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RESUMEN

La asociacién del anion hexacianoferrato(ll), mejor conocido como ferrocianuro,
con tires derivados de ciclodexirina (hexakis(6-deoxi-6-amino)-o-CD (1),
heptakis(6-deoxi-6-amino)-3-CD (2), and octakis(6-deoxi-8-amino)-y-CD (3)) fué
estudiada mediante voltametria ciclica y 'H-RMN en medio acuoso. La
interaccion del ién ferrocianuro con los tres receptores bajo estudio se detectd
por medio det analisis de la respuesta electroguimica del anién en presencia de
distintas concentraciones del receptor catidénico. La evaluacién de las constantes
de estabilidad termodindamica para los distintos complejos se llevd a cabo por
medio de la simulacién digital de los resultados voltamétricos. Con base en
estos resultados (K=3 - 10x10° M y K=2 - 5x10° M" para las formas reducida y
oxidada del anién respectivamente) se sugiere que el enlace entre el
ferrocianuro y las amino-ciclodextrinas es de naturaleza electrostatica. Por otro
fado, estudios preliminares de espectroscopia de 'H-RMN sugieren que el anidn

ferrocianuro y los tres receptores bajo estudio forman complejos de inclusion.



ABSTRACT

The complexation of the hexacyanoferrato(ll) or ferrocyanide anion by three
modified cyclodexirins [hexakis(6-deoxy-6-amino)-a-CD (1), heptakis(6-deoxy-8-
amino)-b-CD (2), and octakis(6-deoxy-6-amino)-g-CD (3)] was studied by cyclic
voltammetry and ‘H NMR techniques in moderately acidic aqueous media. The
binding constants of ferrocyanide with the three hosts were estimated by
computer simulation of the voltammetric data and were found to fall in the 3x10°-
10° M and 2-5x10° M™ ranges for the reduced and oxidized forms of the anion,
respectively. The reduced form {-4 charge) of the guest is always more strongly
bound to any of the positively charged amino-cyclodexirins than the oxidized
form (-3 charge). This finding, along with the magnitude of the free energies of
complexation, suggests that the binding interactions are essentially electrostatic
in nature. Based on the 'H-NMR spectroscopic data, the complexation by all
three hosts seems to take place by partial inclusion of the anionic guest inside

the cavity of the receptor.
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I.- Antecedentes.

1.- Ciclodextrinas.

Las ciclodexirinas conforman una familia de oligosacaridos de origen
natural que, desde su descubrimiento en 1891 por Villiers,! han sido objeto de
numerosos estudios tanto de corte cientifico como i’.ecnolc'zgico.2 Conocidas
también como ciclooligoamilosas o cic:lomaltooligosaca’aridos,3 estos compuestos
han recibido mucha atencién gracias a la relativa selectividad con que pueden
acomplejar y disolver compuestos hidrofébicos en medio acuoso.

La relativa selectividad con que las ciclodextrinas discriminan entre
distintos sustratos obedece basicamente a interacciones de tibo van der Waals.
Por esta razén, estos compuestos se han dado a llamar agentes complejantes
“promiscuos” ya que, a diferencia de receptores especificos como los éteres
corona en los que interacciones electrostaticas son basicamente responsables
del proceso de asociacion, las ciclodexirinas enlazan cualquier molécula que
posea el tamaifo adecuado para ser incluida en la cavidad hidrofobica de las

mismas.* °

En términos practicos, la capacidad de complejacion de las ciclodextrinas
ha hecho que estos compuestos sean ampliamente utilizados en la actualidad
como recepiores moleculares para administrar drogas vy perfumes,6 proteger
compuestos de ambientes quimicamente agresivos %7 o bien como receptores

capaces de simular procesos de catalisis enzimatica.® °



Desde el punto de vista cientifico, las ciclodextrinas ofrecen la posibilidad
de estudiar interacciones de tipo no covalente a través de fa formacién de los
llamados complejos de inclusion.’® La formacion de estos complejos imita de
algin modo los importantes mecanismos de reconocimienio molecular que
forman parte importante de los procesos bioguimicos de catalisis enzimatica que
se llevan a cabo en los organismos de los seres vivos. "'

En la Figura 1, se presentan esquematicamente los dos grandes grupos
en los que se clasifican en general los procesos de reconocimiento molecular,

En el primer caso (Figura 1-a), el receptor o una parte especifica de él,
posee la forma apropiada para incluir un sustrato dado. De esta manera, el
proceso de reconocimiento molecular estd caracterizado por una
“‘complementariedad geométrica” entre receptor y sustrato.

En el segundo caso, representado en la Figura 1-b, el receptor no posee
un sitio complementario al sustrato antes de la formacion del complejo. A
diferencia del primer grupo de receptores, el sitio de reconocimiento molecular
no se encuentra pre-formado, sino que es la interaccion misma de ambas
especies la que en ultima instancia provoca la formacion del sitio de
reconocimiento molecular. Numerosos estudios, sugieren que este tipo de
reconocimiento es el que se verifica en los procesos de catalisis enzimatica. '?

En general, se considera que el tipo de reconocimiento molecular que las
ciclodextrinas mimetizan las ubica como miembros del primer grupo de

receptores moleculares (Figura 1-a) debido al hecho de que se les visualiza



como moléculas relativamente rigidas en las que el sitio de asociacién es la

cavidad hidrofobica de las mismas.*®

Figura 1

Esquema general de los procesos de reconocimiento molecular.

a)

b)

Esta visién sin embargo no es tnica, y algunos investigadores piensan
que la asociacion a ciclodextrinas en medio acuoso se lieva a cabo mediante un

mecanismo que tiene caracteristicas tanto del primer esquema de asociacion



como del segundo. Efectivamente, estudios recientes llevados a cabo en
distintos laboratorios, sugieren que cuando un sustrato se incluye en la cavidad
de la ciclodextrina, esta Gitima sufre un proceso de rearreglo molecuiar similar al
definido en la Figura 1. " Es importante sefalar sin embargo, que este
proceso de rearreglo inframolecular es todavia motivo de debate en la
comunidad cientifica.

El intéres en las ciclodexirinas y sus diversas aplicaciones es evidente
por el hecho de que tan sélo en 1994, fueron publicados 512 articulos con la
palabra “cyclodextrin” en e titulo ."

Ademas de la variedad de usos qgue se han encontrado para estos
compuestos, las ciclodexirinas son substancias relativamente baratas,
biodegradables y al menos en concentraciones relativamente bajas no han

mostrado ser toxicas.'®

1.1.- Esiructura y propiedades.

Las ciclodextrinas (CD’s) estan compuestas por n unidades de D(+)
glucopiranosa conectadas entre si por enlaces o-1-4 (Figura 2). Dependiende
del numero n de azicares que componen el ciclo, las ciclodexirinas son
comunmente referidas en la literatura con los nombres de a-cyclodextrina, B-
cyclodextrina y y-cyclodextrina para n con valores de 6 7 y 8

- 17
respectivamente.

Como puede apreciarse en la Figura 2, la estructura ciclica de estos

compuestos les da la forma peculiar de “canastas” o capsulas de dimensiones



molecuiares en las que la cavidad del receptor tiene caracteristicas hidrofobicas.
Por oiro lade, los grupos hidroxilo localizados en los bordes de la cavidad
{posiciones C-2, C-3 y C-8), dan a ia molécula caracteristicas suficientemente
poiares como para hacer que estos compuestos sean razonablemente solubles

en medio acuoso.'®

Figura 2

{_a estructura de fas Ciclodextrinas.

D

n=6 ; a-ciclodexirina
n=7 ; p-ciclodexitrina

n=§ ; y-ciclodextrina

Los grupos hidroxilo primarios, en la posicién C-6 son los mas expuestos

a la solucidn y pertenecen al lado angosto de la cavidad. En el extremo opuesto



de la molécula, los grupos OH secundarios en las posiciones C-2 y C-3, se
ubican en posicién ecuatorial en el lado ancho de la cavidad.®

Mientras que el grupo OH en el carbono C-2 apunta al interior de la
cavidad, el grupc OH en el carbono C-3 lo hace hacia afuera de la cavidad. La
distribucion asimétrica de los grupos polares de la molécula, es decir los grupos
OH, provoca que las ciclodextrinas posean momentos dipolares relativamente
altos (alrededor de 5 D).'%°

Las dimensiones moleculares de las ciclodextrinas, asi como algunas

otras propiedades fisicas de las mismas, son presentadas en la Tabla 1.

Tabla 1

Propiedades f isicas y dimensiones moleculares de las
ciclodextrinas.?

Propiedad / Dimensidn «-CD p-CD. y-CD
Peso molecular 972 1134 1296
Moléculas de agua en la 8-7.57 12 13.3
forma cristalina
Solubilidad en agua® | 14.5 1.85 23.2
Diametro interno” 4.7-5.3 6.0-6.5 7.58.3
Diametro externo® 14.2-15.0 15.0-15.8 17.1-17.9
Altura® 7.9 7.9 7.9

Eng/100 mL a 298 K. EnA.



Por alguna razdon que todavia se desconoce, o-CD vy v-CD son
substancialmente mas solubles en agua que B-CD. Probablemente los grupos
polares de B-ciclodextrina estan dispuestos de tal modo en solucién, que la
formacion de puentes de hidrogeno con las moléculas de solvente que la rodean
es mas deficiente que en el caso de los receptores o-CD y y-CD.

En general, las ciclodexirinas son muy solubles en solventes polares
aproéticos tales como dimetilsulféxido (DMSQO), dimetilformamida (DMF), N-N-
dimetitacetamida y piridina, mientras que por otro lado son poco solubles en
disolventes como etanol y metanol.?" %

Debido a la naturaleza enzimatica de la sintesis de las ciclodexirinas
(misma que se discutird mas adelante), todas las unidades sacaridas que
constituyen estos compuestos presentan actividad dptica de tipo
dextrorotatorio.?'

Es interesante sefalar que cuando un compuesto que carece de actividad
optica es incluido en la cavidad de una ciclodextrina formando un complejo de
inclusion, es posible observar la actividad optica del complejo a través de
dicroismo circular el cual es un fenémeno que se conoce como actividad optica
rotatoria inducida .

De acuerdo a estudios de rayos X y a calculos de minimizacion
energetica por computadora, la conformacién de todas las unidades sacéridas
en el minimo energético para las tres ciclodextrinas es la de C1- silla.?*? En
esta conformacion, ia molécula se caracteriza por un grupo de simetria C, en el

que los grupos OH de los carbonos 2 y 3 en la abertura ancha de la molécula



pueden formar un nimero maximo de puenies de hidrégeno entre ellos.” Es
importante senalar, que estes puentes estabilizan energéticamente la estructura
conica de la molécula en el estado gaseoso.

En solucion sin embargo, la cavidad de la ciclodexdrina es ocupada por
moléculas de solvente que en el caso del agua no son capaces de formar tantos
puentes de hidrégeno como en el seno de la solucidn. Como consecuencia de
esto, las unidades sacaridas de la ciclodextrina en solucidbn acuosa se
distorsionan de tal modo que al formar puentes de hidrégeno con las moléculas
del solvente que se encueniran dentro de la cavidad, rompen la simetria de la
molécula. ™

El grado de distorsion que las unidades sacéaridas de las ciclodextrinas
presenian en solucién acuosa es todavia motivo de debaie. Por razones
estéricas y debido a la equivalencia de los proiones en el espectro de
resonancia magnética nuclear protdnica "H-RMN, se pensd durante mucho
tiempo que la “canasia” que define la geomeiria de las ciclodexirinas era
estrictamente rigida.?*?® Estudios recientes sin embargo, tanio de 'H-RMN de
ciclodextrinas modificadas como de rayos X de ciclodexirinas hidratadas,
sugieren que estos receptores son mucho mas flexibles de lo que se pensaba.
En la Figura 3 por ejemplo, puede apreciarse una representaciéon esquematica
del fendmeno de rotacidn de una de las unidades sacéaridas de ciclodexirinas
modificadas que Lehn y colaboradores observaron en un importante estudio de

"H-RMN. ™



Figura 3

Representacion esquematica de la rotacion de una de las unidades
sacaridas de un derivado de p-CD.™

1.2.- Sintesis.

Las ciclodextrinas se obtienen mediante la precipitacion selectiva de ia

mezcia de producios que resultan de la degradacion enzimatica del aimidon. Las



10
enzimas responsables de la formacion de estos compuestos, asi como una serie
de polimeros lineales analogos, pertenecen a un grupo de enzimas de origen
bacteriano que se conocen con el nombre de ciclodextrina-glucosil-transferasas
(CGT).6 Por lo general, estas enzimas no actian selectivamente respecto al
numero de unidades de glucopiranosa que componen el ciclo.? Por esta razoén,
la sintesis de un tipo particular de ciclodexirina se lleva a cabo mediante la
extraccion continua, por medio de precipitacion selectiva, del producto de la
mezcla de reaccion.®

En la Tabla 2, se presentan los solventes ufilizados en la precipitacién
selectiva de cada una de las ciclodextrinas asi como el rendimiento global de la
sintesis.*> %

Como puede apreciarse en la Tabla 2, el rendimiento para las tres
ciclodextrinas es razonablemente bueno (alrededor de 50%) mientras que por

otro lado, la pureza de estos compuestos es particularmente alta (99%).

Tabla 2

Agentes que provocan la precipitacion selectiva de las ciclodexirinas
durante la degradacion enzimatica del almidon.

Ciclodextrina | Agente que provoca la precipitacion | Rendimiento (%)

o-CD 1-Decanot 40
$-CD Tolueno 50-60

y-CD Ciclohexadeca-8-enona 40-50
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Las ciclodexirinas son compuestos particularmente estables. p-CD por
ejemplo, tiene una vida media de 1.6 horas en HNO3 1.15 M a 80 °C 8 También,
en medios fuertemente basicos las ciclodextrinas tienden tinicamente a perder
el protdn del grupo OH en la posicién C-2 (el mas acido, pK,;=12.2). Este grupo,
a diferencia del hidroxilo secundario en C-3, se encuentra préximo a un oxigeno
en el interior de la cavidad que tiende a estabilizar la forma ionizada del

hidroxilo.”% *2

1.3.- Ciclodexirinas modificadas.

Debido a que son moléculas polifuncionales, las ciclodextrinas son
compuestos que pueden ser modificados de diversas maneras. De este modo,
es posible por ejemplo afacar selectivamente el enlace C-1-0-C-4' con un 4cido

. .. Ly 33,34
de Lewis en condiciones aproéticas.

Por otro fado, el uso de N,O4 0 bien PY/O, provoca la oxidacién selectiva
del hidroximetileno en la posicion 6 transformandose al acido carboxilico

- 35
correspondiente.

Un caso muy especial de ciclodextrinas modificadas consiste en el
comportamiento del receptor en medios fuertemente bésicos (pH=12). Como se
mencion6é anteriormente, en estas condiciones la ciclodextrina tliene
deprotonado un hidroxilo secundario que funciona como nucledfiio para
reacciones cataliticas interesantes.*® Numerosos estudios llevados a cabo en los

dltimos anos por ejemplo, han reportado las propiedades cataliticas (en medio

fuertemente basico) de B-CD en la saponificacion de ésteres de &acidos
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carboxilicos.*”* Breslow y colaboradores por ejemplo, reportaron un incremento
de 10° en la velocidad de formacion de un alcohol ROH a partir del éster de
ferroceno que se presenta en la Figura 4 cuando -CD se encuentra presente

en la solucion. 4%

Figura 4

Papel catalitico de 3-CD en la hidrolisis basica de ésteres de acidos
carboxilicos.

> > ©/ ©
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0
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+ RO B 4+
B-CD

Se presume que debido al pH del medio, un hidroxilo deprotonado
(probablemente el ubicado en la posicion C-2) hace las veces de nucledfilo en el

ataque al carboxilato del sustrato cuando la unidad de ferroceno se encuentra
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incluida en la cavidad del receptor formando un complejo de inclusion. El alcohol
deprotonado es liberado vy el complejo de inclusién hidrolizado para dar lugar a
B-CD libre y al acido carboxilico correspondiente.* **

El importante efecto catalitico de esta reaccidn se debe basicamente a
dos factores: la inclusion en la cavidad del receptor de la unidad de ferroceno y
la cercania del carboxilato al oxigeno deprotonado de la ciclodextrina.*® El
control topolégico de este tipo de reacciones ha provocado que distintos ésteres
de acidos carboxilicos,**® fosforicos “**' y sulfiricos ** se hayan sometido a
diferentes estudios con el fin de entender y optimizar los procesos cataliticos en
los que participan las ciclodextrinas.

La reaccidon mas utilizada para preparar ciclodextrinas modificadas,
consiste sin embargo en el ataque elecirofilico a los grupos hidroxilo en C-8 y en
C-2 en los bordes opuestos de la molécula de CD. De esta forma, éteres y
ésteres derivados de ataques con haluros de acidos sulfénicos,*® *® haluros de

52.53 y haluros de acidos fosfdricos % han sido preparados.

alquilo,®' epéxidos
Los grupos OH susceptibles al ataque electrofilico presentan, debido a su
posicidn, distintos grados de reactividad. Debido a que es el mas expuesto a la
solucién, el hidroxilo primario en C-6 es el mas reactivo cuando se utilizan
grupos electrofilicos voluminosos.'®
Con respecto a los hidroxilos secundarios y en referencia a o que se
discutio anteriormente, los grupos OH en C-2 son los mas acidos y es posible

ionizarlos selectivamente en condiciones anhidras para que subsecuentemente

puedan ser modificados mediante un ataque electrofilico.®® Los grupos OH en
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C-3 son por ofro lado practicamente inertes y para llevar a cabo un ataque
electrofilico en esta posicion, es necesario proteger primero los grupos OH en
las posicicnes C-6 y c-2.%

Un ejemplo interesante de la preparacion y utilizacion con fines analiticos
de ciclodextrinas modificadas, son los sensores fluorescentes reportados por los
grupos de investigacion de Guillet en Canada *® y de Ueno en Japén.® %8

De entre estos trabajos, cabe destacar el de Ueno y colaboradores
quienes en 1993 reportaron la preparacion y caracterizacion de una ciclodextrina
modificada en la que el cambio en el equilibrio quimico, como consecuencia de
la presencia de un sustrato cualquiera en solucién que se incluye en la cavidad
de B-CD, se refleja a través de un cambioc en la intensidad fluorescente del
receptor modificado que, de este modo, presenta caracteristicas de sensor
molecular.®®

La ciclodexirina modificada en cuestion posee un grupo fluorescente (las
ciclodextrinas no modificadas son inactivas en lo que a fluorescencia se refiere)
covalentemente unido a una de las unidades sacaridas en el borde ancho de la
molécula de B-ciclodexirina.

