, y a menudo mejores que las propiedades de los
componentes individuales. Sobre la base de los distintos tipos de interacciones
intermoleculares no covalentes se incluyen los enlaces de hidrégeno, las interacciones
electrostaticas, las interacciones de van der Waals, los enlaces m-m, las interacciones
hidrofobicas, etc. Este tipo de interacciones presentan una ventaja en comparacion con
los enlaces covalentes, son mas débiles y se caracterizan por su naturaleza reversible.

El campo de investigacion de la quimica supramolecular se basa principalmente
en dos campos: la quimica de reconocimiento molecular y el autoensamblaje molecular
(Esquema 1.1).

El proceso de reconocimiento molecular se asocia generalmente, a la
complejacion y reconocimiento de especies, denominadas guests o huéspedes, por
moléculas mayores, denominadas hosts o anfitriones, dando lugar a formacion de
complejos host:guest supramoleculares. Por otro lado, el autoensamblaje molecular se
puede definir como el proceso de asociacion espontdnea de moléculas, originando

agregados supramoleculares, con estructuras ordenadas de gran tamafio y bien definidas,
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mediante las interacciones intermoleculares no covalentes entre las subunidades que los

forman.

Reconocimiento Autoensamblaje
Molecular Molecular

Esquema 1.1

En general, se puede destacar diferencias entre los procesos de autoensamblaje
molecular y los complejos host:guest. La principal diferencia entre estos sistemas, reside
en el tamafo y geometria de las especies quimicas que intervienen en el proceso, en el
caso del autoensamblaje molecular las especies que forman el agregado supramolecular
presentan tamafios y geometrias similares. Otra de las diferencias es que, en los sistemas
host:guest, por lo general, no sobrepasan las 2 o 3 especies involucradas en el proceso,
mientras que en los procesos de autoensamblaje molecular suelen estar involucradas un
gran numero de subunidades moleculares.

En la naturaleza se pueden encontrar muchos ejemplos de sistemas
supramoleculares. Se sabe que muchos de los procesos biologicos mas importantes tienen
lugar en agua e implican interacciones reversibles y no covalentes débiles entre las
especies moleculares. Uno de los ejemplos mas importantes es la estructura de la doble
hélice del ADN (acido desoxirribonucleico) que estd formada por dos cadenas distintas
de nucleétidos conectadas a través de enlaces de hidrogeno. El uso de enlaces no
covalentes es esencial para la replicacion, debido a que permiten que las hebras se separen
y se utilizan para una nueva plantilla de ADN de doble cadena. Es de gran importancia
que los quimicos supramoleculares comprendan las interacciones intermoleculares y
controlen el autoensamblaje de moléculas, como lo hacen los organismos bioldgicos en

la naturaleza.
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1.2 Complejos host:guest

La formacion de complejos host:guest, también conocidos como complejos de
inclusion, es el drea mds estudiada de la quimica supramolecular!. Los complejos
host:guest se forman cuando se produce la encapsulacion de una molécula o ion (guest)
por una molécula mayor (/ost) mediante interacciones no covalentes entre ambas.
Cuando un determinado /ost presenta una afinidad superior para unirse a un determinado
guest o familia de guests, recibe el nombre de selectivo®. La constante de equilibrio (K)
para la formacion de este tipo de complejos, dada por la ecuacion (1.1), es una medida
cuantitativa de la afinidad que existe entre un guest y un host determinados. En el caso
de que haya mas de un guest, la selectividad es una medida de la afinidad relativa que un
host tiene para unirse a un guest frente a otro, y se determina a partir del cociente entre

las constantes de equilibrio de cada guest, como se representa en la ecuacion (1.2).

_ [Host: Guest] (1.1)
~ [Host][Guest]
K(Guest,) (1.2)
Selectividad = ——
electividad K (Guest,)

Para determinar la afinidad entre el 4ost y las moléculas guest, en la formacion de
este tipo de complejos, debemos tener en cuenta diversos factores, tales como: la
complementariedad entre los sitios de union del sost y del guest, 1a preorganizacion de la
conformacion del /ost y la cooperatividad de los grupos de union.

Las condiciones 6ptimas para que el complejo de inclusion sea estable y se forme
de manera selectiva, es necesario que el guest presente un tamafio, geometria y grupos
funcionales complementarios con el sitio de union del host. Por tanto, la
complementariedad entre el tamafo del guest y del host es una condicidén necesaria pero
no suficiente para que se produzca una union eficaz entre ambos.

Por otro lado, debido a que sabemos que este tipo de complejos se obtienen por
enlaces no covalentes (caracter débil), para obtener un complejo estable se requiere
multiples sitios de unidn, ya que un solo enlace no covalente es débil, pero varios enlaces
de este tipo entre el host y el guest pueden estabilizar el complejo host:guest. El origen

termodinamico’ de la estabilizacion de los complejos de inclusion es similar al efecto
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quelato que se da en la formacion de complejos metalicos con ligandos n-dentados. El
efecto quelato consiste en un aumento de la estabilidad de los complejos, cuantas mas
uniones presente un mismo ligando con el cation central, mas dificil serd romperlas, y por
tanto, mas estable sera el complejo. Por tanto, si se sustituyen n ligandos monodentados
por un ligando n-dentado, se produce un incremento de la estabilidad de los complejos
que proviene principalmente de un efecto entropico. En resumen, podemos decir que el
efecto quelato es un claro ejemplo de cooperatividad entre sitios de unién individuales en
la estructura de un ligando.

Por ultimo, el factor que es esencial en los procesos de reconocimiento molecular
para la formacion de los complejos host:guest, es la preorganizacion de la estructura del

host. A partir de este factor, conocemos el término efecto macrociclo!%!!

, que consiste en
el aumento de la estabilidad para los complejos formados a partir de analogos ciclicos, en
comparacion con los complejos formados por el mismo analogo pero de cadena abierta.
Como ejemplo, en el Esquema 1.2 se muestra la complejacion del cation Cu*? por un
analogo ciclico (izquierda) que es sobre 10* veces mas estable que la complejacion del

mismo cation con el andlogo de cadena abierta (derecha)!’.
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Esquema 1.2

El efecto macrociclo estéd relacionado con la organizacion de los sitios de uniéon
del host antes de complejarse con el guest. Es decir, si tenemos un host preorganizado
debe presentar una geometria bien definida, con los sitios de unién en la disposicion
espacial adecuada para complejarse con el guest y, por tanto, no necesita experimentar
cambios conformacionales apreciables cuando se produce la complejacion con el guest.

La preorganizacion, se puede conseguir mediante la sintesis de hosts con estructuras
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rigidas y bien definidas, ademds de poseer un tamafio y sitios de uniéon adecuados para
poder encapsular una determinada molécula guest.

En términos termodinamicos, la formacion de complejos entre guests y hosts
preorganizados esta favorecida. Un macrociclo preorganizado es mas rigido, por lo que
al formar los complejos host:guest el cambio conformacional que va a experimentar el
host es minimo, dando como resultado una menor pérdida de grados de libertad y
haciendo que la complejacion sea mas favorable entropicamente. En términos entalpicos,
que el host esté preorganizado hace que presente una estructura rigida y obliga a los
grupos que posee a interaccionar antes de la complejacion, por tanto, este factor no va a
suponer un aumento importante de la entalpia en el proceso de formacion de los

complejos host:guest.
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Para conseguir moléculas sost que den lugar a complejos de inclusion estables, se
ha centrado la investigacion en el disefio y sintesis de distintos macrociclos con
propiedades y funciones especificas, para incrementar la capacidad de formar complejos
con distintos tipos de guest. Después de las primeras moléculas host artificiales
descubiertas, los éteres corona'?, los cuales son conocidos por su capacidad de complejar
cationes metalicos, se sintetizaron otros macrociclos.

En el Esquema 1.3 se muestran las estructuras mas comunes que se encuentran en
la bibliografia de una gran variedad de moléculas macrociclicas con distintos tamafios,
flexibilidad, densidad de carga y grupos funcionales, cuyas caracteristicas son
determinantes en el proceso de reconocimiento molecular.

En esta tesis se presenta varios estudios de la quimica /ost:guest con los distintos
macrociclos utilizados: ciclodextrinas, cucurbiturilos y calixarenos. A continuacion, se

presentard una introduccion general y la complejacion host:guest de cada macrociclo.

1.2.1 Ciclodextrinas

1.2.1.1 Introduccion, estructura y propiedades

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos formados por 6 (a-CD), 7 (B-
CD), 8 (y-CD) o mas unidades de a-D-glucopiranosa unidas por enlaces a-(1,4) y se
obtienen por la degradacion enzimatica del almidon. A estos tres tipos se le conocen como
CD nativas y son sustancias cristalinas, homogéneas y no higroscopicas, y pueden ser
modificadas variando sus propiedades.

En 1891, el quimico francés A. Villiers hizo la primera publicacion sobre las
ciclodextrinas'?, donde las describié como una serie de sustancias cristalinas obtenidas a
partir de la degradacion enzimatica del almidon con Bacillus amylobacter. Pero fue entre
1903 y 1911 cuando el quimico austriaco Franz Schérdinger, establecio las bases de la
quimica de las ciclodextrinas e identificé las a y B-ciclodextrinas. En la década de los
treinta, Freundberg y colaboradores identificaron la estructura de la y-ciclodextrina por
cristalografia de Rayos-X, y sugirieron la existencia de ciclodextrinas mayores!*!>. A
principios de los afios 50, los grupos de investigacion de French y de Cramer identificaron
las caracteristicas tanto fisicas como quimicas de las ciclodextrinas. En 1953, fue hecha
la primera patente relacionada con las ciclodextrinas por Freundberg, Cramer y

Plieninger.
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En la Figura 1.1 se muestra la estructura ciclica de las ciclodextrinas, que es rigida
y debido a la estructura en forma de silla de las glucosas que las componen'¢ adoptan una
conformacion de cono truncado. En esta estructura la conformacion de la glucosa sitiia
los grupos hidroxilo secundarios (C2 y C3) orientados hacia el borde ancho de la
estructura troncoconica, mientras que los hidroxilos primarios (C6) se sitian hacia el
borde estrecho, quedando orientados los grupos CH2OH hacia la superficie externa del
cono. El interior de la ciclodextina consiste en un anillo de grupos C-H (de los carbonos
C3 y C5) y de oxigenos glicosidicos, que hace que el interior de la ciclodextrina sea
relativamente apolar en comparacion con el agua. Por otro lado, los hidroxilos de los
carbonos C2 y C3 forman enlaces de hidrogeno que estabilizan la molécula e influyen en
su solubilidad. Por tanto, debido a la orientacion especifica de los grupos hidroxilos de
las CDs, podemos concluir que presentan un revestimiento externo de caracter hidrofilico

y una cavidad interna de caracter hidrofobico y apolar.

Cavidad
hidrofébica

Hidroxilos
Secundarios

0.78 nm

Figura 1.1 : Esquema estructural y dimensiones geométricas de a-CD (n=6), B-CD (n=7) y y-CD (n=8).

La profundidad de la cavidad es para todas las ciclodextrinas la misma (7.8 A) ya
que viene determinada por el tamafio de las moléculas de glucosa, sin embargo, el
diametro de la cavidad es para cada tipo de ciclodextrina diferente ya que depende del
numero de unidades de glucosa que lo compongan. En la Tabla 1.1 se recogen las

principales propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas!’ a, p y y.
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Tabla 1.1 : Caracteristicas y propiedades de las a-, B- y y-CDs.

PROPIEDAD a-CD B-CD v- CD
N° unidades de glucosa 6 7 8
Peso Molecular (g/mol) 973 1135 1297
Diametro interno (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Didametro externo (A) 14.6 15.4 17.5
Volumen cavidad (A%) 174 262 427
[a]p a 25°C 150+0.5 162.5+0.5 177.4+0.5
Rango T* fusion (°C) 255-260 255-265 240-245
Contenido en agua (%peso) 10.2 13-15 8-18
N° moléculas de agua 6 11 17
Solubilidad en agua (g/100mL) 14.5 1.85 23.2

Las ciclodextrinas son solubles en agua (solubilidad no muy elevada) y en
disolventes polares aproticos como el dimetilsulfoxido (DMSO) y dimetilformamida
(DMF) y practicamente insolubles en la mayoria de los disolventes organicos comunes
(metanol, etanol, acetona...etc). La B-CD es la mas insoluble de las tres, ya que forma un
cinturén de enlaces de hidrogeno intramoleculares que le confiere una gran estabilidad.
La a-CD solo forma cuatro de los seis posibles enlaces de hidrogeno, pues la tension del
anillo distorsiona las unidades de glucosa. Mientras que la y-CD es la menos distorsionada
de las tres, lo que le confiere mayor flexibilidad y solubilidad en agua, debido a su mayor

tamano.

1.2.1.2 Quimica host:guest de las CDs

Las ciclodextrinas (CDs) son capaces de formar complejos de inclusion, donde
una determinada molécula guest se aloja en el interior de su cavidad, actuando la
ciclodextrina como host, de ahi que se puedan nombrar también complejos host.:guest.
Debido a la estructura de las CDs pueden formar complejos a través de interacciones no
covalentes con moléculas de tamafio, forma y polaridad adecuadas'®. En el proceso de
complejacion, los factores geométricos pueden ser mas importantes que los quimicos para

determinar el tipo de moléculas guest que pueden penetran al interior de la cavidad. Otro
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factor que influye en el proceso de formaciéon del complejo host:guest son las dos fuerzas
que estan implicadas, las interacciones hidrofobicas y las interacciones de van der Waals,
actuando entre la superficie interna de la cavidad de la ciclodextrina y los grupos
hidrofobicos del guest. Varios estudios han demostrado que, tras la complejacion, la parte
mas hidrofoba de las moléculas guests estan incluidas en la cavidad de la CD y orientadas
de tal manera que maximizan el contacto entre sus partes hidrofobas y la cavidad apolar
de la CD. De esta manera, cuanto mas hidrofobica sea la molécula guest, mas estable sera
el complejo. La formacion de este tipo de complejos produce cambios importantes en la
solubilidad y reactividad de las moléculas guest encapsuladas, pero sin darse alteraciones
quimicas'®.

El mecanismo de la formacion de los complejos host:guest, puede dividirse en
varias etapas®’: (1) la aproximacion del guest a la ciclodextrina; (2) rotura de la estructura
del agua dentro de la cavidad de la CD y eliminacion de algunas moléculas de agua fuera
de la cavidad; (3) rotura de la estructura de agua alrededor de la molécula guest que se va
a incluir en la ciclodextrina, y transporte de algunas moléculas de agua a la disolucion;
(4) interaccion de los sustituyentes de las moléculas guest con los grupos en el borde o en
el interior de la cavidad de la CD; (5) la posible formacion de enlaces de hidrogeno entre
el guest y la ciclodextrina (la formacion de enlaces de hidrogeno ha demostrado ser un
proceso extremadamente rapido, y por lo tanto, no puede determinarse la velocidad para
la reaccion de inclusion) y (6) el reordenamiento de la estructura del agua alrededor del
guest sobresaliendo de la cavidad de la CD después del proceso de inclusion.

En la mayoria de los casos, las CDs forman complejos host:guest con una
estequiometria 1:1, donde una molécula guest es complejada por una CD. Sin embargo,
con algunos compuestos aromaticos, azocompuestos y surfactantes de cadena alquilica
larga, pueden obtenerse complejos de estequiometria 2:1, donde dos moléculas de CD
pueden complejar a una misma molécula guest, o incluso una unica CD puede ser capaz
de acomodar en el interior de su cavidad a dos moléculas guest distintas, dando lugar a
complejos con estequiometria 1:1:1 o dos moléculas iguales dando complejos 1:2. Dentro
del amplio grupo de moléculas que pueden actuar como guest se encuentran los
surfactantes. La formacion del complejo CD-surfactante implica la retirada de
mondmeros de la disolucion, por ello la presencia de CDs resulta tan interesante en
presencia de surfactantes, ya que se introduce un nuevo equilibrio en el medio que

compite con la agregacion del surfactante?!*2. La mayoria de los estudios realizados en
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sistemas mixtos de CD-surfactante tienen como objetivo la determinacion de la constante
de equilibrio y la estequiometria del complejo formado?:.
En el Esquema 1.4 se muestran algunos ejemplos de las estequiometrias de los

complejos formados por ciclodextrinas'®.

Complejo Complejo Complejo Complejo
1:1 2:1 1:2 2

Esquema 1.4

A partir de las ciclodextrinas naturales se han sintetizado otro tipo de CDs,
conocidas como derivadas o modificadas, con el fin de poder modificar sus propiedades
fisico-quimicas. Las CDs modificadas poseen por norma general una mayor capacidad de
formacion de complejos de inclusion, debido a la incorporacion de nuevos grupos
funcionales y una mayor solubilidad en agua. Las modificaciones para obtener los
derivados de CDs tienen lugar en los grupos hidroxilos (los C6-OH son los mas basicos,
los C2-OH los mas acidos y los C3-OH los mas inaccesibles) de las CD naturales, y
vienen determinadas por su caracter nucleéfilo y su capacidad para formar complejos*.

La sintesis de las CDs anfifilicas?>, que constan de un extremo hidrofilico y otro
hidrofobico, obtenidas a partir de las modificaciones oportunas con distintos grupos, se
pueden clasificar en CDs anfifilicas neutras, anionicas (carboxilato o sulfonato) y
cationicas (animas protonadas). Los objetivos de sintetizar este tipo de ciclodextrinas han
sido dos: conseguir aumentar las interacciones de las CDs con las membranas biologicas
y potenciar su capacidad de autoensamblaje en disoluciones acuosas. Una gran variedad
de CDs anfifilicas? tienen la capacidad de autoensamblarse en medio acuoso y dan lugar
a estructuras supramoleculares como vesiculas, micelas, nanobastones. . .etc.

Las ciclodextrinas y sus derivados tienen una amplia variedad de aplicaciones
practicas'® en: farmacia, medicina, alimentacion, cosmética, quimica, catalisis,

biotecnologia, industria textil, agroquimica...etc. La gran mayoria de estas aplicaciones
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quimicas y biologicas se basan en la capacidad de las ciclodextrinas en formar complejos
de inclusion, reuniendo una serie de caracteristicas que las hace tinicas, como su bajo
coste debido a que su proceso de sintesis es una simple conversion enzimadtica, no

producen contaminacion ambiental, no son toxicas...etc.

1.2.2 Cucurbit|n]urilos

1.2.2.1 Introduccion, sintesis y propiedades fisico-quimicas

Los cucurbit[n]urilos (CB[n]) son macromoléculas ciclicas constituidas por n
unidades repetidas de glicolurilo (n = 5-10) enlazadas entre si por un par de grupos
metileno. El nombre de estos macrociclos se debe a su forma molecular similar a la de
una calabaza, deriva del latin “cucurbitaceae”.

En 1905 fue publicada la primera sintesis de cucurbit[6]urilo por Behrend et al.?’,
a partir de la condensacion de glicolurilo con formaldehido en acido clorhidrico
concentrado, obteniéndose un polimero insoluble, nombrado como polimero de Behrend.
La constitucion de este polimero permanecio incierta hasta 1981, que fue cuando Mock

et al’®

caracterizaron estructuralmente el CB[6], donde revelaron una estructura
macrociclica formada por seis unidades de glicolurilo y doce puentes de metileno.

En comparacion con otros macrociclos donde el tamafio puede ser ajustado por el
numero de unidades repetitivas, cuando Behrend como Mock sintetizaron el CB[6] no
detectaron otros andlogos de CB[n]. Pero fue a principios de los afios 2000, cuando el
trabajo realizado por Kim? y Day’*!
homologos de CB[#] (CB[5], CB[7], CB[8] y CB[10]).

El protocolo de sintesis de los homodlogos de CB[n] es similar a la sintesis

, permitid sintetizar los diferentes cuatro nuevos

convencional de CB[6], siendo la temperatura de reaccion y las concentraciones de acido
utilizadas la clave principal para distinguir ambos protocolos de sintesis. En el Esquema
1.5 podemos observar como el CB[6] se obtiene a temperaturas superiores a 110°C y
4cido sulfarico concentrado, mientras que para obtener los CB[#n] (n = 5,7,8 y 10) Kim?’
propuso una sintesis donde se utiliza acido sulfirico 9M y un rango de temperatura de

reaccion entre 75-90°C.
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o H,SO,4 conc.
precipitado —————— = CBJ[6]
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CB|n]: n=5-10

Esquema 1.5

El tamafo de la cavidad de los CB[#] varia con el valor de n, que son las unidades
de glicolurilo por cucurbiturilo. Sin embargo, no solo afecta al tamafno de la cavidad del
macrociclo, sino que también influye en la solubilidad en agua, afinidad de los guests y
estequiometria de complejacion. Los cucurbit[z]urilos con un valor de »n par, como el
CBJ6] y CB[8] son practicamente insolubles en agua, mientras que los compuestos con
un valor de n» impar, como el CB[5] y CB[7] tienen una mejor solubilidad en agua. Si nos
fijamos en la estructura de los CB[n], los grupos carbonilos que se encuentran en los
portales actuan como bases débiles y poseen afinidad por cationes, lo que hace que la
solubilidad de los macrociclos aumente en medio acido o en disoluciéon con iones de
metales alcalinos.

Los cucurbit[n]urilos (CB[#]) se pueden definir estructuralmente como polimeros
ciclicos que presentan una geometria simétrica, con grupos carbonilos electronegativos
alineados en la entrada de los dos portales y con “n” unidades de glicolurilo enlazadas
entre si por un par de grupos metileno, ademas de poseer una cavidad vacia y de caracter
hidrofobico.

Con frecuencia, los CB[#n] se suelen comparar con otro tipo de macrociclo, las
ciclodextrinas (CDs), de las cuales hablamos anteriormente en este capitulo. Estos dos
macrociclos comparten caracteristicas en comun, como el tamafio y la hidrofobicidad de
sus cavidades. En términos de tamano de la cavidad el CB[6], CB[7] y CBJ[8] son

analogos a la a, B y y-CD como se puede observar en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2 : Comparacion de las dimensiones de la cavidad de ciclodextrinas y cucurbit[n]urilos!”32.

Diametro Diametro Altura (A) Volumen

portal (A) cavidad (&) cavidad (A%)
CBJ|6] 3.9 5.8 9.1 164
CBJ[7] 54 7.3 9.1 279
CBJ8] 6.9 8.8 9.1 479
a-CD 4.7 53 7.8 174
B-CD 6.0 6.5 7.8 262
v-CD 7.5 8.3 7.8 427

Estas dos familias de macrociclos presentan una serie de diferencias, como la
simetria, donde los CB[#n] presentan mayor simetria por los grupos carbonilo en ambos
portales, mientras que las CDs tienen una menor simetria, porque en un portal tiene
grupos hidroxilo primarios y en otro grupos hidroxilo secundarios, proporcionando a las
CDs una estructura mas flexible. Debido a que poseen distintos grupos funcionales en la
entrada de los portales, existen diferentes comportamientos en los procesos de
reconocimiento molecular, es decir, que las interacciones intermoleculares principales
entre los guests y estas dos clases de hosts son diferentes. En el caso de los CB[#], los
grupos carbonilo alineados en la entrada de los portales, actian como centro
electronegativo permitiendo la complejacion de compuestos cargados positivamente o
cationes, a través de interacciones ion-dipolo o dipolo-dipolo y enlaces de hidrogeno. La
combinacion de dichas interacciones con las interacciones hidrofobicas, que se dan en el
interior de la cavidad, permiten a los cucurbiturilos formar complejos estables. Mientras
que las CDs, debido a los grupos hidroxilo de sus portales pueden establecer enlaces de
hidrégeno con determinados guests, pero son principalmente las interacciones
hidrofobicas las responsables de la estabilizacion de los complejos de inclusién formados
entre las CDs y la mayoria de guests organicos y organometélicos' 71833,

Los efectos electrostaticos pueden desempefian un papel crucial en los procesos
de reconocimiento molecular tanto en disolucién acuosa como en organica**. En la Figura
1.2 se muestra un mapa de potencial electrostatico que compara la familia de CB[#] con
la de las CDs**. Como se puede observar el potencial electrostitico tanto en los portales
como en el interior de la cavidad para los CB[#] es significativamente més negativo que

para las CDs. Por tanto, esta diferencia en el potencial electrostatico tiene consecuencias
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para su comportamiento en el proceso de reconocimiento molecular: los cucurbiturilos
muestran preferencia para interactuar con guests catidonicos, mientras que las

ciclodextrinas prefieren guests neutros o anionicos.

Figura 1.2 : Mapa del potencial electrostatico calculado para los macrociclos: (a) CB[n] y (b) CDs. El
rango de color azul a rojo se extiende desde -80 a 40 kcal mol!.3

Por tanto, a partir de la sintesis y aislamiento de los distintos homologos, la
popularidad de los CBJ[#] se ha incrementado considerablemente, debido a su capacidad

como host y a su variedad de tamanos.

1.2.2.2 Quimica host:guest de los CB|n]

Los cucurbiturilos son moléculas Aost supramoleculares y tiene una alta afinidad
principalmente por compuestos cargados positivamente. El efecto hidrofobo, con especial
énfasis en la liberacion del agua, asi como las interacciones id6n-dipolo y dipolo-dipolo
han sido consideradas como las principales fuerzas impulsoras para la complejacion de
los distintos guests por los CB[n].

En 1983, Mock y sus colaboradores®® fueron los primeros en estudiar la
complejacion del CB[6] con una serie de cationes derivados de alquilamonio y de
alquildiamonio con distintas longitudes de cadena en acido formico acuoso y determinar
sus constantes de complejacion. En el Esquema 1.6, se muestran los estudios de
complejacion realizados con CB[6] y distintos alquildiamonios protonados”-®

("H3sN(CH,),NH;" n = 4-7 K > 10° M), donde la cadena hidrofobica se aloja dentro de

la cavidad del host y los grupos amonio se situan en las entradas de los portales, donde se
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dan las interacciones por enlace de hidrogeno y sobre todo las interacciones ion-dipolo
con los atomos de oxigeno de cucurbit[6]urilo. También se observo que el CB[6] muestra
una selectividad dependiente de la longitud de la cadena de los derivados de
alquildiamonio. Los complejos formados por un puente pentano o hexano se unen
significativamente mas fuerte con el CB[6], en comparaciéon con los de cadena de
longitudes mas cortas o mas largas. Por ejemplo, para el 1,6-diammoniohexano, la cadena
alquilica se contrae para adoptar una conformacion ligeramente plegada con el fin de
optimizar el relleno de la cavidad y las interacciones ion-dipolo, con un valor para la

constante de equilibrio de 2.8x10° M.

6.20 A

CB6

Esquema 1.6 : Comparacion dimensional entre el CB[6] y varios diamonioalcanos protonados.

El cucurbit[6]urilo con un volumen de cavidad de 164 A°, es selectivo tanto al
tamafio como a la geometria del guest y puede formar también complejos moderadamente
estables con aminas aromaticas protonadas como p-metilbencilamina (K= 3x10> M),
mientras que los isdmeros en posicion orfo y meta dificilmente se pueden complejar con
CBJ[6]. Del mismo modo, se demostré que aunque el n-pentano, el isopentano y el
neopentano son de un tamafio similar (todos de aproximadamente 96 A?), s6lo los dos
primeros guests mostraron una union importante con CB[6], mientras que el neopentano
no forma un complejo de inclusion con CB[6], probablemente por razones cinéticas
(entrada lenta a través de los portales)®”

como tetrahidrofurano (K= 1700 M) o Xe (K= 200 M)*, en disoluciéon acuosa de
NaxSOs.

.También puede encapsular moléculas neutras

Los principios basicos de la formacion de complejos host:guest con el CB[6], se
puede extrapolar a los demés homologos de la CB[#n]. Podemos destacar que los distintos
miembros de la familia de CB[#n] presentan diferencias en el proceso de reconocimiento

molecular, debido a que presentan distintos tamafios de cavidad y de portal, pero todos
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tienen en comun la cavidad hidrofobica y los portales con potencial electrostatico
negativo.

El homdlogo més pequefio de la familia de CB[#n], el CB[5] que esta limitado por
el tamano de su cavidad y sus portales, puede encapsular pequefias moléculas en su
cavidad como Nz, O2 0 Ar y también se une fuertemente a cationes como NH4" y Pby"
fuertemente en sus portales**>. Dos iones NH4" pueden sellar completamente ambas
aberturas del CBJ[5].

El CB[7] es el homologo estudiado mas popular, debido no solo a que posee un
tamano de cavidad mas grande y puede acomodar a otro tipo de guest, sino también a su
mayor solubilidad en agua en comparacion con el CB[6]. El CB[7] presenta una elevada

3543 y adamantano®*. La estructura cristalina

afinidad por sustratos derivados de ferroceno
obtenida por rayos X del complejo del tipo 1:1 formado entre el CB[7] y ferroceno, revelo
que el guest se puede encontrar dentro de la cavidad en dos orientaciones distintas. Se
estudié la complejacion de distintos derivados de ferroceno solubles en agua con el
CB[7], y los resultados indican que todos los derivados neutros y catidnicos del ferroceno
forman complejos de inclusion altamente estables con el CB[7], con constantes de
equilibrio que pueden alcanzar valores excepcionalmente altos de hasta 10'> M!. Los
valores de las constantes de equilibrio para la interaccion del CB[7] con los derivados de
adamantano también son elevados de aproximadamente 10'> M.

El CB[7] tiene una elevada afinidad por sustratos cationicos, debido a
interacciones electrostaticas en sus portales, por tanto, puede formar complejos 1:1 con
moléculas como el 2,6-bis(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)naftaleno (BDIN) o con un
metilvilogeno dicatiénico (1,1-dimetil-N,N’-dipiridinio, MV*"). Se hizo un estudio
comparativo del comportamiento electroquimico del metilvilogeno dicationico (MV>")
en presencia de CB[7]* y la B-CD*, ya que poseen un tamafio de cavidad similar. En
primer lugar, CB[7] se une fuertemente a la especie dicatiénica MV?" (K**=2x10° M™!).
La reduccion de un electrén de la especie dicationica MV?*, conduce a la especie con una
sola carga MV", que se compleja con el CB[7] pero con un valor de la constante de
equilibrio ligeramente inferior, aproximadamente la mitad (K= 1x10° M!). Sin embargo,
una reduccion adicional del guest a su forma neutra, MV?, hace que la constante de
equilibrio con el CB[7] disminuya drasticamentte (K= 2x10*> M'). Por tanto, las
constantes de equilibrio de los complejos formados entre CB[7] y las tres especies (MV>,
MV™, MV?) sigue el orden K** > K* > K°, disminuye con la disminucion de la carga

cationica, lo que refleja la importancia de las interacciones electrostaticas en la formacion
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de complejos host:guest con el CB[7]. Sin embargo, en este mismo estudio con la 3-CD,
se observa una tendencia totalmente opuesta. Los resultados nos indican que la f-CD no
forma complejo con la especie MV?", presenta una mayor afinidad por la especie MV,
aunque la constante de equilibrio es pequefia (K= 30 M!), mientras que con la especie
neutra MV, se produce un aumento considerable del valor de constante de equilibrio
(K°= 1.4x10° M) incluso mas elevada que con el CB[7]. Por tanto, con este estudio se
demuestra que el proceso de reconocimiento molecular por parte de las CDs esta
controlado por interacciones hidrofobicas, mientras que en el caso de los CB[n] estad
controlado por interacciones ion-dipolo.

La cavidad del CBJ[8] es similar en términos de volumen a la y-CD, pero con una
conformacion menos flexible. En comparaciéon con sus homoélogos (CB[5], CB[6] y
CBJ7]) también posee una fuerte capacidad para complejar guests cargados positivamente
por interacciones ion-dipolo, aunque se diferencia en que presenta un tamafio de cavidad
superior. La cavidad del CB[8] es lo suficientemente grande para encapsular dos sustratos
al mismo tiempo, dando lugar a la formacion de complejos host:guest del tipo 1:2 cuando

son dos sustratos idénticos, como con derivados de naftaleno (BDIN)*#®

y violégeno
(MV*™)* 0 como complejos host:guest del tipo 1:1:1, donde se encapsulan dos sustratos
distintos, por ejemplo combinando derivados de naftaleno (2,6-dihidroxinaftaleno, HN)
y violégeno (MV*2)%°,

Kim et al.?® demostraron que la cavidad voluminosa del CB[8] es capaz de
albergar simultaneamente dos anillos aromaticos, como se muestra con la formacion del
complejo 1:2 con el sustrato 2,6-bis(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)naftaleno (BDIN). Un
calculo mecanico molecular sugirié que el BDIN protonado era demasiado grande para
formar un complejo host:guest con CB[6], pero podria formar un complejo 1:1 con CBJ[7]
y un complejo 1:2 con CBJ[8]. Estos resultados fueron confirmados por espectroscopia de
'"H RMN vy espectrometria de masas. Curiosamente, cuando el CB[8] y el BDIN se
mezclan con una estequiometria 1:1, s6lo el complejo 1:2 se observa por espectroscopia
de RMN. Este resultado demuestra que hay cooperatividad entre la complejacion del
primer y del segundo guest. La estructura del complejo host:guest 1:2 se ha determinado
por cristalografia de rayos X, y se observa que los restos de naftaleno estan situados
dentro de la cavidad mientras que los anillos de dihidroimidazol protonados se sitlian

fuera del portal para formar enlaces de hidrogeno con los atomos de oxigeno del

cucurbit[8]urilo. Las dos moléculas guests estan relacionadas entre si por un centro de
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inversion situado en el centro del Zost, y se pueden dar dos orientaciones posibles de los

anillos de naftaleno: en orientacion “syn” o en orientacion “anti”.

Figura 1.3 : Estructura de rayos-X del complejo 1:2 formado entre CB[8] y BDIN. Se muestran las dos

posibles orientaciones de los anillos de naftaleno en: (a) orientacion “syn” y (b) orientacion “anti”.?°

En otro estudio realizado por Kim et al* demostraron que el CB[8] podia
acomodar una o dos moléculas de metilviolégeno y que la estequiometria del complejo
estaba controlada por la quimica redox del guest. Cuando el guest se encuentra en forma
dicatiénica (MV?") forma un complejo 1:1 con el CB[8] con una constante de equilibrio
de 1.1x10° M"!. Sin embargo, una reduccion del guest a la forma monocationica (MV™)
da lugar a la formacion del complejo 1:2, lo cual puede ser debido al resultado de las
repulsiones electrostaticas entre los guests. En conclusion, este control redox de la
estequiometria en la complejacion host:guest puede proporcionar un principio de trabajo
para maquinas moleculares controlables electroquimicamente.

En el Esquema 1.7 se muestra la formacion selectiva de un complejo hetero-
termolecular del tipo 1:1:1, entre el CB[8] y dos guests distintos: MV?" y 2,6-
dihidroxinaftaleno (HN).

_ _ OH aw
‘”@‘@"‘ — a

MV HN of

Esquema 1.7

Este tipo de complejo es impulsado y estabilizado por las interacciones de
transferencia de carga, entre un guest rico en electrones (HN) y otro guest deficiente en

electrones (MV?") dentro de la cavidad hidrofobica del cucurbit[8]urilo. Sabemos que los
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compuestos ricos en electrones por si solos no se complejan facilmente con el CB[8], pero
si lo hacen en presencia de compuestos pobres en electrones. La capacidad del
cucurbit[8]urilo para encapsular dos moléculas guests, ha dado como resultado que el

51,52

CBJ[8] pueda actuar como un recipiente de reaccidon nanométrico y como un

componente de maquinas moleculares en agua®>->*,

Ademas el CB[8] es capaz incluso de encapsular sustratos voluminosos o
macrociclos, como el cyclen o cyclam®. La quimica host:guest en este caso involucra
multiples pasos de complejacion: un macrociclo es encapsulado primero por el CB[8], y
un ion de metal de transicion se introduce posteriormente en el macrociclo interior, lo que
da como resultado un complejo de “macrociclo dentro de macrociclo” que se parecen a
las mufiecas rusas Matrioshka.

En el Esquema 1.8 se muestra un resumen de la quimica host:guest de la familia

de los CBJ#], teniendo en cuenta su variacion en el tamafio de la cavidad y de los portales

que conducen a distintas propiedades de reconocimiento molecular.

CB[5] CB|6] CB[7]
Ny, Oy, Ar I:IH3(CH2)H§H3 (n=4-7) N+|-'|3

NH,", Pb?* Alquildiamonios

<

p-metilbencilamina Derivados de  Derivados de Complejo 1:2
(0- y m-isémeros no se incluyen) Ferroceno adamantano

THF, Xe, Benceno

NH  HN nﬂ:
[NH HMj <iNH HNi>
/ /

Cyclen Cyclam

Esquema 1.8
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1.2.3 Calix[n]arenos

1.2.3.1 Introduccion, sintesis y propiedades fisico-quimicas

Los calix[n]arenos son moléculas macrociclicas compuestas por “n” unidades
fendlicas unidas entre si por puentes de metileno en posicion orto.*>’ El nombre de

3861 quien percibe una similitud entre las formas

calixareno fue introducido por Gutsche
de estos tetrameros ciclicos (que adoptan normalmente conformacién de cono) y un tipo
de jarrén griego conocido como “calix crater”. Estos compuestos son obtenidos a partir
de la condensacion de fenoles sustituidos en posicion para (normalmente por grupos tert-
butilo) con formaldehido en medio bésico. Dependiendo de las condiciones de reaccion,
se pueden obtener calixarenos con distintos nimeros de unidades fenolicas, siendo los
mas comunes aquellos con 4, 6 0 8 unidades, aunque es posible obtener calixarenos con

hasta 20 unidades fenolicas®? (Esquema 1.9).

R R
(on")
+ CH,0 ———
A
OH OH n
n=4-20
Esquema 1.9

Los calixarenos son muy populares en la quimica supramolecular, debido a su
facil funcionalizaciéon quimica, es decir, pueden ser modificados facilmente en sus
portales convirtiéndose en hosts selectivos y mejorando su capacidad receptora de
cationes, aniones y moléculas neutras. La modificacion de la estructura del calixareno
con una gran variedad de grupos funcionales se centr6 en el borde superior, debido a la
facil eliminacion de los grupos fert-butilos con ayuda de AICI; en tolueno seco. A
continuacion, pueden ser funcionalizados en las posiciones para y en el borde inferior
donde tienen los grupos hidroxilos, debido a la diferente reactividad quimica de estos
grupos®® (Esquema 1.10). La funcionalizacion selectiva de los calixarenos ademas de
mejorar su capacidad de reconocimiento molecular se prestan a su uso en muchas
aplicaciones, por lo que se utilizaron en sistemas supramoleculares mas sofisticados y con

funciones méds complejas como la formacién de rotaxanos y maquinas moleculares®>%4,
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6566 v monocapas®’, sistemas de suministro de

69,70

el autoensamblaje en nanoparticulas
farmacos®®, polimeros supramoleculares,®" etc.

Ry Ry Ri C—) Borde Superior

—) Anillo

OR, OR; QRr, RO —> Borde Inferior

Esquema 1.10 : Division del calix[4]areno en partes (aplicable a todos los calixarenos).

Uno de los aspectos mas interesantes y fascinantes de los calixarenos reside en el
hecho de que pueden adoptar distintas conformaciones, proporcionando asi un gran
numero de cavidades con diferente tamafio y forma. El hecho de esta variedad
conformacional de los calixarenos es debido a dos posibles modos de rotacion de las
unidades de fenol a través del anillo: la rotacion del oxigeno a través del anillo y la
rotacion del sustituyente para a través del anillo. En el caso del calix[4]areno, son
posibles cuatro conformaciones distintas: cono, cono parcial, 1,2-alternada y 1,3-
alternada, que fueron sugeridas por Cornforth y posteriormente asignadas por Gutche’!
(Esquema 1.11). Sin embargo, el calix[6]areno y calix[8]areno son mucho mas flexibles
comparados con el calix[4]areno, y pueden tener ocho y dieciséis conformaciones

distintas®’7?

, respectivamente.

R
Cono Cono Parcial ! 1.2-Alternada 1.3-Alternada

Esquema 1.11

Para el caso del calix[4]areno la rotacion del sustituyente para no es posible, pero
el intercambio conformacional de dicho calixareno puede ser bloqueado mediante la
alquilacion del grupo hidroxilo con grupos sustituyentes iguales o mayores al grupo etilo,
pudiendo asi, aislar los cuatro estereoisdmeros. Sin embargo, para los casos de
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calix[6]areno y calix[8]areno, debemos tener en cuenta que ademas de las
conformaciones “up-down” pueden ser posibles otras conformaciones donde los anillos
arilo adoptan orientaciones planas, por tanto debido a su flexibilidad su inmovilizacién
en una conformacidon especifica es mucho mas compleja, si los comparamos con el
calix[4]areno, pero se han exploraron varias estrategias mediante las cuales se puede
inmovilizar también la conformacién de los calix[6]arenos y calix[8]arenos”’.

En los espectros de 'H RMN de los calixarenos, la multiplicidad de las sefiales
nos aporta informacidon para identificar la conformacion en la que se encuentra el
macrociclo. Para el caso de los calix[4]arenos bloqueados en una determinada
conformacioén o en el caso de que no estén conformacionalmente bloqueados, a partir de
la multiplicidad de las sefiales de los protones del puente metileno (Ar-CHz-Ar) podemos
saber en qué conformacion se encuentra el macrociclo®®. Por tanto, para la conformacion
cono se observan en el espectro de 'H un par de dobletes para las sefiales Ar-CH»-Ar,
para la conformacion de cono parcial se observa un par de dobletes y un singlete o dos
pares de dobletes, en la conformacion /,2-alternada se distingue un singlete y dos
dobletes, y por ultimo, para la /,3-alternada aparece solo un singlete para la sefial de los
protones del puente metileno (Ar-CH-Ar). Para el caso de los calix[6]arenos y
calix[8]arenos el andlisis de la multiplicidad de las sefiales de los espectros de 'H RMN
también nos aporta informacion para identificar la conformacion en la que se encuentra
el macrociclo’?, pero por norma general no da la suficiente informacioén y es necesario
recurrir a otras técnicas mas completas, como RMN bidimensionales.

Debido a la estructura del macrociclo extremadamente versatil y a su elevado
grado de funcionalizacion, podemos aumentar la solubilidad de los calixarenos en agua
modificandolos con grupos i6nicos o neutros altamente hidrofilicos, ya que por si solos
sin funcionalizar su solubilidad en agua es limitada. La gran variedad de calixarenos
funcionalizados con grupos especificos (catidnicos, aniénicos o neutros) implican la
posible formacion de complejos de inclusion con cationes, aniones o moléculas neutras,
actuando como receptores moleculares. De hecho, las primeras evidencias de la
formacion de complejos host:guest con calixarenos fueron obtenidas con calixarenos

7374 Ademas, la

solubles en agua, concretamente con el p-sulfonatocalix[6]areno
funcionalizacién de calixarenos, tanto en el borde superior como en el inferior, nos
. . 70 . .
permite obtener compuestos anfifilicos’, capaces de autoasociarse para formar micelas o
vesiculas, y constar también de cavidades para formar complejos de inclusion. Entre los

diversos tipos de calixarenos estudiados en la literatura, nos vamos a centrar en los
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calixarenos que actGian como receptores cationicos (en concreto, los p-
sulfonatocalix[n]arenos) y como receptores anidénicos en medio acuoso, describiendo

brevemente las propiedades de estos /osts.

1.2.3.2 Calix[n]arenos como receptores cationicos

La gran mayoria de los estudios descritos en la literatura de calixarenos solubles
en agua se han realizado con los p-sulfonatocalix[n]arenos (SCn), que son calixarenos
funcionalizados con grupos sulfonato en el borde superior del macrociclo. Los mas
estudiados son los p-sulfonatocalix[n]arenos con cuatro, seis y ocho unidades
monomeéricas, nombrados como SC4, SC6 y SC8, respectivamente. Estos macrociclos

fueron sintetizados por primera vez en 1984 por Shinkai et al’>™

a partir de la
sulfonacion. A parte del método Shinkai, se pueden obtener también a partir de otros dos
métodos: el primero consiste en la ipso-sulfonacién del p-tert-butilcalix[n]areno” y se
trata de un método facil y econdmico, mientras que el segundo consiste en la cloro-

sulfonacion de calix[n]arenos’® no sustituidos. Estas tres rutas sintéticas se muestran en

el Esquema 1.12.

SOzNa

S0,Nas0;Na

S0,C1 SO,CI 50:Cl OH OH gy HO

AlCIy
Tolueno

YN
[
|

OH OH oH HO

Clo,S

i) Piridina / H,0
ii) NaOH

Esquema 1.12 : Rutas de sintesis para obtener el p-sulfonatocalix[4]areno. (A) ipso-sulfonacion directa,
(B) ipso-sulfonacion, (C) Cloro-sulfonacion.

En disolucion acuosa, los grupos sulfonato del borde superior se desprotonan
facilmente debido a que son grupos fuertemente acidos, mientras que los grupos fenolicos
del borde inferior se desprotonan dependiendo del pH de la disolucion. En comparacion

con el monémero correspondiente, el p-hidroxibencenosulfonato (pKa = 9)"’, los tres
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macrociclos tienen al menos un grupo OH desprotonado, debido a la estabilizacion del
fenolato mediante enlaces de hidrégeno intramoleculares. Los valores de pKa obtenidos
para la desprotonacion de los tres SCn mas comunes se presentan en la Tabla 1.3. La
mayoria de los experimentos que se encuentran en la bibliografia con estos macrociclos
se realizan en condiciones acidas (pH = 2) o en condiciones neutras (pH = 7). Por tanto,
esto nos indica que a pH bajo s6lo los grupos sulfonatos seran desprotonados, mientras
que en condiciones acuosas a pH neutro, los p-sulfonatocalix[n]arenos (SC4, SC6 y SC8)

tienen cinco, ocho y diez cargas negativas, respectivamente.

Tabla 1.3 : Valores de pK, para los grupos OH de los SCn.”’

SCn pKai pKa2 pKa3 pKa4
SC4 3.28 11.5

SCé6 3.29 491 12.5

SC8 3.44 4.26 7.78 10.3

Los SCn son macrociclos flexibles que pueden adoptar distintas conformaciones
en disolucion, debido a la rotacién del oxigeno a través del anillo. Sin embargo, dentro
del grupo de los homologos, el SC4 es mucho menos flexible que el SC6 y SCS, por tanto
tiene menos conformaciones posibles que las ocho o dieciséis conformaciones que se dan
en el caso de SC6 y SCS8, respectivamente. En estado solido, el SC4 adopta una
conformacion de cono’®, mientras que el SC6 presenta una conformacion 1,2,3-
alternada”, aunque puede adoptar otro tipo de conformacion dependiendo de las
moléculas guests presentes. Sin embargo, el SC8 mucho mas flexible en estado solido
adopta una conformacion nombrada como loop plegado (pleated loop)*°, pero al igual
que el SC6 puede adoptar otras conformaciones en presencia de guests, como una
conformacion plana o en doble cono invertido®!. En disolucién, el SC4 presenta la misma

conformacion de cono®®

, pero debido a su mayor flexibilidad en disolucién acuosa
experimenta una inversion del anillo, donde la velocidad de conversion depende del pH
y de la presencia de distintas moléculas guests. También el SC6 en disolucioén acuosa
adopta la misma conformacion que en estado so6lido, debido al alto nivel de hidratacién
del cristal. Sin embargo, el SC8 en disolucion se puede interconvertir rdpidamente entre

las diferentes conformaciones posibles, aunque en un trabajo reciente de Kaliappan et
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al.3* se consiguié bloquear una conformacion especifica del SC8 en disolucién, gracias a
la formacion de un complejo de inclusion con bipiridilicos, aunque no fueron capaces de
identificar el conférmero.

La quimica host:guest de los p-sulfonatocalix[n]arenos ha sido ampliamente
estudiada, debido a que una de las caracteristicas mas importantes de estos macrociclos
son las fuerzas no covalentes, entre el macrociclo y los distintos sustratos, tales como los
puentes de hidrogeno, las interacciones hidrofobicas, de tipo n-n, CH- n y metal-ligando.
La formacioén de complejos host:guest de los SCn con cationes metélicos, moléculas
organicas, moléculas neutras...son algunos de los guests estudiados por los diferentes
grupos de investigacion.

