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Programa de Maestŕıa y Doctorado en Ciencias Qúımicas
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“Ves cosas y dices, ¿Por qué?, pero yo sueño cosas que nunca

fueron y digo ¿Por qué no?”

George Bernard Shaw

“En algún lugar, una cosa incréıble, aguarda a ser descubierta”

Carl Sagan

“Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belle-

za. Un cient́ıfico en su laboratorio no es sólo un técnico: es

también un niño colocado ante fenómenos naturales que le

impresionan como un cuento de hadas”

Marie Curie
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Resumen

En esta tesis, se emplearon peĺıculas delgadas de tetrafenil porfirina de cobre (CuTPP), zinc

(ZnTPP) y sin centro metálico (H2TPP) depositadas por evaporación f́ısica para estudiar su in-

teracción con los aminoácidos glicina, serina, glutamato, lisina y arginina, con el fin de investigar

el efecto del centro metálico y las caracteŕısticas de los aminoácidos, en los fenómenos de adsorción.

Se estudio la morfoloǵıa de las peĺıculas antes y después de la inmersión en las disoluciones de

aminoácidos, utilizando los microscopios electrónico de barrido y de fuerza atómica. La cantidad

de aminoácidos adsorbidos en las peĺıculas se cuantificó utilizando el método de Ruhemann con el

que se determinó que la serina, fue el aminoácidos que menos se adsorbio en todas las peĺıculas,

mientras que para las peĺıculas con centro de Cu, la arginina fue el aminoácido más adsorbido. Por

otro lado, las peĺıculas de porfirina libre y con Zn mostraron mayor adsorción haćıa la lisina.

Además, se obtuvieron y analizaron isotermas de adsorción para conocer el tipo de interacción

entre algunos aminoácidos con las peĺıcula de porfirina. Se utilizaron dos modelos de adsorción,

Langmuir y Freundlich, para analizar la respuesta experimental. En base a esto, se determinó que

el modelo de Freundlich era el que mejor describ́ıa la adsorción de los aminoácidos, indicando que

se trata de una adsorción en multicapas.

Por otro lado, se hizo un análisis cinético en donde se estudio el comportamiento de la adsorción

del aminoácido en cada peĺıcula en función del tiempo de interacción. Para ello, se usaron dos

modelos cinéticos de adsorción, a saber, el de pseudo primer orden y pseudo segundo orden. El

primero, describe una interacción de tipo f́ısica, mientras que el segundo una de tipo qúımica.

iii
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El resultando que se obtuvo en la mayoŕıa de las interacciones quedo clasificado como de pseudo

segundo orden, indicando que son quimisorciones en casi todos los casos.

Asimismo, se analizaron los cambios de adsorbancia en las peĺıculas de porfirinas antes y después

de la interacción utilizando espectroscoṕıa UV-Vis, en donde se observaron desplazamientos ba-

tocrómicos en las bandas de Soret para todos los aminoácidos que interactuaron con la H2TPP y

ZnTPP.

Por otro lado, la posición de la banda de Soret apenas cambio cuando se uso la superficie de CuTPP,

excepto por un ligero desplazamiento batocrómico para la arginina. También, se observó que el

ensanchamiento de la banda de Soret fue más importante para las superficies de ZnTPP y H2TPP,

pero la interacción con las interfaces de CuTPP disminuyó el ancho de las bandas en todos los casos.

Adicionalmente, se empleó una microbalanza de cuarzo para investigar la adsorción de los aminoáci-

dos en las peĺıculas como función del tiempo. A partir de estos resultados, se identificó que los

aminoácidos cargados positivamente (arginina y lisina) no solo se adsorbieron con mayor facilidad

en las peĺıculas, sino también en mayor cantidad. Lo anterior contrasto con el aminoácido polar

serina, que fue el que menos material adsorbió en todas las superficies.

También, se realizaron mediciones del ángulo de contacto dinámico para monitorear el fenómeno

de mojado, aśı como los cambios en la naturaleza hidrófoba de las superficies después de la inter-

acción con los aminoácidos. A partir de los resultados, se observó que el aminoácido depositado

que mostró un mayor ángulo de contacto en las superficies, fue el aminoácido que más adsorción

mostró, siendo la arginina para la CuTPP, mientras que para la H2TPP y ZnTPP, fue la lisina.

Por otro lado, la serina fue el aminoácido adsorbido con menor ángulo de contacto en todos los

casos.

Los cálculos de teoŕıa de funcionales de la densidad (DFT) mostraron deformaciones importantes
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para la molécula H2TPP, el desplazamiento fuera del plano del átomo de Zn para la molécula

de ZnTPP, e interacciones de enlaces de hidrógeno con la molécula de CuTPP. Los resultados

obtenidos con DFT, también mostraron altas enerǵıas de enlace para los aminoácidos cargados po-

sitivamente, pero bajas enerǵıas de enlace para la serina, de acuerdo con los datos experimentales.

A partir de estos resultados, se puede inferir que las peĺıculas de porfirina podŕıan usarse como

elementos de identificación selectivos para diferentes moléculas de L-aminoácidos.