Como se puede apreciar en la Figura 5, el grupo aromatico fluorescente
de la molécula puede encontrarse en cualquiera de los siguientes dos estados:
o bien incluido en la cavidad del receptor o bien fuera de ella (la fraccidon con
que ambas formas del receptor pariicipan en la emisidon depende de la
constante de equilibrio K). Dado que ambas formas del receptor fluorescen de

diferente manera (con diferentes coeficientes cuanticos), la respuesta
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fluorescente de la ciclodexirina modificada en presencia de un sustratc con
afinidad por la cavidad del receptor, depende entonces esencialmenie de las
concentraciones del receptor y del susirato y del equilibrio definido por la

constante K.

Figura 5

Sensor fluorescente basado en -CD.

K'

Sustrato

- Otro ejemplo clasico de ciclodextrinas modificadas, es el trabajo de

Harada y colaboradores en la preparacion de tubos de dimensiones

moleculares.®®
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En una primera etapa, aproximadamente 20 unidades de o~-CD son
ensartadas a través de una cadena de unidades efoxido cuyos extremos se

bloquean con los grupos aromaticos que se muesiran en fa Figura 6.

Figura 6

Esquema de la preparacion de tubos poliméricos de dimensiones
moleculares basados en a-CD.

1)} NaOH 10%, epicloridrina

2) NaOH 25%, GPC
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Posteriormente, el complejo es tratado con epicloridrina en medio basico.
De esta manera, mediante el uso de cromatografia de permeacién en gel
(GPCQ), el grupo de Harada fue capaz de detectar el tubo polimérico formado por
puentes de hidroxipropileno gue unian los bordes anchos y angostos de las
moléculas de oCD.

Los grupos aromaticos en los extremos de la cadena que funciona como
armazon fueron posteriormente removidos en medio basico y la cadena fué
subsecuentemente extraida mediante GPC. De esta manera, un tubo poiimérico
basado en a-CD de aproximadamente quince unidades y de dimensiones
moleculares fué construido por primera vez.

Otro ejemplo clasico de la utilizacion de las propiedades de
reconocimiento molecular de CD's modificadas sintéticamente, es el disefic y
construccién de sensores electroguimicos basados en la preparacion de
electrodos modificados con ciclodextrinas.. En 1995, Kaifer y colaboradores
reportaron las propiedades de reconocimiento molecular de ferroceno en el que
electrodos de oro modificados con una monocapa de 3-CD tiolada (HS-3-CD),
presentan en medio acuoso (en la Figura 7 se puede apreciar un esguema
simplificado de dichos electrodos). ©°

Debido a que en general los tioles pueden adsorberse quimicamente
sobre superficies de oro, las ciclodexirinas modificadas en las que los hidroxilos
primarios son sustituidos por grupos -SH resultan ser candidatos ideales para la
construcciéon de electrodos modificados que ostenten sitios de reconocimiento

molecular. De esta manera, y a través de la formacioén de complejos de inclusién
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con sustratos electroactivos como el ferroceno (cuya estructura se muestra en la
Figura 7), forman sensores moleculares que son capaces de detectar por medio
de voltametria ciclica (VC) concentraciones de sustrato en el medio tan bajas
como 5 x 10° M.

La inclusién de la especie electroactiva en la cavidad hidrofébica de las
CD's adsorbidas en la superficie del electrodo, es detectable no solo a través de
fa correlacion de concentracion y corriente Faradaica en el experimento de VC,
sino también a iravés de la forma del voltamograma que, claramenie indica el

confinamiento del ferroceno.en la superficie del electrodo.®

Figura 7

Sensor electroquimico basado en la modificacion de un electrodo de
oro con una monocapa de -CD tiolada.
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Entre las reacciones comunmente utilizadas para preparar ciclodextrinas
modificadas, destaca de forma particular en el contexto de este trabajo la
mencion del ataque nucleofilico del enlace C-OH en la posicion C-6 de las
ciclodextrinas.

Esta reaccién, que da lugar a ciclodexirinas modificadas del tipo de las
amino-ciclodextrinas (amino-CD’s), requiere la previa activacion del oxigeno
mediante un grupo electroatrayente. De esta manera, es posible que
compuestos como sales de ciclodexirina-6-O-sulfonato pueden reaccionar con

85.86 5 aminas.®’

nucledfilos como iones azido,*"% hal()genos,64 tioles

Los compuesios «, B, y y-ciclodextrina-6-azido son un ejemplo del
producto de esta reaccién en el que la reduccién subsecuente seguida de una
hidrélisis &cida da lugar a las CD’s modificadas hexakis(6-deoxy-6-amino)-a-CD,
heptakis(6-deoxy-6-amino)- B-CD vy octakis(6-deoxy-6-amino)-y-CD  mejor
conocidas como amino-CD's.%®

Como puede apreciarse en la Figura 8, la estructura de las amino-CD
difiere de la correspondiente a las ciclodextrinas no modificadas, inicamente en
los n grupos amino enlazados a los carbonos C-6 de las n unidades sacaridas
del receptor. Esta caracteristica, da lugar a diferencias muy importantes en
cuanto a la capacidad y selectividad de acomplejamiento que las a-mino-CD's
(1-3) tienen con respecto a sus contrapartes no modificadas.

En primer lugar, las amino-CD’s poseen al igual que sus precursores, una

cavidad esencialmente hidrofobica que en este caso particular se encuentra
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proxima a una corona densamente cargada por los grupos amino y por lo fanto,

fuertemente hidrofilica.

Figura 8

Estructura de las amino-ciclodexdrinas.

1l

()

1: n=6 ; a-aminociclodexirina

2; n=7 ; f-aminociclodexirina

3; n=8; y-aminociclodexirina

En términos generales, es posible decir que estos receptores se
caracterizan por cavidades “amfifilicas” que los hacen funcionar en principio,
como receptores de compuestos que contengan una zona esencialmente

hidrofobica proxima a una zona hidrofilica cargada negativamente *°
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Schneider y colaboradores por ejemplo, publicaron en 1994 un estudio
completo sobre ia asociacion de amino-CD’s con nucledtidos y nucledsidos.” En
este frabajo, se demostré que los receptores aminados son capaces de
reconocer sustratos no soélo con base en la estructura del aziicar o de la base
del sustrato bajo estudio, sino también en cuanto a la posicion del fosfato con
respecto a éste.

En 1991 Eliseev vy colaboradores estudiaron las interacciones receptor-
sustrato que este tipo de receptores aminados presentan con pirocatecolatos en
medio acuoso.”! En este trabajo se encontrd que como consecuencia del calculo
de las contribuciones hidrofdbica v electrostatica de los enlaces bajo estudio,
cada uno de los pares idnicos presentes en la asociacidon de amino-CD’s
contribuye con aproximadamente 5 kd/mol a la energia libre de enlace en este
tipo de sistemas. Es importante sefialar que este valor numérico no sélo esta de
acuerdo con resultados obtenidos en otros laboratorios para distintos sistemas
estabilizados elecirostaticamente,’” sino que también implica constantes de
asociacion de aniones con amino-ciclodextrinas mucho mayores (de hasta 1x10°
M) ™ que fas obienidas hasta el momento entre diferentes aniones y los
correspondientes receptores no modificados (102 - 10° M").”'78

Las amino-ciclodextrinas (1-3), ofrecen una posibilidad interesante para
estudiar la asociacion de aniones en solucidén en vista de la corona de cargas
positivas que estos receptores poseen en uno de los extremos de la cavidad

hidrofébica. Ef estudio de dichos sistemas se hace alin mas interesante en vista
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de la cantidad limitada de receptores sintéticos disefiados especificamente para

la asociacion de aniones en solucicn.”> %

2.- Fuerzas intermolfeculares responsables de la formacion de

complejos de inclusion.

Como se menciond con anterioridad, la formacion de complejos de
inclusion es importante desde un punto de vista cientifico en términos del
estudio de las interacciones débiles que intervienen en los procesos de
asociacion. El entendimiento de est_as interacciones, principalmente en medio
acuoso no supone un problema sencillo, debido al hecho de que en general en
este tipo de procesos de asociacion no interviene una fuerza motriz Unica sino
por el contrario una combinacién compleja de varios tipos de interacciones. En
medio acuoso, estas interacciones pueden dividirse basicamente en cinco

categorias.

2.1.- Interacciones elecfrostaticas.

En primer »Iugar. se encuentran las interacciones de tipo electrostatico.
Estas interacciones que son por fo general de naturaleza atractiva, se presentan
entre el receptor y el sustrato cuando estos poseen grupos ionizados con cargas
de signo opuesto. De este modo, la fuerza presenie entre ambas moléculas

puede ser modelada a través de la ley de Coulomb.®
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En [a ecuacidn (1), g es la carga elécirica de la especie en cuestidn, ¢ es
la constante dielécirica del medio que separa las cargas y r es el vector que
representa la distancia entre las mismas.

En términocs de energia, que en Uitima instancia es la forma apropiada de
representar las interacciones receplor-sustrato, la ley de Coulomb puede

escribirse de la siguiente manera.
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Como puede apreciarse en la ecuacién (2), fa magnitud de fa interaccion
energética depende primordialmente de fres factores. En primer lugar, la
magnitud de las cargas juega un papel preponderante. Asi por ejemplo,
especies con alta densidad de carga en solucidon acuosa tales como las amino-
ciclodextrinas (1-3) (+6,+7 o bien +8 suponiendo ionizacion completa) o el ién
ferrocianuro (-4), presentan interacciones electrostaticas muy fuertes.

En segundo lugar, puede apreciarse en la ecuacion (2) que la energia es
inversamente proporcional a la distancia entre las especies cargadas. Esta
caracteristica, como se discutird mas adelante cuando se compare con las
dependencias con la distancia de otro tipo de interacciones, hace que las

interacciones electrostaticas sean calificadas como de “largo alcance”.
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Finalmente es importante sefialar que la energia de interacciéon depende
también de la constante dieléctrica ¢ que separa a las especies cargadas. En
medios no polares como cloroformo o benceno, las interacciones electrostaticas
juegan un papel muy importante ya que la constante dieléctrica del medio es
muy baja (e CHCl = 4.81, & CaHe = 2.27).%

En estos solventes sin embargo, un efecto adverso se verifica también.
Las especies idnicas en este tipo de medios son dificilmente solvatadas dada la
pobre polaridad de las moléculas del solvente. Por esta razon, la distancia entre
las cargas en solucién es necesariamente grande dados los bajos limites de
solubilidad de los solutos iénicos.

En medio acuoso se presenia la situacidén inversa. En este caso, la
naturaleza polar del solvente estabiliza las cargas a través del proceso de
solvatacion permitiendo concentraciones mayores de soluto y provocando que la
distancia entre las cargas sea relativamente corta. Por otro lado sin embargo, la
energia de interaccién disminuye al debilitar el campo eléctrico producido por las
cargas en solucion como consecuencia del campo inverso generado por los
dipolos de las moléculas de solvente (g H,0= 78.5).8

Es importante sefalar también, que las interacciones electrostaticas
pueden presentarse entre especies neutras. En estos casos sin embargo, el
requisito es que las moléculas en cuestion sean polarizables vy
consecuentemente capaces de formar dipolos eléctricos de tipo inducido. De
esta manera, es posible hablar de las interacciones idn-dipolo o incluso dipolo-

dipolo que en ambos casos son mas débiles que las interacciones entre dos
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iones. 3 Un caso tipico de este tipo particular de interacciones electrostaticas

son los puentes de hidroégeno que se discutiran a continuacion.

2.2.- Puentes de hidréogeno.

El segundo tipo de interaccién intermolecular a considerar es el flamado
puente de hidrégeno. Como se menciond anteriormente, esta interaccion es en
esencia, un caso particular de interaccion electrostatica en fa que dos dtomos
electronegativos (por ejemplo oxigeno y nitrogeno), comparfen un atomo de
hidrc’ngeno.85 En términos generales, es posible visualizar esta interaccion a
través del proceso de formacién del “pseudo-enlace” que se representa en el

siguiente equilibrio:
R-0O-H + N R; 2 R-0%---H--- "N R;

Donde R’ y R representan dos grupos funcionales organicos cualquiera.

Como consecuencia del movimiento térmico en solucion, el acercamiento
entre las especies que actliian como donante y aceptor de protones toma lugar.
En ese momento, el enlace entre el protén y el atomo de oxigeno se debilita y
alarga mientras que simultdneamente, la formacion del nuevo “enlace” entre el
protén y el atomo de nitrégeno, proporciona estabilidad global al sistema.

Valores comunes de la energia involucrada en la formacion de puentes
de hidrégeno en el vacio se encuentran entre -12 y -24 kJ/mol.®

Por otro lado, la formacion de puentes de hidrogeno es fuertemente
dependiente de la manera con que las especies que participan en el pseudo-

enlace se aproximan una a otra. Por razones que no son todavia muy claras, las
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geometrias lineales parecen formar el tipo de puentes de hidrogeno mas
estables.”

En general, las especies que funcionan tanto como donantes o
receptores de protones en los puentes de hidrogeno son atomos de oxigeno y/o
nitrdgeno. Estos atomos forman parte de grupos donantes tales como hidroxitos,
aminas y amidas, y de grupos recepiores como oxigenos carbonilicos y
niirbgenos en aminas terciarias.

Es importante sefialar que estos atomos se encuenfran presentes
también en solventes polares comunes como el agua y los alcoholes. Por esta
razon (v al igual que en el caso mas general de las interacciones electrostaticas)
y debido a la competencia efectiva de moléculas de solvente por los sitios
potenciales de formacion de puentes de hidrogeno tanto en receptores como en
sustratos, es dificil encontrar puentes de hidrogeno intermoleculares en medios

polares.81

2.3.- Fuerzas de van der Waals.

El tercer tipo de interacciones a discutir son las interacciones de van der
Waals. Este tipo de fuerzas, conocidas también como fuerzas de dispersion de
London, son las de naturaleza mas general entre las presentes en la formacion
de complejos de inclusién pues se presentan basicamente entre cualquier
conjunto de moleculas proximas entre si.®

Las fuerzas de van der Waals por oftro fado, son responsables de

fenémenos bien conocidos tales como la desviacion del comportamiento ideal
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de los gases y la licuefaccién de los mismos cuando Ias condiciones de presion
y temperatura de una sustancia determinada asi lo dictan.

En términos generales, las fuerzas de van der Waals son interacciocnes
producto de dipolos instantdaneos inducidos presentes en cualquier atomo o
molécula. Estos dipolos, consecuencia de la asimefria intantanea en la
distribucion de carga de cualquier especie, son capaces de inducir e interactuar
con dipolos similares en moléculas relativamente prc')xima\s.81

Debido a la naturaleza general de este tipo de interacciones, las fuerzas
de van der Waals entre receptor y sustrato son aproximadamente de fa misma
magnifud que aquellas presentes entre las moléculas de solvente y las especies
que se asocian entre si.

La magnitud de la energia involucrada en las interacciones de van der
Waals para la formacion de complejos de inclusion es relativamente modesta y
una cifra tipica de este tipo de interaccion puede ser de alrededor de -1.5
kd/mol.%® Este valor debe sin embargo tomarse con precaucion ya que las
fuerzas de van der Waals son, al igual que las de origen electrostatico,
dependientes de la distancia que separa a las especies en cuestion.

De esta manera, el modelo que describe las fuerzas de van der Waals es
el correspondiente al del potencial de Lennard-Jones. Este modelo, que se
representa en fa ecuacion (3), consta en esencia de dos {érminos

independientes.®

(3)
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&l primero, es una simplificacién conveniente que representa la energia
de interaccion dipolo-dipolo inducido de las moléculas a través de una constante
exclusiva A para cada susfancia y una dependencia inversa con la distancia r a
la sexta potencia. Este término atractivo es en realidad una simpliﬁcécién ya
que en rigor, las interacciones de van der Waals deben contemplar términos
adicionales que describan no sélo fas interacciones dipolo-dipolo, sino también
las interacciones dipolo-quadrupolo y quacirugm::{o-cwacirupolo.89 Estos ultimos
términos de orden superior, suponen contribuciones de poca magnitud al
potencial de Lennard-Jones y en la practica, fa simplificacion aceptada en la
ecuacion (3) que define el perfil del potencial de Lennard-Jones ha mostrado ser
suficientemente exacta para describir las fuerzas de interaccion de van der
Waals.

El segundo término en la ecuacion (3) describe !a energia de repuision
que aparece cuando las nubes electronicas de las especies que interactian
comienzan a traslaparse.® De este manera, una segunda constante B dividida
entre la distancia r a la doceava potencia, describe una interaccion repulsiva
{signo positivo) que se refleja en la energia Gnicamente cuando la distancia
intermolecular es sumamente pequefia.

Es impoﬁante sefialar que debido a los exponentes de r en la ecuacion
que define el potencial de Lennard-Jones y en referencia a las interacciones
electrostaticas, las fuerzas de van der Waals son consideradas interacciones de

corto alcance.
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Por dltimo cabe senalar que la importancia de las interacciones de van
der Waals en un proceso de inclusion cualquiera debera obedecer tanto al
“ajuste” entre el receptor y el sustrato en el complejo, como a la superficie total

de contacto entre las moléculas que se asocian.

2.4.- Efecto hidrofobico.

Hasta hace algunos afios, se pensé que la fuerza motriz responsable de
la formacion de casi todos los complejos de inclusién de moléculas orgénicas no
polares en medio acuoso era el llalﬁado efecto hidrofébico clasico. *°

En principio, el efecto hidrofébico no es, como las interacciones
discutidas hasta el momento, una interaccion favorable entre receptor y sustrato
en medio acuoso. Por el contrario, ia asociacion de especies no polares en agua
obedece basicamente a la tendencia de las moléculas de solvenie a reducir la
interaccion desfavorable que éstas mantienen con las moléculas del soluto no
polar.?!

Es bien sabido que el proceso de disolucion de moléculas no polares en
medio acuoso es un proceso en principio, desfavorable. La regla praciica
“semejante disuelve semejante”, refleja sin duda esta experiencia. Sin embargo,
cuando la concentracion es suficientemente baja, una cadena alquilica como
butano puede disolverse parcialmente en agua. La adicién posterior de mas
butano a la solucién acuosa (si la solubilidad lo permite), provoca la agregacion

de las moléculas organicas cuando la concentracién de las mismas alcanza un
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cierto valor critico. Esta agregacioén, representa un caso tipico de asociacién de
moléculas no polares debida al efecto hidrofébico.

En la Figura 9, puede apreciarse esquematicamente el proceso de
asociacién de dos moléculas organicas cualquiera debido al efecto hidrofébico

clasico.