En 2005, Nau et at.®® realizaron un estudio para detectar la complejacion de
distintos cationes metalicos inorganicos por SC4 en agua a diferentes pH, mediante el
desplazamiento de un azoalcano fluorescente de la cavidad del SC4 hacia el seno de la
disolucion, debido a una complejacion competitiva entre el cation metalico y la molécula
fluorescente. Se detectd y cuantificé por primera vez las constantes de asociacion entre
SC4 y cationes metalicos monovalentes, y posteriormente nuestro grupo de investigacion
confirmé los resultados mediante técnicas de relajacion y de difusion de °Na obtenidas
por técnicas de RMN, donde se observa que en ausencia de sales afiadidas y a pH neutro,
la cavidad del SC4 puede complejar a un contraion Na*.¢

La complejacion de cationes organicos, principalmente los cationes de amonio,
con los distintos homologos de SCn fue estudiado por Shinkai et al.*?, donde mediante
técnicas de RMN se observo que el SC4 y SC6 forman complejos con estequiometria 1:1
con las distintas moléculas guest (el cloruro de trimetilanilinio (TMA) y el 1-
adamantiltrimetilamonio (ATMA)), mientras que el SC8 puede complejar dos moléculas
guest dando lugar a la formacion de complejos con estequiometria 1:2. Si comparamos
ambos guest catidonicos, podemos destacar que debido al caracter mas hidrofobico del
ATMA se forman complejos mas estables con los SCn que con el TMA. A partir de los
datos de '"H RMN observaron que el TMA se compleja con el SC4 y SC8 de forma no
selectiva (Esquema 1.13-(a)), interaccionando simultdneamente con el grupo amonio y
con el anillo aromatico, mientras que con el SC6 la complejacion es selectiva

incorporando el grupo amonio del TMA en la cavidad (Esquema 1.13-(b)).
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(aA)SCn(n=4y8) (b) SC6

Esquema 1.13
1.2.3.3 Calix[n]arenos como receptores anionicos

El desarrollo de calixarenos como receptores anionicos constituyen un area de
especial importancia en los procesos quimicos y bioldgicos. El desarrollo de receptores
anionicos sintéticos, ha sido mas lento en comparacion con los receptores catidnicos,
debido a las propiedades tnicas de los aniones, como la carga negativa que a menudo esta
deslocalizada, el tamafio y la forma de dichos aniones, que interfiere en el disefio de los
receptores anionicos®’.

Los calixarenos que act@lan como receptores anidnicos, se obtienen con la

funcionalizacion de los bordes superiores e inferiores del macrociclo con grupos como

87,89 90-92

ureas®®, tio-ureas y animas’ -, principalmente. La funcionalizacion de calixarenos
nos permite obtener macrociclos anfifilicos, que son capaces de autoasociarse para formar
agregados micelares o vesiculares, provistos de cavidades para formar complejos
host:guest con moléculas o iones, y asi poder manipular las propiedades de los agregados
de calixareno. Las interacciones que se dan en este tipo de macrociclos con distintos
guests son principalmente por puentes de hidrogeno, pero también a través de
interacciones hidrofobicas e interacciones ion-ligando.

En el grupo de Manoj Kumar et al.* han sintetizado un nuevo derivado de
calix[4]areno de conformacion 1,3-alternada que contiene restos de tiourea (Esquema
1.14-1(a)) y examinaron su capacidad de unidon a aniones mediante estudios de
espectroscopia UV-Vis y 'H RMN. Los resultados muestran que el receptor actiia como
un sensor colorimétrico, produciéndose una deteccion colorimétrica selectiva con aniones
cianuro, observandose un cambio de color a simple vista, mientras que con otros aniones
como fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, sulfato de hidrogeno,
dihidrogenofosfato y acetato no sucede este comportamiento. El sensor funciona

mediante un mecanismo de transferencia de protones intermoleculares, y dicho cambio

de color se debe a la desprotonacion de los protones de la tiourea, y este proceso es
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reconocido en muchos casos por un cambio de color distinto®*. En un articulo posterior®®,
el mismo grupo sintetizd un nuevo derivado de calix[4]areno de conformacion 1,3-
alternada pero esta vez con restos de urea (Esquema 1.14-1(b)) y examinaron su
capacidad de reconocimiento de aniones tales como fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro,
nitrato y acetato. Los estudios de complejacion obtenidos por espectroscopia UV-Vis y
'"H RMN se llevaron a cabo con los distintos aniones, y observaron que el calixareno
muestra especial selectividad para los iones cloruro. Esta selectividad se debe a la

formacion de puentes de hidrogeno fuertes entre los restos de urea y los iones cloruro.

NO,

NO,

Compuesto1: (a) X=Sy(b)X=0

Esquema 1.14

Por tanto, comprobamos como dependiendo del grupo funcional (tiourea o urea)
que modifica el calix[4]areno, la capacidad de reconocimiento de aniones es distinta en
ambos casos.

Como se menciond anteriormente, los calixarenos anfifilicos pueden
autoagregarse en diferentes estructuras, en el grupo de Shinkai’* investigaron la influencia
de la conformacioén en la que se encuentran los calixarenos y como esto puede afectar en
sus procesos de autoagregacion. Para probar esta hipotesis, sintetizaron calix[4]arenos
anfifilicos modificados en la posicion para del fenilo con grupos (CH3)sN'CH»
(Compuesto 1) y con grupos (CH3)3N'[CH2]n OCH; ( Compuesto 2n,n =4, 6y 11), con
conformacién de cono o con una conformacion 1,3-alternada solubles en agua, y

conformacionalmente inmovilizados (Esquema 1.15).
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N(CHa)s C1 0/

CH, \cH2

£y &

Compuesto 1 Compuesto 2n (n = 4,6,11)

Cono y 1,3-Alternada Cono v 1,3-Alternada

Esquema 1.15

Los resultados que obtuvieron demuestran que el compuesto 1-cono se agrega
para forman micelas mientras que con la conformacion 1,3-alternada no se forman tales
agregados micelares. Por otra parte, los resultados que obtuvieron para el compuesto 2n
muestran que tanto para la conformacién cono como para la 1,3-alternada forman
agregados en agua, demostrando que los isdmeros con estructura conica forman
favorablemente micelas globulares mientras que los isémeros 1,3-alternados presentan
una geometria cilindrica, y sélo el 1,3-alternado-2n (n = 11) puede forman agregados
vesiculares estables con un didmetro de 1000-2000 A. Estos resultados demostraron que
las propiedades de agregacion de los calix[4 ]arenos anfifilicos pueden verse afectadas por
el cambio conformacional del macrociclo.

En los ultimos afos, Klymchenko y colaboradores®* realizaron un estudio donde
las moléculas anfifilicas macrociclicas basadas en calix[4]arenos son altamente atractivas
para controlar el montaje supramolecular de ADN en pequefnias nanoparticulas, ya que
presentan una arquitectura conica unica y pueden soportar multiples grupos cargados. En
este trabajo, sintetizaron dos nuevos calixarenos anfifilicos con grupos cationicos (N,N-
dimetiletanolamina y N-metilimidazol) en el borde superior y cadenas alquilicas de ocho
atomos de carbono (octil) en el borde inferior, nombrados como CX8 y CX8im,
respectivamente; y se compara con un calixareno analogo al formado por N,N-
dimetiletanolamina pero con cadenas alquilicas de tres atomos de carbono (CX3)*

(Esquema 1.16).
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R=C;H; CX3 R =CgH;; CX8im
R=CgHy; CX8

Esquema 1.16

Los resultados que obtuvieron muestran que los calix[4]arenos con cadenas
alquilicas largas (CX8 y CX8im) se autoagregan formando micelas de 6 nm de didmetro
y tienen una cmc baja, ademas presentan la capacidad de interactuar cooperativamente
con el ADN formando pequefas nanoparticulas de 50 nm de diametro. Por el contrario,
el andlogo de cadena alquilica corta (CX3) que no puede formar micelas a bajas
concentraciones falld en condensar el ADN en complejos compactos, dando lugar a
complejos polidispersos grandes de ADN. Por tanto, la preorganizacion en micelas es un
requisito importante para la compactacion eficaz del ADN en nanoparticulas pequefias.
En el Esquema 1.17 se muestra como el ADN cargado negativamente actia como una
cinta adhesiva que envuelve y retine las micelas cationicas formadas por los calixarenos
(CX8 0 CX8im). Ademas, consideraron que la forma esférica de las micelas de calixareno

probablemente favorece su empaquetamiento compacto en pequefias nanoparticulas.

' «%%

Micela

d=6nm

Nanoparticula
d =350nm

Esquema 1.17
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2 Modulacion de la reactividad quimica por

complejacion multiple con y-Ciclodextrina

2.1 Introduccion

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos compuestos por unidades
de D-glucopiranosa unidas por enlaces o (1 — 4), que tienen forma de un cono truncado
con una cavidad de caracter hidrofébica'. Las ciclodextrinas mas comunes, que ademads
se encuentran disponibles comercialmente, son la a, B, y y-CD que tienen seis, siete, y
ocho unidades de D-glucopiranosa, respectivamente. Las CDs tienen una cavidad
hidrofoba y, como consecuencia, una molécula orgénica con dimensiones apropiadas
puede ser incorporada en su cavidad, originando un complejo de inclusion. La
formacion de este tipo de complejos, donde las CD nativas pueden albergar guests
organicos, se ha discutido en términos hidrofobicos y de interacciones de van der
Waals, el enlace de hidrdgeno, la liberacion de moléculas de agua de alta energia, y la
tension estérica - todos los efectos que a menudo no son suficientes para lograr una
complejacion fuerte y selectiva'?. Los miltiples sitios y los modos de interaccion son
requisitos previos para mejorar la afinidad de unién y manipular la disposicién de las
moléculas guests dentro de la cavidad de la CD. Las interacciones host:guest, que
implican CDs y moléculas organicas predominantemente pequefias, producen complejos
de inclusion con estequiometria 1:12. Sin embargo, se pueden unir dos moléculas de CD
a una unica molécula guest para formar un complejo de inclusion CD-guest 2:1°~. En
algunos casos, un sola molécula de CD puede acomodar dos moléculas guest para
formar un complejo de inclusion CD-guest 1:21%°16,

Los surfactantes, son guests adecuados para llevar a cabo un modelo detallado
sobre las investigaciones de las interacciones host:guest con las ciclodextrinas, debido a
que sus propiedades estructurales se pueden modificar facilmente. Modificando la
longitud y el nimero de cadenas alquilicas, al igual que la carga y tamafo del grupo de

cabeza, se pueden obtener diferentes estructuras y estequiometrias para el complejo
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adquirido. La interaccion de PB-CD con alquilsulfonatos de sodio!’,
dodeciltrimetilsulfato sodico (SDS) o bromuro de tetradeciltrimetilamonio (TTABr)'3,
forma complejos con estequiometria 1:1. En cambio, desde el cloruro de cetil
(C16TACI) al octadeciltrimetilamonio (CisTACI), se pueden formar complejos 1:1 y 2:1
con B-CD,' respectivamente.

En comparacion con otras ciclodextrinas nativas, la y-CD tiene una gran cavidad
que puede permitir acomodar dos moléculas de tamafio y forma adecuados?’. Cuando
dos moléculas guest se encuentran dentro de la cavidad de la CD, uno esperaria que
pueden interactuar unas con otras. Este fenomeno de inclusion de dos guests, se mostro
por primera vez en el caso de y-CD, induciendo la formacion de excimeros de
fluorescencia®'. Debemos considerar también la posibilidad de la formacion simultinea
de complejos con distintas estequiometrias. Por ejemplo, la y-CD facilito la formacion
de un complejo ternario de catalizador-sustrato-y-CD 1:1:1, llevandose a cabo una
reaccion redox en este sistema?'?%. Se han investigado las interacciones moleculares
entre un anién organico con y-CD y varios cationes organicos por medio de
espectroscopia de absorcion y fluorescencia® y electroforesis capilar®®. La asociacion
entre la y-CD y un anion orgénico produjo un complejo de inclusion 1:1 cargado
negativamente, con una mejor afinidad por la inclusion de un segundo guest catidnico.
Los resultados sugieren que la formacion del complejo ternario es favorecida con
cationes organicos que tienen cadenas alquilicas largas.

Nuestro interés en este estudio, se centra en el uso de ciclodextrinas como
reactores moleculares, que son esencialmente medios de reaccion adecuados para el
ensamblaje de reactivos a nivel molecular. El uso de moléculas host en la catalisis
supramolecular introduciran nuevas interacciones que se pueden clasificar segin su
naturaleza: (i) las interacciones moleculares responsables de la formacion de complejos
host:guest pueden afectar a la reactividad quimica mediante la estabilizacion de
productos intermedios y/o estados de transicion. (i) receptores moleculares, que
simplemente puede actuar como recipientes de reaccion de escala nanométrica,
aumentando las concentraciones locales de los reactivos y, de este modo, la velocidad
de reaccion.

El objetivo de este trabajo es obtener evidencia de la formacion de complejos de
inclusion de tres componentes y estudiar el papel que el tercer componente podria
desempetiar en la reactividad quimica. Con este objetivo, se llevd a cabo un estudio

cinético utilizando una sonda quimica cloruro de 4-metoxibencenosulfonilo (MBSC,
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véase el Esquema 2.1), que es una molécula que tiene una geometria y polaridad
adecuada para la formacion de complejos de inclusion con la y-CD. Una combinacion
de experimentos cinéticos y de DOSY (Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy) nos
proporcionan la evidencia para la formaciéon de diferentes tipos de complejos en
presencia de un surfactante, C,TAB (n = 8§, 10, 14, 18) como tercer componente. Se
observaron distintos mecanismos de asociacion de la ciclodextrina con el MBSC en
presencia de un tercer componente: el mecanismo competitivo con B-CD y el
cooperativo con y-CD que conducen a distintas reactividades quimicas. La cavidad mas
grande de la y-CD en comparaciéon con la B-CD, es responsable del cambio desde un
mecanismo de complejacion competitiva predominante con la f-CD a un mecanismo
mixto de cooperacion/competicion que se produce para la y-CD. El tamano de la
cavidad de la y-CD es lo suficientemente grande como para incluir dos cadenas

alquilicas de surfactante con un efecto cooperativo.

o o0 o 0
\/ \/
e L SoH + HC
CH;0 CH;0
Esquema 2.1

2.2 Seccion Experimental

Materiales. Todos los reactivos quimicos comerciales fueron adquiridos de la mayor
pureza disponible en el mercado y ninguno requiere purificacion adicional. La y-CD fue

suministrada por Cyclolab.

Estudio espectrofotométrico. Las disoluciones de partida de MBSC se prepararon en
acetonitrilo, debido a su inestabilidad y baja solubilidad en agua. La concentracion final
de acetonitrilo en el medio de reaccion era de 1% (v/v). Las disoluciones del sistema -
CD/surfactante se prepararon mezclando volimenes apropiados de las disoluciones
acuosas madre de y-CD y surfactante, en una cubeta de cuarzo de lcm de paso de luz.
Los experimentos cinéticos se iniciaron al adicionar un pequefio volumen de la
disolucién de partida de MBSC, cuya concentracion fue de 1x10* M en cubeta, a la

disolucion del sistema correspondiente, previamente termostatizada a 25°C. Las
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reacciones se estudiaron cinéticamente siguiendo el cambio de absorbancia observado a
270 nm, maximo de absorcion del MBSC, en un espectrofotometro Cary 50 UV-Vis. La
Figura 2.1, muestra el espectro de la mezcla de reaccion. Los datos absorbancia-tiempo
de todos los experimentos cinéticos se ajustaron a la ecuacion integrada de primer
orden, ecuacion (2.1), y los valores de las constantes de velocidad de pseudo-primer

orden, kqbs , fueron reproducibles con un margen de error del 3%.

0,9
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2
<
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200 220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 2.1 : Espectro UV-Vis para la reaccion de solvolisis del MBSC en funcion del tiempo,
[MBSC]=1x10* M, y un ejemplo del ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de primer orden,
[MBSC]=1x10* My [C1(TAB]=1x10" M.

A = Agp + (Ag — Ao,) e Fobst 2.1)

Conductividad. La conductividad eléctrica (x) se midié con un conductivimetro Crison
GLP 32, calibrado usando dos soluciones estandar de conductividad KCI, suministrados
por Crison ([KCI] = 0.01 M, x = 1413 uSem™ y [KCI] = 0.1 M, ¥ = 12.88 mScm™! a
25°C). El error en la exactitud de las medidas fue del 0.5%. Durante las mediciones de
conductividad eléctrica, la temperatura se mantiene constante por medio de un bafio de
agua termostatizado a 25°C. Las disoluciones se prepararon con agua Milli-Q (x = 0.1-
0.50 pScm™) y el estudio de la variacién de la conductividad eléctrica con la
concentracion, ha sido realizado mediante la adicién de volimenes conocidos de una
disolucion concentrada de surfactante. La conductividad eléctrica se utiliz6 para la

determinacion de valores de la concentracion micelar critica (cmc).

Experimentos de RMN. Las disoluciones madre de y-CD y Ci0TAB se prepararon en
D20 (99.9%) y el p-nitrofenilacetato (NPA) se prepar6 en DMSO-ds. El estudio de
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complejacion de NPA por y-CD, se realizo manteniendo constante la concentracion
[NPA] =1 mM, y variando la concentracion de y-CD. Los sistemas de C1oTAB/y-CD se
prepararon mezclando los volimenes apropiados de disoluciones madre de y-CD y
Ci10TAB. En todos los casos la concentracion de CioTAB (12,5 mM) se mantuvo
constante, por debajo de la concentracién micelar critica (cmc), y se fue variando la
concentracion de y-CD. En el proceso de formacion de complejos de NPA en presencia
del sistema mixto C10TAB/y-CD, se mantuvieron constantes las concentraciones de
NPA (1 mM) y y-CD (27 mM), y se fue variando la concentracion de C1oTAB.

Los espectros de 'H RMN y de DOSY se llevaron a cabo a 25°C en un
espectrometro Varian Inova 400. Los espectros de difusion se obtuvieron mediante
experimentos de eco spin con pulsos de gradientes bipolares®*. Se aplicaron gradientes
rectangulares (G) con 2 ms de duracion (), variando la potencia de los mismos entre 2 a
64.3 cm™! en 20 pasos. Para obtener resultados fiables para el coeficiente de difusion, D,
el tiempo de difusion, A, de los experimentos fue optimizado para cada muestra en un
valor entre 50 y 200 ms, de forma que la intensidad de las sefiales disminuyera cerca del
95% para el gradiente maximo. Los datos fueron procesados mediante el programa

MestReC (Mestrelab Research Inc.).

2.3 Resultados y Discusion

El uso de lay-CD como un nuevo medio de reaccion en la catalisis
supramolecular, requiere el conocimiento de las constantes de equilibrio y
estequiometrias de las especies que actlian como guest. Debido al gran tamafo de
la cavidad de la y-CD en comparaciéon con la cavidad de a- o B-CD, se deberia
considerar la posibilidad de la formacion de complejos host:guest 1:2, donde los guests
se deben considerar dos moléculas del mismo guest o, mas importante desde el punto de
vista de la catélisis, dos moléculas de distintos guests pueden ser incluidas de forma
simultdnea. Con el fin de evaluar esta posibilidad y su influencia en la reactividad
quimica se ha disefiado un sistema con dos guests potenciales: una pequeina molécula
organica (NPA o MBSC) y un surfactante catidonico. La preparacion de distintas
combinaciones de NPA y el surfactante catidnico nos permitirdn cuantificar la inclusion
simultdnea de dos guests distintos por la y-CD. Por otra parte, mediante el uso del
MBSC podemos estudiar el efecto cinético que la formacion de complejos con diferente

estequiometria tiene sobre la reactividad quimica.
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Los estudios descritos en este capitulo se presentaran en el siguiente
orden: (i) en primer lugar vamos a analizar la formacion de los complejos host:guest,
1:1 y 1:2, de los sistemas individuales formados por y-CD y el surfactante cationico y de
v-CD con la pequefia molécula organica (NPA). (i7) El segundo paso es investigar la
formacion de complejos multiples mediante la adicion simultanea del surfactante
cationico y NPA a una disolucion de y-CD. Se discutird la formacion de distintos
complejos host:guest, denominados como CD-NPA; CD-surfactante; CD-surfactante-
surfactante y CD-NPA-surfactante y se informard de su interconversion. (iii) Y por
ultimo, la formacion de distintos complejos tendra consecuencias importantes sobre la

reactividad quimica mediante el uso de MBSC como una sonda quimica.

2.3.1 Determinacion de las constantes de equilibrio para la formacion
de los complejos individuales 1:1 y 1:2 entre y-CD y los

surfactantes cationicos (C.TAB")

La habilidad de lay-CD para acomodar dos moléculas de surfactante con el fin
de formar complejos 1:2 estd extensamente descrita en la bibliografia®>’.

Con el fin de cuantificar este proceso se han analizado los coeficientes de
difusion del surfactante cationico CioTAB, y de la ciclodextrina. La formacion de los
complejos de inclusion se estudid mediante la variacion de la concentracion de y-CD,
manteniendo constante la concentracion de surfactante a un valor muy por debajo de su

concentracion micelar critica, cme, con el fin de garantizar que s6lo los monomeros

estan presentes en disolucion.

2.3.1.1 Difusiometria de RMN

La difusiometria de RMN o DOSY (Diffusion-Ordered NMR SpectroscopY) es
una técnica que permite determinar los coeficientes de difusion (D) de una o varias
especies en disolucion a partir de sus sefiales en el espectro de RMN. A partir del
coeficiente de difusion se puede obtener informacion acerca del tamafio y forma de
moléculas y/o agregados supramoleculares®®. Entre las diversas aplicaciones, se

encuentran la determinacion de constantes de asociacion, investigacion de fendomenos
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de autoagregacion, pares idnicos, encapsulacion, tamafio y estructura de sistemas
labiles.

El andlisis cuantitativo de la intensidad de un pico de eco correspondiente en el
espectro de difusion, proporciona el respectivo coeficiente de difusion de translacion de
la molécula y/o agregado correspondiente. Esto se logréo mediante ajuste no lineal de la

intensidad de la sefial a la ecuacién de Stejskal-Tanner®’.

o) 2.2
I = Iyexp [—Dy2G282 (A - 5)] @2

donde / es la intensidad de la sefal medida, /y es la intensidad o integral de la sefial con
el pulso de gradiente mas bajo, y es la constante giromagnética del nucleo observado, y
el resto de los parametros se han definido anteriormente. En todos los experimentos, el
decaimiento de la intensidad de las sefiales se ajustaron a la ecuacion (2.2), lo que
demuestra que representan un unico coeficiente de difusion. Un diagrama tipico de la
caida de la intensidad de la sefial de 'H vs y*G?$* (A- 8/3) y el ajuste no lineal a la

ecuacion (2.2) se muestra en la Figura 2.2 .

50
40
30 ¢

20 —

Intensidad (a.u.)

10

0 2x10° 4x10° 6x10° 8x10°
y2G252(A—513) (slcm?)

Figura 2.2 : Decaimiento de la intensidad de la sefial de 'H DOSY de RMN del C;¢TAB en ausencia (o)
y en presencia de y-CD (30 mM) (e®). Los datos se ajustaron a una funcion exponencial (lineas continuas),
ajuste a la ecuacion (2.2).

Se analizaron las intensidades del pico de los protones metilo del grupo de
cabeza del surfactante, C19TAB. La Figura 2.3 muestra los coeficientes de difusion para
Ci1oTAB variando las concentraciones de y-CD.Debe tenerse en cuenta que el
coeficiente de difusion para y-CD, no se ve muy afectado por la adicién de surfactante,

en concordancia con los datos bibliograficos obtenidos del estudio realizado con -
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CD?*%3!. Como se puede observar, los coeficientes de difusion de C1oTAB disminuyen a

medida que aumenta la concentracion de y-CD, debido a la formacion de un complejo

de inclusion con la y-CD.

6x10° 1
0,8
:m 0,6
54 x 10 > -
3 04
Q -
0,2 —
2x10% | | 0 ol bl T
0 1 2 3 10" 1 10 102 10°
Molar Ratio ([y-CD}/[C10TAB]) Molar Ratio ([y-CDJ/[C10TAB])

Figura 2.3 : (Izquierda) Coeficientes de difusion observados de [CioTAB]= 12,5 mM, variando
la concentracién de y -CD. Las lineas muestran el ajuste de los datos al modelo de los coeficientes de
difusion para complejo 1:1 (linea discontinua) y al modelo para los complejos 1:1 y 1:2 (linea
continua). (Derecha) Distribucion de las fracciones molares (X) Ci1oTAB libre (linea azul), complejo 1:1
(linea verde) y complejo 1:2 (linea roja). Debe tenerse en cuenta que las condiciones experimentales en la
figura izquierda corresponden a la region oscura en la figura derecha.

Con el fin de llevar a cabo un analisis cuantitativo, los datos experimentales se

ajustaron a un modelo para la determinacién de complejos 1:1.

[Moa’elo para la determinacion de los coeficientes de difusion en complejos 1:1 ]

El modelo utilizado se basa en el supuesto de que se forma un complejo 1:1 entre la y-

CD y el surfactante (S).

K.

CD + S CD:S

Esquema 2.2

La estabilidad del complejo de inclusidon puede ser descrita como una constante

de equilibrio, Ki.1:

_[cD:s] 23)
Y1 [eDlsIS]y
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Donde [CD] y [S]f representan la concentracion de especies no complejadas o libres,
de CD y de surfactante, respectivamente, y [CD:S] es la concentracion del complejo 1:1.

El procedimiento para interpretar los datos de Dops vs Concentracion se basa en
un modelo de intercambio z-sitios, en la que se identifican el nimero y la naturaleza de
los sitios y el coeficiente de difusion observado se expresa como un promedio
ponderado de la distribucidon entre los sitios. En el presente estudio, para el caso del
surfactante se pueden identificar dos sitios distintos: surfactante libre y surfactante
complejado. Por lo tanto, el coeficiente de difusion observado para el surfactante,

Ds o5, viene dado por la siguiente ecuacion:
Ds ops = (1 — X¢p:s)Ds,r + Xcp:sDep:s 2.4)

donde Dg ¢ es el coeficiente de difusion del surfactante libre, D¢p.s es el coeficiente de
difusion del complejo 1:1 y ycp.s es la fraccion molar del surfactante complejado, que

viene dada por:

Cs — [S]f (2.5)
Xcpis = —C
S

donde Cs es la concentracion total del surfactante y [S]; es la concentracion de
surfactante libre.
Las moléculas de CD, por otro lado, pueden intercambiarse entre dos sitios

distintos, y el coeficiente de difusion observado para CD, Dcp,obs , Viene dado por:

Dcp,obs = (1 = Xcp:s)Dep,f + Xcp:sDep:s (2.6)
Cen + [CD], @7
Xepss =— (¢
cD

donde D¢p s es el coeficiente de difusion de la CD libre. El coeficiente de difusion
observado para el surfactante (ecuacion (2.4)) definido anteriormente se puede expresar
en términos de la constante de equilibrio y las concentraciones totales de CDy de

surfactante:
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D _ Dg s+ K1.1Dcp.s[CD] (2.8)
$:0bs =1 4 K4 [CD]

La constante de equilibrio para la formacion de complejos entre la CD y el

surfactante se expresan como:

[CD: 5] 2.9)

K1 = 10D7ps]

El balance de materia para las concentraciones totales de CD y surfactante

vienen dadas por:

[CD]r = [CD]; + [CD:S] (2.10)

2.11

[S1y = [S1+[CD:S] -
La combinacién de estas ecuaciones con la constante de equilibrio, nos
proporciona una ecuacion de segundo orden para la concentracion de CD libre

(ecuacion (2.12)):

a[CD]? + b[CD]; +c =0 (2.12)
donde:
a=K (2.13)
b =1+ Ky.1([S]r — [CD]r) (2.14)
e = —[CD]; (2.15)

Los datos experimentales se ajustaron al modelo anterior, que Unicamente

contemplaba la formacién de complejos 1:1, dando una constante de equilibrio

K C10TAB

11 = (225+25) M"'. Como puede verse en la Figura 2.3, es evidente que este

modelo (linea discontinua) no reproduce el comportamiento experimental observado,
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principalmente en relaciones molares bajas, donde el porcentaje del complejo 1:2 sera

importante.
Por tanto, es necesario desarrollar un nuevo modelo que contemple la formacion

simultdnea de complejos del tipo 1:1 y 1:2, con el objetivo de explicar

cuantitativamente los resultados experimentales.

[Modelo para la determinacion de los coeficientes de difusion en complejos 1:1y 1:2 ]

Considerando que se forman complejos de orden superior al 1:1, se establece un

segundo equilibrio.

Ky
CD + S CD:S
K;.
S + CD:S Lk CD:S,
Esquema 2.3

Como en el caso anterior, los coeficientes de difusion observados se pueden

definir para el surfactante (S) y para la CD:

Ds obs = Xs,fDs,r + Xcp:sDep:s + 2Xcep:s,Dep:s, (2.16)

D¢pobs = Xep,fDep,r + Xep:sDep:s + Xcp:s,Dep:s, (2.17)

donde Dsf, Deps, Dep.s Y Dep:s, son los coeficientes de difusion del surfactante libre,
CD libre, complejo 1:1 y 1:2, respectivamente. Las fracciones molares para las

diferentes especies estan relacionadas con las concentraciones totales de surfactante:

[S]f [CD:S] [CD:S,] (2.18)
Xsf = C_s Xcp:s = Cs Xcp:s, = C—s

O con las concentraciones de CD:

[S1f [CD: S] [CD:S,] (2.19)
Xepf = T Xcp:s = I Xcb:s, T
cD cD cD
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Las constantes de equilibrio para ambos complejos 1:1 y 1:2, se expresan como:

[CD:S] _ [€D:5,]
colisl M2 = [episiis]

Ky, = (2.20)

En primer lugar, cuando la concentracion de y-CD aumenta, los coeficientes de
difusion del surfactante muestran una disminucion significativa, debido principalmente
a la formacion de un complejo de inclusion 1:2 con la y-CD (Figura 2.3-derecha, linea
roja). Se observa una disminucion continua de los coeficientes de difusion y esta bajada
de pendiente indica un aumento de la fraccion molar del complejo 1:1 (Figura 2.3-
derecha, linea verde). Con el fin de obtener las fracciones molares de las diferentes
especies: surfactante libre, ys ¢, complejo 1:1 CD-Surfactante, xcp.s, y complejo 1:2
CD-(Surfactante)s, x¢p.s,; €s necesario conocer los valores de las constantes de
equilibrio entre y-CD y C10TAB (Ki:.1y Ki22).

La ecuacién (2.16) se resuelve para diferentes valores de Ki.1 y Ki:2, que nos
permite obtener las fracciones molares de las diferentes especies para
cada concentracion de y-CD. Los valores de Ki.1 y Ki:2, para los que se obtiene la mejor
desviacion de la raiz cuadrada media ()°) del ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion (2.16), se consideraron como Optimos (véase la curva en la Figura 2.3-
izquierda). A partir de este método se obtienen como valores 6ptimos K1C:11°TAB= (25+3)
My KT = (350 £ 40) M.

A partir del modelo propuesto, y de la ecuacion (2.16), se obtuvieron los valores

de los parametros Ds ¢, Dcp.s Y Dcp:s,, que se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 : Valores de los coeficientes de difusion para el complejo 1:1 y 1:2 para C1oTAB.

Surfactante 106 Dg s(cm?/s) 108 D cp.s (cm?/s) 106 D¢p.s, (cm*/s)

Ci1TAB 5.68+0.09 2.0£0.1 1.540.1

Estos resultados son compatibles con un incremento del peso molecular, debido
a la formacion de los complejos host:guest.

A partir de este experimento, se encontré evidencia experimental para la
formacion de complejos de inclusion 1:1 y 1:2 entre y-CD y C1oTAB, de tal modo que
la formacién de complejos 1:2 se produce en un modo cooperativo. La formacion de
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complejos host:guest por ciclodextrinas, se debe principalmente a los efectos
hidrofébicos y a las interacciones de Van der Waals. El efecto cooperativo observado en
la formacion de complejo 1:2, puede explicarse debido al incremento del caracter
hidréfobo de la cavidad de la y-CD, por la formacion anterior del complejo de inclusion
1:132. La formacion de complejos de inclusion en ciclodextrinas, conduce a la liberacion
de moléculas de agua de su cavidad y por consecuencia el incremento de su caracter
hidrofobo. Simulaciones de dindmica molecular también apoyan la formacion de

complejos de inclusion 1:1 y 1:2 entre el y-CD y un surfactante aniénico’>.

2.3.2 Determinacion de las constantes de equilibrio de la formacion de
complejos 1:1 y 1:2, entre y-CD y surfactantes cationicos

(CaTA") con la molécula organica NPA

El comportamiento de inclusiéon de las moléculas organicas pequefias en
presencia de ciclodextrinas, tendra desde un punto de vista cuantitativo importantes
consecuencias en el modelado de su reactividad. Con el objetivo de modelar el
comportamiento de la cavidad de la ciclodextrina, como un medio de reaccidon usaremos
la solvdlisis de MBSC, pero su inestabilidad impide el estudio de su comportamiento de
inclusion por RMN. Como alternativa utilizamos NPA, una molécula con un tamano,

estructura e hidrofobicidad similar.

2.3.2.1 Difusiometria de RMN

En la Figura 2.4 se muestra la influencia de la [y-CD] en el coeficiente de
difusion de NPA. El proceso de formacién de complejos se investigd manteniendo
constante la concentracion de NPA (1 mM) y variando la concentracion de y-CD. Como
se puede observar los coeficientes de difusion de NPA disminuyen en funcion de la
concentracion de ciclodextrina debido a la formacion de un complejo de inclusion.

Usando un procedimiento similar al de Ci1oTAB, podemos ajustar los datos de la
Figura 2.4 a la formacion de un complejo host:guest 1:1. Bajo este supuesto se obtiene
un valor de KNPA= (25+3) M! para la constante de equilibrio y el coeficiente de
difusion DNP4 = (2.0+£0.1)x10° cm?s™! para del complejo host:guest.

Debido a la formacion simultanea de los complejos 1:1 y 1:2 que se observa con

C10TAB, hemos comprobado esta posibilidad en el caso del NPA. Por tanto, los datos
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experimentales se ajustaron igualmente a un modelo que tiene en cuenta la formacion de

complejos de inclusion 1:1 y 1:2, utilizando los valores de las constantes de equilibrio

obtenidas para el CiiTAB, K(i°*%= (25+3) My K™% = (350+40) M, como

enfoque inicial (Figura 2.4).
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Figura 2.4 : (Izquierda) Coeficientes de difusion de [NPA] = 1 mM variando las concentraciones de -

CD. La linea negra muestra el ajuste al modelo de complejos 1:1 y 1:2, usando K&OTAB: (25£3) My
KﬁionAB: (350+40) M!. (Derecha) Distribucién de las fracciones molares (X) NPA libre (linea azul),

complejo 1:1 (linea verde) y complejo 1:2 (linea roja). Debe tenerse en cuenta que las condiciones
experimentales en la figura izquierda corresponden a la region oscura en la figura derecha.

Como se puede ver en la Figura 2.4, es evidente que estas constantes de
equilibrio utilizadas para el C10TAB no reproducen el comportamiento experimental
observado para el NPA. Bajo este supuesto, el coeficiente de difusion calculado es mas
pequetio que el experimental, lo que indica que la fraccion de NPA complejada podria
ser menos que la predicha. Esta discrepancia es una consecuencia, debido al gran
volumen de molécula NPA en comparacion con la cadena alquilica de C10TAB. Las
moléculas de agua que se liberan de la cavidad de CD después de la formacion de
complejos 1:1 producen una cavidad mas hidrofobica que aumenta su tendencia a unirse
a un segundo guest de forma cooperativa. Mientras tanto, la formacion del complejo 1:1
reduce el volumen vacio disponible en la CD para unirse a un segundo guest (1:2) y por
lo tanto la reduccion de su constante de equilibrio. El equilibrio entre estos dos efectos
es responsable por el comportamiento observado. El alojamiento de dos moléculas NPA
dentro de la cavidad no es tan favorable como en el caso de CioTAB, debido al mayor
volumen ocupado por el anillo aromatico del éster en comparacion con la cadena
alquilica.

Un procedimiento de simulacion similar al descrito anteriormente para CioTAB

nos permite obtener los valores optimos (ver Figura 2.5) para las constantes de
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equilibrio del NPA: KNPA= (20+3) My KNPA= (30+4) M! . Ajustando los datos
experimentales a la ecuacion (2.16), también obtenemos los valores de los coeficientes
de difusion Dypa s, Dep.vpa Y Dep:npa,- Los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 2.2.

Tabla 2.2 : Valores de los coeficientes de difusion para el complejo 1:1 y 1:2 para NPA.

Surfactante 10D ypyp(cm?/s)  10°Dcp.yps (em?/s) 10 Dcp.ypy, (cm?/s)

NPA 7.2+0.1 2.2+0.1 2.0£0.1

Estos resultados son compatibles con el incremento del peso molecular debido a

la formacion de los complejos host:guest.
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Figura 2.5 : (Izquierda) Coeficientes de difusion observados para [NPA]= 1mM, variando
la concentracion de y-CD. La linea muestra el ajuste de los datos al modelo de los coeficientes de difusion
para complejo 1:1 y 1:2 (linea continua). (Derecha) Distribucion de las fracciones molares (X) de NPA
libre (linea azul), complejo 1:1 (linea verde) y complejo 1:2 (linea roja). Debe tenerse en cuenta que las
condiciones experimentales en la figura izquierda corresponden a la region oscura en la figura derecha.

A partir de las constantes de equilibrio se puede calcular la distribucion de las
especies, que se muestran en la Figura 2.5-derecha. Como se puede observar la fraccion
maxima de 1:2 complejo es inferior al 1% y es casi insignificante en las condiciones
experimentales utilizadas en este estudio. Como consecuencia de este pequefio
porcentaje del complejo 1:2, los resultados experimentales se pueden ajustar tanto a la
formacion exclusiva del complejo de inclusion 1:1 o la inclusion simultdnea de uno y

dos guests.
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2.3.3 Caracterizacion estructural de complejos multiples, mediante la

adicion simultanea de surfactante cationico y NPA a la y-CD

Considerando que, tanto el CioTAB como el NPA forman complejos con la -
CD, es posible obtener estructuras mixtas donde se obtienen complejos ternarios 1:1:1,
ademas de complejos 1:1 y 1:2, previamente descritos. Con el objetivo de estudiar este
sistema mixto, hemos determinado los coeficientes de difusion, manteniendo constantes
las concentraciones de NPA (1 mM) y y-CD (27 mM) y variando la concentracion del
surfactante cationico. La Figura 2.6 muestra los coeficientes de difusion observados del

NPA y C19TAB, en el sistema mixto formado por y-CD/C1oTAB/NPA.

2.3.3.1 Difusimetria de RMN

Desde un punto de vista cualitativo, los datos experimentales de los coeficientes

de difusion observados del CioTAB se pueden dividir en cuatro regiones distintas. A

bajas concentraciones de C10TAB, [C10TAB] = 1x102 M, su coeficiente de difusion es

mucho mas bajo (DS22"*% = 3.5x10° cm’s") que el valor obtenido en agua pura

(ch 10748 — 5 68x10 cm?s™!) debido a su inclusién en la cavidad de la ciclodextrina. En

estas condiciones experimentales, [y-CD]/[C10TAB] = 27, méas del 90% de CioTAB esta
unido a la ciclodextrina en una forma tal que el 55% del surfactante estd formando
complejos 1:1 y el 35% se encuentra en forma de complejos 1:2 (ver la Figura 2.3-
derecha). Al aumentar la concentracion de CioTAB (region I y II en la Figura 2.6-
izquierda) aumenta el porcentaje de surfactante no complejado pero sus coeficientes de
difusion contintan disminuyendo. Este efecto es una consecuencia de la formacion de
complejos 1:2 (Figura 2.3-derecha esperamos una fraccion maxima de complejo 1:2 en
una relacion molar [y-CD]/[C10TAB] = 4, correspondiente a una [C1oTAB] = 7x10° M
en la Figura 2.6-izquierda).

La region III de la Figura 2.6-izquierda se corresponde con una situacion en la
que existe un exceso de surfactante respecto a la ciclodextrina, aumenta el porcentaje de
surfactante no complejado 50-75% lo que sugiere un aumento del coeficiente de
difusion observado para el surfactante. Sin embargo, a partir de la Figura 2.3-izquierda,
vemos que en esta region la fraccion de complejo 1:2 predomina sobre el complejo 1:1.

De este modo seria de esperar un pequefio incremento del coeficiente de difusion
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observado, porque la difusion es menor para el complejo 1:2 que para el complejo 1:1.
Pero se observa un aumento en el coeficiente de difusion observado debido al gran
porcentaje de surfactante libre.

En la region IV, un nuevo incremento en la concentracion de surfactante (Figura
2.6-izquierda) induce la formacién de micelas y el coeficiente de difusion del

surfactante cae muy rapido debido a su agregacion.

Desde un punto de vista cualitativo, los datos experimentales del coeficiente de

difusion para el NPA, en funcidn de la concentracion de Ci1oTAB en presencia de y-CD,
se muestran en la Figura 2.6-derecha, se pueden dividir en cuatro regiones distintas. A
muy baja concentracién de surfactante, [C1¢TAB] = 1x107 M, el coeficiente de difusion
observado para NPA, DNP2A ~ 5.0x10° cm?s™!, es menor que su valor en agua, DNPA =~
7.25x10°% cm?s™!, pero es compatible con el valor esperado para su complejacién por -
CD (ver la Figura 2.4-izquierda). El aumento de la concentracion CioTAB en el sistema
mixto disminuird la concentracion de ciclodextrina disponible para unirse al NPA,
debido a la unidon competitiva del surfactante (produciendo complejos 1:1 y 1:2). Al
tener en cuenta la distribucion de las especies mostrada en la Figura 2.3-derecha, se
puede estimar la concentracion de ciclodextrina no complejada, [CD]¢, a disposicion de
NPA para diferentes concentraciones de surfactante. Para [C1)TAB] = 1; 7 y 27 mM
obtenemos [CD]r = 26.8;22.4 y 19 mM, respectivamente. Como consecuencia de la
union competitiva, cabria esperar que el coeficiente de difusion del NPA aumentase con
el aumento de [C10TAB]. Los resultados experimentales muestran un comportamiento
opuesto, consecuencia de la formacion de complejos adicionales en el sistema mixto. La
hidrofobicidad de la cavidad de la ciclodextrina aumenta por la inclusion de surfactante
para la formacion de complejos 1:1, debido a la liberacion de agua. Como consecuencia
de ello, la capacidad de secuestrar NPA es mucho mayor en el caso de complejo y-
CD:Surfactante, que por la ciclodextrina pura. Esto implica la formaciéon de un
complejo ternario 1:1:1, en el cual tanto surfactante como el NPA se complejan
simultdneamente con la y-CD. En las regiones II y III, donde la [Ci1oTAB] se encuentra
en el rango desde 7 a 50 mM (Figura 2.6-derecha) el porcentaje del complejo
Ciclodextrina:Surfactante con estequiometria 1:2 disminuye del 25% a 18%, lo que
permite la posibilidad de incluir NPA como un tercer componente. Como podemos ver

en la Region III en la Figura 2.6-derecha, el coeficiente de difusion de NPA aumenta
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para concentraciones de surfactante cerca de 100 mM. En estas condiciones se puede
estimar que casi el 55% de la ciclodextrina esta ocupada por el surfactante. Esta
reduccion en la cantidad de ciclodextrina disponible para unir el NPA, provoca una
reduccion de la fraccion de NPA complejada y, en consecuencia, se observa un aumento
del coeficiente de difusion observado. Un nuevo aumento de la concentracion de
surfactante (region IV de la Figura 2.6-derecha) induce la autoagregacion para formar
micelas, con la consiguiente solubilizacion de NPA en el interior de las micelas y como

consecuencia la disminucidn de su coeficiente de difusion.
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Figura 2.6 : Coeficientes de difusion observados de (e) Ci¢TAB y (®) NPA variando la concentracion de
C1oTAB y con [NPA] =1 mM y [y-CD] = 27 mM.

Cabe destacar que el coeficiente de difusion observado para el NPA es mayor
que para C1oTAB en las zonas I, Il y III de la Figura 2.6 debido al distinto tamafio y
peso molecular de los complejos formados. Sin embargo, estos coeficientes de difusion
son casi iguales en la presencia de grandes concentraciones de surfactante (grandes
concentraciones en la region IV de la Figura 2.6). Este efecto se debe a que, la mayor
parte de surfactante se agrega para la formacion de las micelas, donde NPA se disuelve

y tanto la micela como el NPA disuelto tienen el mismo comportamiento difusivo.
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2.3.4 Determinacion de las constantes de equilibrio para la formacion
de complejos maultiples, mediante la solvolisis del MBSC en

presencia de y-CD

El objetivo de este trabajo es tratar de evaluar de forma cuantitativa la cavidad
de lay-CD como medio de reaccion y la influencia de la formacién de complejos
multiples. Para este fin se utiliza la solvdlisis del cloruro de 4-metoxibencenosulfonilo,
MBSC, como una sonda quimica. Esta reaccion es adecuada, debido a que el tamafo de
MBSC permite complejaciones multiples y que su proceso de solvdlisis se ve afectado
por los cambios en la polaridad del medio, de tal modo que la velocidad de reaccion

disminuye en un factor cercano a 10? al pasar de agua a un 90% de etanol:agua**3¢.

2.3.4.1 Solvolisis del MBSC en presencia de la y-CD

La constante de velocidad observada, k.., nos permite estudiar el proceso de
formacion de complejos de MBSC con y-CD. La constante de velocidad observada se
obtuvo experimentalmente en una serie de experimentos manteniendo constante la
concentracion de MBSC (0.1 mM) y variando la concentracion de y-CD, desde [y-CD]=
2 mM a 100 mM. Como se puede observar en la Figura 2.7, las constantes de velocidad
observadas disminuyen a medida que aumentamos la concentracion de ciclodextrina, es
decir se produce una inhibicion en la hidrolisis del MBSC. Este comportamiento es
debido a la incorporacion del MBSC en la cavidad de la ciclodextrina (y-CD:MBSC),
donde la reaccion de solvolisis es mucho mas lenta que en el medio acuoso, como

consecuencia de su menor polaridad.
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Figura 2.7: Influencia de la concentracion y-CD sobre kobs para la solvoélisis del MBSC a 25°C. La curva
representa el ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (2.21).
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Para un andlisis cuantitativo de los resultados de la Figura 2.7, es necesario
proponer un esquema de la complejacion entre MBSC y y-CD. Se mostrard no solo que
el tamafio, sino también las constantes de equilibrio de NPA y MBSC son
similares. Bajo esta consideracion se esperaria la posibilidad de una o dos moléculas de
MBSC dentro de la cavidad de la ciclodextrina. Sin embargo, un examen detallado de la
distribucion de especies que se mostré en la Figura 2.4-derecha, nos permite descartar el
porcentaje minimo de complejo de inclusidon con estequiometria 1:2. En las condiciones
cinéticas experimentales la relacion [y -CD]/[MBSC] se encuentra en el rango desde 20
a 10°, condiciones en las que el porcentaje del complejo 1:2 es menor que 0.5%. Con
esta informacién y con el fin de explicar el comportamiento cinético, podemos proponer
el Esquema 2.4, donde la reaccion de solvdlisis del MBSC tiene lugar simultineamente

en dos medios bien diferenciados: en agua, kw, y en la cavidad de la y-CD, kcp.
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Esquema 2.4

- = §
5
-

MBSC

A partir del Esquema 2.4, podemos obtener la ecuacion de velocidad para el

sistema (ecuacion (2.21)), donde KMBS¢

es la constante de equilibrio del MBSC con
lay-CD, kp es la constante de velocidad para la reaccion en la cavidad de lay-CD

y k,, es la constante de velocidad para la solvolisis del MBSC en el medio acuoso.

k,, + KMESCk p[CD]

obs = (2.21)
14 KMBSC[cD]

Debemos tener en cuenta que la constante de velocidad de solvolisis es mucho
mayor en agua que en la cavidad de la ciclodextrina y que la constante de equilibrio es
pequefia, con lo que se puede considerar (k,, »> KMESCk.,[CD]). Teniendo en cuenta

este supuesto, se simplifica la ecuacion (2.21) obteniéndose la ecuacion (2.22), que se
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puede escribir como una funcién de su inversa. Esta ultima ecuacion predice una

dependencia lineal entre 1/kq»s y [CD] (Figura 2.7-recuadro).

k. 1 1 KMBsC

= [cD] (2.22)
1+ Kln:/llBSC [CD] kobs kw kw

obs

La ecuacion (2.22) ajusta perfectamente los datos experimentales mostrados en
la Figura 2.7, la cual nos permiti6 obtener los parametros k= (5.7£0.1)x10 sy

KMBSC— (38+2) M"!, similar al valor observado para NPA (KNPA=20 M™).

2.3.4.2 Solvolisis del MBSC en presencia de micelas cationicas

Antes del estudio de reactividad para el sistema de tres componentes (y-
CD/surfactante/MBSC) es necesario analizar la influencia de la concentracién de
surfactante sobre la constante de velocidad de solvélisis del MBSC.

La influencia de la concentracion de surfactante sobre la constante de velocidad
de solvolisis del MBSC, kobs, se ha estudiado en un amplio rango de concentraciones de
surfactante que incluian la region antes de la cmc, donde las moléculas de los
surfactantes se encuentran como monomeros dispersos en la disolucion, y la region
después de la cmc, donde las moléculas de surfactante se asocian para formar micelas.
El efecto de la concentracion de surfactante en la constante de velocidad de pseudo-

primer orden, kobs, para la hidrdlisis de MBSC se muestra en la Figura 2.8.
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Figura 2.8 : Influencia de la concentracion de surfactante sobre la constante de velocidad observada para
la hidrolisis de MBSC a 25°C. (o) C3sTAB, (o) C1¢TAB, (o) Ci4sTAB y (®) Ci3TAC.

Como se puede observar, la constante de velocidad observada se mantiene

practicamente constante con el aumento de la concentracion de surfactante hasta la cme,
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pero a concentraciones mayores que la cmc se puede observar una clara disminucion de
kovs. Esto es debido a que, en este punto, los surfactantes se encuentran en forma de
agregados micelares y la sonda se incorpora al interior de los mismos, donde la
constante de velocidad de la reaccion observada es menor que en el medio acuoso,
debido a su menor polaridad.

Con el fin de obtener una interpretacion cuantitativa de los resultados
experimentales para la solvolisis del MBSC en presencia de micelas catidnicas, se
aplico el modelo de pseudofase. En este modelo se consideraron dos ambientes bien
diferenciados: agua y un pseudofase micelar, entre los que se distribuye el MBSC

(Esquema 2.5).

ky
MBSC,, ———» productos
Pseudofase
acuosa(w) PR | I D
./ ﬁ_gs@ —> productos
,
. Pseudofase \
’ A
' micelar (m) .

Esquema 2.5

Al tener en cuenta que la solvolisis puede tener lugar simultaneamente en agua,
kw, y en la pseudofase micelar, k., es posible obtener la siguiente ecuacion de velocidad,

que relaciona la constante de velocidad observada con la concentracion de surfactante:

Ko = ky + ki Kn[Dnl (2.23)
°bs ™ 1 + K,,[Dn]

donde la K,,, es la constante de distribucion de MBSC entre el agua y la pseudofase
micelar, [Dn] es la concentracion de surfactante micelizado, [Dn] = [Surfactante]r —
cmc, y k,, es la constante de velocidad en la pseudofase micelar. Los valores de la
concentracion micelar critica (cmc) son necesarios para ajustar los resultados
experimentales a la ecuacion (2.23) y estos valores se pueden obtener cinéticamente,

como la concentracion minima de surfactante necesaria para observar un cambio
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significativo en la kobs. A partir del ajuste de los datos experimentales a la ecuacion
(2.23), que se muestran como lineas de ajuste en la Figura 2.8, se pueden obtener los

valores de todos los pardmetros que se recogen en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 : Valores de la concentracion micelar critica, de la constante de equilibrio entre MBSC y
micelas catidnicas y las constantes de velocidad en agua y en el interior de los agregados micelares,
obtenidos mediante el ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (2.23).

Surfactante cme (M) Kn (M) 103 kw (s 10* km (s

CsTAB 0.20 1542 5.940.1 0.6+0.1
CuTAB 6.00x102 106+10 6.3£0.1 1.7+0.4
CuuTAB 3.50x107 379+9 6.24+0.02 1.440.1
CisTAC 2.25x10* 705+31 6.19+0.04 0.8+0.5

Como se puede observar en la Tabla 2.3, los valores de las constantes de
equilibrio, Km, aumentan con la longitud de la cadena alquilica del surfactante (CsTAB;
Ci1oTAB; Ci4TAB; CisTAC). Este comportamiento estd bien documentado en la

3738 como consecuencia del aumento de la hidrofobicidad del surfactante,

bibliografia
los valores de km no presentan ninguna variacion clara, que es probablemente debido a
la incertidumbre de su determinacion, como consecuencia del pequefio porcentaje de
solvolisis que tiene lugar en los agregados micelares.

El mismo comportamiento se espera en el caso de NPA en presencia de micelas

catidnicas, debido a su polaridad adecuada para enlazarse a micelas catidnicas.

2.3.4.2.1 Método conductivimétrico

El uso de medidas conductimétricas para estudiar la autoagregacion de
surfactantes i6nicos es una de las técnicas mas comunes. Utilizando este método, se
puede obtener directamente una de las propiedades mas importantes de los agregados
micelares: la concentracion micelar critica, cominmente conocida como, cmec. Esta
puede ser determinada a través de la intercesion entre dos rectas trazadas a partir de las
medidas conductivimétricas obtenidas a concentraciones por debajo y por encima de la

concentracion micelar critica.
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Los valores de cmc, que se han obtenido por medidas de conductividad en
nuestras condiciones experimentales, son compatibles con los obtenidos por el estudio
cinético. Como un ejemplo, el valor de la cmc para C10TAB obtenido por el método
conductimétrico (Figura 2.9), cmc = (6.00£0.02)x102 M, es equivalente a obtenido

cinéticamente mostrado en la Tabla 2.3.

16

12

x (mScm™)
(=]

0 A T T O O B B |
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[C10TAB] (M)

Figura 2.9 : Determinacion de la cmc para C10TAB. La grafica representa la Conductividad vs [C1oTAB].

2.3.4.3 Solvolisis del MBSC en presencia del sistema mixto CD/surfactante

La solvolisis del MBSC en un sistema de tres componentes (y-
CD/surfactante/MBSC) se estudié manteniendo constante la concentracion del MBSC y
la y-CD, 0.1 y 20 mM, respectivamente, y variando la concentracion de surfactante. Los
resultados obtenidos para los distintos surfactantes en presencia de y-CD, se muestran en
la Figura 2.10. El estudio se realiz6 para surfactantes cationicos con diferente longitud
de cadena (CsTAB; Ci1oTAB; Ci14TAB; CisTAC). El comportamiento observado para el
complejo cinético, es cualitativamente el mismo independientemente de la longitud de

la cadena alquilica del surfactante.
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Figura 2.10 : Influencia de la concentracion de surfactante sobre la ko para la hidrolisis de MBSC en
presencia de y-CD a 25°C. [y-CD]= 2x10"2 M; [MBSC]= 1x10* M. (®) CsTAB, (®) C;(TAC, (¢) C14TAB,
(®) CTAC.

Un modelo cinético para explicar la reactividad en el sistema mixto de
Ciclodextrina/Surfactante ha sido recientemente desarrollado en nuestro grupo®>*. El
modelo cinético propuesto es una combinacion del modelo de pseudophase tradicional,
el cual incluye un intercambio i6nico, y un modelo de complejacion competitiva para la
reaccion catalizada por CD. Podemos destacar algunas caracteristicas de los sistemas
mixtos de CD-Surfactante: (i) se puede establecer un equilibrio de complejacion entre el
surfactante y la ciclodextrina. Cuando aumenta la concentraciéon de surfactante, la
concentracion de monomeros de surfactante no complejados en equilibrio con CD es
suficiente para que comience el proceso micelizacion. (i7) El valor de la concentracion
micelar critica (cmc) cambia a valores mas altos en presencia de CD. (iii) Una vez que
la micelizacion ha comenzado, no se establecen interacciones entre la CD y el sistema
micelar. (iv) En el punto de micelizacion, podemos decir que existe una concentracion

apreciable de CD no complejada, [CD]s.
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2.3.4.3.1 Descripcion cuantitativa del modelo competitivo

Con el objetivo de proponer un modelo cinético que explique el comportamiento
experimental observado, proponemos el modelo competitivo. Se considera la ausencia
de interacciones entre las micelas y CD, asi como la existencia de dos vias de reaccion
simultaneas para el proceso de solvdlisis del MBSC: la reaccion de la sonda libre en el

medio acuoso y la reaccion de la sonda asociada con la micela (Esquema 2.6).

’\

/

MBSC
l 1

productos

(9

+
Ky
MBSC,, ——3 productos
Pseudofase
acuosa (w) _- — """"" V.
.- KMBSC .
—> productos .
)
4 Pseudofase “\
) micelar (m) S
’ A
’ AY
Esquema 2.6

El Esquema 2.6 nos permite obtener la siguiente expresion para la constante de

velocidad observada:

ky + kmKmZ5C[D,]
1+ KMBSC[D, ] + KMPSC[CD]; + K{2T*P[CoTAB][CD];

kobs = (2.24)

Para resolver la ecuacion anterior, es necesario conocer los valores de cmc, que
se obtuvieron cinéticamente como la concentracion de surfactante minimo en el que se
observd un cambio apreciable en kobs (Figura 2.10), asi como la concentracion de la CD
no complejada para cada concentracion de surfactante. Los valores de [CD]r se
determinan a partir de constantes de equilibrio. El método para el célculo de CD libre a

partir de las constantes de equilibrio, tiene en cuenta la formacidon simultdnea de
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MBSC
Kl:l

complejos del sustrato con CD, , complejos con el surfactante estequiometria 1:1,

K C1oTAB

1 1 . CloTAB
11 , y estequiometria 1:2, K, )

[CD:MBSC] ¢ rap _ [CD:CyoTAB]

KMBSC — —
11 [MBSC],,[CD], "' [CD];[C1TAB]
(2.25)
CroTAB _ [CD: (C19TAB),]
1:2 [CD: C1,TAB][C,,TAB]

Los balances de materia para las concentraciones totales de CD, sustrato y

surfactante, en concentraciones por debajo de la concentracion micelar critica son:

[CD]y = [CD]; + [CD: MBSC] + [CD: C;oTAB] + [CD: (C;,TAB),] (2.26)
[S]r = [S]; + [CD: C1oTAB] + 2[CD: (C1oTAB),] 2.27)
[MBSC]; = [MBSC]; + [CD: MBSC] (2.28)

Los valores previamente obtenidos (KMPSC= 38 M, K(°™*P= 25 M

KT8 =350 M k= 5.7%107 5715 ky= 1.8x10*s™") de las constantes de equilibrio y de

las constantes de velocidad, han sido utilizados con el fin de resolver las ecuaciones
desde (2.24) a (2.28).

La linea continua en la Figura 2.11 muestra que el modelo competitivo no puede
explicar el comportamiento cinético. El modelo competitivo, no tiene en cuenta la
formacion de complejos mixtos, es decir, que solo tiene en cuenta la formacion de
complejos individuales 1:1 y 1:2 con CioTAB, y una complejacion competitiva de
MBSC desplazando el CioTAB al medio acuoso. El modelo de complejacion
competitivo predice que los valores de kobs aumentan al aumentar la [C10TAB] debido a
la complejacion competitiva y a la liberacion de MBSC al medio acuoso, donde su
constante de velocidad es mucho mayor que en el interior de la cavidad de la
ciclodextrina. La constante de velocidad observada aumenta hasta un valor maximo,
donde la concentraciéon de mondémeros de surfactante libre es suficiente para que se
produzca la formacion de micelas. Un aumento de la concentracion CioTAB, aumenta el

numero de micelas disponible para que se produzca la solubilizacion del MBSC, de tal
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modo que el comportamiento cinético es similar al observado en presencia de agregados
micelares puros. Como se puede observar, hay una gran discrepancia entre el valor de
las constantes de velocidad calculadas y los valores obtenidos experimentalmente; los
valores calculados son mucho mayores que los valores obtenidos
experimentalmente. Como se mostrard mas adelante, esta discrepancia se debe
principalmente a la aparicion de un complejo cooperativo 1:1:1 MBSC:CD:C1oTAB en

el esquema de reaccion.

6x10°

4x10°

kobs (5'1)

2x10%

10+ 10° 1072 10"
[C10TAB] (M)

Figura 2.11 : Influencia de la concentracion de surfactante sobre la &, para la hidrélisis de MBSC en
presencia de y-CD y C,TAB a 25°C. [y-CD]= 2x102M; [MBSC]= 1x10* M. La linea continua
corresponde a los valores calculados correspondientes a una complejacion competitiva por la
ciclodextrina.

2.3.4.3.2 Descripcion cualitativa

Basandose en los resultados obtenidos previamente por los experimentos de
DOSY, es facil de entender desde un punto de vista cualitativo el comportamiento
experimental que se muestra en las Figura 2.11 y Figura 2.12, nos centramos en el caso
del surfactante, C1oTAB. En la Figura 2.12 se pueden diferenciar cinco regiones (A, B,
C, D y E), con el fin de explicar la influencia del [CioTAB] sobre koss: (i) Para bajas
[Ci10TAB] (region A y B) hay un gran exceso de y-CD y el comportamiento cinético
observado se debe a la inclusion del MBSC y Ci1TAB en la cavidad de la
ciclodextrina. Debido al gran exceso dey-CD en comparacion con los guests
disponibles, la magnitud de k.»s no se ve afectada. (i7) Para [C10TAB] que van desde (1-
20) mM, disminuye la constante de velocidad observada a medida que aumenta la
concentracion de surfactante. La formacion del complejo 1:1:1 tiene lugar en esta region
(region C), se produce el aumento de la cantidad total de MBSC incorporado en la
cavidad de la ciclodextrina y, como consecuencia, disminuye la velocidad de reaccion

de solvolisis. (iif) Un aumento de k,»s con la concentracion de surfactante se observa en
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la region de [C ' TAB] = (20-90) mM. En este rango de concentraciones se observa la
formacion del complejo 1:2 entre y-CD y CioTAB, con la consiguiente liberacion de
MBSC al medio acuoso desde el complejo 1:1:1, resultando un aumento en kops. (iv) Un
aumento adicional de la concentracion de surfactante, [CioTAB] > 100 mM, induce a la
formacion de micelas (region E), con la consecuente disminucion de 4., debido a que el

MBSC se incorpora en el nicleo micelar hidréfobo.
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Figura 2.12 : Influencia de la concentracion de surfactante sobre la kqps para la hidrolisis de MBSC en
presencia de y-CD y C1oTAB a 25 °C. [y-CD]=2x102 M; [MBSC]=1x10* M. La linea sélida corresponde
al ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (2.29).

Por lo tanto, la concentracion de surfactante minima necesaria para observar un
cambio apreciable en el mdximo de ks, se atribuye al punto micelizacion. Es
importante mencionar que experimentos independientes confirman que el maximo en la
Figura 2.12 (observado para [C1oTAB] cerca de 100 mM) corresponde a la formacion de

micelas del surfactante en las condiciones de reaccion.

2.3.4.3.3 Método conductivimétrico

En estas condiciones experimentales, para el sistema mixto de CD/Surfactante,

se obtuvo la concentracion micelar critica, a partir de experimentos de conductividad
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(Figura 2.13) obteniendo un valor de cmc = 100 mM, que coincide con el observado en

el estudio cinético.

o o1 02 03 04 05 06
[C10TAB] (M)

Figura 2.13 : Determinacion de la cmc para la solvolisis del MBSC en presencia del sistema mixto de
Ci10TAB/y-CD. La grafica representa la Conductividad vs [C1oTAB]. [y-CD]=2x102M; [MBSC]=1x10" M.

El maximo observado en la grafica de ks vs concentracion de surfactante
(Figura 2.12) se debe a la formacion de micelas de surfactante. Como se puede observar
en la Figura 2.10, la cantidad de surfactante necesario para la formaciéon de micelas en
presencia de [y-CD]= 20 mM, aumenta en el orden de CisTAC (15 mM); Ci4TAB (22
mM); C1oTAB (100 mM) y CsTAB (250 mM). Estos valores siguen la misma tendencia
que las concentraciones micelares criticas en ausencia de ciclodextrina, ver Figura 2.8:
CisTAC (0.22 mM); CisTAB (3.5 mM); C;oTAB (60 mM) y CsTAB (200 mM).
Ademas, la adicion de ciclodextrina a la disolucion de surfactante, aumenta la
concentracion micelar critica debido a la inclusiéon del surfactante en la cavidad de la
CD. Este efecto en la concentracion micelar critica, depende del balance entre la
formacion de complejos con la ciclodextrina y la agregacion del surfactante, de tal
modo que una fraccion importante de la ciclodextrina libre coexiste con el sistema

micelar.

2.3.4.3.4 Descripcion cuantitativa de la formacion de complejos multiples de modo

cooperativo

En estudios anteriores de sistemas mixtos formados por B-CD y surfactantes se
ha demostrado que la formacién de complejos transcurre a través de un mecanismo

41,42

competitivo. En estos estudios™*, la formacién competitiva de un complejo de

inclusion entre el surfactante y la B-CD, conduce a la liberacion del MBSC al sistema
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acuoso, observandose un aumento en la constante de velocidad observada. En base a la
informacion descrita en la Figura 2.11, esta posibilidad se puede descartar en el caso
de y-CD, porque el gran tamafio de la cavidad permite una complejacion multiple. En
este caso, debemos ampliar el modelo cinético con el fin de tener en cuenta la
posibilidad de la formacion de complejos multiples de un modo cooperativo. Por tanto,
se propone el modelo cinético que se muestra en el Esquema 2.7, donde se considera la
ausencia de interacciones entre las micelas y y-CD, asi como la existencia de dos rutas
de reaccién simultaneas: la reaccion de la sonda libre en el medio acuoso, kw, y la
reaccion de la sonda asociada con la micela, km. Como hemos demostrado previamente,
la reaccion de la sonda complejada por la y-CD, puede despreciarse debido a la baja
polaridad de su cavidad. La liberacion del agua desde la cavidad de la ciclodextrina en
la formacion de complejos multiples (1:1:1) es mayor que para los complejos binarios,
resultado de una cavidad con menor polaridad. La constante de velocidad de solvolisis
en el complejo ternario 1:1:1 se espera que sea mucho menor que en el complejo 1:1 vy,

en consecuencia, se puede despreciar.

(i) %Q‘i

C,,TAB :MBSC
K.

, ,,TA .
qLi ’

Pseudofase
acuosa (w) - -

S

S
S
.
.
L, —> productos N
‘ .
,*  Pseudofase AN

K4 micelar (m) N
’ .
‘ .

Esquema 2.7

El Esquema 2.7 nos permite derivar la siguiente expresion para la constante de

velocidad observada:

k,, + k,,KMBSC[D, ] (2.29)

Kops = :
%57 4 KMBSC[D, | + KMBSC[CD], + KC10TAB gCLTABMBSCI o TAB[CD],
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Para resolver la ecuacidon anterior, es necesario conocer la concentracion de
surfactante micelizado en el sistema mixto, [Dn], que se obtiene como la concentracion
de surfactante total menos la concentracion micelar critica del sistema mixto. La
concentracion micelar critica se supone que es la concentracion de surfactante que
corresponde al valor maximo de k., en la Figura 2.12 (cerca de 100 Mm para el
C10TAB). Es importante recordar que esta hipotesis ha sido confirmada por medidas de
conductividad de la cmc (ver Figura 2.9 y Figura 2.13). Por otra parte, es necesario
determinar la concentracion de ciclodextrina no complejada, [CD]r, para cada
concentracion de surfactante. Este valor se puede obtener a partir de las constantes de

equilibrio, teniendo en cuenta la complejacion simultanea del sustrato por CD, KMBESC,

., . , C10TAB . .
complejacion del surfactante con estequiometria 1:1, K;;1°° ", y estequiometria 1:2,
g C10TAB

12 , asi como complejos ternarios con inclusion simultanea de MBSC y

C10TAB:MBSC
surfactante, K, 1% )

[CD:MBSC] ¢ 7ap _ [CD:CyoTAB]

Kln:/llBSC = 1:1 3
[MBSCI, [CD], " [CD],[C1oTAB]
(2.30)
g CloTAB _ [CD: (C1oTAB),] K CroTAB:MBSC _ [MBSC: CD: C1,TAB]
1:2 1:1:1

Los balances de materia para las concentraciones totales de y-CD, surfactante, y
sustrato para concentraciones de surfactante por debajo de la concentracion micelar

critica vienen dados por:

2.31
[CD]; = [CD]; + [CD: MBSC] + [CD: C;oTAB] + [CD: (C1,TAB),] + [MBSC: CD: C,,TAB] 23D
(2.32)
(2.33)

[MBSCy = [MBSC]; + [CD: MBSC] + [MBSC: CD: C;,TAB]

, C10TAB
Para obtener [CD]s , es necesario conocer los valores de K{7P5¢, K 2“7,

K C10TAB K C1oTAB:MBSC

C10TAB C10TAB
12 119 .Los valores de K K

. se determinaron

previamente mediante experimentos DOSY. La constante de equilibrio del MBSC con
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y-CD, KMBSC 'ha sido previamente obtenida a partir de experimentos cinéticos llevados

a cabo en ausencia de CioTAB. Con el fin de obtener el valor de Kf}l‘:’lTAB:MBSC, las

: : . - C10TAB:MBSC
ecuaciones anteriores se resolvieron para distintos valores de K3’ , y esto

proporcion6 la concentraciéon de y-CD no complejada, para cada concentracion de
surfactante. Los valores de [CD]r y [Dn], se pueden usar para ajustar los valores

experimentales de kops a la ecuacion (2.29) (curva de linea continuaen la Figura

2.12). El valor de ch:ll?lTAB:MBSC, para el cual se obtiene los mejores valores para la
desviacion de la raiz cuadrada media (y°) del ajuste de los resultados experimentales a la

ecuacion (2.29), se tomd como Optimo. A partir de este método se obtiene como valor

optimo, Kf:ll‘:’lTAB:MBSC = 585 M''. Ademés, el ajuste de los resultados experimentales a

la ecuacion (2.29), por un método de regresion no lineal, nos proporciona los valores
para la constante de distribucion del MBSC entre el agua y la pseudofase micelar, Km =
90 M, la constante de velocidad en la pseudofase micelar, km= 1.8x10*s! y la

constante de velocidad en agua, kw = 5.7x107 s'. Se debe mencionar que el valor de la
constante de equilibrio para el complejo ternario, ch:ll‘:’fAB:MBSC= 585 M, es mucho
mayor que la obtenida cuando ambos guests son los mismos. En caso del surfactante
C10TAB, el valor que se ha obtenido es Kf:lonAB =350 M"! y para el NPA, un guest con
estructura similar al MBSC, se obtiene un valor de K¥;4= 30 M. Este resultado debe
ser una consecuencia del ajuste perfecto en la cavidad de la y-CD, de la cadena alquilica
del surfactante y del MBSC.

La formacion de un complejo ternario es de gran importancia en el mecanismo
de reaccion. Los valores de ko»s son muy utiles para obtener [CD]s, en los casos en los
que se produce un mecanismo de complejacion competitiva!’"!°. En esta situacion la
curva de calibrado se puede obtener mediante la reagrupacion de la ecuacion (2.22)

K]MBSC y kw. De acuerdo con este

utilizando los valores obtenidos previamente para
procedimiento, y usando los valores de koss en el maximo, kons = 3.2x107 57!, podemos
calcular el valor de [CD]r = 11.5 mM, de tal modo que existe casi el 57% de la
ciclodextrina libre, en equilibrio con los sistemas micelares formados por C1oTAB. Este
valor es mucho mayor que el obtenido a partir de las constantes de equilibrio, [CD]r=
0.54 mM, que corresponde al 2.7% de ciclodextrina libre. La principal razén de esta

discrepancia, es que el procedimiento de calibrado no tiene en cuenta la formacion de

complejos ternarios 1:1:1.
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De las ecuaciones (2.30)-(2.33), se puede calcular la distribuciéon de la
concentracion de las diferentes especies que estan presentes en el sistema mixto (ver
Figura 2.14) antes de la cmc ([C1oTAB] = 0.1 M). En primer lugar, hay que mencionar
que existe una concentracion apreciable de y-CD no complejada. Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos realizados en nuestro laboratorio, que muestran que la
saturacion de la capacidad de formacion de complejos de ciclodextrina no es necesaria
antes de la formacion de micelas. En lugar de ello, la formacion de complejos con la
ciclodextrina y la autoagregacion del surfactante, son procesos que tienen lugar
simultdneamente y el equilibrio entre ellos debe ser el responsable de la existencia de
una [CD]r en equilibrio con el sistema micelar. El porcentaje de ciclodextrina no
complejada'® aumenta, tanto con la disminucion y el aumento de la hidrofobicidad del
surfactante, alcanzando un valor minimo con cadenas alquilicas cerca de 10 atomos de
carbono. Al disminuir la hidrofobicidad, el efecto predominante es la baja tendencia a
formar complejos con la cavidad de la ciclodextrina. Los surfactantes con una gran
hidrofobicidad se unen fuertemente a las ciclodextrinas, pero su capacidad de
autoagregacion también aumenta, de tal modo que predomina la formacion de micelas
sobre la formacion de complejos con la ciclodextrina.

Como podemos ver en la Figura 2.14-izquierda, el complejo 1:1 CD:CioTAB
predomina sobre el complejo 1:2 CD:(C1oTAB). para las regiones con gran exceso de
ciclodextrina sobre el surfactante. Cuando la relacion [CD]/[C, TAB] se acerca a la
unidad o aumenta, predominan los complejos con estequiométricas superiores. Podemos
sefialar que la concentracion de complejo 1:2, alcanza un valor limite al aumentar la
concentracion de surfactante, debido a que casi toda la ciclodextrina se
compleja. Bajo estas condiciones, al aumentar atin mas la concentracion de Ci1oTAB no
se puede producir mas complejo debido a la ausencia de ciclodextrina disponible. Mas
relevante para el presente estudio es que la evolucion del complejo 1:1:1, aumenta con
la concentracion de Ci1oTAB hasta un valor maximo, después del cual disminuye en
presencia de un gran exceso de surfactante cuando predomina el complejo
1:2. La concentracion de este complejo es mucho menor que la de los complejos 1:1
CD:C10TAB y complejos 1:2 CD:(C10TAB)2, debido al gran exceso de y-CD (20 mM)

en comparacion con el MBSC (0.1 mM).
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Figura 2.14 : (Izquierda) Distribucion de la concentracion de [CD]r (linea roja); complejo CD:CyTAB
(linea azul); complejo CD:(Ci¢TAB), (linea negra) y complejo ternario MBSC:CD:C,TAB (linea verde)
en funcion de [CioTAB] en presencia de [y-CD]= 2x102 M . (Derecha) Distribucién de la concentracion
de MBSC no complejado (linea verde); complejo de CD:MBSC (linea azul) y complejo ternario de
MBSC:CD:CcTAB (linea roja) en funcién de [C10TAB] en presencia de [y-CD]= 2x102 M.

La situacion descrita en la Figura 2.14-derecha, tiene una implicacion mayor en
los resultados de la reactividad quimica, ya que se muestran los diferentes estados del
MBSC. Desde un punto de vista cinético, se debe mencionar que sélo el MBSC no
complejado contribuye a la constante de velocidad de solvolisis. De hecho, se puede
observar que el perfil cinético mostrado en la Figura 2.12, es similar al perfil de la
concentracion de MBSC no complejado que se muestra en la Figura 2.14. Debe tenerse
en cuenta que casi el 60% del MBSC no complejado esta presente a concentraciones
muy bajas de CioTAB. Al aumentar la concentracion de surfactante disminuye el
porcentaje del complejo 1:1 CD:MBSC, como se espera en una complejacion
competitiva, pero la fraccion molar de MBSC:CD:Ci9yTAB aumenta debido a una
complejacion cooperativa. Como consecuencia de la complejacion cooperativa, el
complejo 1:1:1 es la especie predominante hasta que la [C1oTAB] es igual a 30 mM. El
aumento adicional en la concentraciéon de surfactante aumenta el porcentaje del
complejo 1:2 CD:(C1oTAB). y la disminucion de la concentracion del complejo ternario
1:1:1, con el consiguiente incremento de la concentracion de MBSC no
complejado. Este aumento de la concentracion de MBSC no complejado, es la razon de
que kors aumente antes de la micelizacion del surfactante, Figura 2.12. Hemos
demostrado previamente que el método de calibrado fall6 en el calculo de la fraccion de
la ciclodextrina no complejada en el sistema micelar. Este fallo es debido a una
limitacion inherente en el método de calibrado, porque tanto el complejo 1:1 CD:MBSC
como el 1:1:1 MBSC:CD:C1yTAB se pueden despreciar, desde el punto de vista de la

reactividad solvolitica. Como consecuencia, el valor de la constante de velocidad
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observada en el punto de micelizacion se atribuye al equilibrio entre MBSC libre y

complejo 1:1, pero se ignora la existencia del complejo ternario 1:1:1.

2.4 Conclusion

Los resultados obtenidos de experimentos cinéticos y DOSY, nos permiten
concluir que las moléculas de y-CD pueden formar distintos tipos de complejos (1:1, 1:2
y 1:1:1) con dos guests operando simultdneamente. Se observa un efecto cooperativo en
la formacion del complejo ternario mixto (1:1:1) asi como en el caso de la complejacion
del surfactante. Este comportamiento diferente al observado con la B-CD, donde se
observa una formaciéon competitiva de los complejos de inclusion de -
CD:Surfactante. En el caso de B-CD, la formacién de estos complejos de inclusion
desplaza el MBSC hacia el medio acuoso. Sin embargo, en el caso de y-CD en primer
lugar, se observa un complejo de inclusion binario y-CD:MBSC (complejo 1:1), y un
aumento en la concentracion de surfactante induce la formacion de un complejo de
inclusion triple formado por y-CD:Surfactante:MBSC (complejo 1:1:1). Por tltimo, un
aumento posterior en la concentracion de surfactante origina la formacion de un y-
CD:(surfactante), (complejo 1:2) de un modo competitivo, desplazando el MBSC al
medio acuoso. Como consecuencia de esta complejacion multiple, la reactividad

quimica muestra un comportamiento muy complejo.
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3 Influencia del Cucurbit|7]urilo en la hidrdlisis del

N-picolinoilimidazol

3.1 Introduccion

La complejacion de moléculas por macrociclos es un area atractiva en la quimica
supramolecular. Los cucurbiturilos!™ son receptores macrociclicos formados por n
unidades de glicourilo unidas entre ellas por n pares de puentes metileno. Estos receptores
presentan una cavidad hidrofébica y una geometria simétrica, con dos portales del mismo
tamafio con grupos carbonilo alineados en la entrada de dichos portales, que les habilita
para formar complejos de inclusion con moléculas orgénicas y cationes metdlicos. La
formacioén de complejos de inclusion por CBn esta determinada por distintos tipos de
interacciones: interacciones hidrofobicas, establecidas en el interior de la cavidad e
interacciones i6n-dipolo o dipolo-dipolo, establecidas en los portales del macrociclo,
ademas de interacciones por enlace de hidrogeno.

El confinamiento impuesto por inclusion supramolecular, por medio de
macrociclicos, y las variaciones asociadas en la reactividad del sustrato son especialmente
importantes en los procesos cataliticos®®. La evolucién de estas interacciones
supramoleculares es frecuentemente dictada por la rigidez estructural, restriccion de
volumen y las interacciones de union que se desarrollan dentro de la region
supramolecular. Esto condujo al desarrollo de varias moléculas supramoleculares para
mejorar y controlar la reactividad quimica y selectividad.

El papel de los cucurbiturilos (CB#n), no sélo es actuar como un recipiente de
reaccion supramolecular, sino también como un catalizador para promover la reactividad
y/o la selectividad tanto en reacciones térmicas como fotoquimicas. El uso de CBxn como
un reactor de reaccion catalitica para las reacciones térmicas se estudio por primera vez
en la década de los 80,° su capacidad para catalizar las transformaciones inducidas por la
luz s6lo se han explorado recientemente. Después de caracterizar estructuralmente el

CB6, que fue originalmente sintetizado por Behrend’, Mock® y sus colaboradores, que
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estudiaron la influencia del CB6 como recipiente de reaccion en la reaccion de
cicloadicion [3+2] entre alquinos catidénicos y azida, demostraron que la reaccidon se
aceler6 aproximadamente 10° veces, dando lugar al producto triazol.

En nuestro grupo’, se ha estudiado la solvélisis de cloruros de benzoilo
substituidos que conducen al correspondiente 4cido benzoico, encontrandose
comportamientos distintos en presencia de CB7 y B-CD o DM-B-CD. Para las reacciones
Sn1 puras, como la solvolisis del 1-bromoadamantano, tanto el CB7 como la B-CD
inhibieron la reaccion. La capacidad de ambas cavidades para solvatar el grupo saliente,
Br -, era similar al obtenido en mezclas de 70% metanol: agua. Sin embargo, la solvdlisis
de cloruros de benzoilo sustituidos con grupos electroatractores, que transcurre a través
de un mecanismo asociativo, fue catalizada por DM-B-CD e inhibida por CB7. Por otra
parte, la solvdlisis de cloruros benzoilo sustituidos por grupos electrodonadores, que
transcurre a través de un mecanismo disociativo, fue catalizada por CB7 e inhibida por
DM-B-CD. Este comportamiento es consecuencia de la baja capacidad de ambas
cavidades para solvatar el grupo saliente Cl’, sin embargo, dentro de la cavidad del CB7
la interaccion entre el potencial electrostatico del portal de la cavidad y el cation acilo,
influyen en el estado de transicion de la reaccion de solvolisis. Con este estudio, se
presentd un ejemplo elegante del papel de los grupos carbonilo presentes en la entrada de
los portales, desempefiando un importante papel en el mecanismo de reaccion. Por otro
lado, Nau y colaboradores!® estudiaron la hidrélisis 4cida mediada por CB7, con oximas,
carbamatos y amidas. En el caso de las amidas, la reaccion transcurre a través de un pre-
equilibrio, donde ocurre la protonacion del oxigeno del grupo carbonilo, lo que la hace
susceptible al ataque nucleofilico del agua, produciéndose la aceleracion de la velocidad
de reaccion. Independientemente del sitio de protonacion, la carga positiva resultante de
la amida protonada debe situarse cerca del portal carbonilico del macrociclo y
experimentar una estabilizaciéon Couldémbica.

En este capitulo se presenta un estudio de la reaccion de hidrolisis del N-
picolinoilimidazol (amida que pertenece a N-acetilimidazoles) en presencia de CB7 y
distintos porcentajes de acetonitrilo. A través de distintos experimentos, estudiamos la
posible formacion de un complejo de inclusion entre CB7 y la amida, asi como la

influencia del disolvente (CH3CN) en dicho complejo.
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3.2 Seccion experimental

Materiales. Todos los reactivos y disolventes utilizados en este estudio fueron obtenidos
comercialmente, siendo de la maxima pureza disponible, y usados sin purificaciones
posteriores. Excepto el CB7 que fue sintetizado, de acuerdo con el procedimiento descrito
en la bibliografia’, y también el sustrato N-picolinoilimidazol que fue sintetizado a través
11,12

de las indicaciones de Fife y Przystas

Sintesis del Cucurbit/7]urilo (CB7) : En un balon de 250mL se ha colocado formaldehido

(25 mL, 0.32361 mol) y se afiadid, a baja temperatura la mezcla &cido sulfurico-agua (120
mL, 9M). Lentamente, se adicion6 glicolurilo (20.26 g, 0.1407 mol) y se ha dejado en
agitacion hasta que se formo un gel altamente viscoso y transparente, aproximadamente
30min. Posteriormente, se ha elevado la temperatura a 100°C, disolviéndose el gel,
durante 75 horas.

Se coloco la mezcla de reaccion en 200 mL de agua MilliQ y se anadid cerca de
2L de acetona, formandose un precipitado blanco constituido por la mezcla de CBn. Este
precipitado se filtrd y se lavo tres veces con 500 mL de una mezcla de acetona/agua (4:1)
para eliminar el 4cido, filtrandose el precitado. Al precipitado se le afiadié 500 mL de
agua para disolver el CB5 y CB7, y separar la parte que permanece insoluble
correspondiente al CB6 y CBS8, que presentan una baja solubilidad en agua.

A la parte disuelta en agua, se anadi6 cerca de 1.5 L de acetona observandose la
formacion de un precipitado y se filtrd. Para separar el CB5 del CB7, se ha disuelto este
precipitado en la minima cantidad de 4cido clorhidrico concentrado (HCIl) y se han
separado por precipitacion fraccionada, con ayuda del rotavapor. Cada precipitado
obtenido fue disuelto y precipitado varias veces hasta que se elimina todo el acido.
Cuando se obtiene el CB7 puro, primero se lava con acetona y después con éter dietilico,
asi conseguimos eliminar el méximo posible de agua. Finalmente, el producto (CB7) se
seco en una bomba de alto vacio a 140°C durante 72 horas. El producto ha sido
caracterizado por 'H RMN (400 MHz, D>0, ppm): 6 = 4.20 (d, 14H), 5.49 (s, 14H),
5.75@d, 14H).

Sintesis del N-picolinoilimidazol (I): En un balon se mezcld acido picolinico (1.29 g,

10.48 mmol) con diclorometano (16 mL) bajo agitacion, seguidamente se afiadio 1,1-
carbonildiimidazol CDI (2.71 g, 16.77 mmol) a la suspension. Se dejé en agitacion toda

la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la disolucion se lavo con una mezcla
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saturada de bicarbonato s6dico (NaHCOs3, 25 mL) y agua (25 mL), y posteriormente se
llevo hasta sequedad evaporando todo el disolvente con la ayuda del rotavapor, dando
lugar a un aceite marrén. El producto ha sido caracterizado por 'H RMN (400MHz,
CDCls, ppm): 6 = 7.11 (d, 1 H, H-2 Im), 7.58 (dd, 1 H, H-1 Im), 7.98 (m, 2 H, H-5 Py y
H-6 Py), 8.23 (d, 1 H, H-3 Im), 8.76 (d, 1 H, H-7 Py), 8.92 ppm (s, 1 H, H-4 Py).

7 '
\ | ﬁl ﬂ. 71 o
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Figura 3.1 : Espectro de 'H RMN del N-picolinoilimidazol (I) en CDCls.

Estudio espectrofotométrico. Las soluciones madre de N-picolinoilimidazol (I) se
prepararon en acetonitrilo, debido a su inestabilidad y baja solubilidad en agua. La
concentracion final de acetonitrilo en el medio de reaccion era de 1% (v/v). Las
disoluciones se prepararon mezclando volimenes apropiados de las disoluciones acuosas
madre de los reactivos utilizados, en una cubeta de cuarzo de 1cm de paso de luz. Los
experimentos cinéticos se iniciaron al adicionar un pequefio volumen de la disolucion de
partida de N-picolinoilimidazol (I), cuya concentracion fue de 4.5x10 M en cubeta, a la
disolucion del sistema correspondiente, previamente termostatizada a 25°C. Las
reacciones se estudiaron cinéticamente siguiendo el cambio de absorbancia observado a
280-285 nm, longitud de onda donde se observa mayor variacion de absorbancia para el
(D), en un espectrofotometro Cary 50 UV-Vis. La Figura 3.2, muestra un ejemplo de los
datos absorbancia-tiempo obtenidos experimentalmente y su ajuste a la ecuacion
integrada de primer orden, ecuacidn (3.1). Los valores de las constantes de velocidad de

pseudo-primer orden, kobs, son reproducibles en 3%.
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Figura 3.2: Espectro UV-Vis de la hidrolisis del N-picolinoilimidazol en funcién del tiempo, y un ejemplo
de ajuste de la ecuacion de primer orden. [I] = 4.5x10° M. At =60 s.

A = Ao + (A — Agy) e Fobst (3.1)

A partir de esta ecuacion, se obtiene el valor de la constante de velocidad
observada para el sustrato (I) en agua, kobs= 1.89x107 s\,

Las reacciones de hidroélisis del N-picolinoilimidazol (I) en presencia de distintos
porcentajes de acetonitrilo, se estudiaron a distintos valores de pH utilizando una
disolucion tampon. Las constantes de velocidad observadas, se obtuvieron por
extrapolacion de los valores de kobs Obtenidos a varias concentraciones de tampon, a una
concentracion tampon cero. Para valores de pH entre 1-3 se utilizo HCI, para los restantes
valores de pH se emplearon una serie de disoluciones tampon, de acido acético-acetato
(pH 4-5.5), hidrégeno fosfato-dihidrogeno fosfato (pH 6-8). Los valores de pH de la

mezcla de reaccion se midieron a 25°C con un electrodo de pH del modelo Radiometer.

Experimentos de RMN. Los espectros 'H RMN fueron adquiridos en un
espectrofotometro Varian Inova 400. Las mezclas para el sistema CB7/1-Butilimidazol
se prepararon mezclando los volimenes apropiados de las disoluciones stock, preparadas
previamente en D>O. Las mezclas para los sistemas CB7/ 1-Butilimidazol y 1-
Butilimidazol, ambos variando el porcentaje de acetonitrilo, se prepararon mezclando los
volimenes apropiados de las disoluciones stock, preparadas en D>O. Como variamos el
porcentaje de acetonitrilo en los experimentos de '"H RMN, nos ayudamos de un tubo
coaxial con una disolucién de TSP [3-(trimetilsilil)propionato-2,2,3,3-d4 de sodio] para
referenciar los espectros 'H en 0 ppm, debido a la presencia de una mezcla de disolventes
deuterados, asi nos evitamos referenciar cada disolvente en los espectros, segun la

proporcion mayoritaria en el que estén en disolucion. En todos los experimentos se
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mantuvo la concentracion constante de CB7 (2mM) y 1-Butilimidazol (ImM), y se vario

el porcentaje de acetonitrilo.

3.3 Resultados y Discusion

El sustrato N-picolinoilimidazol (I) pertenece a un grupo de amidas, las N-
acetilimidazoles '*, que debido a sus caracteristicas estructurales poseen una reactividad
excepcional. Por ejemplo, si se comparan las constantes de velocidad para la hidrolisis
basica de N-acilimidazoles con las del éster de p-nitrofenolacetato, para el primero kon
es de 316 M''s™!, miestras que para el segundo es 15 M!'s!, a pesar de que el pKa del
imidazol es de 14.5 y el de p-nitrofenol es de 7.14716

Para explicar las variaciones en la velocidad de hidrolisis de (I) debemos de tener
en cuenta sus caracteristicas estructurales. Para las amidas convencionales existe una
estructura resonante que desactiva el grupo carbonilo, sin embargo, en las amidas de la
familia de los N-acilimidazoles existe a mayores, una resonancia opuesta que situa la
carga parcial negativa sobre N-3, haciendo mas reactivo al grupo carbonilo (Figura 3.3).

Por tanto, los nucledfilos atacaran el grupo carbonilo de los N-acilimidazoles, y el enlace

C-N se rompera facilmente.

0) o
(Al )JQN/R. B ——— )\ /R'

o
) T
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Figura 3.3 : Estructuras resonantes para aminas convencionales [A] que refleja la desactivacion del grupo
carbonilo, y estructuras resonantes para los N-acilimidazoles [B] que muestran que existe una resonancia
opuesta que permite situar la carga negative sobre N-3, haciendo mas reactivo el grupo carbonilo.

R

Estudios anteriores de la reaccion de hidrdlisis de N-acilimidazoles y compuestos
similares, sugieren que el mecanismo mas probable en agua es aquel que plantea el ataque
de una molécula de agua y la transferencia simultdnea de un protén al grupo saliente!” 1.
Por lo tanto, el disolvente jugard un papel fundamental pues la reactividad de estos

compuestos va a depender en gran medida de su capacidad para solvatar el grupo saliente.
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3.3.1 Hidrolisis del N-picolinoilimidazol en presencia de CB7

En el estudio de la influencia de la concentracion de CB7 en el proceso de
hidrolisis del N-picolinoilimidazol (I), se mantuvo constante tanto la concentracion de
[1]=4.5x10" M como el porcentaje de acetonitrilo (CH3CN). Inicialmente, realizamos el
experimento con un 3.85% de CH3CN (Figura 3.4-b) y variamos la concentracion de CB7.
Tal como se puede observar, a partir de CB7 = 1.5x10™* M, se produce un aumento en la
constante de velocidad observada, alcanzando un maximo a una concentracion de CB7 =
1x10* M, pero seguidamente disminuye. Estos resultados inesperados, nos llevaron a
estudiar este proceso utilizando distintos porcentajes de CH3CN, ya que cabria esperar
una inhibicion en el proceso de hidrolisis del N-picolinoilimidazol (I) en presencia de
CB7, como consecuencia de la menor polaridad del medio.

En la Figura 3.4 se muestran los resultados obtenidos en el proceso de hidrdlisis

del N-picolinoilimidazol (I) en presencia de CB7 y de distintos porcentajes de CH3CN.
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Figura 3.4 : Influencia de la concentracion de CB7 en la constante de velocidad observada (kqps ) para la
hidrolisis de N-picolinoilimidazol, para distintos porcentajes de acetonitrilo: (a) (@) 0,30%, (b) (e) 3,85%,
(c) (0) 10% y (d) (®) 20%. [I]= 4.5x10" M, T=25°C.

Como podemos observar en la Figura 3.4, en todos los casos estudiados la

constante de velocidad observada (kobs) permanece practicamente constante hasta una
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concentracion de [CB7] = 1.5x10* M. A partir de ese punto, vemos como para distintos
porcentajes de acetonitrilo la constante de velocidad observada presenta distintos
comportamientos.

Para el caso (a) donde el porcentaje de acetonitrilo es 0.30%, el porcentaje minimo
en cubeta, observamos que a partir de [CB7] = 1.5x10* M se produce una disminucion
de la velocidad de reaccion, debido a la incorporacion del sustrato (I) en la cavidad del
CB7, donde el proceso de hidrdlisis es mucho mas lento que en medio acuoso,
consecuencia de la menor polaridad de este medio. Para el caso (b) donde tenemos un
3.85% de acetonitrilo, podemos destacar en comparacion con el caso (a) 0.30% de
CH3CN, que los valores para la constante de velocidad observada de (I) no alcanzan
valores tan bajos, ambos en presencia de CB7.

Sin embargo, para los casos (c) y (d) donde los porcentajes de acetonitrilo son,
10% y 20%, respectivamente, el comportamiento es totalmente distinto. A partir de una
determinada concentracion de CB7, se produce un aumento de la constante velocidad
observada para la hidrdlisis del (I) mucho mayor que en los casos anteriores.

En la Figura 3.5, se representa la influencia de la concentracion del CB7 sobre el
cociente kobs/kw, con el objetivo de obtener una relacion entre la constante de velocidad
observada para la hidrdlisis del (I) en presencia de distintos porcentajes de CH3CN, y la
constante de velocidad del (I) en agua. En todos los casos estudiados el cociente kobs/kw
permanece practicamente constante hasta una [CB7] = 1.5x10* M. A partir de ese punto,
vemos como para distintos porcentajes de acetonitrilo el cociente entre ambas constantes

presenta distintos comportamientos.

25

20

kobs | kw

C ° e
0 .2, 99 ' \‘\H.\\ .\ :H.w.h :
10° 10* 10°

[CB7] (M)

Figura 3.5 : Influencia de la concentracion de CB7 en el cociente kobs/kw calculado a partir de los espectros
para la hidrolisis de N-picolinoilimidazol, para distintos porcentajes de acetonitrilo: (a) (e) 0.30%, (b) (e)
3.85%, (c) (@) 10% y (d) (®) 20%. [I]= 4.5x10 M, T= 25°C.
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Para el caso (a) el valor para el cociente es casi despreciable, mientras que para el
caso (b) se observa un aumento de kobs/kw hasta aproximadamente 1.5 veces, es decir, la
velocidad de hidrolisis del (I) con el 3.85% de CH3CN es 1.5 veces mas rapida que en
agua. Para los casos (c) y (d), con un 10% y 20% de CH3CN, respectivamente, se observa
que el cociente kobs/kw aumenta en 6 y 23 veces mas, aproximadamente para cada caso.
Por tanto, a medida que aumenta el porcentaje de acetonitrilo en el medio de reaccion, la
velocidad de hidroélisis del N-picolinoilimidazol es n veces mas rapida que en agua pura.
Los resultados presentados en la Figura 3.5, son totalmente inesperados ya que cabria
esperar una inhibicion en el proceso de hidrolisis del N-picolinoilimidazol (I) en presencia
de CB7, debido a la incorporacion del sustrato (I) en la cavidad, donde el proceso de
hidrélisis es mucho mas lento que en medio acuoso, consecuencia de la menor polaridad
de este medio.