Figura 9

Representacion esquematica del efecto hidrofébico. Agregacion de
solutos no polares en medio acuoso.
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De acuerdo al modelo de Sinanoglu propuesfto en 1965, el efecto

hidrofébico clasico puede explicarse en términos de la alta tension superficial del

agua.m' 92
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En términos generales, es posible descomponer el proceso de disolucion
de una molécula no polar en medio acuoso en dos procesos esencialmente
independientes. En el primero de ellos, una cavidad es formada en el seno del
solvente puro a través de la remocion de unas cuantas moléculas de agua. Enla
segunda etapa, la molécula de soluto no polar es introducida en la cavidad
recién formada.

De acuerdo al modelo de Sinanoglu, la asociacion de moléculas no
polares disminuye el tamafo efectivo de la cavidad en el solvenie y estabiliza
energéticamente al sistema al disminuir la energia superficial del mismo. La
tendencia a la disminucion en el famafio de la cavidad formada en el seno del
solvente es por definicién proporcional a la tension superficial del mismo y
puede explicarse en {érminos del estado energético de las moléculas de agua
en contacto con la superficie del soluto que se encuentran, al igual que aquelias
en una interfase agua-aire, en un restado energético aI{o y “tenso” debido a la
ausencia de puentes de hidrégeno potenciales que pueden formar con otras
moléculas de solvente en el seno de la solucion.

£s importante sefialar que el modelo de Sinanoglu que explica la fuerza
motriz de asociacion como un reflejo de la tension superficial del agua, puede
extenderse para el estudio de fenémenos similares en medios distintos al
acuoso. De esta manera, el efecto hidrofébico es conocido en un contexto mas
amplio con le nombre de “efecto solvofobico”.

Un modelo alternativo al de Sinanoglu vy sin duda de mas alcance en su

interpretacion es aquel propuesto por Frank y Evans en 19459



32

Este modelo, conocido con el sobrenombre de “iceberg”, postula que las
moléculas de solvente alrededor del soluto se encuentran en un estado de
rigidez semejante al del agua en estado sdlido. La tensién que caracteriza a
estas moléculas, no solo explica el hecho experimental de que el 4ACp del
proceso de agregacion resulte de signo negativo (debido al hecho de que antes
de que la asociacion se lleve a cabo un nimerc mayor de moléculas de agua,
con una Cp mas alta, se encuentran en contacto con el soluto), sino que explica
también la naturaleza enfrépica del efecto hidrofébico clasico que es sin duda, la
caracteristica principal de este {ipo de procesos de asociacién.

Un andlisis de los cambios  sufridos por las moléculas de soluto, en
términos del modelo de Frank y Evans, puede explicar el cambio entrépico
positivo que caracteriza al efecto hidrofobico. Debido al proceso mismo de
agregacién, un cambio entrépico negative se verifica desde el punto de vista de
las moléculas que se asocian. Por otro lado, un cambio entrépico de signo
contrario no solo cancela esta contribucion, sino gue domina el proceso global.
Este cambio positivo obedece a la “liberaciéon” de moléculas de solvenie que se
incorporan al seno de la solucién cuando la superficie efectiva del soluto
disminuye.

En el esquema que se presenta en la Figura @ son las siete moléculas de
agua, “liberadas” cuando las cadenas hidrofébicas se asocian, las que en
realidad controlan la termodinamica del proceso global.

En los procesos de asociacion definidos por el efecto hidrofébico, las

interacciones entre receptor y sustrato son basicamente débiles (por ejemplo
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fuerzas de van der Waals) y la contribucién entalpica al proceso de agregacién
es pequeria comparada con la contribucién de origen (-3ntrc')pico.86 Esto se debe
a que la “tensién” o rigidez que experimentan fas moléculas de solvente en
contacto con el soluto implica necesariamente la formacién de un nimero
maximo de puentes e hidrégeno entre ellas. Este nimero, es en principio
comparable con aquel con el que estas mismas moléculas se enlazan con otras
una vez que han sido liberadas e incorporadas al seno de la solucién.

Es importante sefialar, que en el caso de la inclusién de compuestos no
poléres en la cavidad hidroféhica de las ciclodextrinas debe existir, por
definicion, una contribucién debida al efecto hidrofébico que, sorpresivamente,
resulta no ser la fuerza motriz del proceso.

Eftink y colaboradores estudiaron la complejacioén de
adamantencarboxilato y B-CD en mezcias de etanol-agua con el objeto de
identificar y cuantificar la contribucion hidrofébica del proceso de asociacion.*®
Los resuliados de su estudio, mostraron que el efecto hidrofobico, aunque
presente, coniribuye de forma relativamente pobre (alrededor de 30%) a la
energia libre de enlace.

Numerosos estudios termodinamicos llevados a cabo en los Ultimos
quince afios, han corroborado estos resultados y mostrado que la energia libre
de formacién de complejos de inclusion con ciclodextrinas tiene componentes
entalpicos muy negativos y entropias no solo cercanas a cero sino que incluso
negativas en algunos casos.'® 7% %% o5 argumentos propuestos para explicar

dichas observaciones contemplan ideas que van desde el rearreglo
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intramolecular del receptor, ™ hasta el efecto entalpico de las moléculas de
solvente que, originalmente ubicadas en la cavidad del receptor, son capaces de
formar mas puentes de hidrogeno en el seno de la solucién que en el interior de
la ciclodextrina.®®

Estos argumentos, motivo de intenso debate ain hoy, han probado no
ser concluyertes y una vision ampliamente aceptada acerca de Ila

termodinamica de complejacion de las ciclodextrinas es todavia inexistente.

2.5.- interacciones n-m.

Las interacciones n-r son fuerzas atractivas entre sistemas no saturados
gue se conocen desde hace poco mas de cincuenta afios.”’

Este tipo de interaccidn es responsable de una gran variedad de
fendmenos entre los que destacan las fuerzas que estabilizan la estructura de la
doble hélice del ADN, el empaquetamiento en cristales de compuestos
aromaticos, el intercalamiento de drogas enire las bases de la molécula del
ADN, la estructura terciaria de las proteinas y la agregacién de porfirinas en
solucion.”

La energia envuelta en las interacciones =n-n depende en forma
importante tanto de la geometria de empaquetamiento entre las moléculas,
como de la superficie aromatica efectiva de las moléculas que paricipan en la
agregacion. En el caso particular de la asociacion de porfirinas en

diclorometano, se han medido energias de hasta -45 kJ/mol.*
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Un buen nimero de modelos han sido propuestos para explicar tanto
observaciones experimentales como para predecir la geometria de agregados
de moléculas aromaticas. Enitre estos modelos, destacan el modelo de
“donante-aceptor de electrones”, el modelo de “carga atémica” y el ya
mencionado efecto solvofobico.’” Ninguno de estos modelos sin embargo, ha
sido capaz de explicar por si mismo fodas las observaciones experimentales en
este tipo de sistemas. Por oiro lado, simulaciones ab-inifio han mostrado ser
suficientemente exactas, perc la complejidad inherente en este tipo de trabajos
ha permitido trabajar Unicamente con sistemas muy simples.

En 1980 Sanders y colaboradores propusieron un modelo para explicar la
naturaleza de las interacciones n-n con base en estudios previos sobre la
agregacion de porfirinas en solucion.” En este articulo, ahora considerado como
clasico, fos autores elaboran un modelo simple de las interacciones n-n con
base en la separacion de las coniribuciones o y = en los enlaces de la molécula
aromatica.

La Figura 10 muesira la representacion esquematica de un atomo de
carbono simplificado de acuerdo al modelo de Sanders en un sistema =.

Con base en esta simplificacion, es posible calcular las contribuciones
energéticas responsables de las interacciones n-n que resultan ser un caso
particular, debido a imposiciones geométricas, de interacciones electrostéticas y
fuerzas de van der Waals.” De esta manera y con base en los resultados del
modelo propuesto por Saunders, en la Figura 11 se presenta un mapa de

interaccién entre dos atomos gue participan en enlaces 7%
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Figura 10

Modelo de un atomo de carbono en un sistema =.

Orbitales sp?

OROXO

Orbital p

En esta representacion, el atomo se muesfra desde un enfoque
perpendicutar al plano que define una molécula insaturada.

Como puede apreciarse en la Figura 11, la energia de interaccion puede ser
atractiva o repulsiva dependiendo de la geometria con la que los sistemas = se
aproximan. De este modo, en el caso de moléculas aromaticas que se agregan
con traslape perfecto, (que seria la prediccién geométrica mas razonable para
un proceso controlado por el efecto hidrofébico) la repulsidon =~ « domina la
interaccion. Por otro iado, la energia de atraccidn n-c domina en las geometrias
de agregacion en las que los planos de las moléculas se encuentran ya sea
perpendiculares uno con ofro, o bien paralelos pero ligeramente desplazados de

tal modo que no se verifique un traslape perfecto.
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Figura 11

Mapa bidimensional de la interaccion n- n de dos atomos de
carbono de acuerdo al modelo de Saunders y colaboradores.
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Las observaciones experimentales sobre la geometria de agregacion de
porfirinas por ejemplo, concuerdan bien en términos tanto energéticos como

geométricos con las predicciones del modelo de Sanders y colaboradores.®
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Il.- Métodos y materiales.

1.- Técnicas empleadas en el estudio de los fenémenos de
asociacioén.

l.as técnicas analiticas que se utilizan en el estudio de los fendmenos de

asociacion son en general variadas v es frecuente que experimentos de

4, 5 78, 93, 100 102 103, 104

calorimetria, voltametria ciclica,'®" conductimetria y

espectroscopia en sus diversas formas (IR, UV-vis, 'H-RMN, fluorescencia ¥

dicroismo circular) %%

sean citados en publicaciones relativas al tema del
estudio de complejos de inclusion. Sin embargo, todas ellas se encueniran

fundamentadas en el concepto basico que se presenta en la Figura 12.

Figura 12

Esquema general de las técnicas de deteccion y analisis de
complejos de inclusion.

Excitacion Respuesta

Y

Sistema
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La sefal de excitacién tiene por objeto perturbar al sistema bajo estudio
gue consiste en una mezcla en equilibrio del complejo y de sus componentes en
solucion. Esta periurbacion, provoca una respuesta caracteristica que ofrece
informacion indirecta no sélo sobre la naturaleza del complejo, sino también
sobre las cantidades del sustrato libre en solucidn, del receptor o bien del
complejo mismo.

La sefial de excitacion es por lo general de naturaleza energética y puede
101-104

consistir de formas tan variadas como campo eléctrico aplicado, radiacion

105109 5 pien bombardeo con neutrones.'"®

electromagnética

La perturbacidén puede estar en principio dirigida a cualquiera de los
componentés de la mezcla o a una parte especifica de alguno de ellos. De este
modo, es posible por ejemplo excitar selectivamente mediante espectrocopia
(en la regién UV del espectro) los grupos aromaticos de una molécula de
antraceno * o bien, observar la sefial caracteristica de un protdn perteneciente a
un grupo OH en una ciclodextrina en un espectro de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno ('H-RMN).”’

Por otro lado, la sefial de respuesta es en general de la misma naturaleza
que la de excitacidon y como se menciond anteriormente, ofrece informacion
cuantitativa y cualitativa sobre el complejo en cuestion. La racionalizacion de la
sefnal de respuesta a fravés de métodos matematicos especificos, no solo
permite evaluar la termodinamica de asociacién, sino que en muchos casos es

posible también identificar la naturaleza del enlace, la geometria del complejo y

consecuentemente la fuerza motriz de asociacion.
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Con referencia no solo a este {rabajo de tesis, sino a la frecuencia con
que son citadas en la literatura, dos técnicas analiticas destacan entre fodas las
demas en cuanto a su uso en la invesigacion en quimica: la voltametria ciclica
(vC) """y la resonancia magnética nuclear de hidrégeno (‘H-RMN).'*

En la siguiente seccion, los fundamentos de ambas técnicas y el contexto

en que éstas son utilizadas en el estudio de complejos de inclusion, seréan

discutidos en detalle.

1.1.- Voltameitria ciclica.

En general, las variables que se uiilizan en las técnicas electroquimicas
como sefiales de excitacion y/o de respuesta, son la corriente Faradaica y el
potencia! eléctrico en la interfase que conforman el elecirodo de trabajo v la
solucién electrolitica en la que se encuentran una o mas especies electroactivas.

En el caso particular de las técnicas de voltametria, la sefal de excitacion
es la diferencia de potencial elécirico en la interfase de frabajo. De esie modo,
las distintas técnicas voltaméiricas se diferencian unas de ofras por la forma en
la que la sefal de excitacion cambia con respecto al tiempo.'*

En la Figura 13 la llamada funcibn de excitaciébn {(que describe
precisamente la dependencia del potencial en la interfase de frabajo con
respecto al tiempo), se presenta para algunas de las técnicas voltamétricas mas
populares.

Como puede apreciarse en la Figura 13-(c), la voltametria ciclica se

caracteriza por una funcion de excitacion en la que el potencial es barrido
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linealmente desde un valor inicial E; hasta uno que se denomina potencial de
“switch” Es. En este punto, la direccién de barrido se modifica de tal modo que

el potencial cambia de la misma manera con respecto al tiempo pero en sentido

contrario al original.

Figura 13

Funcion de excitacion para distintas técnicas voltamétricas.

Potencial Potencial l_]
Tiempo Tiempo
(@) (b)
Potencial
Es+
Ej
Tiempo
(c)

(a) Voltametria de pulso, (b) Voltametria de pulso cuadrado, (c) Voltametria
ciclica.



42

El ciclo se completa entonces cuando el potencial ha regresado a su valor
inicial.

En general, y de acuerdo al tipo de informacién que se esté buscando, el
experimento de voltametria ciclica no se encuentra limitado a un solo ciclo y en
principio este puede contemplar tantos ciclos como se desee.

Por otro lado, la sefial de respuesta en las técnicas de voltametria es la
corriente Faradaica que por definicion refleja la interconversion electroquimica
neta de especies electroactivas a fravés de la oxidacion o reduccion de las
mismas.'"

La ecuacidn 4 muestra esta igualdad en donde dC/dt representa el
cambio diferencial en la concentracion de la especie electroactiva en la interface
con respecto al tiempo, n es el ntmero de elctrones involucrados en el proceso
redox, F es la constante Faraday (F = 96484 Cleq que es igual a la carga de un

mol de electrones}) e i es la corriente Faradaica en amperes.113

— = nFi .
dt
(4)

El diagrama resultante de el experimento de VC se conoce como curva
corriente-potencial o voltamograma vy este es presentado en general.como una
correlacion lineal de las sefiales de excitacion y respuesta.

En la Figura 14 se presenta la reépuesta tipica corriente-potencial de un
ciclo completo para un sistema electroquimicamente reversible en solucion.''*

La informacion que se extrae de las curvas corriente-potencial de una

determinada solucién electrolitica es variada. Sin embargo, para sistemas
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simples que se comporian reversiblemente se verifican algunas relaciones
clasicas.
En primer lugar y de acuerdo a la Figura 14, la relacién de corrientes de

pico anddica y catddica es igual a la unidad.'"

Figura 14

Voltamograma tipico de una especie que intercambia
reversiblemente un electron en solucion acuosa.

Corriente (A)

Potencial (V)

En términos de potencial, 1a separacidén de los picos de oxidacién y de
reduccion es de 57 mV/n donde m corresponde al nimerc de electrones
intercambiados en el proceso redox.'*

Por ofro lado, el dispositivo experimental con el que se llevan a cabo los

experimentos de voltametria ciclica se presenta en la Figura 15. En términos
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generales, el potenciostato, que puede definirse como un controlador de
potencial, es el aparato que se encarga de aplicar con precision el potencial a
través de la interfase de trabajo, de manipular el cambio de esta variable con
respecto al tiempo (de acuerdo a una forma previamente programada) y de
medir y registrar la corriente resultante con el fin de construir posteriormente la

curva corriente-potencial.'"!

Figura 15

Representacion esquematica del equipo utilizado en los
experimentos de voltametria ciclica.

Potenciqstato

Hectrodo de Electrodo de
Trabajo Referencia

Eactrodo
Auxiliar

qlﬂ

=

T
L

Solucion electrolitica
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Debido a que en los experimentos de voltametria ciclica 1a sefial de
excitacion es el potencial aplicado, es de suma imporiancia controlar con
precision esta variable. Por esta razén, y debido a que Gnicamenie es posible
medir diferencias de potencial entre al menos dos interfases, un electrodo de
referencia es siempre utilizado en los experimentos de voltametria ciclica.

El requisito principal que debe cumplir un electrodo de referencia es que
el potencial eléctrico que lo caracteriza debe ser constante y en la medida de lo
posible, independiente de la corriente eléctrica que circula a través del mismo.
La resistencia representada en la Figura 15, usuaimente en el nivel de fos MQ,
(mega ohms) tiene por objeto precisamente reducir al minimo la corriente
eléctrica que circula a través del electrodo de referencia.

Par otro lado y con el objeto de no limitar la corriente Faradaica que

~circula a través del electrodo de trabajo, un electrodo auxiliar, generaimente de
platino, tiene como funcién Unica transportar la corriente eléctrica en el circuito
gue conforman el potenciostato, los electrodos de trabajo y auxiliar y la solucién
electrolitica. Finalmente es importante sefialar que es precisamente la corriente
que circula a través del electrodo auxiliar la que se registra en el amperimetro
incluido en el potenciostato y la que se utiliza para construir las curvas de

corriente-potencial del sistema bajo estudio.

1.2.- Resonancia magnética nuclear de hidrégeno 'H-RIMN.

La resonancia magnética nuclear (RViN), es probablemente la técnica

mas utilizada por los quimicos para la identificacion y estudio estructural de
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moléculas orgémic:as.112 Sin embargo, esta técnica ha encontrado también uso
frecuente en estudios de corte cinético, difusional, o bien para el estudio de
procesos de asociacion en general.me' 12

La RMN es una técnica espectroscépica de absorcidn que le valié a sus
inventores, Bloch y Purcell, el premio Nobel de Fisica en 1952.""% Los grupos de
ambos investigadores, descubrieron simultdaneamente que bajo la influencia de
un campo magnético externo ciertos nuicleos son capaces de absorber radiacion
electromagnética en la regién de radio-frecuencia (if) a longitudes de onda
caracteristicas no solo de los nicleos en cuestion sino también del ambienté
electrénico de los mismos.