En base a los resultados de este experimento, se observa una aceleracion de la
velocidad de la reaccion en presencia de CB7 con el aumento del porcentaje de
acetonitrilo. Esto puede ser consecuencia de la formacion de un complejo de inclusion
entre el (I) y el CB7, la afinidad de este macrociclo para formar complejos estables con
amidas'® y su capacidad para cambiar el pKa. de las moléculas guest, nos hizo sospechar
que el CB7 podrian acelerar la hidrélisis del (I). O también que, este aumento de la
velocidad de reaccion, puede ser atribuido a una posible interaccion entre el complejo
CB7:N-picolinoilimidazol con el acetonitrilo (CH3CN), o resultado de una interaccion de
ambos por separado.

Considerando las posibilidades, realizamos el estudio del proceso de solvdlisis del

N-picolinoilimidazol (I) en ausencia de CB7, pero en presencia de distintos disolventes.

3.3.2 Influencia del disolvente en el proceso de hidrolisis del N-

picolinoilimidazol (I)

Para comprobar la influencia del poder ionizante del disolvente sobre la solvolisis
de (I) se lleva a cabo la reaccion en mezclas de agua y disolventes polares proticos y
aproticos: etanol/agua y acetonitrilo/agua.

Como podemos observar en la Figura 3.6, la constante de velocidad observada del
proceso de hidrolisis del (I), disminuye a medida que aumenta el porcentaje de etanol en
el medio de reaccion, desde ko»s = 1.89x107 s en agua pura hasta k.ps = 9.55x107 s7! para

mezclas de 80% etanol/agua. Se puede decir que, en estas condiciones experimentales
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disminuye la capacidad ionizante del disolvente. Por tanto, el hecho de que la velocidad
de hidrdlisis sea mayor en agua que en etanol, es compatible con una reaccioén que tiene
lugar a través de un estado de transicion en el que la ruptura del enlace C-N tiene un papel

importante.

2x10°

¢
L o
1,6x10° |-
=12x10° [
L B
2 8x10% |- °
4x10% |- o
C °
oL \ \ L, 9
0 20 40 60 80

% EtOH (viv)

Figura 3.6 : Influencia del porcentaje de etanol en la constante de velocidad observada de la reaccion de
hidrolisis del N-picolinoilimidazol en mezclas etanol/agua. [I]= 4.5x10° M; T= 25°C.

Ambos disolventes utilizados, agua y etanol, son disolventes polares proticos, y
decidimos probar con otro disolvente polar, pero esta vez aprotico, el acetonitrilo
(CH3CN), ya que es menos nucleofilo que los usados anteriomente. Inicialmente hemos
comprobado la influencia del poder ionizante del nuevo disolvente sobre el proceso de

solvolisis de (I), llevando a cabo la reaccion en mezclas acetonitrilo/agua.

2x104i
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Figura 3.7 : Influencia del porcentaje de acetonitrilo en la constante de velocidad observada de la reaccion
de hidrdlisis del N-picolinoilimidazol en mezclas acetonitrilo/agua. [1]= 4.5x10-> M; T= 25°C.

Como podemos observar en la Figura 3.7, la constante de velocidad observada de
la reaccion de hidrolisis para (I), disminuye a medida que aumenta el porcentaje de
acetonitrilo en el medio de reaccion. Como mencionamos anteriormente, la disolucion

madre del sustrato (I) estd preparada en acetonitrilo, por tanto, debido al volumen
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utilizado en cubeta vamos a tener un 0.30% minimo de acetonitrilo en disolucion,
obteniéndose un valor k.s=2.02x107 s™' en agua que disminuye hasta kops= 6.54x10* 57!
para mezclas de 20% acetonitrilo/agua.

Este experimento no nos explica el comportamiento observado en presencia de
CB7 (ver Figura 3.5), donde la constante de velocidad observada aumenta a medida que

aumentamos el porcentaje de acetonitrilo.

3.3.3 Influencia del pH en la hidrdlisis del N-picolinoilimidazol (I) en

presencia de los distintos porcentajes de acetonitrilo

La hidrdlisis del N-picolinoilimidazol (I) es una reaccidon que, estd sujeta a
catalisis por los iones hidroxilo (OH") e hidronio (H30"), ademas del agua (H.0)!!. En la
Figura 3.8, se representa la influencia de la concentracion de [H'] en la constante de
velocidad observada para N-picolinoilimidazol en agua, manteniendo constante la
concentracion de (I) y los distintos porcentajes de acetonitrilo para cada caso. Se puede

observar que hay una region independiente del pH, desde 5.5 a 7.5.
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Figura 3.8 : Representacion grafica de la constante de velocidad observada (kobs ) para la hidrolisis de N-
picolinoilimidazol frente a la [H*], con distintos porcentajes de acetonitrilo: (@) 0.30%, (e) 3.85%, (®) 10%
y (0) 20%. [1]=4.5x10° M, T= 25°C.

Estos resultados son consistentes con el esquema mecanistico (Esquema 3.1)
donde se considera que la reaccion de hidroélisis del N-picolinoilimidazol (I), esta sujeta

a catalisis por iones hidroxilo (OH) e hidronio (H30"), ademas del agua (H20).
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Producto
+ HZOT ky
+ ch +
1 + H IH
+0H-l Kon lkH
Producto Producto
Esquema 3.1

El modelo (Esquema 3.1) debe contemplar que el N-picolinoilimidazol (I) se
hidroliza en medio 4cido, en medio basico y en agua, evolucionando para dar productos.

Por tanto, la ecuacion de velocidad viene dada por:
v=ky,[l]+ky[Il[H'] + kog [1][HO™] (3.2)

La constante de equilibrio, K,,, del proceso ilustrado en dicho esquema, puede

definirse como:

_ [1H] 1 (33)

. $

Kea =t © =%,

Las expresiones que definen las concentraciones de las especies reactivas, [ y IH',
pueden ser obtenidas a partir de las ecuaciones (3.3) y de la ecuacion del balance de

materia para la concentracion total de I (ecuacion 3.4).

[y = U]+ [IH'] (3.4)
Kq
1= K, +[H'] U (3.5)
[IH*] = ﬂ[1]
Ko+ [HYE T (3.6)
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Insertando las ecuaciones (3.5) y (3.6) en la ecuacion de velocidad (3.2) tenemos:

10714 (3.7
kw + kHKeq [H+] + kOH < [H+] )
V= 1+ Kog[HY] s

Por lo que en condiciones de pseudo-primer orden, la constante de velocidad
observada es definida de acuerdo con la ecuacion (3.8):

10714 (3.8)

kW + kHKeq [H+] + kOH (W)
k =
obs 14 Koq[H*]

Como se puede observar en la Figura 3.8 los datos experimentales se ajustan de
forma satisfactoria a la ecuacion (3.8) y los parametros obtenidos de las constantes se
encuentran en la Tabla 3.1. Los distintos valores de pKa, se obtienen a partir de la ecuacion

(3.9), donde a partir de los valores la constante de equilibrio, K., se obtienen los valores

de K,, ambas relacionadas por la ecuacion (3.3).

pK, = —logK, (3.9)

Tabla 3.1 : Valores de las constantes para la hidrélisis del N-picolinoilimidazol (I), para los distintos
porcentajes de acetonitrilo.

% CH3CN k, (s 103 koy s 10 kg (s Keq (M) K, (M) rK,

030  (2.24£1.07)x10%  1.56£0.79  4.81£1.12  (3.50£1.07)x10°  (2.86+0.88)x10*  3.54
3.85  (4.97£0.93)x10% 2454034  3.77+0.19  (4.88+0.46)x10°  (2.05£0.19)x10*  3.69
10 (1.37£0.16)x10°  1.33£0.82 4244122  (1.5240.53)x10°  (6.57+2.28)x10*  3.18

20 (6.88£0.66)x10*  1.67+0.26  3.47+0.56  (8.19+1.75)x10>  (1.22+£0.26)x10°  2.91

Como se puede observar a partir de los valores de los parametros (Tabla 3.1), la
variacion de pK, es minima para los estudios de N-picolinoilimidazol (I) con distintos
porcentajes de acetonitrilo. Este experimento no nos permite explicar los resultados del

apartado anterior, donde el aumento de la constante de velocidad de reaccion, no puede
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ser atribuido a una posible interaccion del N-picolinoilimidazol con el acetonitrilo
(CH3;CN).

Seguidamente, decidimos estudiar la influencia del porcentaje de acetonitrilo en
formacion de los complejos de inclusion entre el CB7 y las moléculas guest, y

seleccionamos como molécula guest la 4-Nitroanilina.

3.3.4 Formacion del complejo de inclusion entre CB7 y 4-Nitroanilina,

en presencia de distintas concentraciones de acetonitrilo

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la
complejacion de un indicador, 4-Nitroanilina (4-NA) con el CB7. En la Figura 3.9, se
muestra el espectro de absorcion de la 4-NA en presencia de distintas concentraciones de
CB?7. Para este estudio la concentracion de CB7 fue variada entre 0 y 1.4x10° M, y la
concentracion de 4-NA se mantuvo constante en 1x10* M. Como se puede observar, a

medida que aumentamos la concentracion de CB7 la absorbancia disminuye.

Absorbancia

200 300 400 500 600
A (nm)

Figura 3.9 : Espectros de absorcion de la [4-NA]= 1x10* M, en presencia de [CB7]=0 - 1.4x10- M. Todos
los espectros fueron registrados en agua Milli-Q a 25°C.

En este caso, es poco probable que los cambios observados en el espectro de
absorcion para 4-NA, se deban a la protonacion del guest en la cavidad del CB7, dado
que la 4-NA presenta un pK, = 0.98,%° lo que implicaria un desplazamiento del pK, de
aproximadamente 5 unidades, entonces se considera que los cambios observados se deben
a un efecto solvatocromico.

Si se considera que las variaciones de absorbancia observadas en el espectro de la
4-NA en presencia de CB7, se debe a la formacion de un complejo host:guest entre el

CB7 y la 4-NA, se propone el siguiente modelo (Esquema 3.2).
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K
4-NA,, + CB7 <~<——= CB74-NA

Esquema 3.2

Estas consideraciones, implican que la ecuacion para la absorbancia total se debe

a la suma de la absorbancia de 4-NA en agua y a la complejada con el CB7:

AbST = &w [4—NA]W + &cp7 [CB7 4—NA] (310)

Considerando las ecuaciones para el balance de materia de la 4-Anilina y para la
constante de equilibrio para la formacion del complejo 1:1 (CB7:4-NA), obtenemos una

ecuacion final referente a la absorbancia total (3.11).

Abs,, + Abs:p;K[CB7] (3.11)
1+ K[CB7]

AbST —

Abs 378

1 T TR I Q - I
0 5x10* 103 1,5x10°
[CBT7] (M)

Figura 3.10 : Influencia de la concentracion de CB7 en la absorbancia de la 4-NA a A= 378 nm. La linea
representa el mejor ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (3.11).

En Figura 3.10 se representa el valor de la absorbancia a 378 nm de la 4-Anilina
en funcién de la concentracion de CB7. Como aproximacion, se ha considerado que la
concentracion de CB7 libre es aproximadamente igual a su concentracion total. Los datos
experimentales se ajustan de modo satisfactorio a la ecuacion (3.11), y es posible
determinar el valor de la constante de equilibrio para la formacién del complejo 1:1

(CB7:4-NA), K = (8.25+1.12)x10° M"".
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Con este experimento, queremos poder explicar el aumento de la velocidad de
reaccion para el N-picolinoilimidazol en el apartado 3.3.1, y asi poder atribuirlo a una
posible interaccion del CB7 con el acetonitrilo (CH3CN).

Se estudid también la influencia de la adicion un disolvente orgénico polar,
acetonitrilo, en el valor de la constante de formacion del complejo (CB7:4-NA). Con la
adicion de CH3CN, se observo una disminucion en el valor de la constante de formacion
del complejo 1:1 (CB7:4-NA). Los datos experimentales para cada concentracion de
acetonitrilo, se ajustaron a la ecuacion (3.11), es decir, sin tener en cuenta la posibilidad
de la formacion de un complejo CB7:CH3CN, obteniéndose una constante de formacion
del complejo aparente, Kapp, que disminuye a medida que aumenta la concentracion de

acetonitrilo en el medio (ver Tabla 3.2 y Figura 3.11).

Tabla 3.2 : Variacion de las constantes de formacion aparentes (Kqpp) para el complejo entre CB7 y la 4-
NA, variando la concentracion de acetonitrilo para cada caso.

[CH3CN] (M) Kapp (M)

0 (8.25+1.12)x10?
0.127 (2.76+0.25)x10°
0.253 (1.04+0.16)x10?
0.380 (6.99£1.41)x10?
0.506 (5.03£1.14)x10?

8000 &

oo |

|

3 a0 |

0 7 : : i L e

0 01 02 03 04 05 06
[CH3CN] (M)

Figura 3.11 : Influencia de la concentracién de CH3CN sobre la constante de formacion aparente (Kapp)
para el complejo CB7:4-NA.

La variacion de la constante de formacion aparente del complejo, Kapp, se puede
deber a una complejacion competitiva entre el acetonitrilo y la 4-Anilina en ocupar el

interior de la cavidad del CB7. Si suponemos que se forma un complejo 1:1 entre el
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CH3CN y el CB7, ademas del complejo CB7:4-NA, se puede considerar el siguiente
modelo (Esquema 3.3).

K
4-NA,, + CB7 —————— CB7:4-NA
+
CH;CN

-

CB7:CH;CN

Esquema 3.3

A partir del Esquema 3.3 y teniendo en cuenta la ecuacién (3.11), el balance de
materia del CB7 y los equilibrios referentes a la formacion de los complejos entre el CB7

con el CH3CN y con la 4-Anilina, obtenemos la siguiente ecuacion para la Kapp (3.12).

K 1

‘ K (3.12)
WP = T ¥ Kg[CHZCN] —° Kapp

+

x|

En la Figura 3.12 se representa el inverso de la Kapp en funcion de la concentracion
de acetonitrilo. Como se puede observar, los datos experimentales se ajustan de modo
satisfactorio a la ecuacion (3.12), y es posible determinar el valor de la constante de
equilibrio para la formacién del complejo 1:1 (CB7:4-NA); K = (8.25+1.12)x10° M, y
para el complejo 1:1 (CB7:CH3CN); Ks = (2.89+0.13)x10! M.

2x10°

1,5x10°

-
<
)

1/Kapp (M)

5x10*

0 01 02 03 04 05 06
[CH3CN] (M)

Figura 3.12 : Representacion grafica de la influencia de la concentracion de CH3CN sobre el inverso de la
constante de formacion aparente (Kipp), teniendo en cuenta la formacién del complejo CB7:4-NA y
CB7:CH3CN.
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Comparando los valores de las constantes de equilibrio para los complejos 1:1
(CB7:4-NA y CB7:CH3CN), se puede decir que el CB7 forma complejo con el
acetonitrilo, ademas de con la 4-Anilina. Este experimento nos puede permitir explicar
los resultados del apartado 3.3.1, donde el aumento de la velocidad de reaccion, puede
ser atribuido a una posible interaccion del CB7 con el acetonitrilo (CH3CN), ademas de
complejarse con el N-picolinoilimidazol.

Por tanto, si consideramos que el aumento del porcentaje de acetonitrilo interviene
en la formacion del complejo CB7:N-picolinoilimidazol, la técnica que mas informacion

nos va aportar para la caracterizacion de los complejos formados es, 'H RMN.

3.3.5 Caracterizacion estructural de los complejos formados entre el

CB7 y 1-Butilimidazol (IT)

Con el objetivo de poder explicar el comportamiento entre el CB7 y el N-
picolinoilimidazol, utilizamos una molécula andloga al (I), mas estable para los estudios
por 'H RMN, el 1-Butilimidazol (II), la cual tiene una parte similar al (I), el grupo
imidazol (ver Figura 3.13). Por lo tanto, el comportamiento obtenido en los estudios con
la molécula analoga (II), se podra extrapolar para el N-picolinoilimidazol y comparar con

estudios anteriores hechos para este guest (I).

Hs Hz 0

N/k A~ N/k 7 !

s

N
H
2 H, H,

Figura 3.13 : Estructuras del 1-Butilimidazol (II) (izquierda) y el N-picolinoilimidazol (I) (derecha), ambas
tienen en comun el grupo imidazol.

El proceso de complejacion entre el CB7 y el 1-Butilimidazol (II), se estudio
detalladamente a través de experimentos de '"H RMN. Los dos componentes, CB7 y (II),
presentan sefiales de 'H que no se superponen, lo que nos facilita la identificacion de las
sefales individuales de ambos componentes. En la Figura 3.14, se muestran los espectros

de 'H del CB7, 1-Butilimidazol y una mezcla 2:1 entre CB7 y 1-Butilimidazol.
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cB7

+
1-Butilimidazol

i\ m— ‘L/}L\,, \A_.AJ - 7 k e Y o S

1-Butilimidazol

|
U o ak

Figura 3.14 : Espectros de '"H RMN del CB7, 1-Butilimidazol y CB7+1-Butilimidazol; [CB7]=2 mM y
[1-Butilimidazol]= 1 mM.

3.3.5.1 Andlisis de los espectros de '"H RMN

Los estudios sistematicos de RMN, proporcionan una informacién valiosa sobre
la estequiometria y estructura de los complejos. Los cambios en los desplazamientos
quimicos del guest inducidos por la complejacion (Ad = dpound — Ofiee) SON Muy ilustrativos
con respecto a su ubicacion relativa a la cavidad del CB7. Se observa desplazamientos
quimicos hacia campo alto (Ad < 0), para protones situados dentro de la cavidad
hidréfoba, mientras que el desapantallamiento provocado por los grupos carbonilo origina
desplazamientos quimicos hacia campo bajo (Ad > 0) en las resonancias de los protones
del guest en la proximidad de los oxigenos carbonilicos!>?!-2*,

Por tanto, si nos fijamos en la Figura 3.14, se muestran los espectros 'H RMN del
1-Butilimidazol en ausencia y presencia del CB7. En la Tabla 3.3, representamos las
variaciones de los desplazamientos quimicos del (II), prestando especial atencion a los
protones del grupo imidazol, ya que, es el grupo comun al N-picolinoilimidazol (),
molécula objeto de este estudio.

En la Tabla 3.3, se muestran los valores de Adobs (en valor absoluto), estos valores
decrecen en el siguiente orden Ct > C, > H; > H3 > Ha. En el proceso de analisis de los
resultados experimentales, Adobs, podemos considerar que la cadena alquilica esta situada
en el interior de la cavidad hidrofobica del CB7, y los protones del grupo imidazol
también se encuentran significativamente afectados de mayor a menor magnitud (en valor

absoluto), siguiendo este orden: Hi, H3 y, por ultimo, el Ha.
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Tabla 3.3 : Variacion de los desplazamientos quimicos del 1-Butilimidazol, en ausencia y presencia de
CB7.

Espectro 'H Hi H: Hs Ca Cr
1-Butilimidazol 7.04 7.20 7.72 4.06 0.91
1-Butilimidazol+CB7 | 6.54 7.07 7.42 3.37 0.02
A0 = Obound - Ofree -0.5 -0.13 -0.3 -0.69 -0.88

A partir de la magnitud de los valores obtenidos para la variacion de los
desplazamientos quimicos observados (Adebs), €s posible obtener informacion sobre la
estructura del complejo de inclusion, CB7:1-Butilimidazol. Se observa una variacion en
todas las senales del guest a campo alto (Ad < 0), por tanto, podemos decir que se forma

un complejo 1:1, CB7:1-Butilimidazol (Esquema 3.4).

Esquema 3.4

3.3.6 Caracterizacion estructural de los complejos formados por CB7 y

1-Butilimidazol, en presencia de acetonitrilo

3.3.6.1 Analisis de los espectros de '"H RMN

Influencia del % de acetonitrilo en la formacion del complejo CB7:1-Butilimidazol

En los estudios con el N-picolinoilimidazol (I), debido a su inestabilidad y baja
solubilidad en agua, se trabajé con mezclas de acetonitrilo/agua. De modo a simular las
mismas condiciones experimentales, realizamos los experimentos de '"H RMN con el 1-

Butilimidazol (II) igualmente en mezclas de acetonitrilo/agua.
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Influencia del CB7 en la hidrdlisis del N-picolinoilimidazol

En la Figura 3.15, se muestran los desplazamientos quimicos de 'H RMN, para
las sefiales de 1-Butilimidazol en presencia de CB7, variando el porcentaje de acetonitrilo
en cada experimento realizado. Como se puede observar, en los espectros de 'H RMN,
donde se mantiene constante la concentracion de [CB7]= 2 mM y [1-Butilimidazol]=
ImM, y solo cambia el porcentaje de acetonitrilo, se producen alteraciones en los
desplazamientos quimicos al aumentar el porcentaje de acetonitrilo en el medio.

Sinos fijamos en los cambios observados para las sefiales del guest (I1) en relacion
a la cavidad del CB7, observamos que a medida que aumenta el porcentaje de acetonitrilo,
los desplazamientos quimicos observados para los protones, presentan en mayor o menor

magnitud un desplazamiento hacia campo bajo (Ad > 0).

CB7+ll
25% CD;CN

|
|

CB7+ll

" ) DU e |
\A\L Jl L

10% CD:CN |

CB7+Il \
3.85% CD;CN |

CB7+II \ \
\““ \ L1
Hs '\ H, | Hy
.
S5 5.0

T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.

T T T T T T T T T
.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 3.15 : Espectros de 'H RMN del [1-Butilimidazol (I)]= 1mM y [CB7]= 2mM en ausencia y
presencia de distintos porcentajes de acetonitrilo (CD3;CN).

En la Tabla 3.4, se encuentran los valores de los desplazamientos quimicos de los
protones del grupo imidazol para el 1-Butilimidazol (Hi, H2 y H3), cuya parte es similar
a la del N-picolinoilimidazol (I), donde se observa un desplazamiento hacia campo bajo
(Ad > 0), y como mencionamos anteriormente, este efecto puede ser provocado por el
desapantallamiento por los grupos carbonilo, situando los protones del guest (II) en la

proximidad de los oxigenos carbonilicos.
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Tabla 3.4 : Desplazamientos quimicos inducidos por CB7 al aumentar del porcentaje de acetonitrilo (AJ),
en los espectros 'H RMN de los protones del grupo imidazol (H;, H, y H3), en los protones adyacentes al
N (Ca) y en los protones terminales (Cr).

[CB7:1-Butilimidazol] Hi H> H3 Cua Cr
% Acetonitrilo

0 654 707 742 337  0.02

3.85 674 720 766  3.51 0.20

10 693 722 775 370 043

20 713 725 785 392 071

25 718 731 7.91 397 075

AS (ppm) 064 024 049 060  0.73

Por tanto, a medida que aumentamos el porcentaje de acetonitrilo la formacion de
complejo 1:1 (CB7:1-Butilimidazol) se ve afectada. De modo a concretar mas la
informacion, realizamos el estudio 'H RMN en ausencia de CB7, para conocer el

comportamiento del guest (II) con los distintos porcentajes de acetonitrilo.

Influencia del % de acetonitrilo en 1-Butilimidazol

En la Figura 3.16, se muestran los espectros de '"H RMN del 1-Butilimidazol en
presencia de los distintos porcentajes de acetonitrilo. Tal como se puede observar, al
aumentar el porcentaje de acetonitrilo en los experimentos, se producen alteraciones en
los desplazamientos quimicos hacia campo bajo (Ad > 0).

En la Tabla 3.5, se encuentran los valores de los desplazamientos quimicos de los
protones del grupo imidazol (Hi, H> y Hs), cuya parte es similar a la del N-
picolinoilimidazol (I), donde se observa un desplazamiento hacia campo bajo (Ad > 0).
Por tanto, todas las sefales se ven afectadas en mayor o menor magnitud por el aumento

del porcentaje de acetonitrilo.
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1-Butilimidazol
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Figura 3.16 : Espectros de '"H RMN del [1-Butilimidazol (II)]= 2mM en ausencia y presencia de distintos
porcentajes de CD3;CN.

Tabla 3.5 : Desplazamientos quimicos del 1-Butilimidazol (II) inducidos al aumentar del porcentaje de
acetonitrilo (AJ), en los espectros 'H RMN de los protones del grupo imidazol (H;, H, y H3), en los protones
adyacentes al N (Ca) y en los protones terminales (Cr).

[1-Butilimidazol] Hi H: H3 Ca Cr
% Acetonitrilo

0 7.04 7.20 7.72 4.06 0.91

3.85 7.05 7.21 7.74 4.06 0.92

10 7.09 7.24 7.76 4,10 0.96

25 7.19 7.33 7.85 4.20 1.09

50 7.34 7.48 7.98 4.37 1.28

75 7.54 7.67 8.16 4.57 1.51

85 7.62 7.75 8.24 4.66 1.60

Ad (ppm) 0.54 0.55 0.52 0.60 0.69

En ambos estudios, los valores para los desplazamientos quimicos del guest (1-
Butilimidazol) en ausencia y presencia del CB7, variando el porcentaje de acetonitrilo,
siguen la misma tendencia se desplazan hacia campo bajo (Ad > 0).

Por tanto, el porcentaje de acetonitrilo tiene un papel importante en la formacion

del complejo host:guest. Para explicar el comportamiento observado, en la Figura 3.17 se
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representan los valores de los desplazamientos quimicos de las sefiales del 1-
Butilimidazol (Hi, H2 y H3) en presencia (ver Tabla 3.4) y ausencia de CB7 (ver Tabla
3.5), variando en ambos casos el mismo porcentaje de acetonitrilo.

Los valores de los desplazamientos quimicos del (II) en presencia de CB7 son
menores que en ausencia del mismo, pero a medida que aumentamos el porcentaje de
acetonitrilo, los valores de los desplazamientos quimicos en presencia de CB7 van

aumentando hasta alcanzar los valores en ausencia de CB7.
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Figura 3.17 : Representacion grafica de los valores de los desplazamientos quimicos para el grupo imidazol
del 1-Butilimidazol (Hi, H, y H3), comparandolos en ausencia (®) y presencia de CB7 (0), variando el
porcentaje de acetonitrilo (CD3CN).

Como podemos observar en las graficas, el valor para el Hz es el primero en igualar
el valor del desplazamiento quimico en ausencia de CB7 con un 3.85% de acetonitrilo,
seguido del H3 que lo iguala con un 10% de acetonitrilo; y por ultimo, el Hi con
aproximadamente un 20% de acetonitrilo. Este comportamiento indica que a medida que
aumenta el porcentaje de acetonitrilo, estos protones se encuentran cada vez mas fuera de
la cavidad, expuestos al medio exterior.

Sin embargo, para el carbono adyacente al nitrogeno (C,) y el carbono terminal
(Cr) del 1-Butilimidazol, comparandolos en ausencia y presencia de CB7, variando el

porcentaje de acetonitrilo (Figura 3.18), se observa que los valores de los desplazamientos
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Influencia del CB7 en la hidrdlisis del N-picolinoilimidazol

quimicos de estas sefiales en presencia de CB7 son mas bajos que los observados en
ausencia de CB7, y no se logra alcanzar los mismos valores de los desplazamientos. Este
comportamiento sugiere que puede existir interaccion entre los protones del carbono
adyacente al nitrogeno (Cq) y los protones del carbono terminal (Ct) del 1-Butilimidazol,

con €l CD3CN en el interior de la cavidad del CB7.
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Figura 3.18 : Representacion grafica de los valores de los desplazamientos quimicos para el Cq y el Cr del
1-Butilimidazol, comparandolos en ausencia (®) y presencia de CB7 (o), variando el porcentaje de
acetonitrilo (CD3;CN).

En presencia y ausencia de CB7, con determinados porcentajes de acetonitrilo, los
valores de los desplazamientos quimicos de los protones Hi, H2 y H3 se igualan y para los
protones de C, y Ct no se logra alcanzar los mismos valores de los desplazamientos. Este
comportamiento indica que los protones Hi, H> y H3 se encuentran fuera de la cavidad,
expuestos al medio exterior, mientras que los protones de C, y Cr se encuentran,
posiblemente compartiendo la cavidad del CB7 con el acetonitrilo.

Por tanto, a partir de este estudio de 'H RMN podemos concluir que el acetonitrilo
podré formar parte del complejo 1:1 (CB7:1-Butilimidazol), dando lugar a un complejo

triple 1:1:1 (CB7:1-Butilimidazol:CD3;CN) Esquema 3.5.

Esquema 3.5
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Con estos resultados obtenidos para el 1-Butilimidazol, y extrapolando el mismo
comportamiento para el N-picolinoilimidazol, podremos explicar los resultados obtenidos
en la hidrdlisis del (I) en presencia de diferentes porcentajes de acetonitrilo. Como
mencionamos previamente, en ausencia de CB7 la constante de velocidad disminuye a
medida que aumenta el porcentaje de acetonitrilo, mientras que en presencia de CB7
ocurre totalmente lo contrario, se produce un aumento de la constante de velocidad
observada. Esto puede deberse a que el acetonitrilo se introduce en la cavidad del CB7 y
hace que el N-picolinoilimidazol, encapsulado en el interior del macrociclo, se desplace
hacia el exterior a medida que aumenta el porcentaje de acetonitrilo, situdndolo proximo
de los portales del CB7 y haciéndolo mas accesible al ataque del agua, produciéndose un
aumento de la constante de velocidad observada para la hidrdlisis del N-

picolinoilimidazol (Esquema 3.6).

Esquema 3.6

3.4 Conclusion

Los resultados obtenidos en el estudio de las reacciones de hidrolisis del N-
picolinoilimidazol (I) en presencia de CB7, con distintos porcentajes de acetonitrilo,
muestran una aceleraciéon de la velocidad de reaccion. El aumento producido en la
constante de velocidad observada (kobs), nos hizo plantear varias hipdtesis para poder
explicarlo: por una parte se realizaron estudios de la influencia del pH para descartar una
posible interaccion entre el sustrato (I) con acetonitrilo, obteniéndose que el cambio de

pK. fue insignificante; por otro lado se estudio la posible interaccion del CB7 con
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acetonitrilo, ayuddndonos de un indicador, 4-Anilina, obteniéndose que el CH3CN puede
ser complejado por el macrociclo.

Gracias a la utilizacion de una molécula analoga, 1-Butilimidazol (II), pudimos
confirmar la formacion del complejo 1:1 (CB7:1-Butilimidazol) y también la formacion
del complejo triple 1:1:1 (CB7:1-Butilimidazol:CD3CN), a partir del cual extrapolamos
los resultados para el caso del sustrato (I).

Los resultados obtenidos por 'H RMN nos permitieron proponer la formacion del
complejo 1:1:1 (CB7:N-picolinoilimidazol:CD3CN), ademas de su estructura, y asi lograr
explicar el aumento de la velocidad de reaccion a medida que se aumenta el porcentaje

de acetonitrilo en el medio de reaccion, en presencia de CB7.
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4 Nanoparticulas supramoleculares derivadas de

Cucurbit|7]urilo y Surfactantes zwitterionicos

4.1 Introduccion

La quimica supramolecular contempla la agregacién de unidades moleculares en
arquitecturas bien definidas, a través de interacciones no covalentes especificas que
permiten el disefio de nuevos materiales como las nanoparticulas supramoleculares
(SNPs)'>. Las nanoparticulas supramoléculas (SNPs) son particulas en las que multiples
copias de diferentes bloques de construccion se unen mediante interacciones no
covalentes especificas, dando lugar a estructuras que son tipicamente mas grandes que
los propios bloques de construccion. En este contexto, es de gran interés la construccion
controlada de estructuras y materiales a nanoescala, con formas y dimensiones bien
definidas a partir de componentes moleculares. Estas SNPs presentan varias ventajas tales
como el control del tamano, agregacion/desagregacion controlada, caracter modular y
facil incorporacion de agentes de formacion de imdgenes o ligandos de orientacion.
Debido a que los desencadenantes externos pueden inducir la desagregacion selectiva de
los sistemas supramoleculares, se investigan las nanocapsulas sensibles a los estimulos
donde sus propiedades, como el tamafio, la forma y sus interacciones pueden ser
cambiadas por un desencadenante externo®®,

Las nanoparticulas supramoleculares a base de ciclodextrina o hidrogeles, se han
explorado a fondo para desarrollar diversos materiales biomédicos**'*. Se han

desarrollado sistemas supramoleculares de autoagregacion basados en ciclodextrinas que

17-20 24-26
b

responden al pH,'>!¢ luz, voltaje,”! enzimas,?? lectinas,”® o multiestimulos
mostrando su potencial como sistemas de liberacion inteligente. Se han investigado
distintos enfoques para las SNP basadas en la CD, con el fin de terminar la red
supramolecular multivalente, evitando asi el crecimiento continuo de las particulas y su
agregacion debido a interacciones multivalentes atractivas. Se ha usado para este fin, el

poli(etilenglicol) terminado en un grupo adamantilo como stopper para evitar el continuo
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crecimiento de las particulas debido a las fuerzas electrostaticas™?’2?°. A pesar de la
importancia de las SNPs, poco se sabe sobre las interacciones electrostaticas, las
interacciones host:guest y las influencias estéricas en el control del tamafio y estabilidad
de las particulas.

Ademas del sistema Ad-CD, hay una gran variedad de unidades de
reconocimiento molecular disponibles en quimica supramolecular, sin embargo, pocas de
estas han sido utilizadas para la preparacion de SNPs ajustables en tamano. Los
sulfonatocalixarenos (SCn), son conocidos como buenos receptores supramoleculares en
agua, y se han utilizado con el fin de obtener arquitecturas de autoagregacion. Su

interaccion con surfactantes catidnicos promueve la formacion de micelas

30,31 32-34

supramoleculares y vesiculas™ %, asi como la transicion de micela a vesicula.
Recientemente se ha demostrado su capacidad para formar SNPs estables y
monodispersas®>=’. La formacioén de un complejo host:guest estable es el paso preliminar
para la preparacion de SNPs. Los cucurbiturilos (CBn)*, con constantes de equilibrio
hasta un nivel de 10'®, son receptores prometedores para la preparacion de SNPs*. El
gran tamafio de la cavidad de los cucurbiturilos, CBS, les permite la capacidad de formar
complejos 1:2, asistida por naphthol-viologen dando complejos de tranferencia de
carga®’. Utilizando estos complejos ternarios supramoleculares o similares, se han
preparado distintas nanoparticulas y microestructuras*! basadas en CB8****, dependiendo
del tiempo y de la temperatura. En estos estudios se ha concluido que se necesitan
complejos de transferencia de carga para formar SNPs utilizando CB8, mientras que el
CB7 es ineficaz para la preparacion de SNPs.

En este capitulo se muestra la formacién de las SNPs utilizando el cucurbit[7]uril
(CB7) y los surfactantes zwitterionicos (sulfobetainas)* (Esquema 4.1). Las SNPs
obtenidas son estables, con un tamafio y carga bien definidos, capaces de transportar un
guest solubilizado, que puede ser liberado por disociacion reversible de nanoparticulas
tras la adicion de un guest externo. La gran simplicidad de la preparacion de estas SNPs,

ademas de la biocompatibilidad del CB7 y la sulfobetaina, permiten un amplio campo de

aplicaciones.
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Nanoparticulas Supramoleculares: CB7-Sulfobetainas

\N/“ \\\’\No ///N,
L\«H g n=6; SB3-10

NN S ~8: SB3-12
\/ n ) =
\\" \'0'/ n=10; SB3-14
CB7 n=12; SB3-16
Esquema 4.1

4.2 Seccion Experimental

Materiales. Todos los reactivos comerciales fueron adquiridos con la maxima pureza
disponible y sin posteriores purificaciones. Excepto para el CB7 que fue sintetizado, de
acuerdo con el procedimiento descrito en la bibliografia*® y mostrado en el capitulo 3.
Los surfactantes zwitterionicos (sulfobetainas) utilizados en este estudio, nos permitieron
variar la longitud de la cadena alquilica (n2 = 10-16) y también la longitud del espaciador

(n1 = 3-6) entre ambas cargas (Esquema 4.2).

+
g L)
Esquema 4.2

Estudio espectrofotométrico. El sustrato trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-
metilpiridinio (DSMI"), que se utiliz6 como sustrato competidor, se prepard en agua
Milli-Q. En todos los casos estudiados, la concentracion de DSMI' se mantuvo constante
en 1.17x10” M. Los espectros de absorcion se registraron en un espectrofotometro Cary

UV-Vis a 25°C.

Experimentos de RMN. Las disoluciones madre se prepararon en D>O. Los espectros de
"H RMN vy los bidimensionales TCOSY fueron registrados en el espectrometro Varian
Inova 700. Los sistemas mixtos CB7/sulfobetaina se prepararon mezclando los

volimenes apropiados de las disoluciones madre de CB7 y sulfobetaina en cada caso.
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Tension Superficial. La tension superficial (6) de las muestras fue medida con un
tensidmetro Kriiss K-11 usando la técnica de placa de Wilhelmy. Se ha utilizado una placa
comercial de platino suministrada por Kriiss. Los valores presentados son el promedio de
veinte medidas registradas en intervalos de 10 segundos, comprobandose que la tension

superficial se mantiene constante con el tiempo.

DLS (Dynamic Light Scattering).! La difusién dindmica de luz laser se realizo
utilizando un goniémetro ALV SP-86, un correlacionador ALV 5000 Multi-tau y un laser
semiconductor bombeado dpticamente Coherent Sapphire, operando a una longitud de
onda de 488 nm y a una potencia de 200 mW. Las muestras fueron filtradas con ayuda de
filtros de membrana de 25 mm MF-Millipore con tamafio de poro de 0.45 um. Las
funciones de correlacion se acumularon durante 300 s y se analizaron con el software
ALV Correlator (ALV-5000 / E version 3.0) basado en el algoritmo CONTIN adaptado
al ruido del correlador especifico. La temperatura se fij6 a 25°C. Los espectros de tiempo
de relajacion logaritmicamente muestreada (amplitud vs. log (1)) se obtuvieron de la
inversion CONTIN de las funciones de correlacion normalizados. Suponiendo medicion
homodina, se obtuvo la distribucion de difusividades o coeficientes de difusion aplicando
la relacion D = 1/(g°7), y se transformo utilizando la relacion de Stokes-Einstein, con el
fin de obtener el radio hidrodindmico Ry = kTq’7/67ms, donde kes la constante de
Boltzmann, 79 es la viscosidad del disolvente, n es el indice de refraccion a la
temperatura 7,y g = (4w n/A)sen(6/2) es el vector de dispersion en funcion de la longitud
de onda en el vacio, 4,y el dngulo de dispersion &. Las mediciones se realizaron a

diferentes angulos entre 30° y 150° con incrementos de 15°.

Los didmetros hidrodinamicos de las micelas de SB3-16 y de las nanoparticulas
formadas por CB7/SB3-16 se determinaron con un aparato de Malvern-ZetaSizer (Nano
7590), que utiliza la dispersion dindmica de la luz en un angulo de dispersion de 90° para
medir el tamafio de particula. Esta técnica mide la difusioén de particulas en movimiento
Browniano, y convierte este valor a tamafo y a una distribucion de tamafio utilizando la
relacion de Stokes-Einstein. Las mediciones se realizaron en modo automatico a 25°C y

se evaluaron con un estandar gaussiano.

! Las medidas de DLS han sido realizadas en la Universidad de Santiago de Compostela, en colaboracion
con el Profesor Carlos Vazquez Vazquez.
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Potencial Zeta. Las medidas de Potencial Z se realizaron con la ayuda del aparato de
Malvern-ZetaSizer (Nano ZS90). Para medir el Potencial Z se utiliza la técnica de
microelectroforesis de laser de Doppler. Se aplica un campo eléctrico a una disolucion de
moléculas o a una dispersion de particulas, que hace que se muevan a una velocidad que
esta relacionada con el Potencial Z. Las mediciones se realizaron en modo automadtico a

25°C.

Cryo-TEM. En estos experimentos hemos utilizado una pelicula de soporte Holey
Carbon sobre una rejilla de cobre de malla 400. Después de la descarga luminica para
hacer hidréfila la pelicula de carbono, se depositoé una gota de 3 pl de la muestra sobre la
rejilla. A continuacion, la rejilla se mont6 en un émbolo (Leica EM-CPC) y se seco con
un papel de filtro Whatman No.1. La suspension acuosa que contenia exosomas se
vitrifico inmediatamente mediante inmersion rapida en etano liquido. La rejilla con las
muestras vitrificadas se monté en un sistema de crio-transferencia de Gatan 626 y se
insertd en el microscopio. Las imégenes se obtuvieron usando un microscopio crio-
electronico Jeol JEM 2011 operando a 200 kV, bajo condiciones de dosis bajas, y
utilizando diferentes grados de desenfoque (500-900 nm) para obtener un contraste de
fase adecuado. Las imagenes fueron grabadas con una camara Gatan Ultrascan US1000

CCD vy fueron adquiridas y analizadas con el Digital Micrograph 1.8.

Carboxifluoresceina. 5(6)-carboxifluoresceina (CF) fue suministrada por Aldrich. La
homogeneizacion del tamafio de las nanoparticulas para estudios de encapsulacion con
CF se realiz6 con un Mini-Extruder de Avanti Polar Lipids (tamafio de poro 200 nm).
Para los estudios de encapsulacion molecular de las SNPs se mezclaron volumenes
iguales de 0.5 mL de CB7 (3 mM CB7, 50 mM CF, 10 mM Tris, pH 7.4) y 0.5 mL de
SB3-16 (3 mM SB3-16, 50 mM CF, 10 mM Tris, pH 7.4). Estas disoluciones madre dan
un volumen total de 1 mL (1.5 mM de CB7, 1.5 mM de SB3-16, 50 mM de CF, 10 mM
de Tris, pH 7.4). El tamafo de la suspension de las nanoparticulas obtenido se
homogeneizé mediante extrusiones (15x) con un Mini-Extruder a través de una
membrana de policarbonato (tamafio de poro, 200 nm). El colorante (CF) no encapsulado
se elimind por filtracion en gel (Sephadex G-50) con Tris 10 mM, pH 7.4. Las condiciones
finales son: ~ 1.5 mM de CB7 y 1.5 mM de SB3-16; dentro de las nanoparticulas: 50 mM
CF, Tris 10 mM, pH 7.4; condiciones exteriores del buffer: Tris 10 mM, pH 7.4.
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4.3 Resultados y Discusion

En este trabajo se realizaron cuatro estudios de distinto nivel: (i) Andlisis del
complejo host:guest formado por CB7 vy diferentes sulfobetainas, mediante la
caracterizacion de sus constantes de equilibrio y estructura; (i) Estudio del efecto del
CB7 sobre la agregacion de sulfobetainas en forma de micelas; (iii) Caracterizacion de
las SNPs, con especial énfasis en la capacidad de ensamblaje/desensamblaje y (iv) el uso
de las SNPs para la solubilizacion y liberacion de farmacos tras la desagregacion de las

SNPs.

4.3.1 Formacion de los complejos host:guest entre las Sulfobetainas y

CB7

4.3.1.1 Determinacion de las constantes de equilibrio entre el CB7 y las Sulfobetainas

La caracteristica comun de todos los surfactantes utilizados en el presente estudio
es su capacidad para autoagregarse formando micelas, con una concentracion critica
micelar (cmc) que varian desde 1.3x102 M a 2x10° M al aumentar la longitud de la
cadena alquilica (ver Tabla 1). Los estudios de complejacion con el cucurbiturilo deben
realizarse en sistemas muy diluidos, para evitar que la micelizacion sea un proceso
competitivo. Las metodologias experimentales disponibles para este estudio excluyen el
uso de las titulaciones de ITC y RMN, por lo que se realizo el estudio mediante el
desplazamiento de una sonda.

Los valores de las constantes de equilibrio entre el CB7 y las sulfobetainas se
determinaron a través de experimentos competitivos, utilizando como sustrato
competidor el  trans-4-[4-(dimetilamino)-estiril]-1-metilpiridinio (DSMI'). La
complejacion inicial de DSMI' se puede detectar mediante espectroscopia UV-Vis. En la
Figura 4.1 se muestra la influencia del CB7 sobre los espectros de absorciéon de DSMI*
en ausencia de sulfobetainas. El DSMI tiene un maximo de absorcion centrado a 444 nm
en disolucidn acuosa y se puede observar que el pico maximo de absorcion disminuye a
medida que aumenta la concentracion del CB7, debido a su inclusion en la cavidad del
macrociclo. El aumento de la absorcion a 330 nm se debe a la protonacion del DSMI"

(pKa=3.1) como resultado de su inclusion en la cavidad del CB7. La protonacion inducida
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por el CB7 a pH neutro, estd bien documentada en la bibliografia permitiendo que el pKa

se desplace hasta 4 unidades®’.

0,8

Absorbancia

0,25

200 300 400 500 600 0 10° 2x10°  3x10°  4x10°
A (nm) [CB7] (M)

Figura 4.1 : (Izquierda) Influencia de la concentracién de CB7 en el espectro de absorcion del [DSMI*]=
1.17x10-3 M. (Derecha) Representacion de la influencia de la concentraciéon de CB7 en la absorbancia del
DSMI" para A= 444 nm. La linea representa el mejor ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (4.3).
Las medidas fueron realizadas a pH neutro y a 25°C.

Teniendo en cuenta que el DSMI" esta presente en su forma monocatidnica, tanto
en el agua como en la cavidad del CB7, y como estructura dicatidonica justamente dentro
de la cavidad (los experimentos se realizan a pH neutro), proponemos el siguiente modelo

(Esquema 4.3):

K
DSMIH2* + CB7 ————= CB7 + DSMI* + H*

K +
K 2+ DSMI
DSMIH

+

CB7-DSMIH > ———= CB7-DSMI* + H
K,

Esquema 4.3

Estas consideraciones, implican que la ecuacion para la absorbancia determinada
experimentalmente a una longitud de onda especifica, Aqbs, S€ €Xpresa como un promedio

de las especies que absorben en el medio, y se puede expresar como:

Aops = ePSMIT[DSMI*] + ePSMIT*T[DSMIH?] + £CB7-PSMI"[cB7 — psmI*] (1)
+ gCB7-DSMIH** [CB7 _ DSMIH?*]
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Considerando la protonacion del DSMI" en el complejo de inclusion y que el pH
del medio es 7, la especie protonada de DSMIH?" se puede despreciar en ausencia de

CB7.

Agps = PSMIT[DSMI*] + £CB7-PSMIT[CR7 — DSMI*] 42)
+ gCB7T-DSMIH**[CB7 — DSMIH?*]

La Aobs (ecuacion (4.2)) se puede expresar en términos de constantes de equilibrio

y de concentraciones totales de CB7 y DSMI" (ecuacion (4.3)).

mp A+ B[CB7] 4.3)

%S 1 + Kopp[CB7]

Donde:
A = ePSMIF[DSMI], (4.4)
ECB7—DSMIH2+ HYK 4.5)
a
Kpsmmz+ [H'] (4.6)
Kapp = Kpsur+ + K
a

El ajuste de la ecuacion (4.3) a los datos experimentales de la Figura 4.1-derecha,
se efectio atribuyendo varios valores de Kapp, considerando como valor 6ptimo para la
constante, el valor con que se obtuvo un minimo en desviacion estandar (%) del ajuste. A
partir de este método, se obtuvo como valor 6ptimo para la constante de equilibrio
aparente, Kqp, = (4.5+0.3)x10° M1,

Con el fin de obtener la constante de equilibrio entre las distintas sulfobetainas y
el CB7 se llevaron a cabo ensayos de desplazamiento. La influencia del CB7 en el
espectro de absorcion del DSMI' también se estudio en presencia de las sulfobetainas,
con diferentes longitudes de la cadena alquilica (SB3-10, SB3-12, SB3-14 y SB3-16).

En la Figura 4.2 se muestra, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos para el

SB3-14. La banda de absorcion centrada a 444 nm aumenta con la adicion de sulfobetaina,
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debido a que se produce el desplazamiento del DSMI" al agua desde la cavidad del

cucurbiturilo.

Absorbancia

0 | | | 0,25 TN T N O A Y B A B A A O

200 300 400 500 600 0 10+ 2x10* 3x10+4
A (nm) [SB3-14] (M)

Figura 4.2 : (Izquierda) Influencia de la concentracién de SB3-14 en el espectro de absorcion del DSMI*
en presencia de CB7. (Derecha) Representacion de la influencia de la concentracion de SB3-14 en la
absorbancia del DSMI" para A = 444 nm en presencia de CB7. La linea representa el mejor ajuste de los
datos experimentales a la ecuacion (4.3). [CB7]= 1.2x10” M; [DSMI*] = 1.17x10-3 M. Las medidas fueron

realizadas a pH neutro y a 25°C.

El analisis de los resultados experimentales se realizd de acuerdo a un modelo
competitivo. Para resolver la ecuacion (4.3) en este caso, es necesario conocer la
concentracion de CB7 libre, [CB7]f , para cada concentraciéon de sulfobetaina. La
concentracion de CB7 libre, se puede determinar a través de un proceso de simulacion,
donde se considera que los complejos formados entre el surfactante y el CB7 presentan
una estequiometria 1:1. Las constantes de equilibrio establecidas para el CB7 con el

DSMI" y para los mondémeros de surfactante (S = SB3-14) se expresan como:

K __[cB7-DsMI*] K __ |[cB7-DSMIH?*] __ [DsMIt][HY] 4.7
DSMI™ ~ [cB7][DSMI*] DSMIH?* = [CB7|[DSMIH?¥] a ™ [DSMIH2t]

K. = [cB7-DSMI*][HY] Koo = [cB7-5]
@ ™ [CB7-DSMIH2*] 11 7 [s][cB7]

El balance de materia para las concentraciones totales de CB7, DSMI" y

surfactante (SB3-14) viene dado por:

[S]y = [S]+ [CB7 — 5] (4.8)

[DSMI*]; = [DSMI*] + [CB7 — DSMI*] + [CB7 — DSMIH?*] (4.9)
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[CB7]; = [CB7] + [CB7 — DSMI*] + [CB7 — DSMIH?**] + [CB7 — S] (4.10)

Combinando las ecuaciones de las constantes de equilibrio y los balances de
materia, obtenemos una ecuacion de tercer grado para la determinacién de la

concentracion de CB7 libre:

alCB71} + b[CB7]} + c[CB7]; +d =0 (4.11)
Donde:
a = KgppKi:1 (4.12)
b =K1+ Kapp + K1.1Kapp ([DSMIT |1 + [S]y — [CB7]7) (4.13)
¢ = Kapp (IDSMI*]1 — [CB7]1) + K14 ([S]y — [CB7]7) + 1 (4.14)
d = —[CB7]; .15)

La ecuacion (4.11) se resolvié para distintos valores de K., obteniendo [CB7]x.
Se consider? el valor de K11 6ptimo, el que se obtuvo del ajuste de la ecuacion (4.3) a los
datos experimentales de la Figura 4.2-derecha, con el valor que se obtuvo un minimo de
la desviacion estandar (y°) del ajuste. A partir de este método competitivo, se obtienen
los valores de las constantes de equilibrio, K71, entre el CB7 y las distintas sulfobetainas,

recogidos en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 : Valores de las constantes de equilibrio para los complejos 1:1 (Ki.1) entre CB7 y las distintas
sulfobetainas obtenidas en agua a 25°C. Se incluyen también los valores de la concentraciéon micelar critica
(cmc) para cada surfactante.

Surfactante Ki.i (M) cme*® (M)
SB3-10 (3.420.1)x10° 1.3x1072
SB3-12 (2.3+0.1)x10° 2.0x1073
SB3-14 (4.5+0.1)x10° 2.0x10*
SB3-16 (6.1£0.1)x10° 2.0x10°
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Como se puede observar en la Tabla 4.1, los valores de las constantes de equilibrio
son casi independientes de la longitud de la cadena alquilica de los surfactantes a pesar
de la gran diferencia en los valores de su cmc. En estudios anteriores del grupo® se ha
mostrado que las constantes de equilibrio de los surfactantes catiénicos con el CB7 son
independientes de la longitud de la cadena alquilica del surfactante, consecuencia de la
interaccion electrostatica entre la carga positiva y los grupos carbonilo de los portales del
cucurbiturilo. Ademads, los valores de las constantes de equilibrio obtenidas con esta
familia de surfactantes, son del mismo orden de magnitud que los obtenidos para los
bromuros de alquiltrimetilamonio, lo que sugiere que el CB7 interactua principalmente
con la parte catidnica del grupo de cabeza de las sulfobetainas, despreciando la parte

negativa.

4.3.1.2 Caracterizacion estructural de los complejos host:guest entre el CB7 y las

Sulfobetainas

El proceso de complejacion del SB3-14 con el CB7 se estudid detalladamente
mediante experimentos de '"H RMN y TOCSY, para muestras con concentraciones de
[SB3-14] = 0.5 mM y [CB7] = ImM. Los dos componentes, CB7 y SB3-14 presentan
sefiales de "H RMN que no se superponen, lo que facilita la identificacion de las sefales
individuales de ambos componentes. En la Figura 4.3 se muestra, a modo de ejemplo, los

espectros de 'H RMN del CB7, SB3-14 y la mezcla de ambos componentes.

JMUJLLJ .
JL J n

6.0 5.5 3.5 3.0 2.5 1.0 D.S
3 (ppm)

Figura 4.3 : Espectros de 'H RMN del CB7, SB3-14 y mezcla CB7+SB3-14.
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4.3.1.2.1 Andlisis de los espectros de 'H RMN

Los estudios sistematicos de RMN, proporcionan informacion valiosa sobre la
estequiometria y estructura de los complejos. Los cambios en los desplazamientos
quimicos del guest inducidos por la complejacion (Ad = Spound — Ofrec) SON Muy ilustrativos
con respecto a su ubicacion relativa en la cavidad del CB7. Se observa desplazamientos
quimicos hacia campo alto (Ao < 0), para protones situados dentro de la cavidad
hidréfoba, mientras que el desapantallamiento provocado por los grupos carbonilo origina
desplazamientos quimicos hacia a campo bajo (Ad > 0) en las resonancias de los protones
del guest en la proximidad de los oxigenos carbonilicos®*>2.

En la Figura 4.4 se muestran los espectros de 'H RMN del surfactante (SB3-14)
en ausencia y en presencia de CB7. Como se puede observar, los cambios en los
desplazamientos quimicos de los protones de la cadena alquilica presentan
desplazamientos hacia campo alto (Ad < 0) debido a la formacion del complejo 1:1 entre
CB7 yel SB3-14.

En estado libre, el CB7 posee un plano de simetria y hace que los protones de los
portales sean equivalentes, originando un espectro de 'H RMN con dos dobletes y un
singlete (Figura 4.3). Sin embargo, cuando la cavidad del CB7 se encuentra ocupada por
un guest, se observa que las sefiales correspondientes a los protones del portal del CB7

originan cuatro dobletes, debido a la ruptura del plano de simetria del CB7 (Figura 4.4).
[CB7]/[SB3-14]=2

N(CH3)2 2

6.0 55 5.0 4.5 4.0 3s 3.0
5(ppm)

Figura 4.4 : Espectros de 'H RMN del SB3-14 (0.5 mM) en ausencia y presencia de CB7 (1 mM). Los

atomos de carbono se empiezan a enumerar a partir del grupo sulfonato (albergando los atomos de carbono
del espaciador y de la cadena alquilica).
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4.3.1.2.2 'HTCOSY

La asignacion de '"H RMN de la sulfobetaina se ha realizado mediante la técnica
de TCOSY (del inglés Total Correlation SpectroscopY). Esta técnica nos permite
identificar el acoplamiento entre los protones de la cadena alquilica y del espaciador del
surfactante (SB3-14), ambas cadenas alquilicas por separado. Por consiguiente, cuando
se compleja el SB3-14 con el CB7, observamos en el 'H RMN que los protones de la
cadena alquilica que aparecian como dos sefiales (asignadas como 5 y Ce.16), cuando se
complejan la sefial a la que pertenecen los protones de Cs.16, se desdobla en cinco sefiales
distintas (ver Figura 4.4). Con esta técnica nos fijamos en el acoplamiento de las sefiales
mas intensas, y asi podemos identificar donde estd cada proton de la misma cadena
(Figura 4.5). Por un lado, tenemos la cadena del espaciador (1, 2, 3) y por otro lado
tenemos la cadena alquilica (4-Ct), y fijdndonos en la intensidad de las sefales podemos

identificar la posicion de cada proton por separado.

[
N(CHa)> 13-16
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Figura 4.5 : Espectro TCOSY del SB3-14 (0.5 mM) en presencia de CB7 (1 mM), donde se muestra la
correlacion entre las sefiales de la cadena alquilica (4-Ct) y del espaciador (1-3), por separado. Los atomos
de carbono se empiezan a enumerar a partir del grupo sulfonato.

Con la ayuda de ambas técnicas, 'H RMN y TCOSY, analizamos los cambios
significativos de los desplazamientos quimicos que se producen en las sefiales de la
sulfobetaina, inducidos por la complejacion con el CB7 mostrando desplazamientos hacia

campo bajo y también hacia campo alto (ver Figura 4.4 y Figura 4.5).
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En la Figura 4.6 se muestra un analisis detallado de los valores de los
desplazamientos quimicos para las sulfobetainas (SB3-14 y SB6-14), donde se observan
desplazamientos hacia campo bajo (Ad > 0) para los protones del espaciador (nombrados
como: 1-3 para el SB3-14; y 1-6 para el SB6-14) de la sulfobetaina y para los protones
del carbono terminal (Ct) de la cadena alquilica. Todas las demas sefiales muestran un
desplazamiento quimico hacia campo alto (Ad < 0) en distintas magnitudes. Los cambios
mas significativos hacia campo alto, se observan para los protones de la cadena alquilica
proximos al grupo amonio (N(CH3)2), desde el carbono 4 hasta el carbono 11 para SB3-
14, y desde el carbono 7 hasta el 14 para SB6-14. Se observan pequefios cambios de
desplazamientos negativos para los protones del grupo de cabeza N'(CHs),,
probablemente como resultado del equilibrio entre la inclusion de un grupo metilo en el

interior de la cavidad del CB7, Ad <0, y otro localizado fuera de la cavidad, Ad > 0.

A3 (ppm)
AS (ppm)

. A

0:8 | 0

3 \/\/\/\N9 c
o 0

Figura 4.6 : (Izquierda) Desplazamientos quimicos inducidos por el CB7 (A8 = Svound — Ofree, ppm) en los
espectros de '"H RMN de SB3-14, para la relacién molar [CB7]/[SB3-14] = 2; [SB3-14] = 0.5 mM;
(Derecha) Desplazamientos quimicos inducidos por el CB7 (A8 = Sbound — Ofiee, ppm) en el espectros de 'H
RMN de SB6-14, para la relacion molar [CB7]/[SB6-14] = 2; [SB6-14] = 0.5 mM. Se representa el dibujo
de la estructura del complejo host:guest, para cada sulfobetaina.

Los desplazamientos quimicos inducidos por la complejacion mostrados en la
Figura 4.6, indican que casi nueve grupos metileno de las sulfobetainas muestran un
efecto hacia campo alto. El tamafio de la cavidad del CB7 (9.1A) permite la inclusion de
hasta siete atomos de carbono de una cadena alquilica, si se encuentran en conformacion
trans. Basdndonos en estudios previos de nuestro laboratorio, dos CB7 deberian estar

involucrados en la formacién de ambos complejos host:guest, un externo y otro interno*’.
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Ademas, en el estudio realizado por Steinke y Tunel®?

, se muestra que el CB6 podria
unirse a los iones amonio formando un complejo interno y otro externo, y el complejo
externo podria intervenir en los procesos de reticulacion del polimero. Por tanto,
podriamos pensar que en nuestro caso deberia participar en la interaccion con
sulfobetainas mas de un cucurbiturilo. La formacién de complejos externos sera de gran

importancia en la preparacion de las SNPs, podrian intervenir en procesos de reticulacion

(cross-linking).

4.3.2 Influencia del CB7 en el proceso de micelizacion de las

Sulfobetainas

4.3.2.1 Tension superficial

En ausencia de aditivos, los valores obtenidos para la tension superficial (o) en
funcion de la concentracion de las sulfobetainas (SB3-14 y SB3-16) en disolucion acuosa,
presentan un perfil similar al estudiado por otras técnicas para disoluciones de
surfactantes convencionales. La concentracion micelar critica (cmc) del surfactante se
determina en el punto donde se observa un cambio brusco en la pendiente de los datos de
o frente a la concentracioén de surfactante (Figura 4.7). Para el SB3-14 y SB3-16, se ha
obtenido un valor de cmc de 0.2 mM (2x107* M) y 0.03 mM (3x107 M), respectivamente,

de acuerdo con el valor encontrado en la bibliografia®.
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Figura 4.7 : Variacion de la tension superficial (c) con la concentracion de las sulfobetainas SB3-14 (e),
SB3-16 (e) .T=25°C.

La inclusién de la sulfobetaina en la cavidad del CB7 impide su autoagregacion,
de tal modo que la concentracion micelar critica se desplaza a valores mas altos. En la

Figura 4.8 se muestra la variacion de la tension superficial en funcion de la concentracion
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de SB3-14 y SB3-16 tanto en ausencia como en presencia de CB7, y asi podemos
comparar los distintos estudios. La tension superficial de ambas sulfobetainas en ausencia
de CB7 se muestra previamente en la Figura 4.7. Cuando adicionamos el CB7,
manteniendo su concentracion constante ([CB7] = 1 mM) y variamos la concentracion de
sulfobetaina, observamos que el intervalo de tension superficial no afectada se amplia en
dos ordenes de magnitud, desplazando la concentracion micelar critica (cmc;) a valores
superiores a 1 mM para ambas sulfobetainas, independientemente de que por si solas
tengan valores de cmc distintos en ausencia de CB7. Se puede observar igualmente que
la tension superficial en presencia de [CB7] = 1 mM permanece constante para la SB3-
16 hasta 0.1 mM, mientras que para el caso de la SB3-14 hasta 0.4 mM, indicando que el
complejo host:guest formado por sulfobetaina y cucurbiturilo no absorbe en la interfase
aire-agua. Mientras que cuando adicionamos concentraciones equimolares de
sulfobetaina y CB7, el intervalo de tension superficial no afectada se amplia, pero en
menor magnitud que para el caso de [CB7] = 1 mM desplazando la concentracion micelar
critica (cmc;) a valores mas altos, para la SB3-16 es de 0.3 mM y para la SB3-14 es de

0.7 mM.
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Figura 4.8 : (Izquierda) Variacion de la tension superficial (c) con la concentracion de SB3-14 en ausencia
de CB7 (e®), en presencia de concentraciones equimolares de SB3-14 y CB7 (A) y en presencia de una
concentracion constante de CB7, [CB7] =1 mM, (m) a 25°C. (Derecha) Variacion de la tension superficial
(o) con la concentracion de SB3-16 en ausencia de CB7 (®), en presencia de concentraciones equimolares
de SB3-16 y CB7 (A) y en presencia de una concentracion constante de CB7, [CB7] =1 mM, (m) a 25°C.

La disminucién de la tensidon superficial para las disoluciones acuosas de
surfactante se atribuye a la adsorcion del mondémero de surfactante en la interfase aire-
agua. Debido a que tanto el CB7 puro como los complejos de inclusion de
CB7:sulfobetaina no se adsorben en la interfase aire-agua, debemos esperar una unica
dependencia de la tension superficial sobre la concentracion de mondmero de

sulfobetaina.
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En la Figura 4.9 se encuentra representada la concentraciéon de monomeros de
SB3-16 frente a la concentracion total de surfactante, en presencia de concentraciones
equimolares de SB3-16 y CB7 y en presencia de [CB7] = 1 mM. Los datos de la tension
superficial frente a la [SB3-16] en ausencia de CB7, pueden usarse como una curva de
calibracion para obtener la cantidad de mondémeros de la SB3-16 en presencia de
cucurbiturilo. Ademas, utilizando las constantes de equilibrio del complejo host:guest
presentadas en la Tabla 4.1, es posible calcular la concentracion de mondmero de
sulfobetaina en funcion de la concentracion total de sulfobetaina en presencia de distintas
concentraciones de CB7. Estos valores para el caso de la SB3-16, se muestran en la Figura
4.9, como se puede observar las concentraciones de mondémeros determinadas
experimentalmente son siempre mayores que las calculadas, considerando sélo la
formacion de complejos host:guest 1:1 con el cucurbiturilo, lo que nos indica que la
concentracion de mondmero de surfactante en presencia de CB7 esta subestimada. Hemos
obtenido resultados similares con otras sulfobetainas y debemos atribuir estos resultados
a una disminucion de las moléculas disponibles de CB7 para la complejacion de la
sulfobetaina. Como mostraremos mas adelante, un nimero de moléculas de CB7 deberian
ser secuestradas, actuando en la reticulacion (cross-linking) para la formacion de las

nanoparticulas supramoleculares (SNPs).
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Figura 4.9 : Representacion de la concentracion de mondémeros de SB3-16 frente a la concentracion total
del surfactante, en presencia de concentraciones equimolares de SB3-16 y CB7 (A) y en presencia de [CB7]
=1 mM (m), calculadas utilizando la constante de equilibrio mostrada en la Tabla 4.1. La concentracion de
monémeros de SB3-16 frente a la concentracion total del surfactante, en presencia de concentraciones
equimolares de SB3-16 y CB7 (A) y en presencia de [CB7] =1 mM (0), calculadas utilizando los resultados
obtenidos de la tension superficial en ausencia de CB7. La linea azul representa la concentraciéon micelar
critica del SB3-16.
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4.3.3 Caracterizacion de las nanoparticulas supramoleculares (SNPs)

basadas en CB7
4.3.3.1 DLS

Los experimentos de DLS evidencian la existencia de tres modos de relajacion
para SB3-16 en la distribucion del tiempo de decaimiento. La Figura 4.10-(a) muestra un
modo rapido a tiempos de relajacion cortos (T~ 0.02 ms para 6 = 90°) y un segundo modo
a tiempos de relajacion intermedios (t = 0.70 ms para 6 = 90°). Ambos modos dependen
del 4ngulo de medida y se relacionaron con la difusion de micelas de SB3-16 y con los
agregados micelares de SB3-16, respectivamente. Ademads, se observa un modo lento a
tiempos de relajacion largos, que es independiente del vector de dispersion, lo que indica
que es un modo "viscoelastico". El coeficiente de difusion promedio de las micelas de
SB3-16 se obtuvo mediante el ajuste lineal de la dependencia angular de los tiempos de
relajacion del modo rapido (Figura 4.10-(b)), D = (78.8+1.3) um?/s, lo que corresponde a
un radio hidrodinamico promedio de Ry = 3.11£0.05 nm. Cuando se afiade el CB7 a la
disolucion de SB3-16, [CB7]= 1 mM y [SB3-16]= 1 mM, se forma un complejo de
inclusion y ya no se observan micelas de SB3-16. Esta caracteristica se puede observar
claramente en la Figura 4.10-(a) donde el modo répido asociado a las micelas de SB3-16
desaparece en la distribucion de tiempos de decaimiento después de adicionar el CB7, y

las nanoparticulas supramoleculares derivadas del complejo host:guest permanecen en la

disolucion.
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Figura 4.10 : (a) Comparacion de la distribucion de tiempos de decaimiento para las micelas de SB3-16

(o) y para el complejo de inclusion CB7:SB3-16 (A); (b) Determinacion del coeficiente de difusion
promedio para las micelas de SB3-16.
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Por otra parte, esta nanoparticula supramolecular se observa claramente debido a
su dependencia angular, Figura 4.11-(a). El coeficiente de difusion promedio del
agregado supramolecular formado al mezclar concentraciones equimolares de SB3-16 y
CB7 se obtuvo mediante el ajuste lineal de la dependencia angular de los tiempos de

relajacion del modo rapido, D= (2.18+0.08) pm?/s, lo que corresponde a un radio

hidrodindmico promedio de Ry = 11544 nm (Figura 4.11-(b)).
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Figura 4.11 : Datos de DLS para el complejo de inclusion CB7:SB3-16 ([CB7]= 1 mM;[SB3-16]= 1 mM).
(a) Dependencia angular; (b) Determinacion del coeficiente de difusion promedio para el complejo de
inclusion.

Las nanoparticulas supramoleculares obtenidas a partir de la agregacion de
complejos host:guest pueden desagregarse con la adicidon de un guest competitivo. Dado
que el CB7 tiene la capacidad para complejar cationes tetraetilamonio™ se estudio su
efecto en la estabilidad de las SNPs. La adicion de tetractilamonio, [TEA]= 2 mM,
compiten con la SB3-16 para complejarse con el CB7, desplazando la SB3-16 de los
complejos host:guest, obteniéndose la recuperacion de las micelas de SB3-16. En la
Figura 4.12 se muestra el ajuste lineal de la dependencia angular de los tiempos de
relajacion del modo de las micelas, dando un valor de coeficiente de difusion promedio
de D = (115.1£1.5) pm?/s, que corresponde a un radio hidrodindmico promedio de Ry =
2.1£0.3 nm. Este tamafo de radio hidrodindmico es ligeramente menor que el que
obtuvimos antes, pero esto puede deberse a la presencia de una gran cantidad de cloruro

de tetraetilamonio en disolucion.
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Figura 4.12 : Datos de DLS para las micelas de SB3-16 recuperadas después de la adicion de 2 mM de
TEA, con el fin de romper las particulas supramoleculares de CB7:SB3-16.

La agregacion-desagregacion de las SNPs inducida por un guest competitivo
(TEA) se muestra claramente en la Figura 4.13 mediante experimentos de DLS en un

angulo de dispersion de 90°.
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Figura 4.13 : Medidas de DLS en un angulo de dispersion de 90°, que muestran las distribuciones de
tamafio de: (linea negra) micelas formadas por SB3-16 con una concentracion de 3 mM y con un didmetro
de 8.119 nm; (linea roja) SNPs formadas por una mezcla equimolar de 1.5 mM de SB3-16 y CB7 con un
diametro de 172.1 nm y (linea azul) desagregacion de las SNPs produciendo micelas por la adicion de 2mM
de cloruro de tetractilamonio (TEA) a la mezcla de [SB3-16]=[CB7]= 1.5 mM obteniendo un diametro de
7.853 nm. Todos los experimentos fueron realizados en agua Milli-Q y a 25°C.

4.3.3.2 Crio-TEM

Con el objetivo de confirmar por otras técnicas la formacion de las nanoparticulas
supramoleculares (SNPs) se realizaron experimentos de Crio-TEM (Crio-Microscopia
Electronica de Transmision) de una disolucion con cantidades equimoleculares de
[CB7]=[SB3-16]= 2 mM vy otra disolucion de control, conteniendo unicamente
surfactante, [SB3-16]= 2 mM.

La Figura 4.14-derecha muestra que en la imagen correspondiente a la mezcla

equimolar de CB7 y SB3-16, se observa un agregado circular en tono gris mas oscuro,
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cuyo tamaio es de aproximadamente 200 nm. Sin embargo, en la Figura 4.14-izquierda
(disolucién de sulfobetaina) no se aprecia ningun tipo de estructura. Por tanto, podemos

confirmar la formacién de las nanoparticulas supramoleculares también por este método.

Figura 4.14 : Imagenes del Crio-TEM para las mezclas que contienen: (Izquierda) disolucion de SB3-16
(2 mM) en ausencia de CB7; (Derecha) Disolucion equimolar de [CB7]=[SB3-16]=2 mM.

La formacion de las nanoparticulas supramoleculares de CB7 y sulfobetainas
puede explicarse considerando la formacion de complejos internos y externos entre el
cucurbit[7]urilo y la parte cationica del surfactante®. En el Esquema 4.4 se propone una
situacién donde los complejos externos pueden actuar como un enlace cruzado entre las
sulfobetainas complejadas por CB7. La implicacion del CB7 en la reticulacion es
compatible con los resultados de tension superficial, que muestran que una cantidad

importante de CB7 no esté disponible para complejar los mondémeros de la sulfobetaina.

OIS LD

Esquema 4.4

125



Capitulo 4

En la Figura 4.15-izquierda se muestra el tamafio del didmetro de las
nanoparticulas supramoleculares en funcidon del tiempo. Estos resultados fueron
obtenidos por el aparato de Malvern-ZetaSizer, que utiliza la dispersion dindmica de luz
en un angulo de dispersion de 90°. Los SNPs se obtuvieron mezclando CB7 con una
concentracion 1.5 mM y diferentes concentraciones de sulfobetaina obteniéndose asi
distintas relaciones molares: [SB3-16]/[CB7] =0.5; 0.67; 1 y 2. Un aumento adicional de
la concentracion de sulfobetaina, conduce a relaciones molares mayores, [SB3-16]/[CB7]
=4y 5.3, dando lugar a que la sulfobetaina se autoagrege, formando micelas e impidiendo

la formacion de las nanoparticulas supramoleculares (ver Figura 4.16).
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Figura 4.15 : (Izquierda) Representacion grafica de la evolucion del tamafio con el tiempo de las
nanoparticulas supramoleculares (SNPs) derivadas de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para distintas
relaciones molares a 25°C. (m) [SB3-16]/[CB7] = 0.5; (o) [SB3-16])/[CB7] = 0.67; (®) [SB3-16])/[CB7] =1
y (0) [SB3-16]/[CB7] = 2. (Derecha) Influencia de la relacion molar de Sulfobetaina:CB7 sobre el tamafio
de las SNPs después de su estabilizacion. La linea roja muestra el tamafio de las micelas de SB3-16.

La tendencia general que se muestra en la Figura 4.15, es que el tamafio de las
SNPs disminuye en las primeras dos horas después de su formacion, estabilizandose
después de un dia y manteniéndose estable durante al menos dos semanas. La
dependencia tamafio-tiempo puede ser explicada por la compactacion de las
nanoparticulas preformadas, debido a la adsorcion de los mondémeros de la
sulfobetaina. Esta adsorcién apantalla las repulsiones electrostaticas entre los grupos
sulfonato de las sulfobetainas y los portales del cucurbiturilo, permitiendo una estructura
mas compacta. La Figura 4.15-derecha muestra que el tamafio de las SNPs aumenta con
el porcentaje de sulfobetaina en la mezcla de reaccion, este efecto se puede atribuir a un
mayor porcentaje de surfactante en la superficie de las nanoparticulas. Como se mostrara
a continuacion, este comportamiento es compatible con la carga superficial mas negativa

de los SNPs al aumentar la concentracion de surfactante.
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Figura 4.16 : (Izquierda) Evolucion del tamafio con el tiempo de las nanoparticulas supramoleculares
(SNPs) derivadas de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para la relacion molar [SB3-16]/[CB7] = 4 a 25°C.
(Derecha) Evolucion del tamafio con el tiempo para las nanoparticulas supramoleculares (SNPs) derivadas
de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para la relacion molar [SB3-16]/[CB7] = 5.3 a 25°C. La linea roja muestra
el tamafio de las micelas de SB3-16.

La Figura 4.17-izquierda muestra la evolucion del Potencial Zeta con el tiempo
para distintas relaciones molares de las SNPs, donde se observa la misma tendencia que
para la evolucion del tamafio. El potencial Z disminuye con el tiempo, alcanzando el
equilibrio después de 24 horas y manteniéndose constante durante casi dos semanas. Para
relaciones molares de [SB3-16]/[CB7] < 1, los valores de potencial Z inicialmente son
positivos y van disminuyendo con el tiempo hasta alcanzar valores negativos muy
pequetios en el equilibrio. El comportamiento experimental puede explicarse por la rapida
formacion de agregados supramoleculares y posterior lenta adsorcion de SB3-16 hasta
alcanzar el equilibrio. El valor del potencial Z en el equilibrio es claramente menos

negativo que para las micelas de SB3-16 puras.
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Figura 4.17 : (Izquierda) Representacion grafica del Potencial Z con el tiempo de las nanoparticulas
supramoleculares (SNPs) derivadas de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para distintas relaciones molares a
25°C. (m) [SB3-16]/[CB7]=0.5; (0) [SB3-16]/[CB7]=0.67; (®) [SB3-16]/[CB7] =1y (o) [SB3-16]/[CB7]
= 2. (Derecha) Influencia de la relacion molar Sulfobetaina:CB7 sobre el Potencial Z de las SNPs después
del equilibrio. La linea roja muestra el Potencial Z de las micelas de SB3-16.
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Al aumentar el porcentaje de sulfobetaina en la mezcla de reaccidon se observan
valores de potencial Z mas negativos, claramente los valores estan por debajo del valor
de las micelas de SB3-16 puras. Se han observado valores minimos de potencial Z para
la relacion molar [SB3-16]/[CB7] = 1, lo que sugiere la gran adsorcion del surfactante en
la superficie de las SNPs. Un aumento adicional de la concentracion de la sulfobetaina en
la relacion molar con el CB7, no da lugar a nanoparticulas mas negativas. Por tanto, para
[SB3-16] =2mM y [CB7] = 1mM, la cantidad de monomeros de surfactante en disolucion
debe ser claramente mayor que la concentracion micelar critica de surfactante, cme =
0.02mM, permitiendo que la micelizacion actlie como un proceso competitivo con las
SNPs. El proceso de micelizacion hace que disminuya el surfactante disponible para ser
adsorbido en la superficie de las SNPs. Este efecto se muestra claramente para relaciones
molares mayores, [SB3-16]/[CB7] = 4 y 5.3, donde las SNPs observadas justo después
de la mezcla se desagregan en menos de una hora, dando lugar a la formacién de micelas

(ver Figura 4.16 y Figura 4.18).
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Figura 4.18 : (Izquierda) Evolucion del Potencial Z con el tiempo de las nanoparticulas supramoleculares
(SNPs) derivadas de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para la relacion molar [SB3-16]/[CB7] = 4 a 25°C.
(Derecha) Evolucién del Potencial Z con el tiempo de las nanoparticulas supramoleculares (SNPs)
derivadas de la SB3-16 y el CB7 obtenidas para la relacion molar [SB3-16]/[CB7] = 5.3 a 25°C. La linea
roja muestra el potencial Z de las micelas de SB3-16.

En los complejos host:guest formados por la SB3-16 y el CB7, el grupo amonio
(cargado positivamente) de la sulfobetaina se encuentra dentro de la cavidad del
cucurbiturilo, o muy cerca de sus portales. Como consecuencia, la mayor parte de la carga
positiva esta protegida por los grupos carbonilo, presentes en la entrada de los portales
del CB7, dando lugar a nanoparticulas con una carga neta negativa en su superficie

(Esquema 4.5).
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Esquema 4.5

4.3.4 Las SNPs como portadoras de farmacos

Las caracteristicas particulares de las SNPs obtenidas, nos alientan a explorar la
posibilidad de la encapsulacion molecular de farmacos dentro de las nanoparticulas
hibridas formadas por el cucurbiturilo/surfactante, y posterior liberacion bajo efectos
externos. La 5(6)-carboxifluoresceina (CF) es un fluoréforo con excelentes propiedades
luminiscentes que constituye una sonda 6ptima para estudios de encapsulacion. La CF se
quenchea a concentraciones altas (50 mM) y recupera su fluorescencia tras su
dilucion®®. Por lo tanto, preparamos disoluciones equimolares de CB7, [CB7] = 1.5 mM,
y SB3-16, [SB3-16] = 1.5 mM, que contenien la CF en concentraciones quencheadas en
un tampén acuoso (50 mM). La mezcla de volimenes iguales de las disoluciones de
cucurbiturilo y sulfobetaina (que contienen CF) provocé la formacion de dispersiones de
las SNPs con carboxifluoresceina quencheada. Después de la extrusion de esta mezcla
heterogénea a través de una membrana de policarbonato (tamafo del poro de 200 nm) y
la eliminacion del colorante no encapsulado por filtracion en gel (Sephadex G-50) se
obtuvo una dispersion uniforme de las nanoparticulas con colorante encapsulado, y un

tamafio controlado de 200 nm aproximadamente (ver Figura 4.19-izquierda).
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Figura 4.19 : (Izquierda) Experimento de DLS para el tamafio de las nanoparticulas supramoleculares
(SNPs) con CF encapsulada en su interior, con un diametro de 172.1nm. (Derecha) Experimento de DLS
donde se rompen las SNPs al afadir TEA, y se observa el tamafio de la micela de SB3-16 con un didmetro
de 7.853nm.

También investigamos la liberacion, desencadenada por un estimulo externo del
contenido de las nanoparticulas, mediante la adicion de unos destructores adecuados para
la mezcla CB7/SB3-16. Inicialmente supervisamos la emision de fluorescencia de la
CF (Aexc = 492 nm, Aem = 517 nm) de las nanoparticulas tras la adicion del cloruro de
tetractilamonio (TEA), la cual sabemos que se une fuertemente a la cavidad del
cucurbiturilo®’. Sin embargo, en la Figura 4.20 se muestra que la adicion de TEA a las
SNPs proporciond una ligera inesperada disminuciéon de la emision de la CF. Este
comportamiento podria ser resultado de una complejacion de TEA/CB7 junto con la
simultdnea micelizacion del surfactante con la CF en su interior, una situacion que

inhibiria el aumento esperado de la emision de la CF.
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Figura 4.20 : Fluorescencia de la CF encapsulada en nanoparticulas supramoleculares (SNPs) formadas
por [SB3-16]=[CB7]= 1.5x10" M a 25°C. Activamos la liberacion del contenido de la SNP mediante la
adicién de: (m) TEA y (@) a-CD. [CF]= 1x107 M.

La formacion de micelas de SB3-16 después de la eliminacion del CB7, se

correlaciona con la reduccion de tamafio observado en los experimentos de DLS después
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de la adicion de TEA a las dispersiones de las nanoparticulas de CB7/SB3-16 (desde 200
nm hasta 8§ nm, aproximadamente se puede ver en la Figura 4.19). Se debe mencionar que
la formacion de micelas de SB3-16 después de la eliminacion de CB7, esta favorecida en
el rango de concentracion empleado, ya que estamos por encima de la concentracion
micelar critica del SB3-16 (cmc = 0.02 mM). La formacion inicial de micelas de
sulfobetaina/CF debe descartarse, ya que el mismo protocolo de extrusién para SB3-16
conducen a la formacién de micelas con un tamafio de 8 nm, que son claramente
diferentes a los 200 nm de tamafio de las nanoparticulas hibridas formadas por CB7/SB3-
16. Ademads, pudimos confirmar experimentalmente que la adicion de sulfobetaina (a
concentraciones mayores de la cmc) inactivé considerablemente la emision de la

carboxifluoresceina (ver Figura 4.21).
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Figura 4.21 : Influencia de la concentracion de SB3-16 sobre la intensidad de emision de la CF, a medida
que aumenta el nimero de micelas del surfactante se quenchea la fluorescencia de CF, debido a la
encapsulacion de CF en el interior de las micelas a 25°C. [CF]= 1x1077 M.

Por tanto, con el fin de interrumpir la formacion de las micelas de SB3-16, se trata
las nanoparticulas con a-CD, produciéndose un importante aumento en la emision de la
carboxifluoresceina, que confirma la liberacion del colorante interno de las SNPs después
de la desagregacion y también la interrupcion de la formacion de micelas de SB3-16 (ver
Figura 4.20). La Figura 4.22 confirma la importancia de la micelizacion del surfactante,
mediante el tratamiento directo de la micela de SB3-16 con a-ciclodextrina, observamos

que se produjo una recuperacion completa en la emision de la CF.
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Figura 4.22 : Espectro de emision de la CF (linea negra): en presencia de micelas de SB3-16 (linea roja),
y en presencia de micelas de SB3-16 cuando a mayores se le afiade o-CD (linea azul) [CF]= 1x107 M;
[SB3-16]= 2x10 M; [0-CD]=1x10"2 M. T= 25°C.

4.4 Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio, nos permitieron confirmar la formacion
de complejos de inclusion entre CB7 y surfactantes zwitterionicos (sulfobetainas) con
cadenas alquilicas de diez a dieciséis grupos metileno. Los valores de las constantes de
equilibrio entre el CB7 y las sulfobetainas se determinaron a través de experimentos
competitivos, en que se utilizé el DSMI'. Se mostrd que los valores de las constantes de
equilibrio son independientes de la hidrofobicidad del guest y se confirmo la interaccion
electrostatica como principal fuerza. La caracterizacion por RMN de los complejos
host:guest sugirio la formacion de un complejo de inclusion donde el CB7 interactia con
el grupo catidénico del surfactante zwitterionico al incluir parte de su cadena alquilica.
Esta union tan fuerte esta reticulada por moléculas de CB7 adicionales, dando lugar a la
formacion de nanoparticulas supramoleculares (SNPs).

Se ha estudiado la formacion reversible de nanoparticulas supramoleculares, con
un tamaio cercano a 200 nm y obtenidas mediante la unién de CB7/sulfobetaina, ademas
se han caracterizado por experimentos de DLS y Crio-TEM. Los monoémeros de
sulfobetaina se pueden desplazar de la cavidad del CB7 mediante la adicion de un guest
apropiado, por ejemplo, el tetractilamonio (TEA), resultando la desagregacion de las
SNPs. La evolucion de las SNPs con el tiempo, indica que la estructura amorfa reticulada
inicial evoluciona con el tiempo por absorcion de mondmeros de sulfobetaina adicionales,
dando lugar a una reduccion de tamafio y un potencial de superficie mas negativo. El
potencial de superficie, que es siempre negativo, se puede modificar por la relacién molar

de [SB3-16]/[CB7] logrando un Potencial Z mas negativo que el obtenido para las micelas
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de SB3-16, mediante el aumento de la concentracién de surfactante en la mezcla de
reaccion. La carboxifluoresceina (CF) se libera tras la desagregacion de las SNPs,

evidencia su posible aplicacion para la solubilizacion y liberacion de farmacos.
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5 Autoagregacion de los Calix[4]arenos Cationicos

Anfifilicos e Interaccion con el Cucurbit|[7]urilo

5.1 Introduccion

Los surfactantes convencionales son moléculas anfifilicas, que constan de una
parte hidrofobica y una parte hidrofilica, cuya principal caracteristica consiste en su
capacidad para adsorberse en superficies e interfaces. Estas moléculas cuando se
disuelven en agua tienden a agregarse para formar micelas!, donde los grupos
hidrofobicos tienden a ser direccionados hacia el interior del agregado, mientras que los
grupos hidrofilicos tienden a localizarse en la superficie de estos agregados en contacto
directo con el disolvente. Las micelas son el tipo de agregados que se encuentran con mas
frecuencia en disoluciones acuosas de surfactantes ionicos, se establecen de manera
espontanea, cuando la concentracion de surfactante en disolucion excede la concentracion
micelar critica (cmc).

Los calixarenos son macrociclos particularmente atractivos en la construccion de
surfactantes, debido a que su modificaciéon quimica es relativamente sencilla®. El grupo
de Shinkai fue el pionero en el disefio y sintesis de calixarenos anfifilicos®. En su
laboratorio se ha demostrado que, los p-sulfonatocalix[n]arenos modificados con cadenas
alquilicas en el portal inferior forman agregados micelares en disolucion acuosa. Estos
calixarenos anfifilicos se distinguen de los surfactantes convencionales, debido a que son
capaces de autoasociarse para formar micelas o vesiculas, y a mayores constan de
cavidades para formar complejos de inclusiéon con moléculas orgéanicas e iones. La
naturaleza del grupo de cabeza del calixareno anfifilico es un elemento clave en los
estudios de autoensamblaje?®, para la formacion de vesiculas o micelas en disolucion
acuosa.

La familia de los CBn debido a su estructura y potencial electrostatico negativo,
permite formar complejos de inclusion principalmente con compuestos catidnicos, y

dicha complejacion esta controlada por interacciones ion-dipolo en los portales y por
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interacciones hidrofobicas en su cavidad®. La presencia de CB7 en una disolucién que
contiene micelas origina la existencia de nuevos equilibrios de complejacion, con el
surfactante o con los contraiones, y, por tanto, esta nueva interacciéon puede cambiar la
concentracion micelar critica (cmc) a valores mas altos, alterando la formacion de
agregados coloidales. La capacidad del CB#n para formar complejos host:guest con otras
macromoléculas, que habitualmente se usan como hosts, sugiere que los calixarenos
catidnicos anfifilicos pueden actuar como guest en presencia de CB7. En la bibliografia
encontramos distintos estudios de complejacion entre dos macrociclos®’, pero
destacamos el estudio realizado por el grupo de Isaacs et al.® donde se explicd como el
CB10 compleja en su interior un calix[4]areno catidnico.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la
agregacion de los calix[4]arenos catidnicos anfifilicos en disolucion acuosa, sustituidos
en el portal inferior con cadenas alquilicas de 3, 6 y 10 atomos de carbono y grupos
trimetilamonio en su portal superior (Esquema 5.1). Se han utilizado diversas técnicas de
caracterizacion, como la conductividad, espectroscopia de fluorescencia, DOSY, DLS,
Crio-TEM...etc, permitiendo conocer el valor de la cmc para el calix[4]areno, asi como
el tamafno y geometria del agregado. También se presentan los resultados obtenidos para

el estudio de complejacion entre el CB7 y los calix[4]arenos cationicos anfifilicos.

TMAC4TP R =C;H,
TMAC4TH R= C(,Hl_}
TMAC4TD R =CH,,

Esquema 5.1

5.2 Seccion Experimental

Materiales. Todos los reactivos quimicos comerciales fueron adquiridos con la maxima
pureza disponible en Sigma-Aldrich y ninguno requiere purificacion adicional. Los
macrociclos calix[4]arenos cationicos anfifilicos (TMAC4TP, TMAC4TH y TMACA4TD)

y el cucurbit[7]urilo (CB7), fueron sintetizados en el presente estudio. E1 CB7 se ha
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sintetizado de acuerdo con el procedimiento descrito en el capitulo 3. Para la sintesis de
los tres calix[4]arenos cationicos anfifilicos seguimos un método descrito en la
bibliografia*®, que se diferencian entre ambos en el paso de sintesis (compuesto C) para
la alquilacion del portal inferior con el correspondiente bromuro de alquilo (1-
bromopropano, 1-bromohexano y 1-bromodecano) para obtener el TMACA4TP,
TMAC4TH y TMACA4TD, respectivamente.

A modo resumen, se presenta una descripcion detallada del procedimiento
experimental realizado para la sintesis del calix[4]areno cationico sustituido en el portal

inferior con cadenas alquilicas de 3 atomos de carbono (TMACA4TP).

Sintesis del 5,11,17,23-Tetrakis(trimetilamonioetil)-25,26,27,28-tetra-n-propiloxi
calix/4] areno tetracloruro (TMAC4TP)

Br H3PO, / AcOH
AICl;, Fenol Nal, = >~ HCL/ (CH,0),
—_— — —_—
w Tolueno ' | 1 DMF ' I 1 Dioxano
A B

R=C;H,
C

Cl

Me;N/ H,O
—_—
. ' ' THF ' . ’

D E

Esquema 5.2

Sintesis y caracterizacion del compuesto B. En un balon redondo de 500 mL se disolvid
p-tert-butilcalix[4]areno comercial (A) (10 g, 15.4 mmol) y fenol (8.7 g, 92.4 mmol) 250
mL de tolueno seco. A la disolucién resultante se le anadio AICl; (16.4 g, 123 mmol), se
agito la mezcla de reaccion durante 6 h a 60°C bajo atmosfera de argon. Una vez enfriada,
se afiadid 200 mL de HCI (3%) y se agitd por 30 min. Se separ6 la fase organica de la

fase acuosa, se seco la fase organica con Na;SO4 y se evapord hasta sequedad resultando
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un residuo semisélido. Al residuo semisolido se afadi® MeOH, formandose un
precipitado blanco y se filtré. Se recristalizé de CHCls/MeOH. 'H RMN (300 MHz,
CDClI3, ppm): 0 = 10.20 (s, 4H), 7.05 (d, 8H), 6.73 (t, 4H), 4.24 (s (ancho), 4H), 3.55 (s
(ancho), 4H).

Sintesis y caracterizacion del compuesto C. En un balén de 250 mL se colocaron 60 ml
de DMF seca y se afiadi6 el compuesto B (4.92 g, 11.59 mmol). A la disolucion anterior
se le adicion6 NaH (60 % en aceite mineral, 2.09 g, 52.15 mmol), previamente lavado
con hexano seco. Se agito la mezcla de reaccion durante 30 min a 60°C. Una vez enfriada
hasta 30°C, se afiadi6 lentamente 1-bromopropano (4.73 mL, 52.15 mmol) y se agito
durante 12 h a 30°C. La reacciéon se monitorizé por 'H RMN vy se afiadio NaH y una
cantidad equivalente de 1-bromopropano hasta la completa alquilacion. Se pard la
reaccion con la adicion de 300 mL de agua y se extrajo el producto con CHCl3, se seco y
evaporo la fase organica. El precipitado blanco se recristalizé en acetonitrilo. 'H RMN
(300 MHz, CDCls, ppm): 6 = 6.58 (m, 12H), 4.45 (d, 4H), 3.85 (t, 8H), 3.15 (d, 4H), 1.93
(m, 8H), 0.99 (¢, 12H).

Sintesis y caracterizacion del compuesto D. En un balén de 500 mL se disolvid el
compuesto C (3.16 g, 5.34 mmol) en 150 mL de dioxano. A la disolucién resultante se le
adiciono6 paraformaldehido (3.36 g, 112 mmol), acido fosforico (38 mL), acido acético
(38 mL), y se agit6 durante 2 h a 80°C, después se adiciono el acido clorhidrico (38 mL)
y se dejo durante 16 h. Se concentrd la mezcla de reaccion hasta aproximadamente
sequedad, se anadi6 50 mL agua fria y se extrajo con CHCIs. Se realizaron varios lavados
de la fase orgénica con agua y con una disolucion saturada de NaCl. La fase organica se
seco con Na;SO4 y se evapord hasta sequedad, resultando un aceite. A este aceite se le
adicion6 MeOH formandose un precipitado blanco, que se recristalizé en acetonitrilo. 'H
RMN (300 MHz, CDCls, ppm): 6 = 6.65 (s, 8H), 4.41 (d, 4H), 4.3 (s, 8H), 3.84 (t, 8H),
3.14 (d, 4H), 1.91 (m, 8H), 0.98 (t, 12H).

Sintesis y caracterizacion del compuesto E. En un balon de 250 mL se disolvid el
compuesto D (2.64 g, 3.36 mmol) en 80 mL de THF. A la disolucion resultante se le
afiadid trimetilamina (45% en agua, 22 mL, 140 mmol) y se agité durante 24 h a

temperatura ambiente bajo atmosfera de argdn. Se evapor6 hasta sequedad, resultando un
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aceite que precipitd con adicion de acetona. Se recristalizd en metanol/acetona y se
obtuvo el producto puro (TMACA4TP).

Los calix[4]arenos cationicos anfifilicos sintetizados en este capitulo se han
identificado por 'H RMN. TMAC4TP 'H RMN (400 MHz, D-0, ppm): § = 6.97 (s, 8H,
ArH), 4.61 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 4.22 (s, 8H, Ar-CH>-N), 4.04 (t, 8H, Ar-O-CH>), 3.45 (d,
4H, Ar-CH»-Ar), 2.92 (s, 36H, N(CH3)3), 2.03 (m, 8H, -CH>-CH>-0), 1.05 (t, 12H, CH3-
CH>-). TMACA4TH 'H RMN (400 MHz, D>O, ppm): 6 = 6.96 (s, SH, ArH), 4.59 (d, 4H,
Ar-CH>-Ar), 4.21 (s, 8H, Ar-CH>-N), 4.07 (t, 8H, Ar-O-CH>), 3.45 (d, 4H, Ar-CH>-Ar),
2.92 (s, 36H, N(CH3)3), 2.02 (m, 8H, -CH>-CH>-0), 1.54 (m, 8H, -CH>-CH>-CH>-0), 1.43
(m, 16H, alquil-CH.), 0.95 (¢, 12H, CH3-CH>-). TMACA4TD 'H RMN (400MHz, DMSO-
d6, ppm): 6=6.88 (s, 8H, ArH), 4.48 (s, 8H, Ar-CH>-N), 4.37 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 3.89
(t, 8H, Ar-O-CH>) , 3.32 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 2.94 (s, 36H, N(CH3)3), 1.88 (m,8H, -CH -
CH>-O-A4r), 1.32 (m, 56H, alquil-CH>), 0.85 (t, I12H, CH3-CH>-).