Entre los nacleos que poseen una distribucién asimétrica de carga
(caracterizados por un numero cuantico 1=1/2) y que en consecuencia son
susceptibles de absorber radiacion en el experimento de RMN, se e:ncuentran el
"N, *'P, ®C y el H. Este Ultimo debido no sélo a su abundancia natural (99%)
sino también a la alta sensibilidad a ambientes electrénicos que lo caracteriza,

es por mucho, el mas utilizado en estudios de RMN'"2

(es importante sefialar
que en el caso particular de la resonancia magnética nuclear de hidrégeno o
proténica, la abreviatura comunmente utilizada es 1H-RMN).

En el caso de la RMN y de modo similar al de otras técnicas
espectroscopicas, el proceso de excitacion consiste en la exposicion de la
muestra a una perturbacion en forma de radiacion electromagnética.

En este caso particular, la perturbacion posee la forma de un pulso B4

que, por regla general se aplica en angulo recto con respecto a un segundo
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campo magnético By al que de forma constante, la muestra se somete durante
todo el experimento.'"®

En la Figura 16 se presenta el esquema general del espectrometro de
RMN en el que se pueden apreciar las disposiciones de la muestra, de la bobina
que aplica la sefial de excitacion B4, de la bobina que funciona como detector y

de la direccién del campo magnético aplicado Bo. '

Figura 16

Representacion esquematica de los componentes de un
espectrometro de RMN.
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Como consecuencia de la aplicacion del pulso de excitacién B4, la
poblapién de espines que en presencia del campo magnético aplicado By tiene
una distribucién particular, se modifica por efecto de esta excitacion.

Una vez de que el pulso de excitacién B¢ ha cesado, los nicleos en
cuestién experimentan un proceso de relajacion que los lleva al estado
poblacional inicial definido Unicamente por la presencia constante del campo By.
La sefial de respuesta en el experimento de RMN, corresponde entonces al
proceso de absorcion energética que la muestra experimenta antes de regresar
al estado inicial (relajacion).'

Es muy importante aclarar que como se mencioné anteriormente, la sefal
de respuesta dei sistema depende en gran medida de! ambiente electronico de
los nucleos bajo estudio. De este modo, una grafica de la frecuecia de absorcion
de la radiacion electromagnética contra la intensidad de dicha absorcion
constituye un espectro de resonancia magnética nuclear.’®

A modo de ejemplo, en la Figura 17 se muestra el espectro de 'H-RMN
de una solucion de a-CD en agua deuterada (D,0) que incluye la asignacion de
los diferentes picos a cada uno de los protones del receptor.'™® Como puede
apreciarse en la figura, las sefales de los distintos protones son facilmente
distinguibles debido al hecho de que los hidrégenos en cada parle de la
molécula se encuentran sujetos a distintos ambientes electronicos.

Es importante sefalar que aunque la posicion de la seiial correspondiente
a cada protdn en el espectro de RMN es funcion de su ambiente electronico, la

muitiplicidad de la sefial (sefial simple, doble, triple o multiple) depende
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unicamente de la presencia (en general hasta un maximo de tres enlaces) de

otros nlicleos activos.''®

Figura 17

Espectro de "H-RMN (500 MHz) de una muesira de a-CD en D,O a
208 K.1°

4-1

H2 g

3.8 3.6 ppm

Es comin considerar que, tomando como referencia al estandar

(CH3)3-Si-(CHp)3-SO3Na (DSS) en agua deuterada (D;O), los protones
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correspondientes a los grupos mefilo en una cadena alifatica se ubican en la
region de las 1-1.5 ppm mientras que por ofro lado, los protones presentes en

R v . 1
sistemas aromaticos se encueniran en el intervalo de 6.5-9.5 g:)pm.1 s

2.- Utilizacion de las técnicas analiticas en el estudio de

complejos de inclusion.

Como se menciond con anterioridad, en el estudio de los fenémenos de
asociacion es comun analizar resultados de experimentos muy variados entre
los que destacan la voltametria ciclica y la "H-RMN. La utilizacion de estas
técnicas en el analisis y la deteccion de fendmenos de asociacion se lleva a
cabo sin embargo en un contexic de estudio que en general pertenece a algunc

de los tres esquemas que se discuten a continuacion.

2.1.- Deteccion directa.

El primer esquema, siendo el mas directo y por lo tanto el més exacto, se
caracteriza por la deteccién de alguna propiedad producfo dei fenémeno de
asociacién entre receptor vy sustrato.

Un ejemplo tipico , es el analisis calorimétrico del proceso de
complejacion entre ciclodexirinas y susfratos diversos en el que se mide
directamente el calor de la reaccion de asociacion.'"’

La determinacion de los calores de reaccion a distintas concentraciones

de receptor y sustrato permiten en primera instancia obtener mediante una
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regresion no lineal tanto la entalpia de asociacidn como la constante de
equilibrio del sistema.'®

Es importante destacar que en el caso de estudios de corte calorimétrico,
la deteccion del complejo se verifica durante el proceso de formacion del mismo.

Un segundo ejemplo de este primer esquema de analisis en el que la
deteccién se lleva a cabo una vez que el sistema se encuentra en equilibrio, es
el caso comin en especiroscopia visible de la deteccion y analisis de la banda
de transferencia de carga que refleja la presencia de un complejo en el que una
de las especies es electroatrayente y la otra electrodonante.

En términos basicos, la banda de transferencia de carga es
consecuencia de la absorcion de radiacion que promueve electrones a niveles
cuanticos presentes Unicamente en el complejo. De esta manera y nuevamente
a través de una ftitulacion que en este caso no es calorimélrica sino
espectroscopica, la constante de equilibrio del sistema puede ser evaluada a
través del analisis de la intensidad de la banda de transferencia de carga de un
compiejo dado a distintas concentraciones de receptor y de sustrato.'"®

Es interesante sefialar que al igual que en el caso de la calorimetria, es
necesario empiear un analisis de regresidbn no lineal de los datos
espectroscopicos para obtener la constante de equitibrio del sistema.

Cabe mencionar por otro lado que una aproximacion lineal de ajuste para
fas ecuaciones espectroscopicas es también posible en el caso en el que las

constantes de equilibrio sean bajas. El método en cuestion fué propuesto en
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1945 por los investigadores Benesi y Hilderbrand y desde entonces ha gozado

de mucha popularidad.'*

2.2.- Deteccion indirecta.

En el segundo esquema de analisis, la deteccion del complejo se lieva a
cabo de un modo indirecfo. En este caso, el proceso de asociacion entre un
sustrato “X" y el receptor en cuestion se detecta a través de la sefal de
respuesta de un segundo sustrato “Y" que también se encuentra presente en el
medio. Este segundo sustrato funciona como una referencia efectiva y en
general las propiedades de asociacion de esta especie con el receptor son bien
conocidas.

Un requisito basico en la utilizacion de este esquema de analisis es por
supuesto que la sefal de respuesta del sustrato de referencia debe cambiar de
forma importante cuando pasa desde un estado libre en solucion a un estado de
asociacion con el receptor. La idea es entonces que cuando se agrega a una
solucion cualquiera de receptor y sustrato de referencia “Y”" una cierta cantidad
del sustrato de interés “X", la competencia enftre ambas sustancias por la
asociacion con el Gnico receptor presente en el medio permite la posibilidad de
analizar indirectamente el proceso de asociacion de interés a través de la sefal
del sustrato de referencia “Y".

Un ejemplo tipico de este segundo esquema de analisis, es el estudio por

fluorescencia del enlace de ciclodextrinas con aniones inorganicos complejos
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como hexafluorofosfato o triflato mediante el desplazamiento del sustrato de
referencia 1, 8-anilin naftalen sulfonato de sodio (ANS). 120

Por un lado, es bien sabido que la especie ANS fluoresce fuertemente en
medio acuoso a niveles de concentracién micromolares. Por ofro lado, también
se sabe que la inclusion de esta molécula en la cavidad de B-CD (#= 81 M‘1) da
lugar a un incremento importante en la intensidad de la fluorescencia de ANS.'®

El efecto del incremento en la intensidad de emisién de ANS como
consecuencia de la formacion del complejo de inclusion, se debe al hecho de
que en la cavidad del receptor el estado excitado de la molécula fluorescente (el
singlete responsable en dltima instancia de la fluorescencia de ANS) se
estabiliza como consecuencia de que las moléculas de solvente no pueden
colisionar con el sustrato y de este modo, desactivario.

Como las propiedades fluorescentes, i.e. la emisién cuantica de ambas
formas de ANS (libre y enlazada con pB-ciclodextrina) son conocidas, la
fluorescencia de una solucion que contiene una mezcla de ANS y B-CD da

- informacion exacta sobre la fraccion libre de ANS presente en el medio.

La adicién de un segundo sustrato (“X") a la mezcla en equlibrio de 8-CD
y ANS provoca un cambio en la fluorescencia de la solucién debido al
desplazamiento de las moléculas de ANS de la cavidad del receptor por
aquelias del sustrato de interes “X".

El analisis subsecuente por medio de una regresién no lineal de la

fluorescencia de la solucion de B-CD y ANS a diferentes concentraciones del
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sustrato "X", da lugar a la evaluagién de la constante de equilibrio del sistema
en cuestion.

En la Figura 18, se presenta una isoterma de enlace de $-CD- PFs enla
que la variable que se mide contra la concentracién del anion complejo es la

intensidad fluorescente de la molécula de ANS (sustrato de referencia “Y")."

Figura 18
Isoterma de enlace del sistema PFg-B-CD que muestra la utilizacién

de experimentos de desplazamiento para evaluar constantes de
equilibrio. 250 \@ : : ‘ , : .
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La solucion inicial, i.e. la solucién antes de la adicidn del sustrato KPFs
contiene una mezcla de ANS y B-CD en concentraciones 5 phMi y 1.0 mM
respectivamente. Por otro lado, la linea que pasa por los puntos de la titulacion

(de la que es posible extraer una constante de asociacién de 88 M" para este
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sistema en particular), resulta de la simulacién digital del experimenio de
desplazamiento.

Es importante sefialar que este tipo de estudios, por ser en escencia
indirectos, son utifizados Unicamenie cuando no es posible detectar la
complejaciéon por medios directos como es el caso de los discutidos en la

primera seccion.

2.3.- Deteccion directa localizada.

En el tercer esquema de andlisis, se explota el hecho de que como
consecuencia de la asociacion el “ambiente quimico o electrénico” de toda o de
una parte especifica de las moléculas que participan en el complejo cambia de
una forma importante. La informacion particular sobre la naturaleza del complejo
de inclusidn se sigue entonces a fravés de la sefial de respuesta de alguna de
las moléculas participantes en el complejo con referencia a la respuesta, de la
misma molécula, en estado libre.

Este tipo de metodologia de analisis es de particular importancia en esta
tesis ya que las técnicas empleadas en este trabajo, Voltametria Ciclica y

'H-RMN, fueron utilizadas en el contexto de este esquema de estudio.

2.3.1.- Voliametria ciclica en el estudio de complejos de
inclusion.
En el contexdto del esquema de analisis que se discute, la voltametria

ciclica requiere primordialmente que la especie electroactiva (o sitio electroactivo
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de la molécula) cambie de ambiente electronico cuando el proceso de
asaociacion tiene lugar.

En la Figura 19 por ejemplo, se representa esquematicamente el cambio
en la respuesta electroquimica en medio acuoso del sustrato organico
ferrocencarboxilato cuando un exceso de B-CD se encuentra presente

solucion. ™!

De este modo, el voltamograma "A" corresponde al derivado de
ferroceno en ausencia de CD y el “B” a la misma especie en presencia de 5
equivalentes del receptor.

Como puede apreciarse en la figura, la asociacion del sustrato da lugar a
cambios caracteristicos en el voltamograma tales como el desplazamiento del
potencial de media onda (E12) y la reduccion en el valor de las corrientes de
pico. En este caso particular, el desplazamiento positivo del potencial £;; refleja
el hecho de que la cavidad hidrofdbica del receptor estabiliza la forma reducida
del sustrato y hace consecuentemente mas dificil la oxidacion del derivado de
ferroceno. Por otro lado, la reduccion observada en las corrientes de pico se
debe a que el sustrato en la forma complejada se caracteriza por un coeficiente
de difusion substancialmente menor que el correspondiente a la forma fibre.”

En el caso particular de los estudios de complejacion de CD's mediante
VC, el sustrato resulta ser la (nica especie electroactiva en el medio dado que
las CD’ son electroquimicamente inertes.

Cabe sefialar, por otre lado, que en el caso mas general de que receptor
y el sustrato sean electroactivos la deteccion del complejo también se lleva a

cabo siguiendo la sefial del susirato. Esto se debe a que es esta especie
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Figura 19

Respuesta electroquimica del sustrato ferrocencarboxilato (a) en
ausencia y (b) en presencia de 5 equivalentes de 3-CD.
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la que, como consecuencia de la inclusion en una cavidad que posee un
ambiente electronico distinto al de la esfera de solvatacién, experimenta el
cambio de ambiente mas radical cuando el fendmeno de asociacion se lleva a
cabo.'"’

Aunque la influencia que la asociacion ejerce en el ambiente electronico
de los receptores es en general menor que la correspondiente & los sustratos,
esta es suficiente para generar cambios en la respuesta electroguimica. De esta
manera, es importante sefialar que es posibie encontrar en la literatura estudios
electroquimicos en los gue la complejacion se detecta mediante la VC de un
receptor electroactivo. Un ejempilo tipico de este tipe de estudios, lo constituye el
trabajo de Kaifer y colaboradores sobre la deteccion de complejos de inelusion
del receptor electroactivo paraquat-4,4 bipiridin-ciclofano con susfratos
electrodonantes como bifenol (4, 4'-bifenol) o (4, 4-diamino-difenilo).'*'

Una excepcion interesante a la regla de que el sitio electroactivo de
sustratos (o receptores) debe participar en el proceso de asociacion, la
constituyen los éteres corona modificados con unidades electroactivas. Estos
receptores se caracterizan por la afinidad que el macrociclo (éter corona) posee
por determinados cationes como sodio o potasio en solventes polares como
acetonitrilo. De esta manera, la respuesta electroguimica del sistema puede ser
monitoreada convenientemente a fravés de una unidad electroactiva enlazada

covalentemente al macrociclo.'?
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En la Figura 20 por ejemplo, se representan la estructura y los
voltamogramas del receptor modifcado N-(2-nitrobencil)aza-15-corona-5 en
ausencia (a) y en presencia (bj de 1 equivalente de NaClO4 en acetonitrilo.

Como puede apreciarse en la figura, la caracteristica principal del sistema
en cuestion es que el sitio electroactivo (anillo aromatico) no coincide con el de
asociacion. A pesar de esto y debido a la cercania espacial de los sitios
electroactivo y de asociacion, la respuesta electroquimica del receptor
experimenta cambios importantes cuando un catidn se asocia con el macrociclo
del receptor.

En primer lugar, el poteﬁcial de media onda (Ey) se desplaza a valores
mas positivos indicando que el receptor es mas facil de reducir en la forma
acomplejada que en la forma libre.

Este resultado es por ofro lado congruente con la estabilizacion a
distancia que la carga positiva del catién ejerce sobre el sitio electroactivo
reducido.

En términos de las corrientes de pico, el cambio de la sefales
correspondientes a las especies libre y acomplejada no es muy pronunciado
debido a la similitud que ambas especies tienen en cuanto a tamafo vy
consecuentemente, en cuanto a coeficientes de difusion.

Fruto de estudios electroquimicos con receptores en los que el sitio
electroactivo no coincide con el de complejacion, se ha establecido con rigor que
la sensibilidad electroquimica de dichos agentes complejantes depende en

forma importante de la cercania espacial que garantiza una especie de



60

Figura 20

Estructura y respuesta electroquimica del receptor N-(2-nitrobencil)
aza-15-corona-5 {(a) en ausencia y (b) en presencia de 1
equivalente de NaClO,.
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“comunicacién” intramolecular entre la zona electroactiva del receptor y el sitio
donde se verifica el proceso de complejacion.'®

Con el fin de racionalizar en detalle la respuesta electroquimica de
sustratos redox en prescencia" de receptores en solucidén, es necesario
considerar los equilibrios quimicos y electroquimicos presentes en el sistema.
En el caso simple de un susirato caracterizado por un compor‘témiento
electroquimico reversible que forma un complejo 1:1 con CD, es posible
construir el ciclo termodinamico que se presenta en la Figura 21.

En un principio, una solucidn compuesta Gnicamente por el sustrato (ox)
(la especie electroactiva en su forma oxidada) disuelto en una solucion del
electrolito soporte, deberd mostrar como resultado de un experimento de VC
una respuesta similar a la de la Figura 14. De este voltamograma, parametros
caracteristicos como las corrientes de pico anoddico y catddico asi como el
potencial formal del sustrato £ ° pueden ser determinados.

La adicién del receptor a la solucion anterior (en este caso ciclodexirina)
en cantidades subequivalentes, genera el establecimienio de los equilibrios
restantes que se presentan en la Figura 21.

El cambio en la respuesta electroquimica del sistema como consecuencia
de la presencia de estos “nuevos” equilibrios, se lleva a cabo en distintos
niveles. En primer lugar, la forma del voltamograma se altera de forma
importante. Dicho cambio no es siempre el mismo y como se discutira mas
adelante, depende de los valores de los parametros termodinamicos E %, E °; ,

Kox Y Krea.
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Figura 21

Equilibrios quimicos y electroquimicos de un sustrato electroactivo
en presencia de ciclodextrina.
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Complejo(ox) + e- Complejo(red)

En algunos casos (por ejemplo el representado en la Figura 20), es
posible observar la aparicion de una nueva onda redox debida a los procesos de
oxidacion y reduccion electroquimica del complejo.122

En ofro tipo de situaciones, la onda redox correspondiente al complejo no
aparece Yy en su lugar la onda original se desplaza a potenciales mas positivos o
mas negativos dependiendo de la naturaleza del sitio del receptor 1ot (este es el

caso presentado en la Figura 19).
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En términos de corriente Faradaica, ia adicion del receptor en cantidades
subequivalentes a una solucion de sustrato, origina una disminucion de la
conversidon electroquimica neta. Este efecto, se debe a que la presencia del
complejo en el medio supone no sélo que la concentracion efectiva de la forma
tibre del sustrato disminuye (y consecuentemente la corriente asociada con elia),
sino también que la fraccidn del sustrato que se encuentra acomplejada posee
un coeficiente de difusidn menor con respecto al correspondiente al sustrato
libre y en consecuencia un fransporte a la superficie del electrodo menos
eficiente.