Conductividad. La conductividad eléctrica (x) se midi6 con un conductivimetro Crison
GLP 32. La temperatura se mantiene constante por medio de un bafio de agua
termostatizado a 25°C y el error en la exactitud de las medidas fue del 0.5%. Las
disoluciones se prepararon con agua Milli-Q y el estudio de la variacion de la
conductividad eléctrica con la concentracion, ha sido realizado mediante la adicion de
volumenes conocidos de una disolucidon concentrada de los calix[4]arenos (TMACA4TP,
TMACATH y TMACATD). La conductividad eléctrica se utilizé para la determinacion

del valor de la concentracion micelar critica (cmc).

Estudio espectrofluorimétrico. Todos los espectros de fluorescencia se registraron en el
fluorimetro Cary Eclipse a 25°C. Los espectros de fluorescencia del 1,8-ANS (é4cido 1-
naftaleno-8-anilino sulfénico) en disolucion acuosa y en presencia de distintas
concentraciones de calix[4]areno (TMAC4TP, TMAC4TH ,TMACA4TD, TC4 y SCATH)
se realizaron a una longitud de onda de excitacion de 350 nm. En los experimentos
realizados en el sistema CB7/TMACA4TD se registraron los cambios en el espectro de
fluorescencia de 1,8-ANS variando la concentracion de TMAC4TD y manteniendo
constante la concentracion de CB7. La concentracion de 1,8-ANS se mantiene constante
en 5x10® M para todos los estudios. Los espectros de fluorescencia del rojo nilo (NR) y
del Prodan se realizaron en disolucion acuosa y en presencia de distintas concentraciones

del TMACATD. La longitud de onda de excitacion utilizada para los espectros del NR es
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de 550 nm, manteniendo constante su concentracién 2.7x10° M, mientras que para los
espectros del Prodan se realizaron a 343 nm y su concentracion se mantuvo constante en

1.23x107° M.

Experimentos de RMN. Las disoluciones madre se prepararon en D>O. Los espectros de
DOSY fueron adquiridos por el mismo aparato, mediante experimentos de eco spin con
pulsos de gradientes bipolares. Se aplicaron gradientes rectangulares (G) con 2 ms de
duracion (), variando la potencia de los mismos entre 4 a 65 cm™ en 20 pasos. El tiempo
de difusion, A, de los experimentos fue optimizado para cada muestra de modo que la
intensidad de las sefiales disminuyera cerca del 95% para el gradiente maximo. Los datos

fueron procesados mediante el programa MestReC (Mestrelab Research Inc.).

DLS (Dynamic Light Scattering). Los diametros hidrodindmicos de las micelas del
TMACA4TD y de las vesiculas formadas por CB7/TMACA4TD se determinaron con un
aparato de Malvern-ZetaSizer (Nano ZS90), que utiliza la dispersion dinamica de la luz
en un angulo de dispersion de 90° para medir el tamafio de particula. Esta técnica mide la
difusion de particulas en movimiento Browniano, y convierte este valor a tamafio y a una
distribucion de tamano utilizando la relacion de Stokes-Einstein. Las mediciones se

realizaron en modo automatico a 25°C y se evaluaron con un estandar gaussiano.

Cryo-TEM. Las imagenes para las vesiculas formadas por la mezcla CB7/TMACA4TD se
obtuvieron usando un microscopio crio-electronico Jeol JEM 2011 operando a 200 kV,
bajo condiciones de dosis bajas, y utilizando diferentes grados de desenfoque (500-900
nm) para obtener un contraste de fase adecuado. Las imagenes fueron grabadas con una
camara Gatan Ultrascan US1000 CCD y fueron adquiridas y analizadas con el Digital
Micrograph 1.8.

5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Autoagregacion de los Calix[4]arenos Cationicos Anfifilicos

La determinacion de la concentracion micelar critica (cmc) para los agregados
micelares formados de manera espontanea por los calix[4]arenos cationicos anfifilicos

(TMACATP, TMAC4TH y TMACA4TD), puede ser determinada mediante el seguimiento
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de una propiedad del sistema, como la conductividad, y también mediante la
espectroscopia de fluorescencia, con ayuda de una sonda fluorescente sensible a los
cambios de polaridad, ambos estudios se realizan en funciéon de la concentracion de
calix[4]areno. En nuestro laboratorio se ha demostrado a través de un estudio
termodindmico que, los p-sulfonatocalix[n]arenos (SCn) modificados en el portal inferior
con cadenas alquilicas de distintos tamafios, pueden formar agregados micelares en

disolucion acuosa'”.

5.3.1.1 Meétodo conductivimétrico

La conductividad es una de las técnicas mas comunes para estudiar la
autoagregacion de los surfactantes i6nicos. A partir de esta técnica se puede obtener
directamente dos propiedades caracteristicas de los agregados micelares: el valor de la
concentracion micelar critica (cmc) y la fraccion de carga micelar neutralizada (j3). El
principio del método'! se basa en que, a concentraciones de surfactante inferiores a la
cmc, éste se comporta como un simple electrolito, por lo que la conductividad (k) aumenta
linealmente con la concentracion de surfactante. Por encima de la cmc, la concentracion
de mondmeros de surfactante se mantiene practicamente constante, por lo que el
incremento de surfactante en esta region resulta casi exclusivamente en un incremento de
la concentracion micelar y de contraiones. En el agregado micelar, las posibles
repulsiones entre las cargas de las moléculas de surfactante son apantalladas por la
incorporacion de contraiones en el agregado, consiguiendo que la carga micelar se
encuentre parcialmente neutralizada. De este modo, la conductividad de la disolucion por
encima de la cmc, se incrementa con una menor pendiente que la observada en ausencia
de micelas. Por tanto, la cmc puede ser determinada a través de la intercesion entre dos
rectas trazadas a partir de las medidas conductivimétricas obtenidas a concentraciones
por debajo y por encima de la concentracion micelar critica.

En la Figura 5.1 se muestran los datos conductivimétricos obtenidos para los
distintos calix[4]arenos cationicos tetraalquilados con cadenas de 3, 6 y 10 atomos de
carbono en el portal inferior. A partir de la interseccion de las dos rectas se determiné el
valor de la cmc para los distintos calixarenos estudiados. Ademas, con los datos
conductivimétricos también se puede obtener la fraccion de carga micelar neutralizada
(B). Los valores obtenidos para las cmc’s y para f se muestran en la Tabla 5.1. Debido a

que la variaciéon de la conductividad con respecto a la concentracion de surfactante
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aumenta linealmente antes y después de la cmc, se determino el valor de la pendiente pre-
micelar (S1) y de la pendiente post-micelar (S2) a partir del ajuste lineal de los datos
conductivimétricos. El cociente entre las pendientes es igual al grado de ionizacion de las

)12,13

micelas (o = S2/S1 , y el valor de B se obtiene a partir de la relacion B = 1-a, el cual

también se puede definir como el grado de union de los contraiones a la micela.
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Figura 5.1 : Determinacion de la cmc a partir de la conductividad en funcion de la concentracion de
TMACATP, TMAC4TH y TMACATD. T = 25°C.

Como se puede observar en la Tabla 5.1, los valores de la fraccion de carga micelar
neutralizada (B) aumentan al incrementar la longitud de la cadena alquilica de los
calix[4]arenos, siendo la diferencia mas notable el valor de B para el TMACA4TP con
respecto a los otros dos calixarenos (TMAC4TH y TMACA4TD), cuyos valores
permanecen practicamente constantes. Esto indica que la hidratacion del grupo de cabeza
cambia con el incremento de las cadenas alquilicas, lo que se ha atribuido a un cambio en
la densidad de carga en la superficie de la micela'?. A medida que aumenta la longitud de
la cadena alquilica mayor es el grado de compacidad del agregado y mas contraiones son
atraidos a la capa de Stern alrededor de las “cabezas” del surfactante, lo que resulta en el

aumento de la fraccion de carga micelar neutralizada (B)'*. Los valores de p para nuestros
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calix[4]arenos son ligeramente inferiores a los observados habitualmente para los

surfactantes alquiltrimetilamonio de cadena sencilla'>.

Tabla 5.1 : Valores obtenidos para la concentracion micelar critica (cmc) y la fraccion de carga micelar
neutralizada (B) a partir de los datos conductivimétricos para la agregacion de los calix[4]arenos catiénicos
anfifilicos 25°C.

Surfactante cmce (M) B

TMACATP 1.2x107 0.36
TMACATH 6x10* 0.69
TMACATD 3x10° 0.65

Nota: el B fue calculado a partir de o = S»/S;.

5.3.1.2 Influencia de la estructura de los surfactantes sobre la energia libre de

micelizacion (AGY) en el proceso de agregacién

Los calix[4]arenos cationicos anfifilicos estudiados se comportan como
surfactantes, y se diferencian entre ellos en la longitud de las cadenas alquilicas, por tanto,
se puede obtener informacion acerca de como influye el tamano de las cadenas alquilicas
en el proceso de micelizacion para esta clase especial de surfactantes.

A partir del método de conductividad para los distintos surfactantes (TMAC4TP,
TMACA4TH y TMACA4TD) obtuvimos los valores para la cmc y la fraccion de carga
micelar neutralizada de los contraiones a la micela (B), utilizando estos valores para
determinar la energia libre de micelizacion (AGSy) para los distintos surfactantes ionicos.
En los estudios de surfactantes con mas de una cadena alquilica, los resultados suelen
presentarse en unidades de mol de cadenas alquilicas/dm’® de disolucion (los pardmetros

expresados con estas unidades se indican con un *). De acuerdo con la ecuacion general
16 £ o Aizs . d 1 .
propuesta por Zana ” para un surfactante idnico, A;”*, con i grupos cargados con valencia
zs, j cadenas alquilicas conectadas por algunos grupos puente, y contraiones con valencia
z, la AGY viene dada por la siguiente ecuacion expresada en kJ por mol de cadenas

alquilicas/dm’:

Bln-
j

Zs Zs

Zc

] Inj 5.1
)lncmc*+RT(}l—, —ﬂ) 1)

J

AGO*—RT<1+,8i
M joUJ

Zs
Zc Zc
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donde R (kJ/mol K) y T (K) son la constante de los gases ideales y la temperatura,
respectivamente; y la cmc™* es la concentracion micelar critica en unidades de moles de
cadenas alquilicas/dm’®, donde sabemos que cmc* = jemc. Para el caso especifico de los

surfactantes estudiados en este capitulo la ecuacion (5.1) se puede escribir como:

o 1 Inj (5.2)
AGy = RT (]— + ﬁ)ln cme* — RT]—_

Por otra parte, también se puede calcular la AGY, en unidades molares, donde la

ecuacion (5.1) se reduce a la siguiente:
AGY = RT(1 + Bi)Incmc + RT(Bilni) (5.3)

Debemos destacar, que la aplicacion de la ecuacion (5.3) solo es util en el sentido de
confirmar el calculo efectuado por la ecuacion (5.1) o viceversa, sabiendo que se relaciona
AGY = j AGY . Los valores obtenidos de AGYy" y AGYy a partir de las ecuaciones (5.2) y

(5.3), respectivamente, se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2 : Valores obtenidos para las cmc’s, la fraccion de carga micelar neutralizada (B) y la energia libre
de micelizacion (4Gy), a partir del estudio conductivimétrico de la agregacion de los distintos
calix[4]arenos anfifilicos a 25°C.

Surfactante ~ nU/nC B cme / emc* AGY/AGY
M) (kJ.mol ™)
TMACATP 4/3 0.36 1.2x102/4.8x10%  -21.79/-5.44
TMACA4TH 4/6 0.69 6x10%/2.4x10°  -59.63 /-14.91
TMACA4TD 4/10 0.65 3x10°/1.2x10°  -104.48 /-26.12

(Nota: nU es el nimero de unidades que se repiten en la estructura del calix[4]areno, que es igual al nimero
de cadenas alquilicas por molécula, y nC es el nimero de atomos de carbono por cadena alquilica).

5.3.1.3 Influencia de la longitud de la cadena alquilica en el proceso de micelizacion

de los calix[4]arenos cationicos anfifilicos

La relacion entre la concentracion micelar critica (cmc) de un surfactante en
disolucién y su energia libre de micelizacion (AGyy) es probablemente la mas utilizada en

la ciencia de los surfactantes. La cmc de los calix[4]arenos cationicos anfifilicos decrece
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al incrementar la longitud de la cadena alquilica como se puede observar en la Tabla 5.2.
La dependencia del log cmc* sobre el nimero de atomos de carbono (nC) en la cadena

alquilica ha sido descrita por la regla de Klevens a través de la siguiente ecuacion!”-!%:

logecmc* = A — BnC (5.4)

donde A varia ampliamente y depende del grupo de cabeza, temperatura y tipo de
contraion, mientras que el parametro B representa la contribucion de cada grupo metileno
en la disminucion de la cmc por la cadena alquilica. En la Figura 5.2 se representa el log
cmc* frente al nimero de carbonos en la cadena alquilica (nC) para los tres calix[4]arenos
estudiados y se obtiene un ajuste lineal de los datos, cuyos valores de la ordenada en el

origen y la pendiente son de A = 0.33+0.14 y B =-0.52+0.02, respectivamente.

42 [
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=36
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Figura 5.2 : Variacion del log cmce* con el nimero de atomos de carbono en la cadena alquilica (nC) para
los distintos calix[4]arenos alquilados. La linea roja representa el mejor ajuste de los datos experimentales.

El valor de B es negativo, lo que refleja que las interacciones hidrofobicas
contribuyen favorablemente a la disminucién de AGyy'. Que se obtenga un valor negativo
para la pendiente es un comportamiento generalmente observado para las distintas clases
de surfactantes'®. El valor de A es positivo, lo que indica que la transferencia del grupo
hidrofilo desde el seno de la disolucion acuosa hacia la pseudofase micelar contribuye de
forma desfavorable al proceso de micelizacion, siendo este comportamiento similar a la
mayoria de los surfactantes. En nuestro caso el parametro A engloba la contribucion de
los grupos i6nicos, de los anillos aromaticos, de los &tomos de oxigeno que conectan las
cadenas alquilicas a los anillos y de los grupos CH> del puente. Si lo comparamos con los
surfactantes de cadena sencilla lineal, el grupo CH» y los anillos aromaticos deben de

contribuir favorablemente a la formacion de micelas mediante interacciones hidrofobicas,
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CH-rn y de tipo apilamiento m, mientras que los grupos i6nicos y polares (oxigenos) deben
contribuir desfavoreciendo el proceso de micelizacion. Por tanto, debido a que el valor
del parametro 4 es positivo sugiere que la repulsion de los grupos idnicos y los grupos
polares predomina con respecto a las interacciones hidrofobicas para el proceso de
agregacion.

El valor de la energia libre de micelizacion (AGY’) es proporcional al log cmc*,
por tanto se espera que AGy,* disminuya al incrementarse el nimero de 4tomos de carbono
(nC) en la cadena alquilica. En la Figura 5.3 se presentan los valores obtenidos de AGg;

obtenidos para los distintos calix[4]arenos frente a nC.

AG”m (kJ.mol")
o
TTT T T[T T T T T T T T TT TT

N}
IS
o
©

10
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Figura 5.3 : Variacion del parametro termodindmico 4Gy con el nimero de dtomos de carbono en la
cadena alquilica (nC) para los derivados de calix[4]areno anfifilicos. La linea representa el mejor ajuste de
los datos experimentales.

En nuestro caso, AGg;" se puede escribir como la ecuacion de Gibbs, es decir, como
el sumatorio de todas las contribuciones que cada grupo especifico del calix[4]areno

aporta a las interacciones que se establecen durante la formacion de la micela:

AGY = AGY (D) + AGY (Ar) + AGY (0) + AGY (P) + (n — 1)CAGY (CH,) (5.5)
+ AGY(CH3)

Donde [ representa los grupos idnicos y contraiones, Ar los anillos aromaticos, O el
oxigeno que conecta las cadenas alquilicas con los anillos, P el CH> del puente, CH> los
carbonos secundarios de la cadena alquilica y CH3 el carbono terminal. En un estudio
sobre la solubilidad de alcanos en agua realizado por M.Rosen?’, se demostrd que la
AGY(CH3) no cambia con el aumento de la longitud de la cadena alquilica, y se puede
representar como AGY (CH3) = AGY (CH,) + k , donde & es una constante. A partir de esta

igualdad podemos expresar la ecuacion (5.5) de la siguiente forma:
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AGY = AGY (D) + AGY (Ar) + AGY (0) + AGY (P) + k + nCAGY (CH,) (5.6)

Por tanto, cuando representamos los valores de 4Gy frente a nC (ver Figura 5.3),
se obtiene una recta del tipo AGY* = A — BnC, donde B = AGY (CH,) y A4 incluye todos
los demas parametros de la ecuacion (5.6). A partir del ajuste lineal de los datos
experimentales, se ha determinado para la pendiente (B) un valor de -2.95+0.09 kJ/mol,
que se corresponde con la energia libre de micelizacion para transferir un grupo CHz
desde el seno acuoso de la disolucion hacia la pseudofase micelar (4G (CH,)), mientras
que el valor para la ordenada en el origen (4) es de 3.17+0.69 kJ/mol. Esto significa que
las interacciones entre las cadenas alquilicas (hidrofobicas y de van der Waals)
contribuyen favorablemente a la energia libre de micelizacion, y contribuyen con valores
relativos de 42%, 79% y 88% para el TMAC4TP, TMAC4TH y TMACA4TD,
respectivamente. La contribucion del porcentaje restante viene dada por el balance de las
interacciones favorables (contribuciones del puente CH> y de los anillos aromaticos) y
desfavorables (repulsiones entre grupos ioénicos y polares) incluidas en el parametro A4,
predominan las interacciones desfavorables debido a su valor positivo.

Si comparamos el valor obtenido para AGY (CH,) = -2.95+0.09 kJ/mol en nuestro
caso, con el mencionado en la bibliografia para los surfactantes convencionales'>!'®
(AGY(CH,) = -3.35+0.20 kJ/mol), observamos que es ligeramente inferior. Por tanto, el
valor de AGY'(CH,) obtenido para los derivados de calix[4]areno catidnicos anfifilicos
puede sugerir la posibilidad de que estos compuestos establezcan interacciones
hidrofobicas intramoleculares entre las cadenas alquilicas (debido a su conformacion de
cono), en su estado monomérico, disminuyendo la variacién energética asociada con la

transferencia del surfactante desde el medio acuoso hacia el interior del agregado micelar.

5.3.2 Fluorescencia de emision de distintas sondas en presencia de

calix[4]arenos cationicos anfifilicos

5.3.2.1 Sonda fluorescente 1,8-ANS

En este apartado se estudia el comportamiento de la fluorescencia de emision con
los distintos calix[4]arenos cationicos anfifilicos (TMAC4TP, TMAC4TH vy

TMACA4TD), utilizando como sonda fluorescente el acido 1-naftaleno-8-anilino sulfonico
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(1,8-ANS, ver Esquema 5.3). La principal caracteristica de esta sonda es la alta
sensibilidad a los cambios de polaridad®!**, es minimamente fluorescente en medios
polares, como las disoluciones acuosas, pero extremadamente fluorescente en medios no
polares, tales como sistemas organizados y agregados micelares?>-**. Esta propiedad es de
gran importancia, debido a que el 1,8-ANS es ampliamente utilizado para investigar

propiedades de proteinas, bicapas lipidicas, vesiculas, receptores supramoleculares y

: “NH SOzH

Esquema 5.3

sistemas de autoensamblaje.

En principio, el substrato (1,8-ANS) puede ser susceptible de inclusién en los
calix[4]arenos catidnicos anfifilicos, tanto por la parte cationica como por la parte
hidrofobica de las cadenas alquilicas. Inicialmente se muestra el comportamiento de
fluorescencia del 1,8-ANS con los calixarenos conjuntamente, para verificar donde se
encuentra localizada la sonda, y posteriormente analizamos el comportamiento de cada
macrociclo por separado.

En la Figura 5.4 se muestra la influencia de la concentracion de los distintos
calixarenos en la intensidad de fluorescencia de emision del 1,8-ANS. Como se puede
observar, a medida que aumenta la concentracion de los calixarenos en presencia de la
sonda, se produce un aumento de la intensidad, debido a que la sonda se encuentra en un
ambiente mas hidrofébico, y dicho aumento de la intensidad se produce antes de la cmc
de cada calixareno (ver Tabla 5.1). Cabe destacar que los macrociclos empleados en este
estudio, tienen en comun el grupo trimetilamonio del borde superior y se diferencian en
la longitud de sus cadenas alquilicas del borde inferior. A partir del analisis de los
resultados obtenidos vemos que el comportamiento de la fluorescencia con los distintos
calixarenos no es el mismo, por tanto, podemos considerar que la interaccion del 1,8-
ANS con los calixarenos se produce por la parte hidrofébica de las cadenas alquilicas. En
el caso del TMACA4TD y del TMACA4TH, se necesita una menor cantidad de calixareno

para que se produzca un cambio apreciable en la intensidad de fluorescencia en
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comparacion con el TMACA4TP, esto puede ser debido a que la longitud de las cadenas
alquilicas es mayor y se incrementa su caracter hidrofobico, por lo que la sonda tiene una

mayor afinidad por el TMAC4TD y el TMAC4TH, en comparacion con el TMACA4TP.
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Figura 5.4 : Influencia de la concentraciéon de calix[4]areno sobre la intensidad de fluorescencia
normalizada del 1,8-ANS (I/Ians) a 500 nm y 25°C. () TMAC4TD, (¢) TMAC4TH y (o) TMAC4TP.

Posteriormente, considerando que la sonda interacciona con los calix[4]arenos
cationicos anfifilicos por las cadenas alquilicas, nos centramos en el comportamiento de
la fluorescencia para cada macrociclo por separado. La influencia del TMAC4TP, del
TMACA4TH y del TMACA4TD en el espectro de fluorescencia de emision del 1,8-ANS se
encuentra representada en las Figura 5.5, Figura 5.6 y Figura 5.7, respectivamente.

Como era de esperar, para los tres casos la intensidad de fluorescencia (I/1ans)
aumenta y el maximo de la banda de emision se desplaza hacia longitudes de onda (Amax)
menores a medida que aumenta la concentracion de calixareno, debido a la inclusion de
la sonda en las cadenas alquilicas de los macrociclos®. Sin embargo, un analisis detallado
de la influencia de los distintos calixarenos en Amax y la intensidad de fluorescencia
normalizada (I/Ians) antes de la cmc demuestra que su variacidon no es sincronizada, es
decir, da como resultado una capa de solvatacion no homogénea alrededor de la sonda
que se refleja en sus propiedades de fluorescencia.

Una estimacion aproximada para el caso del TMAC4TP, muestra que a una
concentracion de 1x10* M se ha observado casi el 85% del cambio general en Amax, sin
embargo, s6lo se ha alcanzado el 7% del cambio global en la intensidad de fluorescencia

en estas condiciones experimentales.
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Figura 5.5 : (Izquierda) Influencia de la concentracion del TMACA4TP en el espectro de fluorescencia del
[1,8-ANS] = 5x10°° M, mostrando un aumento de la intensidad de fluorescencia. (Derecha) Representacion
grafica de la longitud de onda maxima (Amax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) a 500
nm frente a la concentracion de TMACA4TP.

Para el caso del TMAC4TH a una concentracion de aproximadamente 4x1077 M,
se ha observado casi el 94% del cambio global en Amax, mientras que solo se ha alcanzado

el 10% del cambio global en la intensidad de fluorescencia en estas condiciones

experimentales.
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Figura 5.6 : (Izquierda) Influencia de la concentracion del TMAC4TH en el espectro de fluorescencia del
[1,8-ANS] = 5x10°° M, mostrando un aumento de la intensidad de fluorescencia. (Derecha) Representacion
grafica de la longitud de onda maxima (Amax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) a 500
nm frente a la concentracion de TMAC4TH.

Por ultimo, para el TMACA4TD se ha observado a una concentracién de 2x107 M
se da el 70% del cambio general en Amax, mientras que el cambio global en la intensidad

de fluorescencia es de solo el 2% en dichas condiciones experimentales.
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Figura 5.7 : : (Izquierda) Influencia de la concentracion del TMACA4TD en el espectro de fluorescencia del
[1,8-ANS] = 5x10° M, mostrando un aumento de la intensidad de fluorescencia. (Derecha) Representacion
grafica de la longitud de onda maxima (Amax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) a 500
nm frente a la concentracion de TMAC4TD.

Por tanto, podemos concluir que la variacion no sincronizada de Amax y de la
intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) para los tres calix[4]arenos catidonicos
anfifilicos antes de la cmc, puede ser explicada considerando la formacion de un complejo
host:guest 1:1, donde el grupo anilino de la sonda se introduce en las cadenas alquilicas
hidrofébicas del calixareno, resultando un cambio importante en la Amax pero casi sin
afectar a la intensidad de fluorescencia. Ademas, debido a que el cambio ocurre antes de
la cmc, podemos considerar que el macrociclo actia como una “micela unimolecular”. El
aumento adicional de la concentracion de calixareno produce un aumento de la intensidad
de fluorescencia, lo que puede ser debido a la formacién de un complejo 2:1, donde el
segundo calixareno se une al grupo naftaleno de la sonda también por las cadenas
alquilicas.

En resumen, los resultados experimentales para los calixarenos estudiados indican
que la incorporacion del grupo anilino en las cadenas alquilicas del macrociclo induce el
desplazamiento de la banda de emision (Amax), mientras que la complejacion del grupo
naftaleno por las cadenas alquilicas de un segundo macrociclo forma el complejo 2:1,

induciendo un aumento de la intensidad de fluorescencia.

A mayores se hizo un estudio de la fluorescencia de emision del 1,8-ANS con
calix[4]arenos anfifilicos modificados en el portal superior, para comparar su
comportamiento con los cationicos funcionalizados con grupos trimetilamonio. En primer
lugar, vamos a comparar los calix[4]arenos catiénicos con cadenas alquilicas propil que

se diferencian en el grupo funcional del portal superior, uno con grupo trimetilamonio
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(TMACA4TP) y otro con el grupo I-trimetilamonio-2-dimetilaminoetano (TC4,
caracterizado y estudiado en el capitulo siguiente).

En la Figura 5.8 se muestra la influencia de los distintos calixarenos cationicos en
la intensidad de fluorescencia de emision del 1,8-ANS antes de la cmc para cada
calixareno, cuyo valor para el TMACA4TP es de 12mM y para el TC4 de aproximadamente
3mM.
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Figura 5.8 : Influencia de la concentracion de calix[4]areno sobre la intensidad de fluorescencia
normalizada del 1,8-ANS (I/Ians) a 500 nm y 25°C. (o) TC4 y (o) TMACATP. Representacion de las
estructuras moleculares de los calix[4]arenos (TC4 y TMAC4TP) a ambos lados de la grafica.

Como se puede observar, los calixarenos presentan un comportamiento distinto
con la intensidad de fluorescencia de la sonda, esto puede ser debido a que el TC4 consta
de 8 cargas positivas mientras que el TMAC4TP solo dispone de 4 cargas positivas, lo
que hace que el TC4 tenga una cavidad con menor densidad de carga negativa. Por tanto,
tal como se refleja en los resultados experimentales, esta caracteristica del TC4 facilita
mas la entrada de la sonda por las cadenas alquilicas y aumenta su afinidad con respecto
al TMACA4TP, que se considera que tiene una cavidad mas negativa.

En la Figura 5.9 se muestra el comportamiento del espectro de fluorescencia del
1,8-ANS para el TC4. Una estimacion aproximada muestra que casi el 64% del cambio
general en Amax se ha observado para [TC4]= 1x107° M, sin embargo, en estas condiciones
experimentales solo se ha alcanzado el 22% del cambio global en la intensidad de
fluorescencia. Por tanto, la variacion no sincronizada de Amax y de la intensidad de
fluorescencia normalizada (I/1ans) para los datos experimentales antes de la cmc para el
TC4, puede ser explicada considerando la formacion de los complejos host:guest 1:1'y

2:1, de igual modo que ocurria con los calixarenos estudiados previamente.
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Figura 5.9 : (Izquierda) Influencia de la concentracion del macrociclo TC4 en el espectro de fluorescencia
del [1,8-ANS]= 5x10® M, mostrando un aumento de la intensidad de fluorescencia. (Derecha)
Representacion grafica de la longitud de onda méaxima (Amax) y la intensidad de fluorescencia normalizada
(I/Tans) a 500 nm frente a la concentracion de TC4.

A continuacion, comparamos el comportamiento de la fluorescencia de emision
del 1,8-ANS en presencia de un calixareno catidnico anfifilico con otro anidnico
anfifilico. Ambos calix[4]arenos constan de cadenas alquilicas con 6 4tomos de carbono
y se diferencian en el grupo funcional del portal superior, el catidnico tiene grupos
trimetilamonio (TMAC4TH) y el anidnico tiene grupos sulfonato (SC4TH).

En la Figura 5.10 se muestra la influencia del SC4TH y del TMACA4TH en la
intensidad de fluorescencia del 1,8-ANS, y como se puede observar los calix[4]arenos

tienen un comportamiento distinto.
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Figura 5.10 : Influencia de la concentracion de calix[4]areno sobre la intensidad de fluorescencia
normalizada del 1,8-ANS (I/Iaxs) a 500 nm y 25°C. () TMACA4TH y (e) SC4TH. Representacion de las
estructuras moleculares de los calix[4]arenos (TMACA4TH y SC4TH) a ambos lados de la grafica.

Para el TMACATH fue explicado anteriormente mientras que para el SC4TH
podemos considerar que antes de la cmc (= 8x10™* M) no se produce ningan cambio en la
intensidad, por lo que se considera que la sonda presenta una muy baja afinidad por el

SC4TH, encontrandose mayoritariamente la sonda en disolucién acuosa hasta que el
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calixareno anionico miceliza. Se descarta la complejacion entre el SC4TH y el 1,8-ANS
debido a que la cavidad del calixareno presenta una elevada densidad de carga negativa,
y, consecuentemente, se produce la repulsion entre ambos.

En la Figura 5.11 se muestra la influencia del SC4TH en el espectro de
fluorescencia de emision de la sonda. Como se puede observar, el aumento de la
intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) y el desplazamiento del méximo de la
banda de emision hacia longitudes de onda menores (Amax) €mpieza a una concentracion

de calixareno bien definida, que se corresponde con el valor de la cmc del macrociclo.
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Figura 5.11 : (Izquierda) Influencia de la concentracion del SCATH en el espectro de fluorescencia del
[1,8-ANS] = 5x10° M, mostrando un aumento de la intensidad de fluorescencia. (Derecha) Representacion
grafica de la longitud de onda maxima (Amax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) a 500
nm frente a la concentracion de SC4TH.

Por tanto, la variacion sincronizada de Amax y I/Ians se debe a la incorporacion del
1,8-ANS al interior hidrofobico de la micela formada por el calixareno anionico,
originando una capa de solvatacion homogénea alrededor de la sonda. Este
comportamiento de la fluorescencia del 1,8-ANS es similar al observado en la bibliografia
por los surfactantes monoméricos (alquilsulfonatos de sodio)?®, donde el aumento de la

intensidad coincide con en el valor de la cmc para los surfactantes.

5.3.2.2 Sonda fluorescente Rojo Nilo

En este apartado se estudia el comportamiento de la fluorescencia de emision con
uno de los calix[4]arenos catidnicos anfifilicos (TMAC4TD), utilizando como sonda el
Rojo Nilo (9-(dietilamino)-5H-benzo[R]fenoxazin-5-ona, NR, ver Esquema 5.4). EI NR
es una sonda hidrofobica solvatocromica cuyo espectro de emision de fluorescencia

depende del medio en el que se encuentre, por ello ha sido ampliamente utilizada para el
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2728 y vesiculas®**. La cuestion es saber si esta sonda sigue el mismo

estudio de micelas
comportamiento que el 1,8-ANS incorporandose en las cadenas alquilicas, o si s6lo indica

el proceso de agregacion del calix[4]areno.

C;Hs

CaHs

Esquema 5.4

En la Figura 5.12 se muestra el espectro de fluorescencia de emision del rojo nilo
en presencia de distintas concentraciones del TMAC4TD. Como se puede observar, la
intensidad de fluorescencia normalizada aumenta (I/Ians) y €l méximo de la banda de
emision se desplaza hacia longitudes de onda menores (Amax), @ medida que aumentamos
de la concentracion del TMAC4TD. Cuando la concentracion de calix[4]areno es baja, el
valor de la intensidad de fluorescencia se mantiene constante e igual al valor obtenido en
disolucion acuosa para el rojo nilo. Pero a partir de una determinada concentracion, la
intensidad aumenta repentinamente, como consecuencia de la formacion de agregados y
la consiguiente incorporacion del NR en el medio micelar, el punto de inflexion
observado en la grafica se corresponde con la cmc para el TMAC4TD cuyo valor es de

3x10° M.
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Figura 5.12 : (Izquierda) Influencia del incremento de la concentracion de TMACA4TD en el espectro de
fluorescencia del [NR]= 2.7x10® M. (Derecha) Representacion grafica de la longitud de onda maxima
(Mmax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) a 640 nm frente a la concentracion de
TMACATD. T=25°C.
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Con los resultados obtenidos, se comprobo que los agregados formados por el
calix[4]areno son capaces de encapsular rojo nilo en su interior hidrofobico, y esta

propiedad nos permitio determinar la cmc del compuesto.

5.3.2.3 Sonda fluorescente Prodan

Otra sonda utilizada para el estudio del comportamiento de fluorescencia de
emision para el TMACA4TD, es la 6-propionil-2-(N,N-dimetil)aminonaftaleno (Prodan,
ver Esquema 5.5), ha sido objeto de muchos estudios en las ultimas décadas debido a su
alta sensibilidad al medio en el que se encuentre, lo que la hace util como sonda
fluorescente para diferentes tipos de medios tales como micelas®!, micelas inversas y
microemulsiones*? 4. El Prodan es una sonda fluorescente hidrofobica que presenta la
ventaja de poder medir intensidades de fluorescencia tanto en disolventes polares como
no polares, ademas del cambio espectral originado por los cambios de polaridad, estas
caracteristicas la hacen una sonda adecuada para la caracterizacion de sistemas

micelares®.

CH;

~

CH,

HsC

Esquema 5.5

En la Figura 5.15 se presenta la influencia del TMAC4TD en el espectro de
fluorescencia de emision del Prodan. Como se puede observar, a medida que se aumenta
la concentraciéon de calix[4]areno se produce un incremento de la intensidad de
fluorescencia normalizada (I/Ians) que es paralelo al desplazamiento del maximo de la
banda de emision hacia longitudes de onda menores (Amax). El cambio més notable de
ambas propiedades se fluorescencia afectadas de manera sincronizada, se produce a una
determinada concentracion de macrociclo, que se corresponde con la cmc para el
TMACA4TD cuyo valor es de 3x10° M, aproximadamente. Este comportamiento en la
longitud de onda del maximo de emision que se desplaza desde 520 nm en agua hasta

488nm cando se alcanzan concentraciones clevadas de TMAC4TD, es similar al valor
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que exhibe el Prodan en presencia de agregados micelares como los que forman los

surfactantes catidnicos monoméricos (DTAB, bromuro de dodeciltrimetilamonio)*'.
Finalmente, tanto la intensidad de fluorescencia como la Amax Se mantienen

constantes lo que nos indica que el equilibrio entre la sonda fluorescente en agua y el

medio micelar, se encuentra desplazado en favor de este ultimo.
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Figura 5.13 : (Izquierda) Influencia del incremento de la concentracion de TMACA4TD en el espectro de
fluorescencia del [Prodan]= 1.23x10 M. (Derecha) Representacion grafica de la longitud de onda méaxima
(AMmax) y la intensidad de fluorescencia normalizada (I/Ians) @ 520 nm frente a la concentracion de
TMACATD. T=25°C.

Los resultados experimentales obtenidos con ambas sondas fluorescentes, NR y
Prodan, nos permiten detectar los agregados micelares en disolucion para el TMAC4TD,
dando un valor de la cmc en concordancia con los resultados obtenidos por conductividad.
Dichos resultados también pueden ser extrapolados para el resto de calix[4]arenos
cationicos anfifilicos (TMACA4TP y TMACA4TH). Por tanto, se descart6 la formacion de
complejos host:guest entre las cadenas alquilicas de los calix[4]arenos y la sonda, como

ocurria con el 1,8-ANS.

5.3.3 Caracterizacion del agregado formado por el Calix[4]areno

Cationico Anfifilico (TMAC4TD)

5.3.3.1 Difusiometria de RMN y DLS

La difusiometria de RMN o DOSY (Diffusion-Ordered NMR SpectroscopY) es
una técnica que permite determinar los coeficientes de difusion (D) de moléculas y/o
agregados en disolucion a partir de sus sefiales en el espectro de RMN. El coeficiente de

difusion de una determinada especie, depende de su tamaiio, forma y peso molecular
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“efectivo”. Por tanto, a partir de este parametro se puede obtener informacion acerca del
tamafio y forma de moléculas y/o agregados supramoleculares, y asi obtener informacion
para el estudio de los procesos de agregacion en sistemas coloidales y supramoleculares®®.

El coeficiente de difusion (D) se obtiene a partir de un espectro pseudo-2D donde
se incrementa la potencia entre 4 y 65 cm™ en 20 sub-espectros 1D (Figura 5.14-
izquierda). A partir del andlisis cuantitativo de la intensidad de un pico de eco
correspondiente en el espectro de difusion, se obtiene el valor de D mediante el ajuste no

lineal de la intensidad de la sefial a la ecuacion de Stejskal-Tanner®’.

0 5.7
I = Iyexp [—DyZGZSZ (A —5)] >.7)

donde / es la intensidad de la sefial medida, /s es la intensidad o integral de la sefial con
el pulso de gradiente mas bajo, y es la constante giromagnética del ntcleo observado, G
la potencia del gradiente, & la duracion del pulso del gradiente, y A es el tiempo de
difusioén. En la Figura 5.14-derecha se muestran los valores experimentales obtenidos
para las intensidades de la sefial de los protones del grupo trimetilamonio del TMAC4TD
en una muestra de concentracién 1 mM, el decaimiento de la intensidad de las sefiales se

ajustaron a la ecuacion (5.7), dando un valor de D = 7.63x107 cm?s™".
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Figura 5.14 : (Derecha) Espectros de decaimiento de la intensidad de la sefial de 'H DOSY de RMN
obtenidos para un disolucion de TMACA4TD (1 mM D,0). (Izquierda) Representacion de los datos para la
sefial de los protones metilo del grupo de cabeza del TMACA4TD, donde la linea representa el ajuste de los
datos a la ecuacion (5.7).

La relacion entre D y el tamafio y la forma de una determinada particula, viene
dada por la ecuacién de Einstein-Smoluchowski (5.8), donde k&, es la constante de

Boltzmann, 7 es la temperatura absoluta y f'es el coeficiente de friccion hidrodinamico.
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En el caso de una esfera en un medio continuo de viscosidad n, el coeficiente de friccion

fviene dado por la ecuacion de Stokes (5.9), donde r es el radio hidrodindmico.

kyT (5.8)
D=——

f
f = 6mnry, (5.9

Por tanto, si combinamos las ecuaciones (5.8) y (5.9), obtenemos la ecuaciéon de

Stokes-FEinstein:

kT (5.10)
©6mmy,

El estudio de 'H DOSY para el TMAC4TD, presenta limitaciones para esta
técnica debido al valor tan pequefio de la cme (3x10°° M), no fuimos capaces de llegar a
concentraciones lo suficientemente bajas para obtener valores de Do»s compatibles con lo
esperado en ausencia de agregados en disolucion. Por tanto, en la Figura 5.15 se muestran
los coeficientes de difusion observados para concentraciones superiores a la cmc del

TMACA4TD, donde sabemos que ya tenemos agregados micelares.
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Figura 5.15 : Influencia de la concentracion de TMACA4TD por encima de la cme en los coeficientes de
difusion observados (Dobs). Los experimentos fueron realizados en D,O a 25°C.

En este caso, no podemos obtener el valor de la cmc para el TMACA4TD a partir
de los coeficientes de difusion observados. Sabemos que D es inversamente proporcional
al radio hidrodinamico de las especies en disolucion (5.10), y la disminucion de Dgbs a

partir de una determinada concentracion, indica la presencia de agregados en disolucion
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y por tanto el valor de la cmc. Pero si hacemos la media de los valores obtenidos de Dobs
para concentraciones elevadas del TMACA4TD, cuyos valores permanecen practicamente
constantes (ver Figura 5.15), podemos determinar el radio hidrodindmico (1) de las
micelas formadas por el calix[4]areno, considerando que éstas presentan un geometria

esférica. En la Tabla 5.3 se presenta el resultado para la medida de Dops y el valor de 7.

Tabla 5.3 : Valor medio de los coeficientes de difusion para el TMACA4TD, y valor del radio hidrodinamico
(rn) considerando agregados con geometria esférica.

Surfactante 107 D,;(cm?/s) rh (nm)

TMACATD 5.96+0.10 3.34+0.12

La autoagregacion del calix[4]areno anfifilico cationico, TMAC4TD, también se
confirmd por experimentos de DLS en un angulo de dispersion de 90°. En la Figura 5.16
se muestra la distribucion del tamafio de ensamblaje de las micelas formadas por
TMACATD con una concentracion de 1 mM. Los resultados muestran un diametro
hidrodinamico de 5.732 nm que si lo comparamos con el resultado del radio
hidrodinamico (7n) obtenido por experimentos de DOSY, vemos que aproximadamente

se obtiene el mismo valor para el tamafo de la micela formada por el calix[4]areno.
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Figura 5.16 : Experimento de DLS para el tamafio de las micelas del TMACA4TD, con un didmetro
hidrodindmico de 5.732 nm.
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5.3.4 Caracterizacion de los agregados basados en la interaccion entre

el CB7 y el Calix[4]areno Cationico Anfifilico (TMAC4TD)

En estudios previos realizados por nuestro grupo para la interaccion del CB7 con
calix[4]arenos cationicos anfifilicos (TMAC4TP y TMACA4TH), se obtuvieron como
resultado la formacidon de complejos del tipo 1:1, 2:1 y 1:2 (modelo tres especies) y que
la interaccion se produce a través de la parte catidnica del calix[4]areno con los grupos

carbonilo presentes en la entrada del portal del CB7.

Esquema 5.6 : Modelo que contempla la formacién de tres tipos de complejos entre el CB7 y los
macrociclos.

Una vez se obtuvieron las estequiometria y la estructura de los complejos
formados por el CB7 y el calix[4]areno cationico, se estudio la influencia del CB7 en el
proceso de micelizacion del calix[4]areno y se observo que la presencia de CB7 no afecta
de forma significativa a la cmc del macrociclo, contrariamente a lo observado en
presencia de agregados micelares formados por surfactantes convencionales, donde la
cmc si se ve afectada por la presencia de CB7%%. Por tanto, esta diferencia de
comportamiento se atribuy6 a la posible interaccién entre el CB7 con los agregados
micelares de calix[4]areno, que se confirm6 realizando experimentos de Crio-TEM,
dando lugar a la formacién de vesiculas.

En este capitulo nos centramos en el estudio de la interaccion entre el CB7 y el
calix[4]areno catidnico anfifilico sustituido en el portal inferior de la cavidad por cadenas
alquilicas de 10 atomos de carbono (TMAC4TD). Debido a que el valor de la cmc para
el TMACA4TD (0.003 mM) es muy pequeiio para realizar estudios fiables por medidas

calorimétricas, por experimentos de 'H RMN y de DOSY, como se realizo para los otros
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calixarenos (TMAC4TP y TMACA4TH), se extrapolaron los resultados obtenidos y
consideramos la formacion de tres tipos de complejos 1:1, 2:1 y 1:2 entre el CB7 y el
TMACA4TD. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la caracterizacion
de las vesiculas basadas en la interaccion entre el CB7 y los agregados micelares de

TMACA4TD, a través de experimentos de DLS y Crio-TEM.

5.3.4.1 DLSy Crio-TEM

Con el objetivo de confirmar la posible interaccion del CB7 con los agregados
micelares formados por el TMAC4TD, se realizaron experimentos de difusion dinamica
de luz (DLS) en un angulo de dispersion de 90°. La Figura 5.17 muestra los resultados
obtenidos para una disolucion que contenia una mezcla de [TMAC4TD]=1 mM vy
[CB7]=1.5 mM, y se compara con los resultados obtenidos solo para un disolucién de
[TMACA4TD]=1 mM. Se observa un aumento del tamano del agregado y un cambio
drastico en la estructura del agregado en presencia del CB7 (linea roja), como
consecuencia de la interaccion entre el CB7 y los agregados micelares del TMAC4TD,

dando lugar a un agregado polidisperso (vesiculas) con distintos tamafios.

40
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Figura 5.17 : Medidas de DLS que muestran las distribuciones de tamafio para: (linea negra) las micelas
formadas por el TMAC4TD con una concentracién de 1 mM y con un didmetro de 5.732 nm; (linea roja)
agregados formados por una mezcla de [TMAC4TD]= 1mM y [CB7]=1.5 mM con tamafios polidispersos
entre 50 y 250 nm y (linea azul) desagregacion de las vesiculas formadas por [TMAC4TD]= ImM y
[CB7]=1.5 mM inducida por la adicion de cloruro de tetractilamonio (TEA), obteniéndose micelas con un
diametro de 5.642 nm. Todos los experimentos fueron realizados en agua Milli-Q y a 25°C.

Los agregados polidispersos obtenidos a partir de la interaccion entre el CB7 y los
agregados micelares del TMAC4TD se pueden desagregar con la adicion de un guest
competitivo. Se afnadieron cationes tetractilamonio ([TEA] = 2 mM) a la mezcla, ya que
sabemos que el CB7 tiene la capacidad para complejarse con dichos cationes®®, por lo que
compiten con el TMAC4TD para complejarse con el CB7, desplazando el TMAC4TD de
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los complejos host:guest, obteniéndose la recuperacion de las micelas del calix[4]areno.
Los resultados de la desagregacion de las vesiculas son obtenidos mediante experimentos
de DLS (linea azul) y se muestran en la Figura 5.17.

Esta interaccion fue confirmada también por experimentos de Crio-TEM (Crio-
Microscopia Electronica de Transmision), en donde se midid una disolucion con
concentraciones de [TMAC4TD]=1mM y [CB7]= 1.5 mM y otra de control, conteniendo
unicamente calixareno, [TMAC4TD] =1 mM.

En la Figura 5.18-izquierda se muestra la imagen que se corresponde con la
disolucion de TMAC4TD en ausencia de CB7, donde no se aprecia ningun tipo de
estructura. Sin embargo, en la Figura 5.18-derecha la imagen que se muestra corresponde
con la disolucion del TMACATD en presencia de CB7, donde se observa un claro
contraste entre el perimetro y el centro de los agregados formados, siendo ésta una
caracteristica importante en la formacion de vesiculas. En la imagen se puede observar
que se trata de un sistema de vesiculas polidispersas, sus tamafos pueden variar
confirmando los resultados obtenidos por experimentos de DLS, y también varia la forma
de las vesiculas. Una caracteristica a destacar para la formacion de este tipo de vesiculas,
es que se obtienen de manera espontanea sin la necesidad de estimulos quimicos y/o

mecanicos.

Figura 5.18 : Imagenes del Crio-TEM obtenidas para la mezclas que contienen: (Izquierda) disolucion de
TMACA4TD (1 mM) en ausencia de CB7; (Derecha) Disolucion de [TMAC4TD]=1 mM y [CB7]= 1.5 mM.

Por tanto, debido a la diversidad estructural y la estequiometria de los distintos
tipos de complejos (1:1, 2:1 y 1:2) formados entre el CB7 y el calix[4]areno catidnico
anfifilico (TMAC4TD) se facilita la formacion de este tipo de agregado. En el Esquema

5.7 se propone una estructura para la bicapa de la vesicula, donde suponemos que la capa
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externa presentaria una estructura mas flexible y la capa interna seria un poco mas

compacta.

Esquema 5.7

5.3.5 Encapsulacion del 1,8-ANS por la vesicula

El principal objetivo de este apartado se centra en el estudio acerca de la
permeabilidad y estabilidad en medio acuoso de las vesiculas formadas entre CB7 y el
calix[4]areno cationico anfifilico (TMAC4TD). Una de las principales caracteristicas de
las vesiculas formadas por el calix[4]areno/cucurbit[7]urilo es la posibilidad de
encapsular algin substrato en su interior. Como substrato susceptible de inclusion en la
vesicula, se propuso el 4cido 1-naftaleno-8-anilino sulfoénico (1,8-ANS) que se trata de
una sonda extremadamente fluorescente en medios no polares, por tanto, se considera
Optima para estudios de encapsulacion y seguimos su comportamiento por fluorescencia
de emision.

Anteriormente se estudié el comportamiento del 1,8-ANS en presencia del
TMACA4TD, y se considerd la incorporacion de la sonda en las cadenas alquilicas del
calix[4]areno formando complejos host:guest 1:1 y 2:1 antes de la cmc, y posteriormente
su localizacion en el interior de la micela formada por el macrociclo. En este apartado,
estudiamos el comportamiento de la sonda en presencia de la vesicula formada por

TMAC4TD/CB7 y lo comparamos con el estudio del TMAC4TD en ausencia de CB7.
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En la Figura 5.19 se muestra la influencia del TMAC4TD en presencia de ImM
de CB7 (en rojo) en el espectro de fluorescencia de emision del 1,8-ANS. Como se puede
observar, a medida que aumentamos la concentracion del calixareno en presencia de CB7
la intensidad de fluorescencia normalizada aumenta (I/Ians). Este comportamiento se
debe a la incorporacion de la sonda dentro de la bicapa de la vesicula. Si por el contrario,
el 1,8-ANS no interacciona con la vesicula se esperaria una disminucion de la intensidad
hasta alcanzar el valor en agua. Estos resultados los comparamos con el comportamiento
del TMACA4TD en ausencia de CB7 (en negro), y podemos concluir que debido a que
suponemos que la capa externa de bicapa de la vesicula presenta una estructura mas
flexible, la sonda va a estar mas en contacto con el agua, consideramos un ambiente
menos apolar en comparacion con el agregado del TMACA4TD, por eso la intensidad de

fluorescencia no alcanza valores tan elevados como los obtenidos en ausencia de CB7.
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Figura 5.19 : Influencia de la concentracion de TMAC4TD sobre la intensidad de fluorescencia
normalizada del 1,8-ANS (I/Iaxs) a 500 nm y 25°C. En ausencia (®) y presencia de () [CB7]= ImM. Se
activa la liberacion del contenido de la vesicula mediante la adicion de: (@) [TEA]= SmM.

También se estudid la liberacion del 1,8-ANS encapsulado por las vesiculas
formadas por la mezcla de CB7/TMACA4TD, mediante la adiciéon de cationes
tetraetilamonio ([TEA] =5 mM). En la Figura 5.19 se muestra que la adicion de TEA a
las vesiculas proporcion6 un aumento de la intensidad de fluorescencia de emision del
1,8-ANS, hasta valores practicamente iguales que los obtenidos en el estudio del
TMACA4TD en ausencia de CB7. Por tanto, este comportamiento puede ser debido a la
desagregacion de las vesiculas, ya que los cationes tetraetilamonio compiten con el
calix[4]areno para complejarse con el CB7, quedando libre el TMACA4TD para interactuar
con el 1,8-ANS, obteniéndose la recuperacion de su comportamiento en la intensidad de
fluorescencia. Estos resultados, de la desagregacion de las vesiculas con TEA, también

fueron confirmados anteriormente por experimentos de DLS.
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5.4 Conclusion

Los resultados obtenidos en este capitulo para el estudio de la autoagregacion de
los calix[4]arenos cationicos anfifilicos (TMAC4TP, TMACA4TD y TMACA4TD), nos
permitieron por técnicas como la conductividad, determinar el valor de la cmc y de la
fraccion de carga micelar neutralizada (B) para estos macrociclos. Los resultados han
demostrado que el valor de la cmc para las calix[4]arenos disminuye con el incremento
de la longitud de las cadenas alquilicas, mientras que el valor de f aumenta, lo que puede
ser atribuido a un cambio en la densidad de carga en la superficie de la micela. A partir
de los valores de la cmc y B, se determina la energia libre de micelizacion (AGY) para
cada macrociclo. Se demostr6 que las interacciones entre las cadenas alquilicas favorecen
al proceso de micelizacion y el valor de AGf, disminuye con el aumento del namero de
atomos de carbono en la cadena alquilica.

En el estudio de fluorescencia de los calix[4]arenos catidnicos anfifilicos con el
1,8-ANS, se observo que la variacion no sincronizada de Amax y de la intensidad de
fluorescencia normalizada (I/Ians) antes de la cmc, puede ser explicada considerando la
incorporacion del grupo anilino en las cadenas alquilicas del macrociclo induciendo el
desplazamiento de la banda de emision (Amax), mientras que la complejacion del grupo
naftaleno por las cadenas alquilicas de un segundo macrociclo para dar el complejo 2:1,
induce un aumento de la intensidad de fluorescencia. Sin embargo, los resultados
experimentales del estudio de fluorescencia de otras sondas (NR y Prodan) con el
macrociclo cationico sélo nos permitié determinar el valor de la cmc, a diferencia del
comportamiento obtenido con el 1,8-ANS.

Los agregados formados por el TMAC4TD se caracterizaron por técnicas de RMN
y experimentos de DLS. A partir de la determinacion de los coeficientes de difusion para
el macrociclo, podemos determinar el radio hidrodinamico (7 = 3.34+0.12 nm) de las
micelas formadas por el calix[4]areno, considerando que éstas presentan un geometria
esférica. El tamafio de las micelas también se confirm6 por experimentos de DLS
(didmetro hidrodindmico de 5.732 nm), dando resultados de tamafio compatibles por
ambas técnicas.

También se estudi6 la caracterizacion de los agregados basados en la interaccion
entre el CB7 y los calix[4]arenos cationicos, considerando la formacion de complejos del
tipo 1:1, 2:1 y 1:2, entre el CB7 y el TMACA4TD. A partir de la dispersion dindmica de

luz se confirmdé un aumento del tamafio del agregado, como consecuencia de la
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interaccion entre el CB7 y las micelas del TMACA4TD. Por ultimo, del anélisis de las
imagenes de Crio-TEM, confirmamos la formacion espontanea de vesiculas para el
sistema CB7/TMACA4TD. Se estudio la encapsulacion del 1,8-ANS por las vesiculas y se
confirmd su liberacion mediante la adicion de cationes tetraetilamonio por medidas de
fluorescencia, confirmandose también la desagregacion de las vesiculas por experimentos

de DLS.
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6 Capacidad de los Calix|4]arenos Modificados como

Receptores Anionicos en medio acuoso

6.1 Introduccion

En los ultimos afios, hay un gran interés en diseflar y sintetizar receptores
macrociclicos con propiedades y funciones especificas que nos permiten mejorar la
selectividad y la afinidad para complejar distintas moléculas. Desde el descubrimiento de
las primeras moléculas anfitrion artificiales, los éteres corona!, se sintetizaron otros
macrociclos con potenciales capacidades para el reconocimiento molecular, tales como
los cucurbiturilos?, los calixarenos® o, més recientemente, los pilararenos®, creando asi
una gran variedad de macrociclos que se diferencian en el tamafio, la densidad de carga,
la flexibilidad y los grupos funcionales. Estos compuestos, dan lugar a uno de los
ensamblajes mas fascinantes y mas explorados de la quimica supramolecular, la
formacion de los complejos host:guest >.

Los calix[n]arenos son moléculas macrociclicas compuestas por unidades
fenodlicas conectadas entre si por puentes de metileno en posicion orto®. Tienen unas
caracteristicas estructurales unicas, pues se caracterizan por tener una estructura flexible
bien definida que consta de un portal superior mas ancho y un portal inferior més estrecho.
Los calixarenos pueden ser facilmente modificados, tanto en el portal inferior como en el
superior, con una gran variedad de grupos funcionales, a través de estrategias de sintesis
relativamente sencillas.

Dado que la mayoria de los procesos bioldgicos tienen lugar en medio acuoso, los
receptores sintéticos solubles en agua pueden ser utilizados como modelos para mimetizar
procesos naturales, como el reconocimiento de moléculas bioactivas o transformaciones
quimicas catalizadas por enzimas. Sin embargo, la solubilidad de los calixarenos en agua
es limitada. La ventaja de estos macrociclos es que pueden modificarse quimicamente de
una manera muy simple, en comparaciéon con otros macrociclos’®, por lo que su

solubilidad puede aumentarse funcionalizdndolos con grupos especificos altamente

173



Capitulo 6

hidrofilicos que pueden ser i0nicos (ya sea catidnicos, como grupos de amonio o imidazol,
o0 aniénicos, como carboxilato o sulfonato) o neutros como aminas terciarias’ ¢, que
permiten aumentar la solubilidad de estos compuestos en agua.

Cuando los calixarenos se utilizan como receptores en medio acuoso neutro hay
que tener en cuenta la presencia de contraiones. La competencia entre estos contraiones
y los guests externos por las posiciones de reconocimiento, es muy diferente en
comparacion con otros receptores neutros como ciclodextrinas o cucurbiturilos. En los
ultimos afos, nuestro grupo de investigacion ha focalizado su investigacion en los

17-19

procesos de formacion de complejos host:guest en agua''~°, con especial énfasis en la

influencia de los contraiones en la complejacion de guests catidnicos, anidnicos o neutros
por calixarenos y por pilararenos?® 22,

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos en el estudio de
la complejacidon con calix[4]arenos. Vamos a comparar su habilidad para enlazar a sus
propios contraiones, asi como distintos gues? anidonicos externos (p-toluensulfonato, acido
4-hidroxibenzoico y acido 1,3-propanodisulféonico disodium sal), ademas de sondas
fluorescentes (lucigenina y acido 1-naftaleno-8-anilino sulfénico). El calix[4]areno fue
modificado hidrofébicamente incorporandole una cadena alquilica propil en el portal
inferior para conseguir mantenerlo en conformaciéon cono, mientras que en el portal

superior lo funcionalizamos con grupos trimetilamonio (con cambio de contraion CI” por

BF4), metilimidazol y 1-trimetilamonio-2-dimetilaminoetano (Esquema 6.1).

| N
R =Ny oi’ /N1/7 TN KI I
cl ML BF, “Ni- N Cl 3N
TMACATP CI TMACATP BI_—“4 IC4 TC4
— + HO o = +
S0O; Na S0; Na
Horto Horto
Hpara Hpara i
OH SO; Na
TSNa 4-HyBz PropdSNa

Esquema 6.1 : (Arriba) Estructuras moleculares de los calix[4]arenos modificados. (Abajo) Estructuras de
las moléculas elegidas como guests.
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La funcionalizacion de estos calix[4]arenos en sus posiciones de reconocimiento
con la incorporacion de grupos catidnicos, nos aportan una mayor separacion entre la
carga positiva y la cavidad rica en electrones, por tanto, se produce un aumento de las

posibilidades de complementariedad entre el host y el guest.

6.2 Seccion Experimental

Materiales. Todos los reactivos quimicos comerciales fueron adquiridos con la maxima
pureza disponible en Sigma-Aldrich y ninguno requiere purificacion adicional. Los
calix[4]arenos catidnicos anfifilicos solubles en agua, que tienen en comun la cadena
alquilica propil en el portal inferior y se diferencian en los grupos cationicos del portal
superior, fueron sintetizados en el presente estudio.

Para la sintesis de estos calix[4]arenos modificados seguimos el método de
sintesis descrito en el capitulo 5 (Esquema 5.2) hasta el paso comun para las tres sintesis,

)10,23

la clorometilacion del portal superior (compuesto D a partir del cual se explican las

modificaciones especificas del portal superior para cada sintesis de calix[4]areno.

Sintesis del 5,11,17,23-Tetrakis(trimetilamonioetil)-25,26,27,28-tetra-n-propiloxi
calix/4] areno tetracloruro (TMAC4TP)

La sintesis del TMACATP (compuesto E) fue descrita en su totalidad en el
capitulo 5 (Esquema 5.2). El calix[4]areno con contraién CI se ha identificado por 'H
RMN vy por espectroscopia de masas ESI. TMAC4TP CI' 'H RMN (400 MHz, D:0,
ppm): 0 = 6.97 (s, 8H, ArH), 4.61 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 4.22 (s, 8H, Ar-CH>-N), 4.04 (t,
8H, Ar-O-CH>), 3.45 (d, 4H, Ar-CH»-Ar), 2.92 (s, 36H, N(CH3)3), 2.03 (m, 8H, -CH>-
CH»-0), 1.05 (t, 12H, CH;3-CH>-). ESI-MS: m/z [TMACA4TP*.3CI']" 987.5828 (calc:
987.63).
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El intercambio del contraion CI" por BF4 en el TMACA4TP (compuesto F), se

obtuvo con el siguiente procedimiento (Esquema 6.2).

~= ~;

N T
I | BF,

AgBF, + AgQl
W e
H,0
w R =C;3Hy w

E F

Esquema 6.2

Sintesis y caracterizacion del compuesto F. En un balon de 100 ml se disolvio el
compuesto E con contraiones de CI" (1.5 g, 1.47 mmol) en la minima cantidad de agua
Milli-Q, en otro balén de 50 ml se disolvié el compuesto AgBF4 (1.14 g, 5.86 mmol)
también en la minima cantidad de agua Milli-Q. Una vez disueltos ambos compuestos, se
anadid lentamente la disolucion de AgBF4 en pequenas porciones a la disolucion del
compuesto E, bajo agitacion y a temperatura ambiente. Se obtuvo un precipitado fino y
grisaceo. La suspension se separd por centrifugacion y el sobrenadante recogido se filtro
a través de un filtro de 0.45 um. Después eliminamos el disolvente con la ayuda del
rotavapor, obtuvimos un sélido amarillento (1.2 g, 80%). El intercambio 16nico completo
se comprobo mediante la adiciéon de AgNOs3; mostrando la ausencia del precipitado de
AgCl. El calix[4]areno con contraién BFs se ha identificado por 'H RMN y por
espectroscopia de masas ESI. TMAC4TP BF4 'H RMN (400 MHz, D>0, ppm): 6 = 6.95
(s, 8H, ArH), 4.61 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 4.20 (s, 8H, Ar-CH>-N), 4.04 (t, 8H, O-CH>), 3.44
(d, 4H, Ar-CH>-Ar), 2.93 (s, 36H, N(CH3)3), 2.03 (m, 8H, CH,-CH>-O-), 1.05 (t, 12H,
CH;-CH>-). ESI-MS: m/z [TMACATP"2BF4]? 527.3444 (calc: 527.467); m/z
[TMACA4TP".3BF4]" 1141.6915 (calc: 1141.737).
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Figura 6.1 : Espectros de 'H RMN del TMAC4TP CI" y del TMACA4TP BF4 en D,0.

Sintesis del 5,11,17,23-Tetrakis(3-trimetilimidazol)-metilen-25,26,27,28-tetra-n-

propiloxi calix/4] areno tetracloruro (IC4)

Para la sintesis del compuesto IC4 (compuesto G) se sigui6 el método descrito en
10,23

la bibliografia'~ para obtener el compuesto D (Esquema 5.2), y para la modificacion del

portal superior del calix[4]areno con N-metilimidazol se siguié otro método descrito en

la literatura'?.

Cl

N
—_—
Tolueno
w R =C;H; w

D G

Esquema 6.3

Sintesis y caracterizacion del compuesto G. En un balon de 50 mL se disolvio el
compuesto D (0.5 g, 0.629 mmol) en 16 mL de Tolueno. A la disolucion resultante se le
afiadio N-metilimidazol (0.5 mL, 6.29 mmol) y se agité durante 3 h a 70°C. Se dejo

enfriar, y el disolvente se evaporo hasta sequedad, resultando un sélido que se recristalizo
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en etanol/dietil éter. '"H RMN (300 MHz, D>0O, ppm): 0 = 8.64 (s, 4H, 2-im), 7.44 (d, 4H,
4-im), 7.25 (d, 4H, 5-im), 6.87 (s, 8H, ArH), 5.09 (s, 8H, Ar-CH2-N), 4.45 (d, 4H, Ar-
CH>-Ar), 3.96 (t, SH, O-CH>), 3.88 (s, 12H, CH3-im), 3.31 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 1.97 (m,
8H, -CH>-CH>-0-), 1.01 (t, 12H, CH3-CH>-).

|y o J\Jk

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
3 (ppm)

Figura 6.2 : Espectro 'H RMN del IC4 en D,0.

Sintesis del 5,11,17,23-Tetrakis(1-trimetilamonio-2-dimetilaminoetane)-metilen-

25,26,27,28-tetra-n-propiloxi calix[4]areno tetracloruro (TC4)

Para la sintesis del compuesto TC4 (compuesto H) se siguié el método descrito

en la bibliografia'®?

para obtener el compuesto D, y para la modificacion del portal
superior del calix[4]areno con 1-trimetilamonio-2-dimetilaminoetano de yoduro
(compuesto 2) se siguié una version modificada del método descrito en la literatura!?.
Previamente a sintetizar el compuesto H, debemos sintetizar un reactivo esencial
para su sintesis, el compuesto 2 (metilacion de la Tetrametiletilendiamina

(TMEDA=compuesto 1)), siguiendo el método descrito en la bibliografia®*.

| Mel, DCM

NN P NS
/ / I
1 2
Esquema 6.4
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Sintesis y caracterizacion del compuesto 2. En un balon de 250 mL se disolvio la
tetrametiletilendiamina (29 g, 250 mmol) en 50 mL de diclorometano y se enfrié a -78°C.
Bajo agitacion, se afiadio el yoduro de metilo (32 g, 225 mmol) disuelto en 25 mL de
diclorometano con un embudo de goteo durante aproximadamente 30 minutos. Después
de agitar a -78°C durante 1 h, la mezcla da como resultado la formacion de un precipitado
blanco. El sélido se lavd con diclorometano y se secd en la bomba de vacio, dando el
compuesto 2. 'H RMN (300 MHz, D:O, ppm): 6 = 3.52 (t, 2H), 3.20 (s, 9H), 2.89 (t, 2H),
2.31 (s, 6H).

cl N+

Compuesto 2
——
THF / H,0O
w R = C3H, w

D H

Esquema 6.5

Sintesis y caracterizacion del compuesto H. En un baléon de 50 ml se afiadi6 una
disolucion de 1-Trimetilamonio-2-dimetilaminoetano de yoduro (compuesto 2, 2.62 g,
10.17 mmol) en 7.5 ml de agua Milli-Q a otra disolucion de compuesto D (0.2 g, 0.254
mmol) en 22.5 ml de THF bajo agitacion. La mezcla de reaccion se calentd a 60°C y se
dejo durante 6 h. Después de enfriar, el precipitado se filtrd y para eliminar el exceso del
compuesto 2, lo disolvemos en CHCl3 ya que nuestro compuesto final H no es soluble en
cloroformo. Se recristalizd de metanol/acetona. El producto se sec6 en la bomba de vacio,
dando el compuesto H. '"H RMN (300 MHz, DMSO, ppm): § = 7.11 (s, 8H, ArH), 4.65
(s, 8H, Ar-CH>-N), 4.40 (d, 4H, Ar-CH>-Ar), 4.28 (s (ancho), 8H, CH>-N-(CH3)3), 4.05 (s
(ancho), 8H,(CH3)>-N-CH>), 3.85 (t, 8H, O-CH>), 3.45 (d, 4H, Ar-CH»-Ar), 3.26 (s, 36H,
-(CH3)3), 2.90 (s, 24H, -(CH3)2), 1.90 (m, 8H, -CH>-CH>-0-), 0.99 (t, 12H, CH3-CH>-).
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Figura 6.3 : Espectro de 'H RMN del TC4 en DMSO.

Podemos destacar, que con los calix[4]arenos utilizados en este trabajo todos los
experimentos fueron realizados a concentraciones inferiores a la concentracion micelar
critica, debido a que tienen una gran capacidad de autoagregacion gracias a su naturaleza

anfifilica.

Valoracion microcalorimétrica isotérmica. Las valoraciones calorimétricas han sido
realizadas en un microcalorimetro de valoracion isotérmica (VP-ITC) de Microcal Co. a
presion atmosférica y 25°C. En un experimento tipico, previamente a la toma de las
medidas, se desgasifican las disoluciones de las muestras en un sistema ThermoVac
(MicroCal, Inc.). En cada valoracion la celda de referencia se enrasa con agua Milli-Q. A
continuacion, desde la jeringa de inyeccion se afiade gradualmente una disolucioén de
guest (0.268 mL) en la celda de reaccion (1.459 mL) manteniendo una agitacion constante
(459 rpm). En todos los experimentos, se rechazo la primera inyeccion para eliminar los
efectos de difusion sobre la celda calorimétrica de materiales de la jeringa. Se utilizo el
software ORIGIN (Microcal Inc.) para calcular la constante de equilibrio (K) a partir de
una unica curva de valoracion. El calor de reaccion para cada experimento se calculd

mediante el modelo de "one set of binding sites".

Experimentos de RMN. Tanto los experimentos de 'H RMN como los experimentos de
DOSY ('H y °F) fueron adquiridos a 25°C en un espectrofdmetro Varian Inova 500. Los
espectros de 'H DOSY fueron adquiridos mediante experimentos de eco spin con pulsos

de gradientes bipolares (DOSY-Dbppste)?’, mientras que para los espectros de '°F DOSY
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se obtuvieron mediante experimentos de eco spin con un gradiente simple (DOSY-
Doneshot)?. Se aplicaron pulsos de gradientes (G) rectangulares y su potencia fue
incrementada de 4.0 a 141.8 cm™ parael 'H y de 1.85 a 17.7 cm™! para el '°F en 20 pasos.
La duracion del gradiente de campo pulsado (6) para codificar y descodificar la difusion
fue de 1.6 ms para los experimentos de 'H y de 2 ms para los de '°F. El tiempo de difusion
(A) fue optimizado a 50 ms para el '"H y 300 ms para el °F. La fuerza absoluta del
gradiente fue calibrada utilizando una muestra de difusion conocida como referencia. La
muestra utilizada en el calibrado para los experimentos de 'H fue el D20 99% a 25°C (D
=1.85x107 cm?s)*’ y para los experimentos de difusion en '°F se usé una disolucion de
NaF 0.3 mM preparada en H>O con un 10% de D>0 a 25°C (D = 1.37x107 cm?s™))*. Los

datos fueron procesados utilizando el programa MestreC.

Estudio espectrofluorimétrico. Todos los espectros de fluorescencia se registraron en el
fluorimetro Cary Eclipse equipado con compartimientos de celdas termostatizadas a
25°C. Los espectros de emision del pireno se realizaron a una longitud de onda de
excitacion de 334 nm, manteniendo constante su concentracion en 8.6x10”7 M. Los
espectros de fluorescencia de la sonda LCG en disolucion acuosa se realizaron a una

longitud de onda de excitacion de 368 nm, con concentracion constante de 1x10° M.

6.3 Resultados y Discusion

El objetivo de este trabajo, se centra en la capacidad de los calix[4]arenos como
macrociclos receptores de aniones, ademas de su capacidad para complejar sus propios
contraiones. En este estudio vamos a comparar los resultados finales obtenidos con dos
de los calixarenos modificados (TMAC4TP y IC4), con los obtenidos con el pilarareno

en condiciones similares (Esquema 6.6).

TMAPS BF, IP5

Esquema 6.6 : Estructuras moleculares de los pilar[5]arenos modificados.
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6.3.1 Complejacion del TMAC4TP con su propio contraion (BF;) y con

un guest anionico (TSNa)

6.3.1.1 Complejacion del contraion por el macrociclo

El calix[4]areno con ambos portales sustituidos, el portal inferior por cadenas
alquilicas de 3 carbonos y el portal superior por el grupo trimetilamonio con contraiones
de BF;, en disolucion acuosa tiene 4 contraiones BF;, que corresponde a una cantidad
considerable de sal en disolucion. De este modo, la primera cuestion a considerar en este
estudio es si los contraiones del calix[4]areno estan complejados por el macrociclo
(TMACA4TP). Para obtener esta informacidén, se calcularon los coeficientes de
autodifusion (D) por experimentos de 'H y °’F RMN DOSY, tanto para el TMAC4TP
como para el contraion BF;, para dos concentraciones de calix[4]areno. La difusion de
RMN es una potente técnica que nos permite obtener simultdneamente los coeficientes
de difusion (D) de todas las especies que coexisten en disolucion, siempre que presenten
picos distintos y no superpuestos>”>°. Dado que la difusion depende del tamafio y la forma
de las moléculas, esta técnica se emplea habitualmente para el estudio de complejos
host:guest. En la Figura 6.4 se muestran los coeficientes de difusion observados (Dobs)

para el TMACA4TP y para el BFj a distintas concentraciones de macrociclo.

2x10%
_15x10° - ® .
o L
L r
E r
= s
.g -
n -
5x10° |-
[ Q \ Q
10° 1,5x10° 2x10°
[TMACATP ] (M)

Figura 6.4 : Coeficientes de autodifusion para el TMAC4TP (o) y para el BF; (®) en D,O a 25°C. La linea
discontinua representa el coeficiente de difusion de BF, libre en disolucion acuosa.

Como se puede observar, los coeficientes de difusion para el TMAC4TP no se ven
afectados por el cambio de su concentracion, se mantienen constantes, por tanto, se
descarta la autoagregacion del macrociclo bajo estas condiciones experimentales.
Mientras que los coeficientes de difusion para el contraion (BF} ), disminuyen lentamente

al aumentar la concentracion de calixareno, lo que indica que una fraccion de ellos estan
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unidos al TMACA4TP. Si comparamos, los coeficientes de difusion de los contraiones BF
con los del anion BF; puro en disoluciéon acuosa, se observa que son siempre mas
pequefios (Dobs= (1.68+0.05)x10” cm?s™!; linea discontinua en la Figura 6.4).

El coeficiente de difusion del anion BF, puro, es independiente de la
concentracion de sal KBF4, y por lo tanto se descartaron cambios en la viscosidad de la
disolucion en el intervalo de concentraciones estudiados. Si asumimos que la formacion
de complejos entre TMACA4TP y el BF, es rapida en la escala de tiempo del RMN, el
coeficiente de difusion observado (Dobs) se expresa como un promedio ponderado entre

el estado libre y complejado, segun la ecuacion:

Dobs = )(boundDbound + (1 - Xbound)Dfree (6.1)

Por tanto, a partir del coeficiente de difusion BF; en presencia de calixareno,
., - : BFy
D;%L—AC‘* , podemos obtener la fraccion molar de BF; complejado, x, .., 4, usando la

ecuacion (6.2):

pEFfa _ (D;"IFVI_ACALTP)
4

BF, _ Jree obs 62)
bound pEfs _ prMAcatp '
free TMACATP

donde D2

rree ©8 €l coeficiente de difusion para el BFy no complejado y se obtiene de la

disolucién de NaBF4 en ausencia de calixareno, y DFi46aTE es el coeficiente de difusion

del calixareno.
Los datos de )(E:l‘fnd recogidos en la Tabla 6.1, muestran que al aumentar la

concentracion de TMACA4TP, la fraccion de BF, asociado con el macrociclo aumenta

ligeramente. Debido a que la relacion molar host:contraion se mantuvo contante en todos

los experimentos (1:4), los valores calculados para )(E :Snd confirman que el macrociclo
puede acomodar aproximadamente uno o ninguno de los contraiones en su cavidad. Estos
resultados indican que la carga neta positiva en la parte superior del anillo de TMAC4TP,

no se ve afectada por la concentracion del macrociclo en disolucion.
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Tabla 6.1 : Coeficientes de difusion observados para el contraion BF, en distintas concentraciones de la
muestra de TMAC4TP (Dgg—‘w‘” ), y los correspondientes coeficientes de difusién para el macrociclo
TMACATP (DIMACATR)

[TMAC4TP] (M) 105 DRi#A“"P (cm?/s)  10° DTj4¢4Tp (cm?s) X
0.001 1.509+0.171 2.761+0.088 0.122
0.002 1.485+0.092 2.786+0.038 0.139

Esta conclusion contrasta con los estudios previos de nuestro grupo®?, donde se
muestra que los pilararenos pueden acomodar aproximadamente hasta cinco contraiones
BF,, dependiendo de la concentraciéon del macrociclo. Como consecuencia de esta
complejacion, la carga neta del pilarareno cambia de aproximadamente 10 cargas
positivas (para concentraciones de pilarareno < 10 M) a cinco cargas positivas para
concentraciones de pilarareno de méas de 10° M. Los resultados muestran que el
pilarareno tiene una mayor capacidad para complejar sus propios contraiones, en

comparacion con el calixareno.

6.3.1.2 Complejacion del TMAC4TP con p-toluensulfonato sédico (TSNa)

La capacidad de complejacion del guest anionico (TSNa) por el calix[4]areno
sustituido en el portal superior con trimetilamonio, se estudi6 a través de experimentos

de '"H RMN vy por fluorescencia del pireno.

6.3.1.2.1 Analisis de los espectros de 'H RMIN

Los estudios sistematicos de 'H RMN, proporcionan informacion valiosa sobre la
estequiometria y estructura de los complejos. Los cambios en los desplazamientos
quimicos del guest inducidos por la complejacion (Ad = Spound — Ofrec) SON Muy ilustrativos
con respecto a su ubicacion relativa a la cavidad del TMAC4TP BF, .

En la Figura 6.5 se muestran los espectros de 'H RMN del calix[4]areno en
presencia de distintas concentraciones de p-toluensulfonato sddico. Tal como se puede
observar, la adicion sucesiva de mayores cantidades de TSNa a la muestra estandar de

TMACATP BF, (1.5 mM), no conduce a alteraciones de los desplazamientos quimicos

184



Capacidad de los Calix[4]arenos como Receptores Anidnicos

de las sefiales pertenecientes al guest, lo que sugiere la ausencia de inclusién del TSNa

en la cavidad rica en electrones del calix[4]areno.

o LM

| | N Mol )
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3 (ppm)

Figura 6.5 : Espectros 'H RMN del TSNa (1 mM) (a) y del TMAC4TP BF; (1.5 mM) en ausencia (b), y
en presencia de distintas concentraciones de TSNa: (c¢) [TSNa]=0.lmM; (d) [TSNa]=0.5mM; (e¢)
[TSNa]=1mM; (f) [TSNal]=1.5mM; (g) [TSNa]=5mM; (h) [TSNa]=10mM; (i) [TSNa]=25mM; (j)
[TSNa]=50mM; (k) [TSNa]=100mM; (1) [TSNa]=120mM; (m) [TSNa]=140mM.

Cuando la relacion molar host/guest es inferior o igual a 1 (del caso (f) al (m)), se
observa unos cambios en las sefiales del calix[4]areno, especialmente en los protones que
pertenecen a los grupos puente (Hendo ¥ Hexo) ¥ @ los grupos trimetilamonio (N(CH3)3),
desplazandose ligeramente hacia campo alto. Debido a que consideramos que no se forma
complejo de inclusion entre el TMACA4TP BF, y el TSNa, debemos saber a qué se deben
estos cambios en los espectros de '"H RMN. En este experimento se realizé una adicién
sucesiva de p-toluensulfonato, considerando que la presencia de grandes cantidades de
sales en el medio puede alterar drasticamente la cmc de surfactantes, por lo que
realizamos medidas de espectroscopia de fluorescencia utilizando el pireno como

molécula sonda.

6.3.1.2.2 Fluorescencia de emision del pireno en presencia de TMAC4TPy TSNa

Para clarificar los resultados obtenidos por 'H RMN, se ha recurrido a la
espectroscopia de fluorescencia, utilizando el pireno como molécula sonda (ver Esquema

6.7). El pireno es un hidrocarburo aromatico policiclico que presenta un espectro de
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emision caracteristico, compuesto por cinco bandas de vibracion. Esta técnica es util para
estudiar la agregacion de surfactantes, debido a que el cociente entre la intensidad de la
primera y de la tercera banda de vibracion (Ii/I3) en el espectro de fluorescencia del
pireno, es muy sensible a los cambios de polaridad®!, es decir, este cociente disminuye

drasticamente cuando se pasa de un medio polar para un medio apolar.

Esquema 6.7

Como el pireno es una molécula apolar, tiende a asociarse a las micelas,
observandose un cambio muy brusco en el cociente I1/I; en el momento que estas se
forman, dando lugar asi al valor de su cmc. En la Figura 6.6 determinamos la
concentracion micelar critica para los calixarenos TMAC4TP, con contraion cloruro y
tetrafluoroborato, en presencia de p-toluensulfonato a través de la fluorescencia de

emision del pireno.
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Figura 6.6 : Influencia de la concentracion de p-toluensulfonato en el cociente I;/I3 para concentraciones
de calix[4]areno constantes: (Izquierda) [TMAC4TP CI']= 1.5 mM; (Derecha) [ TMAC4TP BF, ]= 1.5 mM.
[pireno] = 8.6x10* mM; T= 25°C.

Como podemos observar, la variacion del cociente Ii/I3; en funciéon de la
concentracion de TSNa, presenta a concentraciones bajas un valor de [;/I3=1.8 que
coincide con la ausencia de agregados, es el valor del pireno en agua. Mientras que al

aumentar la concentracion de p-toluensulfonato, el valor del cociente cae a valores
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cercanos a 1, indicando que el pireno se encuentra en un entorno hidrofobico, es decir,
encapsulado en los agregados formados.

Los valores obtenidos para las cmc’s de los TMACATP con distintos contraiones
en presencia de TSNa, son aproximadamente el mismo 1 mM, es decir son independientes
del contraion del calix[4]areno, pero si lo comparamos con el valor de la cmc del
TMACA4TP en ausencia de p-toluensulfonato que es aproximadamente 12 mM (ver
capitulo 5-Figura 5.1), vemos que la presencia de TSNa en el medio reduce drasticamente
la cmc de estos calix[4]arenos. Por tanto, con este experimento hemos demostrado que la
adicion sucesiva de p-toluensulfonato a ambos TMACA4TP se traduce en una disminucion
de su cmc, posiblemente como consecuencia de la gran cantidad de sales presentes en el
medio.

De este modo podemos confirmar que, los cambios en las sefiales del
calix[4]Jareno obtenidos por 'H RMN en presencia de un gran exceso de p-
toluensulfonato, se deben a la agregacion del macrociclo en lugar de la complejacion con
el guest (TSNa).

Estos resultados contrastan con los obtenidos en estudios previos de nuestro
grupo??, donde se muestra que los pilararenos sustituidos con trimetilamonio (ver
Esquema 6.6) forman complejos host:guest con el p-toluensulfonato. Los resultados
obtenidos determinaron la formacion de un complejo de inclusion con estequiometria 1:1
entre ambos compuestos, con una constante de equilibrio del rango de 10° M™!; y ademas,
a mayores relaciones molares guest/host el pilarareno no solo forma complejos estables

1:1, sino que también forma complejos con un guest externo, para formar complejos 2:1.

6.3.2 Complejacion del IC4 con su propio contraion (CI') y con distintos

guests anidnicos

Los cambios estructurales en el portal superior del calix[4]areno, al sustituir los
grupos trimetilamonio por grupos metilimidazol, tienen un efecto importante en la
complejacion del contraion por los calix[4]arenos y se probara si este efecto debe
extenderse a los guests anionicos externos. La cmc del IC4 fue determinada por el método
conductivimétrico, donde la interseccion de las dos rectas trazadas a partir de los datos de

conductividad, da un valor de aproximadamente entre 1 y 3 mM.
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6.3.2.1 Complejacion del contraion por el macrociclo, utilizando un colorante, la

lucigenina (LCG)

En el apartado de la complejacion del TMACA4TP con sus contraiones BFy, se
concluy6 que la interaccion entre el TMACA4TP con sus contraiones BF, transcurre
principalmente mediante interacciones electrostaticas. Ahora al sustituir los grupos
trimetilamonio por grupos metilimidazol del calix[4]areno, se pueden anadir
interacciones por enlace de hidrogeno a la interaccidon electrostatica, lo que da la
posibilidad de una mayor capacidad de complejar contraiones.

Para comprobar la posibilidad de complejar los contraiones Cl por el IC4,
realizamos experimentos de fluorescencia con una sonda fluorescente. A partir de estos
experimentos, se pueden obtener las concentraciones de iones cloruro que coexisten libres
en equilibrio con el macrociclo (IC4). A partir de las concentraciones de cloruro libre, es
facil calcular la fraccion molar del contraidon complejado. Se escogidé como sonda
fluorescente la lucigenina (LCG, N,N’-dimetil-9,9’-biacridinium dinitrato), que es un

colorante cationico’>33

y no interactua con nuestro macrociclo catidonico, IC4. Podemos
destacar que, la fluorescencia de la sonda utilizada (LCG) puede ser quencheada
eficazmente®* por haluros, cianato, tiocianato y aminas, de tal modo que es facil de
obtener la concentracion de cloruro libre en equilibrio con el macrociclo.

Antes de proceder a realizar los experimentos en presencia de calix[4]areno con
la lucigenina, primero debemos evaluar el quenching de la LCG por el Cl (NaCl). En la
Figura 6.7-izquierda se muestra el comportamiento del espectro de la LCG cuando
aumentamos la concentraciéon de NaCl. Como se puede observar, se produce una
disminucion de la intensidad, acorde a lo que dijimos anteriormente, la fluorescencia de
la sonda se quenchea en presencia de haluros. Por otro lado, en la Figura 6.7-derecha se
muestra la relacion entre la intensidad de fluorescencia y la concentracion del quencher

(anion CI). Esta relacion de intensidades se puede describir por la ecuacion de Stern-

Volmer (6.3):

I 6.3
70: 1+st[6l_] ( )
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donde Iy es la intensidad de fluorescencia del fluor6foro (LCG) en ausencia de los iones
CI" e I es la intensidad de fluorescencia en presencia de los iones Cl. Ksy es la constante

de quenching de Stern-Volmer?>,
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Figura 6.7 : (Izquierda) Influencia del incremento de la concentracion de NaCl (a=0 M — 1= 5x10"2 M)
en el espectro de fluorescencia de la [LCG] = 1x10°° M. (Derecha) Representacion grafica de Io/I frente a
la [NaCl] segtin la ecuacion de Stern-Volmer a 25°C.

En medio acuoso, podemos decir que la lucigenina, LCG, tiene una alta
sensibilidad al cloruro (CI) ya que si ajustamos los datos experimentales a la ecuacion
(6.3), obtenemos el valor para la constante de Stern-Volmer, Ksy = 404.4 M! para el CI".

En la Figura 6.8-izquierda se muestra como disminuye la intensidad en el espectro
de la fluorescencia de LCG en funcion de la concentracion del macrociclo (IC4).
Debemos tener en cuenta que al aumentar la concentracion de IC4, también estamos
aumentando la concentracion de cloruro, porque el calix[4]areno tiene de partida cuatro
contraiones Cl. El quenching de la fluorescencia de lucigenina por el macrociclo (IC4)
no se observa bajo las condiciones experimentales que estudiamos, probablemente debido
a la repulsion electrostatica entre el macrociclo cationico (IC4) y el colorante de
fluorescencia (LCG) también catidnico.

A partir de los datos experimentales mostrados en la Figura 6.8-izquierda y
utilizando la ecuacién de Stern-Volmer mostrada previamente con una Ksy = 404.4 M,
podemos obtener el porcentaje de contraiones Cl” complejados. Como puede observarse
en la Figura 6.8-derecha, este porcentaje aumenta con la concentracion del macrociclo
porque tenemos 4 contraiones para el IC4, alcanzando un valor limite en el que se ha
neutralizado el 25% de la carga, lo que corresponde a un ion cloruro complejado por el

calix[4]areno.
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Figura 6.8 : (Izquierda) Influencia del incremento de la concentracion de IC4 (a=0 M — e = 1x107 M)
en el espectro de fluorescencia de la [LCG] = 1x10% M. (Derecha) Influencia de la concentracion del IC4
en el porcentaje de iones cloruro complejados por el macrociclo.

Si comparamos estos resultados obtenidos con el IC4 con los obtenidos para el
TMACATP BF; , se observa que para el IC4 a concentraciones superiores a 0.5mM un
contraion cloruro esta complejado por el macrociclo, sin embargo para el TMAC4TP BF,
a concentraciones de 1mM no se alcanza ese porcentaje de tetrafluoroborato complejado,
a pesar del mayor caracter hidréfobo de los iones tetrafluoroborato en comparacion con
los iones cloruro. Los resultados experimentales muestran que los calixarenos son muy
selectivos en cuanto a su habilidad para complejar, dependiendo tanto del grupo de cabeza
como de la naturaleza de las interacciones intermoleculares.

Por ultimo, estos resultados contrastan con los obtenidos en estudios previos de
nuestro grupo®>*3, donde se demuestra que los pilararenos con distintas modificaciones
en el portal superior, TMAPS y IP5 (ver estructuras en Esquema 6.6), pueden complejar
contraiones distintos casi con el mismo porcentaje. Los aniones de tetrafluoroborato se
unieron al TMAPS neutralizando casi el 50% de la carga, y se obtuvo casi el mismo
porcentaje de complejacion para los iones bromuro con IP5 un 45%, independientemente
del distinto caradcter hidrofobo de los contraiones. Se esperaba un mayor porcentaje de
carga neutralizada para TMAPS, ya que los iones de bromuro son mas hidroéfilos que el
tetrafluoroborato. Por otro lado, podemos destacar para la explicacion de la capacidad de
reconocimiento de aniones por los pilararenos, que el enlace de hidrogeno, s6lo es posible

para el IP5, a mayores de las interacciones electroestaticas.
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6.3.2.2 Complejacion del IC4 con p-toluensulfonato sédico (TSNa)

La capacidad de complejacion del guest anidonico (TSNa) por el calix[4]areno,
sustituido en el portal superior por los grupos metilimidazol, se estudié a través de

experimentos de 'H RMN y de medidas calorimétricas.

6.3.2.2.1 Analisis de los espectros de 'H RMN

El andlisis de los cambios en los desplazamientos quimicos inducidos por la
complejacion (Ad = dvound — Ofice) €N las sefiales de resonancia de los protones del guest
(TSNa) nos proporcionan informaciéon sobre su ubicacion con respecto al macrociclo
(IC4).

En la Figura 6.9 se muestran los espectros de 'H RMN del IC4 en presencia y
ausencia de p-toluensulfonato. Como se puede observar, los cambios en los
desplazamientos quimicos de los protones del TSNa presentan desplazamientos hacia
campo alto (Ad < 0) por tanto, sugiere la formacién de un complejo de inclusion entre el

guest anidnico y el macrociclo cationico.

|/ _JLJLL

(b) [IC4]/ [TSNa]=3

BN |5 R | 195 |
]

(c) [TSNa]
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8 7 6 5 4 3 2 1
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Figura 6.9 : Espectros de 'H RMN del IC4 en presencia del p-toluensulfonato en D,O a 25°C. (a)
[IC4]=0.9mM, (b) [IC4]=0.9mM [TSNa]=0.3mM y (c) [TSNa]=0.3mM.

Los valores de los desplazamientos de los protones del TSNa siguen el siguiente
orden CH3 > meta > orto, lo que nos indica que el grupo metilo del guest debe estar mas
incorporado en la cavidad del macrociclo, mientras que el grupo sulfonato deberia estar
mas cerca de las cargas positivas del grupo metilimidazol del macrociclo (ver estructura

del TSNa- Esquema 6.1).
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Cuando se realizo el estudio con el calix[4]areno modificado con grupos
trimetilamonio (TMAC4TP BF}) con el guest aniéonico (TSNa), se observo que no habia
interaccion entre ambos. Sin embargo, ahora con el calix[4]areno modificado con grupos
metilimidazol y el mismo guest, se observa la formacion de un complejo de inclusion 1:1.

Esto demuestra que la correcta eleccion de los grupos funcionales en los centros
de reconocimiento es un paso critico en el disefio y la construccion de este tipo de

receptores moleculares.

6.3.2.2.2 Determinacion de la constante de equilibrio entre el IC4 y el TSNa

La constante de equilibrio y la estequiometria del complejo formado por el IC4 y
el p-toluensulfonato sodico se pueden determinar por la valoracion calorimétrica
isotérmica (ITC), obteniéndose directamente los valores de las constantes de equilibrio y
los parametros termodindmicos asociados. En la Figura 6.10 se muestra los resultados
obtenidos para cada valoracion de TSNa con IC4. Los datos de las isotermas de
complejacion se ajustaron al modelo “One Set of Sites” dado por el software de MicroCal
para complejos del tipo 1:1. A partir de este ajuste obtenemos simultaneamente el valor
de la constante de equilibrio K= (1.6+0.1)x10* M! y de los pardmetros termodindmicos
(AH® y AS®). Los resultados obtenidos nos indican que la complejacion es impulsada
principalmente por la entalpia (AH°= -6500+£200 J/mol), probablemente como
consecuencia de las interacciones no covalentes, como la electrostatica o interaccion 7«
(C-H---m), que participan en el proceso de complejacion entre ambas especies,
acompanadas por cambios entropicos favorables (AS°= 39.3 J/mol K) debido a cambios

conformacionales y efectos de desolvatacion’®.
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Figura 6.10 : Valoracion calorimétrica de 268 pL de p-toluensulfonato (8 mM) en 1.459 mL de IC4 (0.1
mM) en 35 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 35
inyecciones (8 pL por inyeccion) de una disolucion de TSNa (8 mM) en una disolucion de IC4 (0.1 mM).
(Abajo) Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas calorimétricas) vs Relacion
Molar.

Sin embargo, la valoracion calorimétrica utilizando p-toluensulfonato y el
pilar[5]areno sustituido con imidazol (IP5) no muestra calor de reaccién aparente’
Sabemos que se forma un complejo de inclusion entre ambas especies, debido a que en
los experimentos realizados por 'H RMN, se producen cambios experimentales en los
desplazamientos quimicos de los protones de p-toluensulfonato hacia campo alto, los
cuales son aproximadamente cuatro veces mas grandes que los obtenidos usando 1C4.
Este hecho, probablemente estd relacionado con algin tipo de compensacion entalpia-
entropia que se produce cuando AG® es aproximadamente constante dentro de la reaccion,
mientras que AH® y AS® varian significativamente, causando una termoneutralidad que
conduce a la imposibilidad de detectar la complejacion entre un Aost y un guest por

valoracion calorimetria isotérmica®”-3%,

6.3.2.3 Complejacion del IC4 con 4-HidroxiBenzoato (4-HyBz)

Los calix[4]arenos sustituidos con el grupo imidazol (IC4), producen constantes
de equilibrio para los aniones mayores que con el TMAC4TP. Este comportamiento se
observo tanto en el porcentaje de complejacion del contraion como en la complejacion

con el guest anionico de p-toluensulfonato. Esta diferencia puede ser atribuida a la suma
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de la interaccion por enlace de hidrogeno ademas de las interacciones electrostaticas.
Debido a que la interaccion del tipo enlace de hidrogeno idnico (C-H)"---X™ puede ser
posible®, elegimos el anién 4-hidroxibenzoato como guest para el siguiente estudio con

el calix[4]areno, IC4.

6.3.2.3.1 Analisis de los espectros de 'H RMN

En la Figura 6.11 se muestran los espectros de 'H RMN del 1C4 en presencia y
ausencia de 4-hidroxibenzoato. Como se puede ver, se observaron pequeios cambios en
los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos del 4-HyBz hacia campo alto
(Ad =-0.03 ppm), posiblemente inducidos por la complejacion con el calix[4]areno (ver

estructura del 4-HyBz- Esquema 6.1).
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Figura 6.11 : Espectros de '"H RMN del IC4 en presencia del 4-Hidroxibenzoato en D,O a 25°C. (a)
[IC4]=0.9mM, (b) [IC4]=0.9mM [4-HyBz]=0.3mM vy (c) [4-HyBz]=0.3mM.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que ambos guests anidnicos, el p-
toluensulfonato y el 4-hidroxibenzoato no son demasiado distintos en su tamafio y forma,
este pequefio desplazamiento de las sefiales de los protones aromaticos podria explicarse
si el 4-hidroxibenzoato no se encuentra en el interior de la cavidad aromatica del IC4,
como ocurre en el caso del p-toluenosulfonato. En el posible complejo formado por el
IC4 con el 4-hidroxibenzoato, tanto las interacciones electrostaticas entre las cargas
positivas de los grupos imidazol del calixareno y el grupo carboxilico del 4-

hidroxibenzoato, asi como las interacciones por enlace de hidrégeno tendrian mas
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influencia, estabilizando el complejo en la zona del portal superior en lugar de en la

cavidad aromatica.