Como consecuencia del ciclo termodinamico definido en la Figura 21, el
potencial formal del sustrato en la forma reducida se modifica de acuerdo a la

ecuacion 5.'%

o

° RT, . Kox

E nF Krd

= E§+
(9)

Donde E %, E °: , Kox Y Kreq Son los potenciales formales (V) y las
constantes termodinamicas definidas en la Figura 21, R es la constante
universal de los gases (J/molK), n es el niimero de electrones transferidos en le
proceso redox (eg/mol) y F es la constante de Faraday (Cleq).

De acuerdo a esta ecuacion (en la que se considera que fodos los
procesos son rapidos con respecto a la escala de tiempo experimental), cuanto
mas distintas sean las constantes de egquilibrio Kox ¥ Kreq, mas grande sera la

diferencia del potencial formal del sustrato en sus formas libre y acomplejada

E°% E°.
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Es importante sefialar, que uno de los requisitos principales para que sea
posible detectar por medio de VC la presencia del complejo de inclusion es
precisamente que la diferencia de potenciales [E % - E °. ] debe ser
relativamente grande (al menos 90 mV).

Este requisito, se encuentra directamente relacionado con el
correspondiente al cambio de ambiente electrénico que &} sitio electroativo debe
experimentar cuando la asociacién se lleva a cabo. De esta manera, en el caso
de que el ambiente electrénico del sustrato no cambie de forma importante
durante el proceso de asociacién, no habra una mayor dificultad para incorporar
un electrén al complejo con respecto al sustrato libre (en el caso de un proceso
de reduccién) y en consecuencia, sera practicamente imposible detectar un
cambio en términos de potencial con respecto al voltamograma del sustrato
libre.

Es interesante hacer notar que dos sistemas con constantes de
asociacion (equilibrio quimico) del sustrato oxidado Koy tan distintas como 10% y
10°, pueden tener la misma diferencia entre los potenciales formales redox del
sustrato si las constantes de complejacion del mismo en la forma reducida Kreq
son por ejemplo 10° y 10”. En ofras palabras, sistemas con constantes de
equilibrio quimico. Kox Yy Kree muy diferentes pero con relaciones Koy / Kreq
iguales, deberan tener los mismos potenciales formales redox para el sustrato
en sus formas libre y acomplejada si el sustrato es para ambos sistemas, la

misma especie electroactiva.
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La diferencia en los potenciales formales del sustrato no es sin embargo
la Unica informacién que se puede extraer de un experimento de voltametria
ciclica de una mezcla de sustrato y receptor (este dltimo en cantidades
subequivalentes). Como se menciond con anterioridad, la forma del
voltamograma de dicha mezcla no es necesariamente Gnica y depende en forma
importante de los valores absolutos de las constantes de equilibrio quimico
definidas en la Figura 21.

En el caso general de la asociacion de sustratos electroactivos con CD’s,
y para una relacion Ko / K fija y suficientemente grande como para observar
una diferencia de potenciales que permita detectar el complejo de inclusion, es
posible distinguir tres tipos de comportamienio electroquimico durante la

titulacion voltamaétrica de un sustrato electroactivo con un receptor cualquier:—zi.122

i.- Kox muy grande.

ii.- Ko muy baja.

iii.- Koy intermedia.

El primer caso es probablemente el mas directo y se caracteriza por una
constante de equilibrio quimico Ko« muy grande. Al principio de una titulacién
voltamétrica, sélo una onda redox correspondiente a la especie electroactiva se
identifica en la respuesta del experimento de VC. Al agregar alicuotas de una
solucién concentrada del receptor a la solucién, y debido al valor grande de ¥,
es de esperarse que la totalidad de las moléculas de este Gitimo se encueniren

participando en la formacion del complejo de inclusién en tanic cue ia
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concentracion de receptor sea menor que la de sustrato. El cdmplejo recién
formado, es también una especie electroactiva y debera poseer un potencial
redox distinto al del sustrato libre.

De este modo, la titulacion voltamétrica de una solucién de sustrato
mediante la adicién del receptor en cantidades subequivalentes, provoca la
apariciéon de una nueva onda redox en el voltamograma que crece conforme la
fraccion del complejo aumenta en solucion.

Cuando un equivalente de receptor se ha agregado, solamente una onda
redox correspondiente a la totalidad de sustrato en forma de complejo, se
identifica en el voltamograma. La subsecuente adicidn de receplor a esta
solucién, no cambia substancialmente la forma o posicion en la escala de
potencial de la sefial volfaméirica.

A partir del analisis de los voltamogramas experimentales al inicio y al
final de la titulacion, es posible obtener directamente los potenciales formales
E % vy E °.. La determinacion posterior de alguna de las constantes Kox 0 Kreq
mediante un método independiente, permite a través de la ecuacion 5 la
evaluacién del resto de las constantes termodinamicas que definen al sistema.

Finalmente cabe sefialar que la forma particular de los voltamogramas
que caracteriza a este tipo de sistemas, ha hecho que se les conozca
comunmente como sistemas gue siguen el comportamiento de “dos ondas”.

El segundo caso (ii), se caracteriza por una consfante de asociacion ¥,
muy baja. A diferencia del caso anterior, la adicion del receptor a la solucién de

sustrato provoca el desplazamiento del potencial de media onda en alguna
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direccion (determinada por la estabiiidad termodinamica del complejo con
respecto a la especie libre) y no la aparicion de una segunda onda.

Por esta razoén, y a diferencia de los sistemas de “ dos ondas” que se
discutieron en fa seccion (i), se dice que estos sistemas siguen el-
comportamiento caracteristico de “una onda”.

Al igual que en el caso anterior, el voltamograma correspondiente a la
solucion inicial que UGnicamente contiene el sustrato (ox), permite la
determinaciéon del potencial de media onda E ° del sustrato libre. La adicion
posterior del receptor a esta solucién, provoca por otro lado el establecimiento
del equilibrio definido por la constante K, que, al ser baja, obliga a la existencia
en la solucion de una fraccion importante del receptor en forma libre.
Suponiendo que en este caso particular el potencial formal redox del sustrato
acomplejado E °; es mas negativo que el correspondiente a la forma libre E %,
la especie electroactiva (sustrato(ox)) serda consumida primero cuando el
potencial sea barrido en direccién negativa durante el experimento de VC.

De este modo, cuando el potencial en la interfase de trabajo alcanza el
potencial de pico catddico del sustrato libre (sustrato (ox)) que es por definicion,
el potencial en el que la concentracion interfacial de la especie oxidada es cero,
el equilibrio quimico de complejacion definido por o« interviene supliendo la
forma libre del sustrato{ox) a la interfase y desplazando consecuentemente la
posicidn del potencial de pico catadico.

Es importante sefalar que este efecto es una consecuencia directa de!

principio de Le Chatelier en el que la reaccién electroquimica que consume a la
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especie sustrato(ox) en la interfase de trabajo desplaza el equilibrio quimico de

. . . .. . 123
una de las reacciones definidas en el ciclo termodinamico de la Figura 21.

Kox

Sustrato(ox) + CD > Complejo(ox)

La situacién opuesta a la que se acaba de analizar corresponde a aquella
en la que el potencial formal redox del sustrato acomplejado £ °; es méas positivo
que el correspondiente a la forma libre E °;. En este caso, el barrido de potencial
en direccién negativa supone que la especie consumida primero en la interfase
del electrodo de trabajo es el sustrato en la forma acomplejada.

Nuevamente, la desaparicion del complejo en la interfase de {rabajo
cuando el potencial alcanza el valor correspondiente al polencial de pico
catédico, no dara lugar a la aparicion de un méaximo en el voltamograma. Al igual
que en el caso anterior, la tendencia del sistema a mantener el equilibrio
quimico (definido por {a constante #,,), dara lugar a la formacién del complejo
cuando este Ultimo se consume en la interfase del electrodo. De esta manera, el
efecto observado sera el desplazamiento de la onda redox del sustrato oxidado.

Como es evidente, en situaciones de este tipo el cambio en la forma del
voltamograma no cesa cuando se ha agregado un equivalente de receptor a la
solucion. En cambio, el desplazamiento de la onda redox se hace méé grande
mientras mayor sea la cantidad de receptor que se adicione a la soluciéon
electrofitica v es comin que excesos tan grandes como 10 equivalentes

provoquen desplazamientos en el potencial de media onda (Euz).122
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En el contexto del calculo de los valores termodinamicos de asociacion, la
determinacién del potencial formal del sustrato en la forma de compiejo £ °; se
hace muy dificil ya que es practicamente imposible ubicar el punto en el que la
totalidad del sustrato se encuentra acomplejado. Como consecuencia de esto, el
uso de la ecuacidn 5 se hace imposible debido a que tres (E °c.. Hox ¥ Kia) de las
cuatro variables que la definen (E °r, E °c Kox ¥ Krea) son desconocidas.

Una aproximacién sin embargo, permite el fratamiento matematico de
este tipo de problemas en los que la constante K,x es pequefia. Dicha
aproximacion consiste en considerar que el sistema se comporta de acuerdo al
mecanismo E-C (electroquimico-quimico), es decir, se trata como una especie
electroactiva en la que un proceso redox en la interfase del electrodo genera
una especie que participa en un equilibrio subsecuente de asociacion con
alguna ofra especie que se encuentra presente en el medio. Cabe sefialar, que
es legitimc emplear esta aproximacion Gnicamente cuando la concentracion del
receptor es por lo menos 10 veces mayor que la concentracion del sustrato
electroactivo.

Estudios electroquimicos clasicos sobre esie tipo de mecanismo, han
derivado la siguiente ecuacién que relaciona el potencial de media onda
observado durante la titulacion E °,, con la actividad del receptor en

solucion,'®*

0 0 RT RT
= + 2 —~— In[CD
Eapp E; = n Krd + = [CD]

(6)
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En esta ecuacion, todas las variables corresponden a aquellas definidas
en la Figura 21. El término [CD], representa la actividad del receptor (que en
este caso es alguna ciclodexirina) que en tanto no esté asociada a una
concentracién muy alta, puede considerarse aproximAadamente igual a la
concentracion del receptor en solucidn.

Finalmente cabe sefialar que la aproximacion empieada en esta ecuacion
ha sido ampliamente corroborada mediante simulaciones digitales de
experimentos de voltametria ciclica.'?

El tercer caso a discutir (i), comprende situaciones intermedias enire los
dos casos descritos anteriormente. En este grupo, se ubican sistemas para los
cuales la constante de equilibric Kox es lo suficientemente grande como para
observar dos ondas en el voltamograma de una mezcla de sustraio v receptor,
este Ultimo en cantidades subequivalenies, v por ofro iado lo suficienternente
pequefia como para cue la adicidon de recepior en excesc, muestre en el
voltamograma una onda redox correspondiente al complejo que centinuamente
se desplaza en una direccion determinada.

Una caracteristica imporiante de la sefial electroquimica que este tipo de
sistemas presentan en el experimento de VC consiste en la “forma” con que las
ondas redox del sustrato en sus formas libre y acompiejada se presentan como
consecuencia de la “mezcla” de los comportamientos de una y dos ondas redox.

Este efecto, puede apreciarse con claridad en las simulaciones digitales

que se presentan en la Figura 22."% En dichas simulaciones, un receptor



Figura 22

Voltamogramas simulados para distintos valores de # Y una

relacion constante K,eq/ Ko = 10* en una mezcla de receptor-
sustrato 1:0.5.

Corriente (A)

X

~ig = O <0 =T

Potencial (V)

a) Ko = 1000, b) K,y = 500, c) Ko, = 100, d) Kox = 50,
e) Kox =10, f) Ko = 5, g) Hox =1, h) Kox = 0.1
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electroactivo se acompleja con aigiin tipo de sustraio dando lugar a una especie
cuvo potencial formal redox es mas positivo que el de la forma libre del receptor.

Para cada uno de los voliamogramas, ia refacion de constanies de
equilibrio Ke / Kox es fija (ndtese que como consecuencia del ciclo
termodindmico de la Figura 21 y de acuerdo a la ecuacién 5, la diferencia de
potenciales E % - £ °; también es fija) y la proporcién de sustrato con respecto
al receptor electroactivo es en todos los casos 0.5. Por otro lado, las diferentes
respuestas de la VC corresponden a dislintos valores de la constante de
equilibrio de complejacion del sustrato{ox) #ox -

Es interesante sefialar que para !z relacién de consiantes de egquilibrio
Krea | Kox =10, una constante Ko, =10° es lo suficientemente grande como para
obsetvar con claridad un comportamiento tipico de dos ondas.

Conforme el valor de ¥, disminuye, la onda correspondienie al complejo
comienza a desplazarse hacia potenciales mas negativos (ver Figura 22-a-d)
hasta el punio en que ambas ondas convergen en una scla (Figura 22-e-h). En
este punto, el comportamiento del sistema es claramente el correspondiente al

de una sola onda redox.

2.3.2.- "H-RMN en el estudio de complejos de inclusién.

El estudio de fendmenos de complejacion mediante RMN no constituye
un enfoque nuevo en el campo de la quimica supramolecular. El primer reporte
acerca de la evaluacion de una constante de ascciacion mediante esta técnica

se debe a Huggins y colaboradores y data de 1955.'%
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En principio, la 'H-RMN tiene dos ventajas importantes sobre las otras
técnicas espectroscépicas uiilizadas en el estudio de complejos de inclusion. En
primer lugar, la "H-RMN no esta sujeta a una dependencia importante con la
presencia de pequefas cantidades de impurezas organicas. Esto se debe
basicamente a que en el espectro de 'H-RMN y a diferencia de las otras
técnicas espectroscdpicas como la fluorescencia y la espectroscopia de UV, las
sefales de las distintas partes de la molécula son claramente identificables y en
consecuencia los protones correspondientes a impurezas de tipo organico
pueden ser discriminados.'®

En segundo lugar, y debido también a que es posible observar las
sefiales de los protones presentes en las distintas zonas de las moléculas que
participan en el proceso de asociacion, esta técnica permite elucidar los sitios de
interaccion entre el receptor y el sustrato y en consecuencia obtener informacion
sobre la geometria del complejo de inclusion 108,

E! experimento clasico de 'H-RMN que se utiliza para evaluar constantes
de asociacién de complejos de inclusién, consiste por lo general en una
titulacion del sustrato con el receptor en un medio de fuerza i6nica conirolada.
lL.os cambios que la sefial de los distintos protones del sustrato presentan
cuando el receptor acompleja a este Gltimo, son utilizados para obtener no solo
la constante de asociacion del sistema ', sino también la entalpia v la entropia
a través de la determinacion de energias libres a distintas temperaturas.108

En un experimento de titulacién tipico, el espectro de 'H-RMN de una

solucion 1.0 mM del sustrato se obtiene y la asignacién de cada uno de los
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protones de fa molécula se lleva a cabo. La adicidon posterior de distintas
cantidades del receptor a la solucién del sustrato, provoca un cambio en la
posicion en el espectro de las sefiales de {os prolones de este ultimo debido a
que dichos atomos se encuentran necesariamente cerca del sitio de asociacion
{como se mencion6 con anterioridad, la posicién de los picos correspondientes a
atomos de hidrogeno en un espectro de 'H-RMN depende en forma importante
del ambiente elecirénico de éstos). De esta manera, la asociacién del sustrato
por parte del receptor se detecia a través del desplazamiento de los picos
correspondientes a los protones cuyo ambiente elecirbnico se modifica por la
presencia del receptor.

Es importante sefalar que la eleccidén de los agentes que fungen como
fitulante y titulado se debe al hecho de que es precisamente el susirato la
especie para la cual el cambio en el ambiente electrdnico es mas radical y
homogéneo cuando la asociacioén de las especies se lleva a cabo. En este tipo
de fitulaciones espectroscopicas sin embargo, €s comun observar alguno de los
dos casos siguientes.

En el primer caso, el espectro de 'H-RMN de una mezcla de sustrato y
receptor contempla dos conjuntos de picos. El primer conjunto, corresponde arl
éustrato en la forma libre y el segundo grupo grupo se encuentra asociado a la
presencia del sustrato acomplejado. En la Figura 23 por ejemplo, se puede
apreciar un espectro que muestra el caso en el que los picos de ambas formas

del sustrato en solucién son claramente distinguibles.126
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En general, es posible correlacionar el area bajo cada uno de los picos en
el espectro de 'H-RMN con la cantidad de protones del sustrato en las formas
libre y asociada. Si por otro lado se considera un sistema simple en el que la
asociacién del sustrato y del receptor se ajustan a una estequiomeiria 1:1, es
posible plantear la siguiente ecuaciéon que define la constante de asociacion.

[Com]

Keom = [Rec] [Sus]

(7)

Donde K..m representa la constante de asociacion del sistema y [Com],
[Rec] y [Sus] representan las actividades del complejo, del receptor libre y del
sustrato libre respectivamente. |

De esta manera, utilizando la ecuaciéon 7 y el balance de materia del
receptor, es posible exiraer el valor de la constanie de asociaciéon para el
sistema bajo estudio si se supone que la integral del area bajo los picos es
proporciona!l a la actividad de cada una de las especies en solucion.

Es importante sefialar que esta situacién (la presencia de dos conjuntos
de picos para la sefial del sustrato) se presenta Unicamente cuando la escala de
tiempo del experimento de 'H-RMN es menor que la correspondiente al proceso
de asociacién-disociacion del complejo.117 En otras palabras, es posible
observar la presencia independiente de las fracciones de sustrato libre vy
acomplejado siempre y cuando el experimento de deteccion se lieve a cabo de
forma mas rapida que el proceso de asociacion-disociacion del complejo.

Debido a que la escala de tiempo de este ultimo proceso es, a diferencia

de la correspondiente al experimento de "H-RMN, dependiente de la
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temperatura, es posible en principio estudiar la velocidad de asociacion-
disociacion del complejo a partir de espectros de 'H-RMN a distintas

temperaturas. 126

Figura 23

Espectro de 'H-RMN de una mezcla de isémeros fraslacionales
(CD3CN, 229 K) en el que la senal primordial corresponde al isdbmero
en el que el ciclofano se encuentra en la estacion de la bencidina.'?®

bead
bead

_b@@d i

 2Th

] \M | JM

Los picos grandes corresponden al isbmero que se presenta en la figura. Los
picos pequerios corresponden al isomero en el que el ciclofano se encuenira en
la estacidn del bifenol.
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En general es posible observar que en el caso de un sisiema en que
ambos conjunios de picos del susirato son claramente distinguibles, la
separacion de los mismos comienza a disminuir a medida que la temperatura
del sistema aumenta. De este modo, la temperatura a la cual ambos picos se
fusionan para dar lugar a uno promedio (ia temperatura pa'ra la cual la velocidad
de asociacién-disociacion es igual a la escala de tiempo del experimento de H-
RMN), se conoce con el nombre de temperatura de coalescencia.

En la mayor parte de los sistemas estudiados en el area de quimica
supramolecular, la temperatura ambiente corresponde a un valor muy por
encima de la temperatura de coalescencia. En consecuencia, es comin
observar en estudios de 'H-RMN que la adicién de receptor a una solucion de
sustrato provoca en el espectro un desplaéamiento del pico original del sustrato
libre en ‘Iugar de la aparicion de una segunda sefial correspondiente al sustrato
asociado. Este tipo de comportamiento, gue es como ya se menciond el mas
comunmente encontrado en el estudio de fendmenos de asociaciéon por 'H-
RMN, define el segundo tipo de comportamiento a discutir.

A diferencia del primer caso, este tipo de situaciones no contemplan la
aparicion de un nuevo pico que representa al sustrato en la forma acomplejada.
En su lugar, el pico original del sustrato libre se desplaza en una direccién
determinada.

Debido a que la velocidad de asociacién-disociaciéon del receptor y el
sustrato es mayor que la escala de tiempo del experimento de 'H-RMN, estos

picos representan un promedio efectivo entre la cantidad de profones en la
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forma libre (correspondiente a la posicion original en el espectro de 'H-RMN) y
la forma acomplejada del sustrato.

De este modo, es posible plantear la ecuacidén 8 que expresa la posicion
del pico observado {80ps) como funcion de la contribucion normalizada de cada
una de las posiciones de los picos del sustrato libre (Supro) ¥ del sustrato

acomplejado {(Scom}.
Sobs = Miibre Ofibre * Mcomp 8c,omp (8)

Donde las m 's corresponden a la fraccion molar de susirato libre vy
acomplejado. Como consecuencia de los balances de materia en el sistema, las
fracciones molares de cada una de las especies en solucion deben sumar uno y
debido a que el susirato sélo se encuentra en alguna de las dos formas: libre o

acomplejado, es posible escribir a ecuacion 8 de la siguiente manera.'"’
60bs = (Inrﬂcomp) 8ﬁbre + mc()mp Scomp {9)

La ecuacién 9, permite en principio determinar la fraccion de sustrato
complejado mcemp @ partir de las posiciones en el especiro de 'H-RMN de los
protones correspondientes al sustrato libre (Siwe) ¥ al sustrato c;ompletamente
asociado con el receptor (8¢om)-

A partir de la fraccion molar de cualquiera de las dos formas de! sustrato,
es posible utilizar el balance de materia de todas las especies en solucion para

calcular la constante de asociacion del complejo Kcom.
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Es importante hacer notar que con el objeto de utilizar la ecuacién 9, es
necesario detérminar exactamente las posiciones en el espectro de las sefiales
del sustrato en las formas libre {Sjine) ¥ acomplejada {Scom)-

Por un lado, la posicién correspondiente al sustrato libre (Sinre}, puede
conocerse directamente a partir del espectro original; antes de que se efectie la
primera adicion del receptor a la solucion del sustrato. La posicion
correspondiente al sustrato tofalmente complejado (dcom}, Propone sin embargo
un problema importante.

En este caso, un procedimiento aparentemente viable consiste en
agregar a la solucion titulada un exceso suficiente de receptor para complejar la
totalidad del sustrato y poder de esta manera, medir directamente la posicion en
el espectro de los protones en cuestién. La cantidad de recepior necesaria para
complejar la totalidad del sustrato, es sin embargo funcién de la constanterde
asociacion y este es precisamente un valor desconocido.

De esta manera, el especiro de 'H-RMN una mezcla de sustrato %
receptor en una proporcién cualquiera no proporciona informacién suficiente
para determinar la constanie de equilibrio de! sistema. Por el contrario, una
titulacidn formal del sustrato con el receptor en ta que al menos 10 puntos son.
determinados, puede dar la informacion deseada a través de un analisis de -
minimos cuadrados en el que las ecuaciones empleadas en el ajuste sean

precisamente las ecuaciones 7 y o.M

Otro punto importante en el analisis de complejos de inclusién por

"H-RMN, coreresponde a la sensibilidad del experimentc. Como se menciond
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anteriormente, la magnitud del desplazamiento de los protones del sustrato
comio consecuenc_:ia del proceso de asociacion depende de que tanto cambia el
ambiente electrénico de estos protones. De este modo, es comin que en un
sistemma dado en el que el sustrato posee protones en distintos ambientes
electrénicos y a distintas distancias del sitio de asociacion, el desplazamiento
que sufren las sefiales en el espectro cuando la asociacion se lieva a cabo sea
diferente para cada protén. Es muy importante hacer notar que los métodos de
célculo de las constantes de complejacién que se han discutido deben ser
utiizados con sumo cuidado ya que es posible que debido a la distinta
sensibilidad de cada proton, el analisis de diferentes picos en un mismo

experimento de titulacion de lugar a distintas constantes de equilibrio.'®

.- Justificaciéon y objetivos.

Del estudio en profundidad de ia asociacién no covalente de sustratos y
receptores como las ciclodextrinas, depende no sélo la comprension detallada
de las fuerzas que gobiernan los procesos de reconocimiento molecular, sino
también el disefio y fabricacion de estructuras con dimensiones moleculares que
lleven a cabo funciones especificas entre las gue destacan el almacenamiento
de informacion, el diséﬁo de drogas que blogueen sitios activos de bio-
moléculas, el iransporte y estabilizacion de drogas hidrofébicas en medios
acuosos Yy la modificacion de electrodos que lleven a cabo funciones de

sensores quimicos.
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Durante las Ultimas tres décadas, diversos grupos de investigacion han
estudiado los procesos de asociacion de las ciclodexirinas con una gran
variedad de sustratos. En los afios recientes sin embargo, la atencion de los
investigadores en este campo se ha dirigido principalmente al estudio de las
propiedades de asociacion de ciclodexirinas modificadas. Entre estas dltimas,
destacan las amino-CD's (presentadas en fa Figura 8) que poseen una corona
de cargas positivas en el lado angosto de la cavidad hidrofébica del receptor. El
arreglo molecular que las define, ha motivado a diversos grupos de investigacion
a estudiar la asociacion de estos receptores con sustratos que poseen zonas
hidrofdbicas en proximidad con regiones hidrofilicas caracterizadas por cargas
negativas.

Otra caracteristica que hace interesante el estudio de la asociacién de las
amino-CD’s, es la dependencia que la carga de los grupos amino presentan con
el pH del medio. De esta menera, debido al enlace de naturaleza elecirostatica,
deberia ser posible en principio controlar la fuerza de la asociacién con un
sustrato dado mediante el control de la densidad de carga en la corona angosta
de la cavidad a través del pH del medio. Los sistemas en los que la capacidad
de asociacion depende en forma importante de alguna variable externa como
por ejemplo el pH del medio, se conocen cominmente como ‘“interruptores”
mt_:leculares.85

La naturaleza cargada de las poliaminas que caracterizan a las
ciclodextrinas modificadas 1-3, hace que estos receptores sean ideales para

acomplejar sustratos con alta densidad de carga como por ejemplo el anion
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fosfato.'”” Entre estos ultimos, destaca por varias razones el ion ferrocianuro
(Fe(CN)s“‘) que posee una carga de -4. Esfe anion, no sodlo presenta un
comportamiento electroquimico reversible bien caracierizade en el que un
electron puede ser exiraido de la molécula para formar la especie ferricianuro
(Fe(CN)63'), sino que también se han reportado frabajos en los que se ha
estudiado la asociacion de este aniéon complejo con poliaminas en medio
acuoso.'® ' {ehn y colaboradores por ejemplo, reportaron constantes de
asociacién tan altas como 10° M™ para el ion ferrocianuro y la poliamina § que

se presenta en la Figura 24.'%

Figura 24

Poliaminas que Lehn y colaboradores utilizaron para acomplejar el
i6n ferrocianuro en medio acuoso.
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La alta densidad de carga que caracteriza tanto a las amino-CD’s como al
i6n ferrocianuro, hacen que esie sistema sea ademas de interesente, un
candidato ideal para detectar y cuantificar un enlaceé no covalenie de naturaleza
electrostatica. Por ofro lado, la reversibilidad electroguimica que caracteriza al
idbn ferrocianuro, hace que este sistema pueda ser estudiade no sélo mediante
técnicas espectroscopicas sino también eleciroquimicas.

En este frabajo de tesis, se presentardn resultados concernienies al
estudio de la asociacion del i6n ferrocianuro con las fres ciclodextrinas
modificadas hexakis(6-deoxy-6-amino)-«-CD (1), heptakis{B-decxy-6-amino)- B-
CD (2) y octakis(6-deoxy-8-aminc)-y-CD (3) (o-amino-CD, B-aminc-CD y y-
amino-CD, respectivamente) en medio ligeramente &cido. Las técnicas a utilizar,
comprenderén basicamente voltametfria ciclica (VC) y especiroscopia de
'H-RMN. En principio, se pretende obtener los valores de las constanies de
equilibrio de asociacion de los complejos de las tres ciclodexirinas con los
aniones ferrocianuro y ferricianuro. En una etapa subsecuente, y a iravés de los
estudios exploratorios de 'H-RMN; se pretende también identificar el silic de
asociacion y en consecuencia obtener informacion preliminar sobre la geometria
del complejo de inclusion.

Por otro lado, y dependiendo de la diferencia entre las constanies de
asociacion del i6n ferrocianuro en sus formas oxidada y reducida con las
distintas ciclodexirinas, sera posible identificar las posibles propiedades de

“interruptor” molecular que estos sistemas pudieran presentar.
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V.- Resuitados y discusién.

Como se menciond anteriormente, en esta fesis se pretende detectar y
estudiar la complejacion del i6n ferrocianuro con las ciclodexirinas modificadas
1-3. En un principio, y basados en estudios previos con poliaminas, se supone
que la interaccion principal entre el anidbn complejo y los receptores aminados
debe ser de naturaleza primordialmente electrostatica.

Con el fin de maximizar la interaccién responsable del proceso de
asociacion, fué necesario ufilizar un pH que asegurara coniar con la mayor
densidad de carga en las moléculas que participan en la formacion del complejo.

Por un lado, es posible considerar que en medio acuoso el ién
ferrocianuro es una especie densamente cargada que a valores de pH tan bajos
como 3 no se encuentra protonada. '

En cuanto a los receptores, y debido a que no hay informacion publicada
a la fecha sobre la acidez de las amino-CD's, una titulacién potencicmétrica
acido-base se llevé a cabo para $-amino-CD de acuerdo al método de Martell y
Motekaitis."*' En la Figura 25, pueden apreciarse tanto la curva de fitulacion de
B-amino-ciclodextrina (2) como los pky's resultanies del andlisis de los datos
experimen_tales que se obtuvieron utilizando el programa de simulacion descrito
en la referencia 131.

Con base en eslos resuliados y de acuerdo a determinaciones similares
para poliaminas del mismo tipo,m se considerd en este trabajo que a un pH de
5.5 o menor, las tres amino-CD’s bajo estudio 1-3 se encueniran completamente

protonadas.
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Con base en los argumentos anteriores, las propiedades de asociacion
de los sistemas en cuestion fueron investigadas en una solucién acuosa
amortiguadora de amino-acetonitrilo (NHz-CH>-CN / NH3"-CH»-CN, pK.=5.3 de
fuerza idénica 1=0.1, ver la seccidon experimental) en el que es posible asegurar
tanto la protonacion total de las amino-CD's, como la maxima densidad de carga
en el anién complejo.

Es importante sefialar que la eleccion de la solucién amortiguadora de
amino-acetonitrilo no se hizo Unicamente como funcion de los pKy's de las
especies participantes en los equilibrios de interés, sino también tomando en
cuenta que ninguna de las dos formas de la solucién amortiguadora en solucién
acuosa poseen cargas negativas que potencialmente pudieran generar una

interaccion no deseada con los receptores aminados catidnicos.

1.- Tituiaciones electroquimicas.

Como se menciond con anterioridad, la electroquimica reversible del i6n
ferrocianuro es utilizada frecuentemente para detectar y cuantificar por medios
electroquimicos procesos de asociacion en los que este anidon participa. En
general, fa asociacion de esta especie con receptores positivamente cargados
provoca cambios importantes en los parametros caracteristicos de la sefal
electroquimica del sustrato (corrientes de pico (i) y el potencial formal {E°)). En
condiciones optimas, dichos cambios permiten no solo ia deteccién del proceso

de asociacion, sino también la evaluacion de parametros termodinamicos de
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interés tales como las constantes de asociacién y consecuentemente las

energias libres de asociacion.

Figura 25

Titulacion potenciométrica de B-amino-CD en medio acuoso y
valores de los pK,'s correspondintes.
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De este modo, en una primera etapa se hizo uso de la voltametria ciclica
para estudiar el comportamiento del i6n ferrocianuro en presencia de las tres
amino-CD's (1-3). Las titulaciones voltamétricas correspondientes, se llevaron a

cabo utilizando un electrodo de platino (A= 0.0078 cm?) como electrodo de
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trabajo. Las adiciones del receptor, contemplaron el rango de 0.0 a 3.0
equivalentes de ciclodextrina modificada en intervalos de aproximadamente 0.2
equivalentes cada uno. Los detalles experimentales de las titulaciones se
especifican en la seccion experimental de este trabajo de tesis.

Las Figuras 26-28, presentan los voltamogramas experimentales de
soluciones de ferrocianuro en presencia de 0, 0.57, y 1.34 equivalentes de cada
una de las amino-CD’s (1-3) a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

La forma que caracteriza a los voltamogramas experimentales, resulté ser
independiente de la velocidad de barrido en todos los casos. De esta
observacién, se sugiere que la interpretacion de los voltamogramas bajo estudio
puede efectuarse ignorando factores cinéticos.

Por ofro lado, es posible apreciar en las Figuras 26-28 que el mismo
patron de asociacion se verifica para la interaccion del idn ferrocianuro v las tres
distintas amino-CD’s (1-3). En términos generales, la presencia del receptor en
solucién en el intervalo de 0-1.2 equivalentes, provoca la aparicion de una
segunda onda redox en el voltamograma del sistema.

La primera onda, caracterizada por un potencial £, con respecto a
Ag/AgCI de 0.222 V, corresponde a los procesos redox del ion ferrocianuro en
solucién. Este valor de potencial se obtuvo como el promedio de los potenciales
de pico anddico y catédico que, como era de esperarse para una especie
electroquimicamente reversible que UGnicamente intercambia un electron en la
ventana de potencial bajo estudio, mosiraron una separacion de potencial de

aproximadamente 60 mV. Es importante sefialar que una separacién de
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potenciales de pico de alrededor de 60 mV para este tipo de procesos (n=1 en
este caso en particular) revela que la caida 6hmica no juega un papel importante
en estas medidas. Por esta razén, ninguno de los potenciales de media onda
experimentales que se describen en este trabajo fueron corregidos con
compensacion éhmica.

Por ofro lado, la segunda onda redox ubicada a potenciales més positivos
se encuentra relacionada con el complejo de ferrocianuro y la amino-CD
correspondiente.

La asignacion de los picos correspondientes a las formas libre vy
complejada del Fe(CN)a"' en los voltamogramas preseniados en las Figuras 26-
28, se apoya en las observaciones experimentales a lo largo de la fitulacion. En
primer lugar, la adicién de la ciclodextrina modificada a la solucién del znidn
provoca en todos los casos un incremenio en las corrient-es de la segunda onda
redox y una disminucion proporcional en las corrientes asoéiadas a la primera
onda.

Por oftro lado, cuando 1.2 equivalentes de el receptor han sido agregados
a la solucion de ferrocianuro, la primera onda desaparece por completo y sdlo la
sefal ubicada a potenciales mas positivos prevalece. Alin mas, la adicién de un
exceso (cualquier cantidad superior a 1.2 equivalentes de ciclodextrina) de
cualquiera de los receptores bajo estudio a la solucién de ferrocianuro, no
provoca ningiin cambio importante en la respuesta electroquimica del anién

asociado.



89

Figura 26

VC de K4Fe(CN)s 1 mM en (a) ausencia y en presencia de 1 en
concentraciones (b) 0.57 miviy (¢) 1.34 miM. Velocidad de barrido
0.05 V/s.
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-0.1 0.65

Potencial vs. Ag/AgCI (V)
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Figura 27

VC de iK,Fe{CN)s 1 mM en (a) ausencia y en presencia de 2 en
concentraciones (b) 0.57 mM y (c) 1.34 mM. Velccidad de barrido
0.05 V/s.

LpA
(b)
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-0.1 8.65

Potencial vs. Ag/AgCl (V)



o1

Figura 28

VC de K4sFe(CN)s 1 mM en (a) ausencia y en presencia de 3 en
concentraciones (b) .57 miM y (¢) 1.34 mM. Velocidad de barrido
0.05 VI/s.

1 pA
(b}

0.1 0.65

Potencial vs. Ag/IAgCI (V)
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Cabe senalar que el comportamiento y la interpretacion correspondiente a
las titulaciones voltamétricas de los tres sistemas bajo estudio, es muy similar al
observado por Lehn y colaboradores en el estudio de la complejacién de
Fe(CN)s* con las poliaminas macrociclicas representadas en la Figura 24.'%

Como se discutié con anterioridad, la observacién de dos ondas redox en
los voltamogramas de las Figuras 26-28 cuando el receptor se encuenira en
cantidades subequivalentes, es caracteristica de sistemas en los que la afinidad
de la especie electroactiva, en este caso el sustrato, por el receptor es muy
grande.122

La presencia de una segunda onda redox a potenciales mas positivos
respecto a la del sustrato libre en solucion cuando el receptor se encuentra en
cantidades subequivalentes, es consistente con el hecho de que el sustrato
complejado debe ser mas dificil de oxidar que su contraparte libre debido a la
estabilizacion electrostatica que el anién gana al asociarse con el receptor
cationico. Por esta razéon es posible razonar que debido a que las cargas
positivas de las amino-CD deben interaccionar de modo imporiante con el
sustrato anidnico en el complejo de inclusion, éstas deben formar parte del sitio
de asociacion.

Por otro lado, los valores relativos de los potenciales redox de ambos
pares sugieren que la forma libre de!l sustrato (Fe(CN)s~ ) se encuentra mas
fuertemente ligada al receptor catidnico (para cualquiera de los receptores bajo
estudio) que su contraparte oxidada Fe(CN)GS'. Este hecho, es consistente

también con la idea de que la interaccion electrostatica entre receptor y sustrato



93

juega un papel primordial en la estabilidad de este grupo de complejos de
inclusion.

En ta Figura 29, se puede apreciar la representacion esquematica de los
equilibrios que participan en los sistemas bajo estudio una vez que la titulacion
ha comenzado a llevarse a cabo mediante la adicién del receptor catidnico a la
solucién de Fe(CN)s". Como se mencioné con anterioridad, son basicamente
dos los factores que definen la observacion del comportamiento electroguimico
de dos ondas representado en las Figuras 26-28.