6.3.2.3.2 Determinacion de la constante de equilibrio entre el IC4 y el 4-HyBz

La constante de equilibrio y la estequiometria del complejo formado por el IC4 y
el 4-hidroxibenzoato se pueden determinar por la valoracion calorimétrica isotérmica
(ITC), obteniéndose directamente los valores de las constantes de equilibrio y los
parametros termodindmicos asociados. En la Figura 6.12 se muestra la valoracién
calorimétrica del 4-HyBz con el IC4, dando un calor de reaccion aparente causado por la
formacion de un complejo de inclusion entre ambas especies. Los datos de las isotermas
de complejacion se ajustaron al modelo “One Set of Sites” dado por el software de
MicroCal para complejos del tipo 1:1. A partir de este ajuste obtenemos el valor de la
constante de equilibrio K= (1.9+0.2)x10* M™!, que es un valor aproximadamente 10 veces
mayor en comparacion con el que obtuvimos para el complejo de inclusion formado entre

el IC4 y el p-toluensulfonato.
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Figura 6.12 : Valoracion calorimétrica de 268 pL de 4-hidroxibenzoato (4 mM) en 1.459 mL de IC4 (0.1
mM) en 35 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 35
inyecciones (8 puL por inyeccion) de una disolucion de 4-HyBz (4 mM) en una disolucién de IC4 (0.1 mM).
(Abajo) Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas calorimétricas) vs Relacion
Molar.

Los resultados obtenidos para los pardmetros termodindmicos indican que el

complejo formado por el IC4 con el 4-HyBz esté favorecido entalpicamente, con un valor
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de AH°= -13400+£400 J/mol, como consecuencia de las multiples interacciones no
covalentes que se producen en el proceso de complejacion, mientras que los cambios
entropicos favorables, AS°= 37 J/mol K, son similares en ambos casos. Por lo tanto, como
resultado de la rica versatilidad que este tipo de macrociclos tienen para ofrecer en el
campo de la quimica host-guest, usando un calix[4]areno anfifilico como receptor
molecular catidnico y las modificaciones correctas, pasamos de la ausencia de interaccion
entre el guest (p-toluensulfonato) y el host (TMACA4TP) a la formacion de complejos de
inclusion estables entre el IC4 con el p-toluensulfonato y con el 4-hidroxibenzoato.

A modo de resumen, en la comparacion entre el IC4 y el IP5 para la complejacion
con estos dos guests anionicos (TSNa y 4-HyBz), podemos destacar que la introduccion
de grupos imidazol en el pilar[5]areno (IP5) proporciona al receptor catidnico una
caracteristica especial e interesante que no se aplica para el caso del IC4, su caracter
fluorescente, que lo convierte en un potencial quimiosensor fluorescente®>. Con el fin de
determinar la constante de equilibrio para IP5 e 4-hidroxibenzoato, se llevaron a cabo
experimentos de fluorescencia, a partir de los cuales vemos como varia la intensidad de
fluorescencia del pilar[5]areno (A= 464 nm) con el aumento de la concentracién de 4-
HyBz. A partir del ajuste no lineal de los datos experimentales, se obtuvo el valor de la
constante de equilibrio K= (1.1£0.2)x10° M. Si comparamos este valor de la constante
de equilibrio, con la que obtuvimos en nuestro caso con el IC4, podemos decir que con el
IP5 es casi 100 veces mayor. Para el caso de complejacion del IPS con p-toluensulfonato,
dicho complejo no implica el quenching de la fluorescencia del macrociclo. Por tanto,
debemos monitorizar la regeneracion de la fluorescencia mediante un método de
complejacion competitiva, para obtener la constante de equilibrio del complejo. Con este
fin, se estudio la influencia de la concentracion de p-toluenosulfonato en la intensidad de
fluorescencia del complejo formado por el IP5 y 4-hidroxibenzoato, esto induce a la
recuperacion de la fluorescencia del IP5 como consecuencia del desplazamiento del 4-
HyBz por el TSNa de la cavidad del pilar[5]areno, dando lugar a la formacién de un nuevo
complejo entre el IP5 y el TSNa con una constante de equilibrio, K= (3.5+0.4)x10* M.
Una vez mas, y debido a todas las razones discutidas a través de este trabajo, se obtuvieron
constantes de equilibrio mas altas en el caso de los pilararenos en comparacion con los de
los calixarenos como consecuencia de la mejor complementariedad de las especies que

forman el complejo.
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6.3.3 Complejacion del TC4 con distintos guests anionicos

Este tipo de calix[4]areno modificado consta de 8 grupos catidnicos en el portal
superior, con una separacion entre ellos, y una region aromadtica rica en electrones,
mejorando la capacidad para complejar distintos guest anidnicos. Un calix[4]areno

parecido al TC4 se encuentra en la bibliografia!>4°

, ¥ sus estudios demostraron que la
formacion de micelas se dan a concentraciones bastantes altas, dando un valor para la
cmc de aproximadamente 3x107 M, en disolucion acuosa. Por tanto, debido a la similitud
estructural con nuestro calix[4]areno podemos considerar que el valor de la cmc es

practicamente el mismo para TC4.
6.3.3.1 Complejacion del TC4 con p-toluensulfonato sédico (TSNa)

La capacidad para complejar el guest anidnico (TSNa) por el calix[4]areno
sustituido en el portal superior con 1-trimetilamonio-2-dimetilaminoetano (TC4), se

estudid a través de experimentos de 'H RMN.

6.3.3.1.1 Andlisis de los espectros de 'H RMN

En la Figura 6.13 se muestran los espectros de 'H RMN del calix[4]areno en
presencia de distintas concentraciones de p-toluensulfonato sddico. Los cambios en los
desplazamientos quimicos del guest inducidos por la complejacion (Ad = Spound — Ofrec) SON
muy ilustrativos con respecto a su ubicacion relativa a la cavidad del TC4. Como se puede
observar, la adicion sucesiva de mayores cantidades de TSNa a la muestra estandar de
TC4 (1.5 mM), no conduce a alteraciones en los desplazamientos quimicos de las sefales
pertenecientes al guest, lo que sugiere la ausencia de inclusion del TSNa en la cavidad
rica en electrones del calix[4]areno.

Cuando en los espectros de '"H RMN la relacion molar host/guest es inferior o
igual a 1 a partir del caso (c), observamos que los cambios mas significativos en los
desplazamientos se producen en las sefiales del calix[4]areno, especialmente en los
protones que pertenecen a los grupos puente (Hendo=4.62ppm y Hexo=3.48ppm), al
carbono alfa del anillo aromatico (C1=4.67ppm) y a los grupos metilo de los nitrogenos
(N(CH3)3=3.34ppm (36H) y N(CH3)2=3.09ppm (24H)), desplazandose lentamente hacia

campo alto.

197



Capitulo 6

W W |
Ry W
Y (R 1| A
,JJWL LJJN J LJJL_AJ%
L .

.................................

Figura 6.13 : Espectros 'H RMN del TSNa (1 mM) solo (a) y del TC4 (1.5 mM) en ausencia (b), y en
presencia de distintas concentraciones de TSNa: (c) [TSNa]=1.5mM; (d) [TSNa]=10mM; (e)
[TSNa]=50mM; (f) [TSNa]=100mM; (g) [TSNa]=140mM. Las senales de los protones Hengo, Hexo, Ci,
N(CH3), y N(CH3)3 se muestran en los espectros y en la figura insertada del TC4.

Este comportamiento en los desplazamientos quimicos es similar al observado en
el caso del TMACATP BF, con el guest TSNa, donde no se formaba el complejo de
inclusion, y los cambios observados en los espectros de 'H RMN del macrociclo se debian
a la gran cantidad de sal presente en el medio, originando una significativa disminucién
de la cme. En el presente caso, TC4 y el p-toluensulfonato sédico, los cambios observados
en los espectros de 'H RMN pueden deberse igualmente a la agregacion del macrociclo
en lugar de la complejacion del guest por el calix[4]areno. Sin embargo, en este caso no

hicimos el estudio de fluorescencia con el pireno para confirmarlo.

6.3.3.2 Complejacion del TC4 con el acido 1,3-Propanodisulfonico disodium sal

(PropdSNa)
6.3.3.2.1 Determinacion de la constante de equilibrio entre el TC4 y el PropdSNa

La constante de equilibrio del complejo formado por el TC4 y el PropdSNa se
determiné por medidas de ITC. Los experimentos de calorimetria se realizaron colocando
la disolucion del TC4 en la celda de reaccion y se fue afiadiendo gradualmente la
disolucion del guest anionico. En este caso, elegimos como guest la sal disodica del acido

1,3-propanodisulfonico, porque en disolucion acuosa sus dos cargas negativas estan casi
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a la misma distancia que las dos cargas positivas del calix[4]areno modificado en el portal
superior, y la capacidad para complejarse entre ambos puede ser mayor.

En la Figura 6.14 se muestran los resultados obtenidos para cada valoracion del
PropdSNa con el TC4, y los datos de las isotermas de complejacion se ajustaron a un
modelo de ecuaciones para complejos del tipo 1:1 suministradas por el software de
MicroCal, a partir del cual se obtuvieron los valores de la constante de equilibrio K=
(7.03+£0.28)x10° M y de los parametros termodinamicos (AH® y AS°). Los resultados
obtenidos indican que la formacion del complejo 1:1, entre el TC4 y el PropdSNa, esté
favorecida en términos entropicos (AS°= 143 J/mol K) y desfavorecida en términos
entalpicos (AH®= 20767350 J/mol). El elevado cambio entropico puede ser resultado
del proceso de desolvatacion del TC4, mientras que la entalpia positiva probablemente
resulta de la energia necesaria para el proceso de desolvatacion que supera la energia

liberada en el proceso de complejacion.
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Figura 6.14 : Valoracion calorimétrica de 268 pL de 1,3-Propanodisulfonico disodium sal (2.22 mM) en
1.459 mL de TC4 (0.1 mM) en 35 pasos a 25°C. (Arriba) Trazas calorimétricas (flujo de calor vs tiempo)
para las 35 inyecciones (8 puL por inyeccion) de una disolucion de PropdSNa (2.22 mM) en una disolucién
de IC4 (0.1 mM). (Abajo) Isotermas de complejacion (obtenidas por la integracion de las trazas
calorimétricas) vs Razén Molar.

Por tanto, este calix[4]areno anfifilico modificado acttia como receptor molecular
cationico, observandose interaccion entre el guest (PropdSNa) y el host (TC4) dando

lugar a un complejo de inclusion.
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6.4 Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio, nos permitieron confirmar la formacion
de complejos de inclusion entre los calix[4]arenos cationicos modificados y los distintos
guests anionicos. Una caracteristica importante es que los macrociclos tienen la capacidad
de complejar sus propios contraiones, tal como estudiamos en el caso del TMAC4TP con
BF, o el IC4 con CI, afectando asi a su carga neta y modificando sus propiedades para
actuar como receptor de aniones. La principal ventaja de estos calix[4]arenos para actuar
como receptores anionicos, resulta de la modificacion de su portal superior con
sustituyentes cationicos, aportando una mayor separacion entre la carga positiva y la
cavidad rica en electrones del macrociclo. De este modo aumenta la posibilidad de
complejacion con distintos guests anidnicos, tal como es observado en los distintos casos
estudiados en este capitulo. Cuando sustituimos los grupos trimetilamonio por los grupos
metilimidazol en el macrociclo, ademéas de las interacciones electrostaticas, nos permite
incorporar interacciones por enlace de hidrégeno. Estos cambios estructurales tienen un
efecto importante en la complejacion del contraion y de los guests anidnicos. En el estudio
de comparacion de la posibilidad de los calix[4]arenos en complejar sus propios aniones,
verificamos que el TMAC4 BF} y el IC4 CI' complejan sus propios aniones, pero se
detecta un mayor porcentaje de contraion complejado en el caso del IC4. Sin embargo,
en la complejacion del guest externo, TSNa, con el IC4 se observa la formacion del
complejo de inclusion 1:1 entre ambos, mientras que con el TMACATP BF y el TC4 no
se observa interaccion con el guest, sino que los cambios observados en el espectro de 'H
RMN pueden deberse a la agregacion del macrociclo.

Con este estudio pudimos demostrar que la correcta eleccion de los grupos
funcionales en los sitios de reconocimiento es un paso critico en el disefio y la
construccion de este tipo de receptores moleculares, y que son de mucha importancia en

los procesos de complejacion.
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7 Influencia del contraion como factor decisivo en la
formacion de complejos host:guest entre p-

Sulfonatocalix[4]areno y Betainas

7.1 Introduccion

Los p-sulfonatocalix[n]arenos (SCn) son los calixarenos mas estudiados debido a
su elevada solubilidad en agua, cuya caracteristica es de especial importancia ya que la
mayoria de los procesos de interés bioldgico ocurren en medio acuoso y son utilizados en
diversas aplicaciones biomédicas, como actividades antivirales, bloqueo enzimatico y
complejacion de proteinas'. Los SCn tienen una cavidad aromética rica en electrones 7 y
grupos sulfonato en posicion para a los oxigenos fenolicos, mostrando una capacidad
para formar complejos de inclusién con diversas moléculas guests?, incluyendo moléculas
organicas neutras o cationicas y cationes organicos e inorganicos’. Dependiendo del
guest, pueden estar involucrados diferentes tipos de interacciones como las hidrofobicas,
electrostaticas, n-mt, cation-n, CH- m, etc. Por otro lado, la estabilidad y la selectividad en
la formacion de los complejos formados por SCn no solo depende de la estructura
molecular del guest y del host, sino que también influyen las condiciones de la disolucion,
como por ejemplo el pH* o la presencia de cationes metalicos’.

En el grupo de Morel-Desrosiers® investigaron la interaccion entre el SC4 y los
cationes metalicos monovalentes y en sus estudios no detectaron cambios significativos
en las variaciones de calor para los cationes Na" y Ag®, lo que sugirié que estos cationes
no se complejaban con el calixareno. Sin embargo, afios después fue nuestro grupo de
investigacion el que confirmo la complejacion de cationes metalicos monovalentes por p-
sulfonatocalix[4]areno’'°, y se cuantificd que el SC4 compleja un contraion Na'. Debido
a la naturaleza anionica del SC4, que existe como un pentaanion a pH neutro, los cationes
sodio estdn siempre presentes como contraiones en la disolucion, y, por tanto, debe

considerarse que existe una competencia entre las especies guests y los contraiones en los
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procesos de complejacion, viéndose afectadas las constantes de equilibrio y los
parametros termodinamicos. Estos efectos son mucho més importantes en presencia de
altas concentraciones de sodio (por ejemplo, en disoluciones tamponadas) por lo que las
conclusiones derivadas de los datos experimentales pueden verse seriamente afectadas.
Los sistemas binarios /ost:guest con el SC4 fueron ampliamente estudiados®®, pero de la
formacion de complejos ternarios con SC4 hay menos estudios en la literatura'®!2,

En este capitulo se ha estudiado la influencia de los cationes Na“ en la
complejacion del SC4 con distintos surfactantes (betainas) en disolucidon acuosa neutra
(Esquema 7.1). Las betainas tienen una estructura zwitterionica, que constan de un grupo
funcional cargado positivamente (N'(CH3)3) y otro cargado negativamente (COQO),
separados entre ellos por un espaciador apolar (cadena alquilica de distintas longitudes),
dependiendo su carga del pH de la disolucion. Los resultados obtenidos a partir de los
experimentos de '"H RMN y de la valoracién microcalorimétria isotérmica (ITC),
presentan la evidencia de la formacion de complejos binarios o ternarios dependiendo de

la longitud del espaciador de la betaina, y se propone un modelo mecanistico (competitivo

o competitivo-cooperativo) detallado para ambos casos.

L
/+ i &
n=1 Bet 1
n=2 Bet 2
n=3 Bet 3
n=5 Bet 5
SC4 Betainas

Esquema 7.1

7.2 Seccion Experimental

Materiales. La betaina con longitud del espaciador de un carbono entre ambas cargas, la
N, N, N-trimetilglicina (n = 1 Bet_1), fue adquirida con la maxima pureza disponible en
Sigma-Aldrich (98%) y fue usada sin posteriores purificaciones. El resto de las betainas
utilizadas en este capitulo (Bet 2, Bet 3 y Bet 5), que se diferencian en la longitud del

espaciador entre ambas cargas, fueron sintetizadas al igual que el SC4.
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Sintesis del p-sulfonatocalix[4]areno (SC4)

El p-sulfonatocalix[4]areno (SC4) fue obtenido mediante una sintesis que consta
de dos pasos de reaccion!*!°. El primer paso consiste en la ipso-sulfonacion del p-tert-
butilcalix[4]areno en H2SO4 a 80°C. Una vez filtrado el producto obtenido (forma acida
del SC4), se disolvié en metanol y precipitd con acetato de etilo. El segundo paso de la
sintesis consiste en neutralizar la forma acida del SC4 con Na>COs en disolucion acuosa.
El producto en disolucion se decolord con carbon activado y se filtro a través de Celita.
La disolucion final se dejo evaporar lentamente con ayuda de calor y agitacion, y el
producto fue disuelto en la minima cantidad de agua y precipitado con metanol. La
recristalizacion del SC4Na (pentasodio de SC4) en la mezcla metanol/ agua fue repetida
al menos 3 veces. Finalmente, el producto se sec6 a 80°C en la bomba de vacio durante
dos dias. 'H RMN (300 MHz, D20, ppm): 6 = 7.57 (s, SH, ArH), 4.01 (s, 8H, Ar-CH.-
Ar).

Sintesis de las Betainas

Las betainas son compuestos que estan en forma zwitterionica a pH neutro, y que
poseen una carga positiva y otra negativa simultaneamente. La sintesis de las tres betainas
(Bet 2, Bet 3 yBet 5)sigue el mismo procedimiento que consta de dos pasos de reaccion

16,17

descritos en la literatura'®"’ y solo se diferencian en el reactivo de partida, que determina

la longitud del espaciador entre ambas cargas que queremos obtener (Esquema 7.2).

HCHO / CH,0 | MeI/KHCO;
HCleone. MeOH ik n OH

CH;CO,H
n=2 Acido 3-aminopronoico n=2 Bet_2
n=3 Acido 4-aminobutanoico n=3 Bet 3
n=5 Acido 6-aminohexanoico n=>5 Bet §

Esquema 7.2

Sintesis y caracterizacion de Bet 2, Bet 3 y Bet 5. El primer paso consiste en la
dimetilacion del reactivo de partida (dcido 3-aminopropiodnico, 4-aminobutanoico y 6-
aminohexanoico) con 4cido formico y formaldehido (37% en agua) a 90°C durante 8

horas, aproximadamente. Después la mezcla se traté con HCI concentrado y se evaporo
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hasta sequedad, resultando un residuo semisolido. A continuacion, el semisolido se lavo
con acido acético y se filtrd, dando lugar a un sé6lido blanco. El segundo paso consiste en
obtener el analogo trimetil, mediante la alquilacién del producto obtenido anteriormente
con yoduro de metilo (Mel), bicarbonato potéasico (KHCO3) y MeOH seco. La mezcla de
reaccion se agitd bajo una atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente durante 26
horas. Posteriormente a la mezcla de reaccion se le afiadié agua Milli-Q, y se extrajo con
diclorometano (CH2Clz). La fase acuosa se llevd al rotavapor para eliminar todo el
metanol y parte del agua Milli-Q, después se liofiliz6 dando como resultado el producto
final, un so6lido blanco. Los productos Bet 2, Bet 3 y Bet 5 fueron caracterizados por la
técnica de 'H RMN. Bet_2 'H RMN (300 MHz, D20, ppm): 6 = 3.62 (t, 2H, N-CH>-),
3.19 (s, 9H, N(CH3)3), 2.72 (t, 2H, -CH>-COO’). Bet_3 '"H RMN (300 MHz, D-O, ppm):
0 =3.34 (m, 2H, N-CH>-), 3.15 (s, 9H, N(CH3)3), 2.29 (t, 2H, -CH>-COQ), 2.05(m, 2H,
N-CH>-CH3-). Bet_5 "H RMN (300 MHz, D;0, ppm): 5 = 3.35 (m, 2H, N-CH.-), 3.13 (s,
9H, N(CH3)3), 2.23 (t, 2H, -CH>-COQO), 1.84 (m, 2H, N-CH>-CH>-), 1.65 (m, 2H, -CH>-
CH>-COQO), 1.40 (m, 2H, N-CH>-CH>-CH>- ).

Bet_5

Bet_3

Bet_2

N

——r—— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
38 3.7 3.6 3.5 3.4 33 32 31 30 29 28 2.7 23 22 21 20 19 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3

2.6 2.5 2.4
S (ppm)

Figura 7.1 : Espectros de 'H RMN de las tres betainas sintetizadas (Bet 2, Bet 3 y Bet 5) en D,0.

Valoraciéon microcalorimetria isotérmica. Las valoraciones calorimétricas han sido
realizadas en un microcalorimetro de valoracion isotérmica (VP-ITC) de Microcal Co. a
presion atmosférica y 25°C. Las disoluciones de las muestras son desgasificadas y
termostatizadas previamente a la valoracion usando el accesorio ThermoVac (MicroCal,
Inc.). En cada experimento, tenemos la jeringa de inyeccion con una disolucion de guest

(0.268 mL) que fue afiadida gradualmente a la celda de reaccion que contiene la
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disolucion de fost (1.459 mL) y con agitacidon constante (459 rpm). Ademas, se realizaron
experimentos afiadiendo distintas concentraciones de NaCl a la valoracion inicial,
manteniendo constante la concentracion de sal afiadida en la jeringa y en la celda. Se
utiliz6 el software ORIGIN (Microcal Inc.) para calcular la constante de equilibrio (K) a
partir de una unica curva de valoracion. El calor de reaccion para cada experimento se

calculd mediante el modelo de "one set of binding sites".

Experimentos de RMN. Los espectros 'H RMN fueron adquiridos en un
espectrofotometro Varian Inova 400. Las mezclas para los sistemas SC4/Betaina se
prepararon mezclando los volimenes apropiados de las disoluciones stock, preparadas
previamente en D20 a 25°C. Para resolver el sistema de ecuaciones por el método

numérico utilizamos el programa Dynafit.

7.3 Resultados y Discusion

En este trabajo se estudio la complejacion de las betainas, con distintas longitudes
de espaciador entre los grupos de cabeza, por el SC4 en disolucion acuosa y a pH neutro.
Se han realizado experimentos de ITC y 'H RMN para obtener las constantes de
equilibrio, que dependen de la concentracion del calixareno con contraiones Na* y

también de la concentracion de Na' afiadido.

7.3.1 Formacion de los complejos host:guest entre las Betainas y SC4

7.3.1.1 Caracterizacion estructural y determinacion de las constantes de equilibrio

de los complejos por "TH RMN

El proceso de complejacion de las distintas betainas con el SC4 se estudio
detalladamente mediante experimentos de 'H RMN. Los experimentos se llevaron a cabo
en ausencia de cationes Na' afiadidos, manteniendo la concentracion de las distintas
betainas constante y variando la concentracion de SC4. El porcentaje de SC4 no
complejado disponible para actuar como receptor varia con su concentracion, debido a la
capacidad del SC4 para complejar sus propios contraiones (Na*)’.

Los estudios sistematicos de RMN proporcionan informacion sobre la

estequiometria de los complejos, y también sobre la forma en la que el guest se puede
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introducir en la cavidad del SC4, a través de los cambios en los desplazamientos quimicos
del guest inducidos por la complejacion (Ad = dvound — Ofree). A continuacion, presentamos

el estudio de las cuatro betainas estudiadas en este capitulo.

Comportamiento de la Bet 1y Bet 2 con el SC4

En la Figura 7.3 se muestra los desplazamientos quimicos de los protones del
grupo N(CH3)3 de la Bet 1 y Bet 2 con el aumento de la concentracion del SC4, asi
como el ajuste al modelo de complejacion competitiva. Como se puede observar, el
desplazamiento quimico se produce hacia campo alto (Ad < 0), indicando que la Bet 1y
Bet 2 deben incorporarse en la cavidad del SC4 por el grupo trimetilamonio, debido a
que es la sefal que experimenta un mayor cambio hacia campo alto tras la adicion de

SC4.

[ [
3 3 &
- \@
-2 = 2
£ 2 £
o Q
s L ° a = B
w w
1+ 1
0 | | Lo | 0 1 | | |
0 5x10% 10?2 1,5x 102 0 2x10? 4x10? 6x10%
[SC4] (M) [SC4] (M)

Figura 7.2 : Desplazamientos quimicos de la sefial del grupo N*(CHs); de la Bet 1 () y de la Bet 2 (o)
en funcion de la concentracion de SC4 en D,O a 25°C. [Bet 1]= 0.5 mM; [Bet 2]= 1 mM. La linea
representa el ajuste de los datos experimentales al modelo de complejacion competitiva.

Con el objetivo de reproducir los datos experimentales de la Figura 7.2, se
considerd un modelo de complejacion competitiva (Esquema 7.3) en el que ambos Na' y

betaina compiten simultdneamente por la cavidad del SC4 de manera competitiva.

KBet

SC4 + Bet SC4-Bet
+ KN=1+

SC4 + Na SC4-Na
Esquema 7.3
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Las lineas de ajuste de los datos experimentales de la Figura 7.2 parala Bet 1y
la Bet 2, se obtuvieron por un método numérico para resolver el sistema de ecuaciones
basado en el modelo de complejacion competitiva, utilizando el programa Dynafit. El
ajuste se ha realizado fijando el desplazamiento quimico de la betaina libre (or) y la
constante de complejacion del Na™ (Kna"= 183 M) previamente obtenida por nuestro
grupo’, y se dejo optimizar la constante de complejacion de la betaina con el SC4 (Kpet)
y el desplazamiento quimico de la betaina complejada (5c). A partir de este método
competitivo, se obtienen los valores de las constantes de equilibrio, Kget, entre el SC4 y
las distintas betainas (Bet 1 y Bet 2) y los desplazamientos quimicos de las betainas

complejadas, recogidos en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1 : Valores de las constantes de equilibrio para los complejos 1:1 (Kget) entre SC4 y las distintas
betainas y de los desplazamientos quimicos de las betainas complejadas (d.), obtenidos en D,O a 25°C. Se
incluyen también los valores de los desplazamientos quimicos de las betainas libres (5r).

Betaina Kget (M) dc (ppm) ot (ppm)
Bet 1 (8.50£9.50)x10%  (1.10+£2.01)x10% 3.27
Bet 2 (1.28+0.27)x10°  (1.20+0.30)x10°° 3.19

Como podemos observar, los valores obtenidos para el desplazamiento quimico
de las betainas complejadas no tienen significado fisico, pues implicarian una Ad=3.27 o
3.19 ppm para la complejacion de Bet 1y Bet 2, respectivamente. Los valores obtenidos
son una clara evidencia de que los datos experimentales no pueden ser ajustados por un
modelo de complejacion competitiva, a pesar de la coincidencia observada casi perfecta
entre los datos experimentales y los calculados mostrados en la Figura 7.2.

Con el fin de obtener una descripcion del modelo de complejacion, se considero
un modelo de complejacion competitiva-cooperativa, considerando la formacién de un
complejo triple 1:1:1 entre SC4:Na:Bet ademas del complejo host:guest convencional, de

acuerdo con el Esquema 7.4.
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KBct
SC4 + Bet SC4-Bet
+ KN;1+
SC4 + Na SC4-Na
l(1:1
SC4-Na + Bet SC4-Na-Bet
Esquema 7.4

En la Figura 7.3 se muestra los desplazamientos quimicos de los protones del
grupo N(CH3)3 de la Bet 1 y Bet 2 con el aumento de la concentracion del SC4,

ajustados al modelo de complejacion competitiva-cooperativa.

0 | T T N B | 0 | | |

0 5x10° 107 1,5x 102 0 2x10? 4x10? 6x10?
[SC4] (M) [SC4] (M)

Figura 7.3 : Desplazamientos quimicos de la sefial del grupo N*(CHs)s de la Bet 1 () y de la Bet 2 (o)
en funcion de la concentracion de SC4 en D,O a 25°C. [Bet 1]= 0.5 mM; [Bet 2]= 1 mM. La linea
representa el ajuste de los datos experimentales al modelo de complejacion competitiva-cooperativa.

Considerando la formacion del complejo triple entre el SC4, betaina y Na“, las
lineas de ajuste de los datos experimentales mostrados en la Figura 7.3, se obtuvieron por
un método numérico basandonos en el modelo competitivo-cooperativo. Se ha fijado el
valor de valor de la constante de complejacion del Na™ (Kna'= 183 M) y el valor del
desplazamiento quimico de la betaina libre (dr), y se consider6 que el desplazamiento de
la betaina complejada formando el complejo binario (SC4-Bet) y el complejo triple (SC4-
Na-Bet) son iguales. Se dejé optimizar la constante de complejacion para el complejo

binario (Kget) y para el triple (Ki.1:1), ademas del desplazamiento quimico de la betaina
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complejada (dc). Los resultados obtenidos del ajuste de los datos experimentales al

modelo competitivo-cooperativo se recogen en la Tabla 7.2.

Tabla 7.2 : Valores de las constantes de equilibrio para los complejo binario (Kget) y para el complejo triple
(Ki:1:1), ademas de los desplazamientos quimicos de las betainas complejadas (d.), obtenidos en D,O a 25°C.

Betaina Kget (M) K11 (M) dc (ppm)
Bet 1 (6.47£0.10)x10%  (5.60+0.13)x10? (1.19£0.01)
Bet 2 (2.36£0.07)x10°  (6.08+0.71)x10? (1.06:0.01)

Como se puede observar, los valores obtenidos de Kget, K1:1:1y Oc, para la Bet 1y
Bet 2, tienen significado fisico segun el modelo competitivo-cooperativo. En la Figura
7.3 se muestra un buen ajuste entre los desplazamientos quimicos experimentales y
calculados, con los valores obtenidos para cada betaina a partir de este modelo. Podemos
destacar que la formacion del complejo triple (SC4-Na-Bet) tiene lugar por un efecto
cooperativo negativo con las constantes de equilibrio, para el complejo triple, mas

pequeias que para el complejo binario.

Comportamiento de la Bet 3y Bet 5 con el SC4

La complejacion por el SC4 de las betainas con espaciadores mas cortos (Bet 1y
Bet 2), muestran un buen ajuste de los datos experimentales al modelo de complejacion
competitivo-cooperativo. Sin embargo, al aumentar la longitud del espaciador se observo,
mediante experimentos de 'H RMN un comportamiento diferente en la complejacion.

En la Figura 7.4 se muestra los desplazamientos quimicos de los protones del
grupo N7 (CH3)3 de la Bet 3 y Bet 5 a medida que aumentamos la concentracion de SC4.
Con el fin de obtener el mejor ajuste de los datos experimentales para estas betainas, se
consider6 el modelo de complejacion competitiva desarrollado previamente para los

casos de Bet 1y Bet 2 (ver Esquema 7.3).
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Figura 7.4 : Desplazamientos quimicos de la sefial del grupo N*(CHs); de la Bet 3 (o) y de la Bet 2 (o)
en funcion de la concentracion de SC4 en DO a 25°C. [Bet_3]= 1 mM; [Bet 5]= 1 mM. La linea negra
representa el ajuste de los datos experimentales al modelo de complejacién competitiva.

En la Figura 7.4 se observa que los datos experimentales para la Bet 3 y la Bet 5
pueden ser ajustados de un modo satisfactorio por el modelo de complejacion
competitiva. El ajuste se ha realizado optimizando la constante de complejacion de la
betaina con el SC4 (Kget) y el desplazamiento quimico de la betaina complejada (dc), y se
ha fijado el desplazamiento quimico de la betaina libre (8¢) y la constante de complejacion
del Na* (Kna'= 183 M™!). Los valores obtenidos de las constantes de equilibrio, Kpet, y de

los desplazamientos quimicos de las betainas complejadas se muestran en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3 : Valores de las constantes de equilibrio para los complejos 1:1 (Kget) entre SC4 y las distintas
betainas y de los desplazamientos quimicos de las betainas complejadas (8c), obtenidos en D,O a 25°C. Se
incluyen también los valores de los desplazamientos quimicos de las betainas libres (o).

Betaina Kget (M) dc (ppm) or (ppm)
Bet 3 (1.49+0.20)x10* (1.05£0.01) 3.15
Bet 5 (1.00£0.27)x10° (0.94+0.12) 3.13

A modo resumen, podemos decir que el valor de la constante de equilibrio para el
complejo binario (SC4-Bet) aumenta con la longitud del espaciador de las betainas,
alcanzando valores para la constante de equilibrio de aproximadamente 10° M™!. Para el
caso de la Bet 1 y Bet 2, que constan de una longitud de espaciador més corta entre los
grupos cargados, el ajuste de los datos experimentales obtenidos por experimentos de 'H
RMN predice la formacion de un complejo triple 1:1:1 (SC4-Na-Bet). Podemos
considerar que al complejar dichas betainas, hay una repulsion de carga entre los grupos

sulfonato del calixareno y el grupo cargado negativamente de la betaina (COO"), por
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tanto, la complejacion de los cationes Na' disminuiria la repulsion entre cargas dando
lugar a la formacién de un complejo triple. Para el caso de la Bet 3 y la Bet 5, la
separacion entre los grupos cargados es mayor, los datos experimentales se ajustan de
modo satisfactorio al modelo de complejacion competitiva, dando lugar a complejos
host:guest 1:1 (SC4-Bet) cuyos valores para la constante de equilibrio son mayores de
10* ML, Podemos considerar que estas betainas tienen un comportamiento parecido al
cation tetrametilamonio (TMA"), cuyo estudio se realizd en nuestro grupo mediante
experimentos de ITC'® y RMN!?, donde se ajustaron los datos experimentales a un
modelo de complejacion competitiva obteniéndose una constante de equilibrio de

aproximadamente K= 6x10° M.

Modelo Competitivo-Cooperativo Modelo Competitivo

Esquema 7.5

7.3.1.2 Determinacion de las constantes de equilibrio de los complejos por ITC

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos por la técnica de 'H RMN,
realizamos el estudio por medidas calorimétricas para determinar la constante de

equilibrio y la estequiometria del complejo formado por el SC4 y las betainas.

Comportamiento de la Bet 1 con el SC4

En la Figura 7.5 se muestran los resultados obtenidos para cada valoracion de
Bet 1 con SC4. Los datos de las isotermas de complejacion se ajustaron al modelo “One
Set of Sites” para complejos del tipo 1:1, obteniéndose la constante de equilibrio
observada (Kobs) para la Bet 1 con un valor de Kobs= (7.06£0.04)x10> M a pH neutro.
Como se puede observar, la interaccion entre el SC4 y la Bet 1 es principalmente
impulsada por la entalpia (AH®= -24900+68 J/mol), acompainada de un cambio entropico

negativo (AS°=-28.9 J/mol K).
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Figura 7.5 : Valoracion calorimétrica de 268 pL de Bet 1 (16.67 mM) en 1.459 mL de SC4 (0.5 mM) en
34 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 34 inyecciones (8
pL por inyeccion) de una disolucion de Bet 1 (16.67 mM) en una disolucion de SC4 (0.5 mM). (Abajo)
Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas calorimétricas) vs Relacion Molar.

7.3.1.2.1 Influencia de los cationes sodio sobre la constante de equilibrio entre Bet 1

ySC4

En el apartado anterior hemos informado de la influencia de los cationes de sodio,
que estan presentes en disolucion acuosa como contraiéon del SC4. Para obtener mas
informacion sobre la influencia del cation Na' en la complejacion de las betainas por el
SC4, se llevaron a cabo experimentos de ITC afiadiendo mas cantidad de NaCl. Para ello
hemos determinado la constante de equilibrio (Kops) @ varias concentraciones de NaCl.

En la Figura 7.6 se muestran dos ejemplos de las valoraciones calorimétricas de
la Bet 1 con el SC4 en presencia de distintas concentraciones de NaCl, donde los datos

de las isostermas de complejacion se ajustaron al modelo “One Set of Sites”.
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Figura 7.6 : Valoracion calorimétrica de Bet 1 con SC4 en 34 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas
calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 34 inyecciones (8 pL por inyeccion) de una disolucion de
Bet 1 (16.67 mM) en una disolucién de SC4 (0.5 mM) en presencia de 10mM de NaCl (izquierda) y
500mM de NaCl (derecha). (Abajo) Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas
calorimétricas) vs Relacion Molar y ajustada al modelo “One Set of Sites”.

Como se puede observar, los valores de la constante de equilibrio observada
disminuye de 706+4 M a 295+4 M! en presencia de 500mM NaCl, lo que sugiere una
unién competitiva. Sin embargo, en la Figura 7.7 se muestra la influencia de la
concentracion de NaCl en Kobs Y 1/Kobs para la complejacion de la Bet 1 por el SC4 en

disolucion acuosa neutra, llevada a cabo por experimentos de ITC.
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Figura 7.7 : Influencia de la concentracion de NaCl en Kops (izquierda) y 1/Kqbs (derecha) para la formacion
de complejos entre Bet 1 y SC4. Los valores de Kobs fueron obtenidos por valoraciones calorimétricas
donde los datos de las isotermas se ajustaron al modelo “One Set of Sites”. La linea roja representa el ajuste
segun la ecuacion (7.3) para el modelo competitivo-cooperativo, y la linea discontinua se ajusta al modelo
competitivo.
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En la Figura 7.7-derecha se representa la inversa de Kops frente a la concentracion
de NaCl, en donde la ausencia de una dependencia lineal pone en evidencia que el modelo
competitivo® sea compatible con el comportamiento observado en el presente caso.
Ademas, en la Figura 7.7-izquierda la linea discontinua representa un ajuste de los datos
al modelo competitivo, y como se puede observar no es compatible con el
comportamiento esperado, ya que los valores de Kobs deberian acercarse a cero para altas
concentraciones de NaCl. Por tanto, al igual que en el estudio por 'H RMN del
comportamiento de la Bet 1 con el SC4, obtenemos una clara evidencia de que los datos
experimentales no pueden ser ajustados al modelo de complejacion competitiva.

Para justificar los resultados obtenidos, se propone el modelo de complejacion
competitiva-cooperativa mostrado anteriormente (ver Esquema 7.4) donde se tiene en
cuenta la posible formacion del complejo triple 1:1:1 entre SC4, Na y Bet 1. De acuerdo
con este esquema, la constante de equilibrio observada (Kqbs) se puede definir como la

siguiente ecuacion (7.1):

Ko = [SC4 — Bet] + [SC4 — Na — Bet] (7.1)
obs = ([SC4] + [SC4 — Na])[Bet]

Combinando esta ecuacion (7.1), con las ecuaciones de las constantes de equilibrio

establecidas por el SC4 con el Na' y la Bet 1 en el Esquema 7.4, expresadas como:

Koo = [SC4—Bet] _ [SC4—Na] __ [SC4-Na-Bet] (7.2)
Bet = [sca|[Bet] Na* = sca][Na] 1:1:1 = [sca—Na][Bet]

y suponiendo que la cantidad de cationes de sodio agregada, [Na']o, es mucho mayor que
los contraiones de sodio suministrados por el SC4, podemos obtener la ecuacion que

define la dependencia de Kobs con la concentracion de Na':

Ko = Kpet + Kna+Ki.1.1[Na™ ] (7.3)
obs 14 Kyq+[Na*],

A partir del ajuste no lineal de los valores de Kobs a la ecuacion (7.3), representado
en la Figura 7.7-izquierda con la linea roja, se obtienen los valores para las constantes de

equilibrio para el complejo binario Kget y complejo triple Ki:1:1, recogidos en la Tabla 7.4.
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El valor de Kna™ se mantuvo constante e igual a 183 M™!, con el fin de obtener valores

mas fiables para las anteriores constantes de equilibrio.

Tabla 7.4 : Valores de las constantes de equilibrio para el complejo binario (Kget) y el complejo triple
(Ki:1:1) manteniendo constante Kn," = 183 M"!, a partir del ajuste al modelo competitivo-cooperativo a 25°C.

Betaina Kget (M) Ki:1a (M)

Bet 1 (7.09+0.38)x10%>  (3.17+0.29)x10?

Los resultados obtenidos para el estudio de la Bet 1 con SC4 en presencia de
cationes Na', tanto por experimentos de ITC y 'H RMN son compatibles entre ellos,
dando valores similares para las constantes de equilibrio de los complejos. En este caso,
primero el Na" compite con la Bet 1 para complejarse con el SC4, pero después como
hay exceso de Na' se vuelve a complejar con el SC4-Bet, formandose un verdadero

complejo triple que tiene lugar dentro de la cavidad del SC4 (ver Esquema 7.5).

Comportamiento de la Bet 3y Bet 5 con el SC4

La constante de equilibrio y la estequiometria del complejo formado por el SC4 y
distintas betainas se pueden determinar por la valoracion calorimétrica isotérmica (ITC),
obteniéndose directamente los valores de las constantes de equilibrio y los pardmetros
termodindmicos asociados. Los experimentos realizados con las betainas con
espaciadores mas grandes (Bet 3 y Bet 5) muestran diferentes comportamientos de
estequiometria y complejacion, con respecto a lo observado con la Bet 1.

En la Figura 7.8 se muestran los resultados obtenidos para cada valoracién de
Bet 3 yBet 5 con SC4. Como podemos observar, los datos de las isotermas de valoracion
para ambas betainas se ajustaron al modelo “One Set of Sites” pero no reproduce el valor

experimental de los datos con N=1 para complejos del tipo 1:1.
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Figura 7.8 : (Izquierda) Valoracion calorimétrica de 268 uL de Bet 3 (41.67 mM) en 1.459 mL de SC4
(0.5 mM) y (Derecha) valoracion calorimétrica de 268 pL de Bet 5 (13.33 mM) en 1.459 mL de SC4 (0.2
mM) ambos en 34 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 34
inyecciones (8 pL por inyeccion) de una disolucion de Bet 3 y Bet 5 en una disolucion de SC4. (Abajo)
Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas calorimétricas) vs Relacion Molar.

En cambio, el ajuste que reproduce bien los datos de las isotermas de valoracion,
da valores de aproximadamente N = 2, por lo que podemos considerar que el complejo
formado entre la Bet 3 y la Bet 5 con el SC4 tendré una estequiometria distinta atin por
determinar. Los resultados obtenidos que se muestran en la Tabla 7.5, nos indican que la
complejaciéon para ambas betainas es impulsada principalmente por la entalpia

acompafiada por cambios de entropia favorables.

Tabla 7.5 : Valores de las constantes de equilibrio (K) y de los pardmetros termodindmicos (AH y AS?)
para los complejos formados entre el SC4 y las distintas betainas, obtenidos en disolucién acuosa neutra a
25°C.

Betaina KM AH® (J/mol) AS’ (J/mol K)
Bet 3 (1.40+0.02)x10° (1.38+0.02)x10* 13.69
Bet 5 (3.50+0.07)x10? (1.224+0.02)x10* 27.13

Para obtener mas informacién sobre lo que puede estar ocurriendo en el estudio

de la Bet 3 y Bet 5 con SC4, estudiamos la influencia de la concentracion de cationes
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Na' sobre las constantes de equilibrio, mediante experimentos de ITC afiadiendo mas
cantidad de NacCl.

En la Figura 7.9 se muestran dos ejemplos de las valoraciones calorimétricas de
la Bet 3 con el SC4 en presencia de distintas concentraciones de NaCl. Como se puede
observar, para una concentracion de 50mM de NaCl los datos de las isotermas de
complejacion se ajustan de manera similar al caso de Bet 3 en ausencia de NaCl afadido,
mientras que a concentraciones elevadas de NaCl los datos se ajustan al modelo “One Set
of Sites” para complejos del tipo 1:1 Podemos destacar que a medida que aumenta la

concentracion de sal los valores de las constantes de equilibrio disminuyen.
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Figura 7.9 : Valoracion calorimétrica de Bet 3 con SC4 en 34 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas
calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 34 inyecciones (8 pL por inyeccidon) de una disoluciéon de
Bet 3 (41.67 mM) en una disolucion de SC4 (0.5 mM) en presencia de 50mM de NaCl (izquierda) y
800mM de NaCl (derecha). (Abajo) Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas
calorimétricas) vs Relacion Molar y ajustada al modelo “One Set of Sites”.

Para el caso de la Bet 5 representado en la Figura 7.10, se observa la misma
tendencia. Para bajas concentraciones de NaCl se comporta como la Bet 5 con SC4 en
ausencia de NaCl afiadido, sin embargo, a elevadas concentraciones de NaCl se ajusta al
modelo para complejos del tipo 1:1, disminuyendo también el valor de la constante de

equilibrio a medida que aumenta la concentracion de NaCl.
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Figura 7.10 : Valoracion calorimétrica de Bet 5 con SC4 en 34 inyecciones a 25°C. (Arriba) Trazas
calorimétricas (flujo de calor vs tiempo) para las 34 inyecciones (8 uL por inyeccion) de una disolucion de
Bet 5 (13.33 mM) en una disolucién de SC4 (0.2 mM) en presencia de 50mM de NaCl (izquierda) y
500mM de NaCl (derecha). (Abajo) Isoterma de complejacion (obtenida por la integracion de las trazas
calorimétricas) vs Relacion Molar y ajustada al modelo “One Set of Sites”.

Por tanto, debido a que los experimentos realizados por ITC con la Bet 3 y Bet 5
en ausencia y en presencia de cantidades pequenias de NaCl no se ajuntan todos al modelo
“One Set of Sites”, no podemos hacer el mismo estudio que hicimos con la Bet 1. Los
datos experimentales obtenidos por 'H RMN para la Bet 3 y la Bet 5 en ausencia de
NaCl afiadido se ajustaban de modo satisfactorio al modelo de complejacion competitiva.
Pero en los experimentos de ITC no esta claro, ya que creemos que debido a los ajustes
de las isotermas de valoracion para la Bet 3 y la Bet 5 a bajas concentraciones de NaCl,
posiblemente exista otro tipo de estequiometria para los complejos antes de alcanzar
concentraciones de NaCl elevadas. Estos resultados obtenidos por ITC no son definitivos,
hay que profundizar este estudio en un futuro.

En resumen, no podemos concluir que los resultados obtenidos por experimentos
de ITC como de '"H RMN para el estudio de la Bet 3 y la Bet_5 con el SC4 en presencia

de cationes Na“, sean compatibles entre ellos.
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7.4 Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio, nos permitieron confirmar el efecto de
los cationes Na® (afiadidos o como contraion del macrociclo) sobre la formacion de
complejos de inclusion entre el SC4 y las betainas, con distinta longitud de espaciador
entre sus cargas. Se han realizado experimentos de ITC y 'H RMN, y se demostrd que los
cationes pueden influir en la formacion de los complejos de dos maneras distintas
dependiendo de la longitud del espaciador de la betaina: pueden competir con las
moléculas guests por la cavidad del calixareno (modelo competitivo) o pueden formar un
complejo triple (modelo competitivo-cooperativo).

Para el caso de las betainas con espaciador corto (Bet 1 y Bet 2), se observo que
el modelo de complejacion competitiva-cooperativa se ajusta a los resultados
experimentales obtenidos por ambas técnicas. Los resultados muestran que la presencia
de distintas concentraciones de cationes en disolucion influye en los valores de la
constante de equilibrio para la formacién del complejo entre la betaina y el SC4, dando
lugar a la formacion de un complejo triple (SC4-Na-Bet) que tiene lugar por un efecto
cooperativo negativo. Para el caso de las betainas con espaciador largo (Bet 3 y Bet 5),
los resultados experimentales obtenidos por 'H RMN se ajustaron de forma satisfactoria
al modelo de complejacion competitivo, dando complejos host:guest 1:1 (SC4-Bet) con

valores para la constante de equilibrio < 10* M.

Sin embargo, los resultados
experimentales obtenidos por ITC a bajas concentraciones de NaCl predicen
posiblemente otro tipo de estequiometria para los complejos Aost:guest, que esta aun por

determinar.
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