En primer lugar, es necesario que la diferencia entre las constantes de
asociacion de las formas oxidada y reducida del ion Fe(CN)s* con las amino-
CD’s sea relativamente grande. En ofras palabras, es necesario que la
diferencia de potenciales redox entre ambas formas del sustrato ( E % - E %)
sea lo suficientemente alta como para distinguir claramente las dos sefales
voltamétricas.

En general se considera que la minima diferencia necesaria entre los
potenciales de media onda ( E °; - E %), para resolver claramente las dos
sefiales redox de la especie electroactiva libre v la complejada es de 90 mv."

Es importante sefialar que adn cuando la diferencia entre los potenciales
redox de! sistema ( E °¢ - E %) sea alta, el valor de la constante de equilibrio Keq
debe ser relativamente grande también si se observan en el voltamograma dos

ondas claramente definidas.
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En general, se puede predecir un comportamiento tipico de dos ondas si
ademas de una diferencia de potenciales formales ( £ °; - E %) de al menos 90

mV, el valor de la constante de equilibrio K.q es de 10°M" o mayor. 134

Figura 29

Equilibrios relevantes en la titulacion de Fe(CN)s* con amino-CD’s.

[e)
E¢
Fe(CN)g 3- + e Fe(CN)g 4-
e o+
* NH; "
NH; }ﬂ 3 Eﬁ
Kox Kred

Donde n= 8, 7 y 8 corresponden a los receptores a-amino-CD (1), B-
amino CD (2} y y- amino CD (3), respectivamente.
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Es interesante senalar que si por el contrario la constante de equilibrio
Keq tiene un valor de 10° M o menor, el comportamiento que caracterizara al
sistema bajo estudio sera el de una onda Unica que se desplaza gradualmente a
potenciales mas positivos cuando el réceptor se adiciona a la solucién
electrolitica.

En el caso particular de los sistemas contemplados en este estudio el
comportamiento electroguimico observado en las titulaciones voltamétricas
(Figuras 26-28), obedece claramente al caso de dos ondas redox. Por otro lado,
la diferencia entre los potenciales de semi-onda de ambas formas del sustrato
(libre y acomplejada con amino-CD) es de por lo menos 100 mV en cada caso.

En referencia a los equilibrios definidos en la Figura 29, puede
observarse que la presencia de un segundo pico correspondiente a la oxidacién
del complejo Fe(CN)s"- amino-CD, depende en gran medida de la estabilidad
del complejo y consecuentemente sugiere un valor grande de la constante de
equilibrio Keq

Durante el barrido voltamétrico en direccidn positiva, y a valores de
potencial aplicado cercanos al pofencial de media onda del ferrocianuro libre
Fe(CN)s‘", la concentraciébn del anion libre en la interfase disminuye
drasticamente debido al proceso de oxidacidn electroquimica que lo transforma
en ferricianuro Fe(CN)s>. Una constante de asociacion del complejo alta, implica
que en la interfase del electrodo de trabajo el complejo no se disocia en forma
apreciable cuando el equilibrio quimico tiende a desplaza{rse en este sentido con

el fin de compensar por la desaparicion del ién Fe(CN)s‘" libre.
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Basado en estas observaciones, es posible sugerir en una primera
instancia que la constante de asociacion del ion Fe(CN)s‘" con cada una de las
amino-CD consideradas Kea es de por lo menos 10° M™.

Por oftro lado, el hecho de que la diferencia entre las constantes de
asociacion del sustrato K,.q Y Kox Sea alta (como consecuencia de la diferencia
(E°: - E%)> 100 mV), apoya también la hipétesis de que la fuerza motriz de
asociacion en todos los casos es basicamente electrostatica. De esta manera,
cuando el ion ferrocianuro (Fe(CN)54' } es oxidado al ion ferricianuro (Fe(CN)ea' )
la estabilidad del enlace con el receptor catidnico disminuye drasticamente
debido a que la densidad de carga negativa en el anidn también disminuye.

Como se ha discutido hasta el momento, es posible interpretar la
respuesta electroquimica de la fitulacion de! ion Fe(CN)s* con las tres
ciclodextrinas modificadas en términos puramente termodinamicos. Ciertamente
una interpretacion de tipo cinético en la que fa constante de velocidad
correspondiente a la disociacidn del complejo sea extremadamente peqguefa,
podria también explicar el comporiamiento experimental de dos ondas
observado en este trabajo. Sin embargo, tanto la escala de tiempo del
experimento de voltametria ciclica (15 segundos durante el barrido de un medio
ciclo en cualquiera de los voltamogramas egperimentales presentados en las
Figuras 26-28), como la independencia de la forma de los voltamogramas con la
velocidad de barrido y los experimentos subsecuentes de 'H-RMN, han
demostrado que una interpretacion de corte cinético no es apropiada para

ninguno de fos complejos estudiados.
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Durante la titulacion del ion Fe(CN)s" con las tres diferentes amino-CD's,
fué posible observar que la forma caracteristica de los voltamogramas no
cambia apreciablemente cuando se compara un receptor con otro. Por otro lado,
como se puede apreciar en la Tabla 3, el potencial de media onda del complejo
del Fe(CN)s* con a-amino-CD (1) es distinto al potencial redox correspondiente
a los complejos del mismo anién con B-amino-CD (2) y y-amino-CD (3) que,
curtosamente son iguales enire ellos si se acepta que el rango de potencial

correspondiente al error experimental es de 10 mV.

Tabla 3

Parametros electroquimicos y termodinamicos de la asociacion de
Fe(CN)s* con a, B y y-amino-CD en una solucién acuosa
amortiguadora de amino-acetonitrilo 0.1 M, pH=5.3 a 298 K.

Receptor | Kox (M) | Kea (M) | E°(V)° | De (em?s™)
a-amino-CD | 2x10° 3x10° 0.341 21x10°®
B-amino-CD | 4x 10° 8 x 10° 0.357 1.7x10°®@
y-amino-CD | 5x10° 1x 10° 0.358 1.2x10% @

2 Valores obtenidos de las simulaciones digitales.
® Valores obtenidos de voitamogramas experimentales.
De acuerdo a la ecuacion 5 descrita en la seccion de antecedentes (y que
es también una consecuencia directa de los equilibrios definidos en la Figura
29), es posible correlacionar logaritmicamente la diferencia entre los potenciales

de media onda del Fe(CN)s" en sus formas libre y acomplejada (£ °. - E °) con
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la relacion de las constantes de equilibrio de asociacion del anion en los dos
estados de oxidacion con el receptor bajo estudio (#.q / #ox). De esta manera,
la razon de las constantes de equilibrio K.q / Kox para el complejo con B-amino-
CD resultd ser 200 mientras que el valor correspondiente para los ofros dos
complejos (con a-amino-CD y y-amino-CD), resulté ser 150.

De estos valores se desprende que, como era de esperarse, el complejo
formado con la ciclodextrina con menor densidad de carga posifiva (a-amino-
CDj es la especie que se afecta mas cuando la carga del sustrato (asociada con
el estado de oxidacion del anién Fe(CN)s" ) cambia a través de la oxidacion
electroquimica desde un valor de -4 a uno de -3.

Por otro lado, aunque la relacion de las constantes de equilibrio del anién
con los receptores mas grandes (B-amino-CD y y-amino-CD) es igual en ambos
casos, los valores especificos de las constantes no tienen porque ser los
mismos y de hecho, deberén ser distintos si el enlace es, como se supcne,
esencialmente electrostatico. Con el objeto de determinar no sélo las relaciones
exactas de las constantes de equilibrio que definen los sistemas bajo estudio,
sino también los valores especificos de dichas constantes, se procedié a hacer
simulaciones digitales de las respuestas asociadas a los experimentos de

fitulacién electroquimica.

2.- Simulaciones digitales.

Las simulaciones digitales de los experimentos discutidos en la seccion

anterior, se hicieron utilizando el programa comercial “Digi-sim™ 2.0" para
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“Windows”. Como se menciona en la seccién experimental de este trabajo, este
programa no es solo capaz de calcular las concenfraciones de cada especie en
equilibrio en la interfase del electrodo de trabajo en cualquier momento durante
un experimento de VC, sino también la evolucion de las concentraciones al paso
del tiempo a través del célculo de los perfiles de concentracién de cada una de
las especies que participan en el experimento de VC.

La informacion necesaria para llevar a cabo la simulacién del experimento
(y consecuentemente obtener los voltamogramas correspondientes) consiste en
los valores de las constantes de equilibric { Kea ¥ #ox }, las concentraciones
iniciales de cada una de las especies en el sistema bajo estudio, los potenciales
de media onda de cada molécula electroactiva (E °, y E %) y los coeficientes de
difusion de todas las especies en la solucién elecirolitica.

En las Figuras 30-32, se presentan los voltamogramas simulados que
mejor se ajustan a los obtenidos experimentalmente hediante las titulaciones
voltamétricas correspondientes a las Figuras 26-28.

Como puede observarse a través de la comparacién, las simulaciones
digitales son practicamente iguales a las sefiales experimentales en cuanto a la
forma y a los valores de potencial que caracierizan a cada uno de los sistemas.

A pesar de que en esta discusién se presentan Unicamenie ires
voltamogramas para cada sistema, es importante sefialar que las simulaciones
se llevaron a cabo para todos los puntos experimentales de la titulacién
voltamétrica con resultados satisfactorios en cada uno de los fres casos bajo

estudio.
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Figura 30
Simulacion digital de la VC de K4Fe(CN)s 1.0 mM en (a) ausencia y

en presencia de 1 en concentraciones (b) 0.57 mM y {c) 1.34 mM.
Velocidad de barrido 0.05 V/s.

fpA

A

(b}

(e}

:

0.65

Potencial vs. Ag/AgCI (V)
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Figura 31

Simulacién digital de la VC de KyFe(CN)s 1.0 mivi en (&) ausencia y
en presencia de 2 en concentraciones (b) 0.57 mM v {¢} 1.34 mM.
Velocidad de barrido 0.05 V/s.

(a)

]

(b)

(¢

0.65

0.1
Potencial vs. Ag/AgCl (V)
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Simulacion digital de la VC de KFe(CN)s 1.0 mM en (a) ausencia y

en presencia de 3 en concentraciones (b) 0.57 mM y (c) 1.34 mM.

Velocidad de barrido 0.05 V/s.

T

(a)

1pa

b

(e}

5
Yt

0.68
Potencial vs. Ag/AgCl (V)
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Los valores de los paramefros electroquimicos y termodinamicos usados
en las simulaciones digitales que mejor represenian los resultados
experimentales para cada una de las amino-CD’s, se presentan también en la
Tabla 3.

Como era de esperarse para una serie de complejos cuya interaccién
prinéipal corresponde a la estabilizacion electrostatica de un anién densamente
cargado, la ciclodexirina que posee la mayor cantidad de grupos amino
positivos, en este caso y-amino-CD, es la que enlaza mas fuertemente al
sustrato electroactivo (K eq = 1 X 108 Ni").

Es interesante sefialar que el valor de la constante de asociacién del idn
Fe(CN)s* con y-amino-CD (3) resulta ser particularmente alta y muy similar a los
valores encontrados por Lehn y colaboradores para los sistemas de Fe(CN)64’ Y
las poliaminas ciclicas presentadas en ia Figura 24 en solucién acuosa.'”®

Siguiendo la misma linea de razonamiento, -amino-CD (2) enlaza al i6n
Fe(CN)s* con menor fuerza que y-amino-CD (3) (Kres = 8 x 10° M™) pero
muesira una interaccion mayor que la correspondiente al receptor menos
densamente pargado o-amino-CD (1) (Kreo = 3 x 10° M'1).

Es interesante sefalar, que la hipotesis acerca de la naturaleza
electrostatica del enlace que define esios sistemas, es apoyada no sblo por los
valores relativos de las constantes de asociacion de un receptor con respecto a
otro, sino también por el intervalo de los valores de las constantes de asociacién

del sustrato reducido K4 (3 x 10° -1 x 10° M) que son por o menos un orden
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de magnitud mayores que aquellos que caracterizan el enlace de ciclodextrinéé
no modificadas con distintos tipos de sustratos.'® ™ %3 |

Como se menciond en la secciéon de antecedentes, la complejacion de
ciclodextrinas no modificadas en medio acuoso se caracteriza por una
interaccion que se supone esta definida por la suma de las contribuciones
correspondientes al efecto hidrofébico y a un rearreglo intramolecular del
receptor cuando la cavidad de esfe Gltimo es ocupada por un sustrato lip(?)ﬁlic:o.g3
En cualquier caso, estas interacciones son consideradas siempre como mas
debiles (K= 1 x 10° - 5 x 10° M) que aquellas debidas a una atraccién receptor-
sustrato de tipo electrostatico.'?

Con el objeto de reproducir adecuadamente la forma de los
voltamogramas experimentales, fué necesario conocer los coeficientes de
difusion de fodas las especies en solucién. En la dltima columna de la Tabla 3
pueden apreciarse los valores utilizados en las simulaciones presentadas en las
Figuras 30-32. Cabe senalar, que estos valores son comparables con aguelios
encontrados en estudios previos de complejos de inclusién de ciclodexirinas no
modificadas.'”*

El coeficiente de difusion del ibn Fe{CN)s* en la solucién acuosa
amortiguadora resuitd ser 6.2 x 10° cm%s de acuerdo a la determinacién de la
corfientes de pico anodico de una solucion 1.0 mM del anion a distinias
velocidades y a la utilizacion de a ecuacion de Randles-Sevick.'”

5 312 112 112
ip= 26910 n Ay D Cp

(10)
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En la ecuacion 10, i, corresponde a la corriente de pico anddico en yA, n
es el nimero de electrones intercambiados en el proceso de oxidacion (en este
caso n=1), A corresponde al area del elecirodo en cm?, v representa la
velocidad de barrido de potencial en /s y C, esta asociado a la concentracion
de la especie electroactiva en el seno de la solucién en mmol/L.

Finalmente es conveniente comentar acerca de las diferencias entre los
valores obtenidos para las constantes de asociacion del sustrato en sus formas
oxidada y reducida. A

Como puede apreciarse al comparar las primeras dos columnas de la
Tabla 3, la forma reducida del anién complejo (Fe(CN)s * ) enlaza al receptor
aminado con mayor fuerza que la forma oxidada del mismo (Fe(CN)63' }. Como
era de esperarse, la diferencia de una carga negativa {(entre -4 y -3) en el
sustrato es suficiente para provocar una diferencia apreciable entre las
constantes de estabilidad termodinamica para todos los complejos bajo estudio.

La diferencia entre las constantes de asociacién con amino-CD's del
sustrato en la forma reducida y en la forma oxidada, resulta ser sin embargo de
por lo menos dos ordenes de magnitud para todos los casos. Esta caracteristica
en particular, hace que estos sistemas puedan ser considerados en términos
practicos como “interruptores” moleculares-redox, es decir, sistemas para los
cuales el estado de oxidacion del ferrocianuro define de alglin modo si el anion
se encuentra libre en solucion (Fe(CN)53' ) o bien formando un complejo de
inclusién (amino-CD-Fe(CN)s" ) con alguna de las ciclodextrinas modificadas

presente en el medio.
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Cabe sefialar que la diferencia entre las constantes de equilibrio del
sustrato en sus dos estados de oxidacion, apoya también la hipotesis de que la
fuerza responsable de la formacién del complejo es basicamente electrostatica.
Como se mencioﬁé anteriormente, solo una interaccién de este tipo es capaz de
explicar el hecho de que la oxidacion del sustrato provoque un cambio fan

grande en la estabilidad del complejo.

3.- Espectroscopia de 'H-RIMN.

Las titulaciones voltamétricas y la simulacion digital de la respuesta
electroquimica de los sistemas bajo estudio, hicieron posible no sélo la
deteccion de la interaccion entre el ion Fe(CN)s“' y las amino-CD's -3, sino
también la evaluacion de las constantes de estabilidad termodinamica de cada
uno de los complejos en cuestion.

Con el objeto de obtener informacién estructural preliminar de los
complejos bajo estudio, se optd por utilizar. la especiroscopia de 'H-RMN en
D20 a pD=5.

Como puede apreciarse en la Figura 33-a, el especiro de ‘H-RMN del
receptor a-amino-CD (1) presenta seis sefiales independientes ademas del pico
de DHO ubicado a 4.65 ppm.

Con base en resultados previamente reportados en la literatura sobre a-
CD " (en la Figura 17 se muestra el espectro de a-CD no modificada en medio
acuoso) y a estudios recientes de o-amino-CD utilizando espectroscopia de

correlacion COSY,”® ' |as asignaciones correspondientes a cada uno de los
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picos asociados a los protones de la molécula del receptor aminado, se llevaron
a cabo y se presentan también en la Figura 33.

Con respecto al espectro de a-CD presentado en la Figura 17, es légico
suponer que la presencia de grupos amino en constante rotacién y enlazados al
carbono C-6 del receptor, afectaran de forma importante la posicion en el
espectro de los picos correspondientes a los protones H-6, H-5, H-4 y H-1. Esto
se debe a que son precisamente estos protones los que se encuentran mas
cercanos al OH primario en la ciclodexirina no modificada.

Los protones en la posiciones C-2 y C-3 por otro lado, deberan aparecer
relativamente cerca del valor de 8 {posicion en la escala de RMN) en la sefial de
los protones de la ciclodextirina no modificada ya que, al estar ubicados en el
lado ancho de la cavidad, se ehcuentran relativamente lejos del sitio de
modificacion.

Como se mencioné en la seccion de antecedentes, la asociacion de
amino-CD's con ferrocianuro puede detectarse convenientemente mediante la
comparacion de los especiros del receptor en ausencia, y en presencia del
sustrato anionico. De este modo, en la Figura 33-b se muestra el espectro de o-
amino-CD (1) cuando se han agregado 5 .equivalentes de K;Fe(CN); a la
solucion. |

Como se puede apreciar, mediante la comparacion de los espectros en {a
Figura 33, las senales correspondientes a los protones H-6, H-5 y H-3 se

desplazan ligeramente con respecto a sus posiciones originales.
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Figura 33

Especiros de 'H-RMN de 1 en (a) ausencia y en (b) presencia de 5
equivalentes de Fe(CN)s *.

[
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Cabe senalar que debido a los diversos facteres que afectan las
posiciones de los diferentes picos en el especiro de 'H-RMN en la forma libre y
en el complejo, la magnitud y direccién del desplazamiento es dificil de asociar
con algun tipo de informacion estructural especifica. Sin embargo, es posible
afirmar que el desplazamiento de sefales especificas debe asociarse con
interacciones consecuencia del fenémeno de asociacion.

£l desplazamiento de las sefales correspondientes a los protones de las
posiciones C-5 v C-6 sugiere que, como se esperaba, el sitio primordial de
complejacién es la corona de cargas positivas en el iado angostc de la cavidad
del receptor aminado. El pequefio desplazamiento de H-3, sugiere por otro lado
que el sustrato anidnico se encuentra parcialmente incluido en la cavidad del
receptor y no formando un par iénico en el que tanto el receptor catiénico como
el ién Fe(CN)s‘" se encuentran perfectamente solvatados. Con base en estos
argumentos, en la Figura 34 se representa esquematicamente la estructura del
complejo entre el anién ferrocianuro y las ciclodextrinas modificadas 1y 3.

Es importante senalar que el desplazamiento de la sefial correspondiente
a los protones en C-5 y C-3 es consistente con la hipdtesis de la inclusion del
sustrato en la cavidad del receptor en tanto que son estos protones
precisamente los que se encuentran apuntando hacia adentro de la cavidad
hidrofébica del receptor.

Como puede apreciarse en la Figura 35, que representa una de las
unidades sacéaridas de las amino-CD's, los protones en C-3 se encuentran en el

borde ancho de la cavidad apuntando hacia adentro mieniras que los protones
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en C-2 cuya sefal no se desplaza en io abscluto, se enhcueniran a la misma

altura que los de C-3 pero apuntande hacia afuera de la cavidad.

rigura 34

Estructura del complejo de inclusion entre Fe(CN)s * v las
ciclodexirinas modificadas 1, 3.
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La idea de Ila inclusién parcial del susirato en la cavidad del
receptor es también consistente con el hecho de que el radio reportado del ion

ferrocianuro en medio acuoso es de aproximadamenie 6 A" En este sentido,
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el diametro de la cavidad del receptor a-CD (4.7-5.2 A) ? resulta muy peguefio
para una peneiracién {otal perc suficientemente grande para unz inclustn

parciai desde el iado angosto de la cavidad hidrcfébica {ver Figura 34).

Figura 35

Representacion esguematica de una unidad sacérida de amino-
ciclodextrina.

En una segunda etapa y con el fin de estudiar la dependencia que el
desplazamiento de las sefiales correspondienies a los profones del receptor
pudiera tener con el tamano de la cavidad, una fitulacion espectroscépica similar
a la presentada en la Figura 33 fué llevada a cabo para estudiar la complejacion

del i6n ferrocianuro con el receptor y-amino-CD.
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Debido al tamafio de la cavidad de este receptor (aproximadamente 2.7 A
mayor que la cavidad de o-aminc-CD) 2 es de esperarse que en este caso una
inclusion “total” del anién en la cavidad del receptor se verifigue. Un modelo de
dicha inclusion se presenta también en la Figura 34.

La idea de una incluson tofal para este sistema se apoya también por el
hecho de que de entre todos los sistemas bajo estudio, éste precisamente es el
que presenta la mayor estabilidad termodinamica (ver Tabla 3).

En la Figura 36 se presenta el espeactro de y-amino-CD (3) en ausencia
(36-a) y en presencia (38-b) de 5 equivaentes del sustrato electroactivo
Fe(CN)s* en NaCl 0.1 M (D20) a pD=5.

En principio, es posible observar algunas diferencias interesantes en
relacion al desplazamiento de las sefiales correspondientes en la complejacion
del ion ferrocianuro con el receptor a-aminoe-CD(1).

En primer lugar, el desplazamiento de los protones correspondientes a
C-6 cuando y-amino-CD se asocia con el idn ferrocianure ocurre en direccién
opuesta al desplazamiento que caracteriza la complejacién con c-amino-CD (1).
Como se menciond con anterioridad, este efeclo no es particularmente extrario
en vista de que la disposicion espacial del anién con respecto a los protones del
recepfor debe ser distinta en ambos casos. De esta manera, es el
desplazamiento de la sefial y no la direccion del mismo (va que este Gltimo
depende en forma compleja del ambiente elctrénico promedio del protén) la que
indica que protones especificos participan en el sitio de asociacion (ver Figura

34).
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Como puede observarse al comparar las Figuras 33 y 36, el
desplazamiente de los protones correspondientes a C-3 es menor cuando el ién
ferrocianuro se acompleja con y-amino-CD (3) que cuando la ascciacién se
verifica con a-amino-CD (1). Esta diferencia sin embargo podria indicar
tnicamente que la distancia promedio entre el anion y los protones C-3 en el
tado interno de la cavidad del receptor es ligeramenie mayor en el caso de
y-amino-CD que en el caso del derivado de a-CD.

Una diferencia importante en los cambios que las sefiales de los protones
de las amino-CD'’s estudiadas sufren cuando se acomplejan con ferrocianuro, es
el desplazamiento del proton correspondiente a la posicion C-1 en el caso del
complejo entre y-amino-CD y Fe(CN)G“' que, como puede apreciarse en la Figura
35, se encuentra apuntando hacia afiera de la cavidad del receptor.

Este resultado, sorprendente en primera instancia, confirma de algin
modo las observaciones hechas por Lehn y otros en lo referente a la relativa
flexibilidad que caracteriza a las ciclodextrinas.”' Como se mencioné en la
seccion de antecedentes, una fraccion importante de investigadores en el tema
de la complejacion con ciclodextrinas opina que las unidades sacaridas de estos
receptores son capaces de girar sobre la union C-1 - C-4 y romper de este modo
fa simetria de la molécula. Debido a impedimentos estéricos, es posible
argumentar que el mayor grado de flexibildad debe caracterizar a las
ciclodextrinas mas grandes. Aln mas, en el caso particular de las ciclodexirinas
modificadas que compefen a esie trabajo, es razonable pensar que el giro de

alguna(s) de las unidades sacaridas de y-amino-CD es favorecido no sélo por el
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Figura 36

Espectros de 'H-RMN de 3 en (a) ausencia y en (b) presencia de 5
equivalentes de Fe(CN)s . ‘




e
-
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namero mavyor de aztcares (8 en este caso), sinc por la alta densidad de carga
en el lado angosto de ia cavidad que necesariamente debe desestabilizar la
conformacion simélrica. De esta manera, el giro{s) de algunals) de las
unidadaes sacaridas del receptor y-amino-CD explica el desplazamientc de la
sefial correspondiente al proton en la posicion C-1 que en promedic no se
encuentra apuntando todb el ttempo hacia el exterior de la cavidad de! receptor
sino que en algin momento puede hallarse apuntando hacia el interior de la
misma. Una representacion esquematica de este fendmeno para la ciclodexirina

modificada 1 se presenta en la Figura 37.

Figura 37

Representacion esguematica de la flexibilidad de 1 en solucién
acuosa.

— NH3+ en Posicion C6
~——{  OHen PosicionC20C3

Este argumento sin embargo no explica la ausencia de desplazamiento

en los protones correspondientes a C-2, por lo que se requeriran investigaciones
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mas profundas al respecto de la geomeiria de los complejos de Fe(CN)J’ con

las tres amino-CD's bajo estudio, y especialmente con y-amino-CD.

V.- Parte experimental.

1.- Materiales.

Las ciclodexirinas maodificadas:  hexakis(6-deoxy-6-amino)-o-CD,
heptakis(6-deoxy-G-amino)- B-CD y octakis(6-deoxy-8-amino)-y-CD  fueron
sintetizadas y purificadas por el grupo del Dr. Coleman de acuerdo a métodos ya
reportados en la literatura ®. Los pesos moleculares utilizados en la preparacion
de las soluciones de CD's uiilizadas en este trabajo, correspondieron a fcs de
los compuestos secos (a-amino-CD (1) 1185.7 g/mel, f-amino-CD (2) 1385.3
g/mol v y-amino-CD (3) 1580.¢ g/mol).

El cloruro de sodio utilizado fué de calidad bioldgica y se obtuvo de
“Fisher scientific”. Las sales de ferrocianuro de potasio v clorhidrato de amino-
acetonitrilo se obtuvieron de “Aldrich™ y fueron utilizadas con la pureza con la
que se recibieron. Una solucidn estandarizada 1.0 M de hidréxido de sodio
(obtenida de “Fisher scientific”) se utilizd en la preparacion de las soluciones
amortiguadoras. Dichas soluciones se prepararon a pariir de la mezcia de una
solucion 0.1 M de clorhidrato de aminc-acetonitrilc con la cantidad necesaria de
‘NaOH concentrado para obtener lo que seria una concentracion final de la base

de 0.1 M. De esta manera, la fuerza ibnica de la solucién resultante es 0.1. Por
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otro {ado, el pH v la capacidad amortiguadora de la solucién se verificd mediante
el monitoreo del cambio en el valor del pH al agregar pequefias alicuotas de
soluciones concentradas de HC! 6 NaOH.

Todas {as soluciones empleadas en los experimentos electroquimicos
fueron preparadas con agua deionizada y purificada mediante un filiro
“Barnstead Nanopure system” de cuatro cartuchos (p=18 MQ cm).

Con el objeto de reducir interferencias debidas a efectos de
envejecimiento, todas las soluciones fueron preparadas y utilizadas el mismo dia
en que se llevd a cabo el experimento.

En los experimentos de 'H-RMN, se utilizd6 D,O de “Aldrich’ como
solvente. El pD v la fuerza idnica de las soluciones se ajustd convenieniemente

mediante la adicién de NaCl y DCI (este dltimo también de “Aldrich”).

2.- Electroquimica.

Los exprimentos de voltametria ciclica descritos en este trabajo, se
llevaron a cabo con un programador universal PAR modelo 175, un
potenciostato PAR 173 y un graficador X-Y Soltec modelo VP64238S.

El dispositivo experimental consistié basicamente de una celda de 2 mL
acoplada a un electrodo circular de platino (A= 0.0078 cm?) que funciond como
electrodo de trabajo. Por otro lado, un alambre de platino hizo las veces de
electrodo auxiliar mientras que un electrodo de Ag/AgCl se uiilizé como
referencia. Tanto los electrodos como la celda se obtvieron de la compafia

“Cypress systems”.
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El electrodo de trabajo se limpid con abundanite agua deionizada vy se
puli6 sobre una superficie aterciopelada con una mezcla de alimina 0.05
um/agua antes de cada filulacion voltamétrica. Por otro lado, todas las
soluciones fueron deoxigenadas por 10 minuios antes de cada titulacién y entre
adiciones mediante el flujo, dentro de la solucion elecirolitica, de nitrégeno seco.

Al principio del experimeﬁto de voltametria ciclica y después de cada
adicién de receptor, por o menos fres voltamogramas en el intervalo de
velocidades de barrido de 20-100 mV/s fueron obtenidos. La ventana de
potencial estudiada se comprendid el intervalo de -0.1V 2 0.65 V vs. Ag/AgCl.

Todas las soluciones ulilizadas en ios experientos de VC se prepararon
utilizando una solucién amortiguadora de amino-acetonitrilo 0.1 M que funciond
como solvente y al mismo tiempo como electrolito soporie. La eleccidn de dicho
sistema, obedecio al hecho de gue el pK, del clorure de amino-acetonitrilo
permitié fijar el pH de la solucion en 5.3. (Este valor, corresponde al pH que
Lehn y colaboradores utilizaron en el estudio electroequimico de ia complejacion
del ion ferrocianuro con poliaminas ciciicas).'®®

En un exoesrimenio tipico de titulacién voltamétrica, 1.5 mL de una
solucion de ferrocianuro de potasio 1.0 mM fué colocada en la celda vy
caracterizada por VC a tres distintas velocidades de barrido. Posteriormente, a
esta solucion se e adicionaron aliguotas de 0.2 eguivalentes de aminc-CD hasta
que en la celda se alcanzé un exceso de tes eguivalentes del receptor. Las
aliquotas se tomaron de una solucidn concentrada de ia amino-CD en la que el

solvente utilizado fué una solucion de ferrocianuro de potasio 1.0 miM en la
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solucion amortiguadora de amino-acetonitriio. De esta manera, las adiciones de
receptor a la solucion original de ferrocianuro no modificaren la concentracion

efectiva del mismo y en consecuencia su respuesta eleciroquimica en {érminos

de concentracion.

3.- Simuiaciones digitales.

Las respuestas electroguimicas de los sistemas estudiados fusron
simuladas madiante el uso del programa “BAS-Digisim 2.0 for windows™ que
esta basado en un algoritmo de Rudolph v colaboradores.' Los razonamientos
empleados en cada una de las simulaciones digitales fueron las siguienies:

1. En cualquiera de las dos formas del ion ferrocianuro en solucion
(forma libre y acompiejada), la especie electroactiva puede intercambiar un solo
electrén de modo reversible.

2.- lLas constantes de velocidad de los procesos quimicos v
electroquimicos involucrados en el experimento de VC son lo suficientemente
altas con respecto a la escala de tiempo experimental que se considera que el
sistema se encuentra equilibrado en todo momento.

3.- La transferencia de especies electroactivas hacia y, desde la
superficie del electrodo, se encuentra controlada Gnicamente por procesos de
tipo difusional.

4.- Los coeficientes de difusion de las formas oxidada y reducida del ion

ferrocianuro son iguales entre si. De la misma manera, también los coeficientes
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de difusion de las formas oxidada y reducida del complejo formado por el i6n
ferrocianuro y la amino-CD se consideran iguales entre si.

En una simulacion tipica de la respuesta experimental de los sistemas
bajo estudio, el potencial formal (contra el elecirodo de Ag/AgCl) del ién
ferrocianuro libre se especifica como 0.222V. Por otro lado, el potencial formal
del anién en la forma de complejo se extrae del valor obtenido en el experimento
de VC cuando fres equivalentes de receptor han sido agregados a la solucién
electrolitica. Los valores especificos utilizados en las simulaciones de este
trabajo fueron 0.341 V, 0.358 V y 0.357 V para los complejos de a-amino-CD
(1), B-amino-CD (2) y y-amino-CD (3) respectivamente.

El valor del coeficiente de difusion empleado para el ferrocianuro libre en
la solucion amortiguadora de amino-acetonitrilo (6.2x10° cmzls) se obtuvo de la

&cuacion de Randles-Sevick'™

(ver seccion iv. 1) mientras que en el caso de los
complejos, los valores del coeficiente de difusion fueron obtenidos directamente
de las simulaciones digitales. Estos valores resultaron ser 2.1x10° cm?s,
1.7x10° cm¥s y 1.2x10° cm?¥s para las especies correspondientes a los
receptores a-amino-CD (1), B-amino-CD (2) y y-amino-CD (3) respectivamente.
Una vez definidos los valores de potenciales formales y coeficientes de
difusion de tedas las especies en el sistema, una de las constantes de equilibrio
de complejacidn es supuesta (dado el ciclo termodinamico que define el
sistema, la otra constante de equilibrio queda automaticamente definida) y del

proceso de simulacion digital resulta un voltamograma que se compara con el

obtenido experimentalmente. De la forma y de los valores termodinamicos que
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caracterizan a dicho voltamograma depende entonces que la simulacion digital
de la VC continue repitiéndose con distintos valores de constante de equilibrio
hasta que los voltamogramas simulados coincidan con aquelios obtenidos
experimentalmente.

Una vez que se consiguid reproducir la forma de alguno de los
voltamogramas experimentales, el proceso de simulacién se repitié del mismo
modo para todos los voitamogramas obtenidos durante ia titulacién y para cada

uno de los fres sistemas bajo estudio.

4.- Espectroscopia de "H-RMN.

informacion estructural preliminar sobre la complejacién del ién
ferrocianuro con amino-CD's fué obfenida mediante experimentos de
espectroscopia de 'H-RMN de 400 MHz. Los experimentos se Hevaron a cabo
en un espectrometro de RMN Varian VXR-400 usando fubos de 5 mm de
diametro externo.

Las soluciones fueron preparadas a partir de una solucion de NaCl (para
mantener una fuerza iénica constante durante la titulacion 1=0.1) que se modificé
con DCI (también de “Aldrich”) para ajustar el pD a un valor de 5. Por otro lado,
el solvente utilizado fué agua deuterada 99% (obtenida de “Aldrich").

La referencia utilizada para la eséala de todos los espectros fué el pico

residual de acetona en 2.17 ppm con respecto a DSS.
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Vi.- Conciusiones.

En este trabajo c§e tesis, se ha demostrado que el i6n Fe(CN)g" forma
complejos con las ires ciclodextrinas modificadas a-amine-CD, p-amino-CD y
y-amino-CD (1-3).

A través de titulaciones electroguimicas del anién complejo con los {res
receptores aminados y de simulaciones digitales de los voltamogramas
experimentales, fué posible evaluar las constantes de equilibrio, vy
consecuentemente las energias libres de asociacion, de todos los complejos
bajo estudio.

En base a estos resultados y a la comparacion con energias libres de
complejacion de sustratos similares con ciclodextrinas no modiiicadas, la
naturaleza electroestatica del enlace de las amino-CD-s 1-3 con el i6n
ferrocianuro fué plenamente identificada.

La estabilidad termodinamica de todos los complejos bajo estudio resultd
ser, como se esperaba, funcién de fa canlidad de cargas postivas en el
receptor. Esta dependencia sin embargo no fué tan importante como la que
todos los sistemas mostraron con respecto al estado de oxivacion del idon
Fe(CN)s". De esta manera, se encontré que la oxidacion del ién ferrocianuro a
ferricianuro disminuye el valor de la constante de equilibrio de complejacion en
por lo menos dos ordenes de magnitud (el intervalo de constantes de estabilidad
termodinamica es de 3x10°-1x10° M para la forma reducida de! sustrato y

2x10°-5x10° M para ia forma oxidada).
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En las condiciones de pii del estudio en cuestidn ias tres amino-CD's se
encueniran, en términos practicos, completamente protonadas. El lado angosto
de la cavidad del receptor se encuentra densamente cargado y se convierte por
lo tanto en el sitio primario de complejacion.

En base a las titulaciones espectroscépicas de 'H-RMN llevadas a cabo
para dos de los complejos bajo estudio, se concluyé que el idn Fe(CN)s* no
forma un par idbnico.con el receptor aminado sino que, al menos parcialmente, el
anidén complejo se incluye dentro de la cavidad de! receptor catiénico.

Estudios detallados sobre la estructura de los complejos en cuestion
seran sin embargo necesarios para elucidar completamente la supuesta
flexibilidad del complejo formado con el receptor y-amino-CD (3) y para
determinar con exactitud el grado de peneiracion que el ion ferrocianuro tiene en

la cavidad de los ires receptores.
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