Derivado de este proyecto, se publicaron dos art́ıculos en la revista ”Journal of Porphyrins and

Phthalocyanines”, los cuales se anexan en el apéndice de este trabajo:

1. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 2020; 24: 577–588

DOI: 10.1142/S1088424620500108

2. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 2020; A–I

DOI: 10.1142/S1088424620500340
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1.5. Hipótesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
1.6. Objetivos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2. Antecedentes 27
2.1. Porfirina soluble . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

2.1.1. Espectro UV-Vis en presencia de aminoácidos . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.2. Sitios de interacción entre porfirinas y aminoácidos . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3. Interacción aminoácido - porfirinas inmovilizadas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.3.1. Modificaciones en las bandas de Soret . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

3. Metodoloǵıa 34
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Sensores

Los sensores son elementos sensibles a señales o est́ımulos del medio circundante que transforman

cierta propiedad f́ısica o qúımica en una señal útil que pueda ser procesada de una manera rápida

y sin necesidad de análisis muy complejos. Estas caracteŕısticas, combinadas con la incorporación

de los últimos avances en tecnoloǵıas de miniaturización en la fabricación masiva de sensores,

permiten fabricar elementos de gran interés para la industria y la sociedad en general [1]. Existen

dos clases de sensores, clasificados según el tipo de información que son capaces de transformar:

F́ısicos: Sensores que detectan cambios en parámetros f́ısicos (temperatura, presión, flujo de

masa, etc.) [1].

Qúımicos: Detectan cambios de pH, concentración, composición, etc.[1].

En la actualidad, la mayoŕıa de los sensores utilizados para el control de procesos industriales son

f́ısicos. Sin embargo, las interacciones con compuestos qúımicos son cada vez más importantes,

y esto, ha favorecido la investigación y el desarrollo de elementos de detección de tipo qúımico

[2, 3, 4, 5].

La investigación para el diseño de sensores qúımicos se presentan como una clara alternativa ya

que ofrece una sensibilidad mucho menor a la ofrecida por la instrumentación anaĺıtica convencio-

nal, la cual tradicionalmente ha utilizado instrumentación muy sofisticada tal como cromatógrafos,

espectrofotómetros, ICP-masas, etc., que requieren altos costos de manejo, mantenimiento, y alta

1



CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 2

especialización por parte del operador. Además, este tipo de equipos son incompatibles con análisis

en continuo o pruebas de campo, lo que ha limitado su uso comercial [1, 6].

A pesar de lo anterior, y gracias a los avances tecnológicos actuales, hoy en d́ıa existe un número

considerable de sensores qúımicos que se emplean principalmente en áreas como biomedicina y me-

dio ambiente, entre otros. Sin embargo, en los últimos años, sectores como la industria alimentaria,

aśı como la bioseguridad, han impulsado su desarrollo dadas sus necesidades particulares [2, 4, 5, 7] .

De manera espećıfica, un sensor qúımico es un elemento capaz de traducir la información qúımica

de una muestra en una señal cuantificable útil. Los sensores qúımicos constan de dos componen-

tes básicos: un sistema de reconocimiento o receptor, y un transductor [6]. El receptor reconoce

selectivamente la información qúımica presente en la muestra y la convierte de forma que pueda

ser reconocida por el transductor. Éste último, la transforma a su vez de una señal primaria a una

señal secundaria fácilmente procesable que generalmente es de tipo eléctrico u óptica [1, 6].

Tipos de transductores Descripción

Ópticos
Transforman los cambios producidos en una señal óptica por la interacción

de un analito con el receptor.

Qúımicos
La señal transformada es debida a una interacción qúımica entre analito

y el electrodo.

Piezoeléctricos
Transforman cambios de fuerzas que se dan sobre el electrodo

en cambios de voltaje o viceversa.

Térmicos
Son capaces de medir cambio de temperatura del

elemento a investigar.

Eléctricos
Son elementos capaces de medir un cambio en la conducción eléctrica en

el receptor

Tabla 1.1: Tipos de transductores [1]

La clasificación de los sensores se puede realizar atendiendo a diferentes criterios. Principalmente,

se consideran el tipo de receptor y la metodoloǵıa empleada para inmovilizar este receptor, ó el tipo

de transductor utilizado, siendo el segundo el más aceptado. En la tabla 1.1 se engloban algunos

de los distintos tipos de sensores según el último criterio [6].
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1.1.1. Caracteŕısticas de un sensor

Las caracteŕısticas principales que debe de tener un sensor son [6]:

Selectividad

Sensibilidad

Buena respuesta en el tiempo

Tamaño pequeño

En la actualidad, el diseñar sensores que cumplan con todas estas caracteŕısticas es demasiado

complicado, siendo la selectividad, es una de las caracteŕısticas más importantes y quizá, una de

las más dif́ıciles de conseguir. En ausencia de una adecuada selectividad se han desarrollado diver-

sos tipos de sensores con diferentes caracteŕısticas que permiten aumentar la selectividad [6]:

Sensores con limitada selectividad: muchos de estos sensores pueden ser aceptables en un

ambiente controlado, donde se puede conocer y controlar la naturaleza y el rango de diferentes

contaminantes, aśı como las cantidades o concentraciones esperadas de analito que se puedan

identificar con la presencia de estos contaminantes [6].

Sensores poco selectivos con arreglos matemáticos: Este tipo de arreglos generalmente son una

mezcla de sensores donde cada uno genera una señal para el analito o algún contaminante en

espećıfico que se encuentre en la muestra. Después, un apropiado análisis matemático puede

permitir la extracción de la respuesta del analito de la mezcla obtenida de los múltiples

sensores [6].

Sensores sensibles pero no selectivos: En este caso, el sensor es capaz de detectar un gran

numero de analitos dentro de una disolución con contaminantes. Sin embargo, no es capaz de

distinguir entre los diferentes analitos presentes, por lo que en este tipo de procesos es nece-

sario llevar a cabo separaciones por diferentes técnicas como cromatograf́ıas y electroforesis

[6].
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1.1.2. Tipos de selectividad de un sensor

La selectividad del sensor hacia su analito puede lograrse por medio de diferentes maneras, algunas

de ellas son:

Reconocimiento del tamaño / forma / propiedades por peĺıculas: Esto puede ser por receptores

(estructuras que permiten el reconocimiento molecular) o la interacción anfitrión- huésped

con moléculas que presenten ciertas cavidades. Este reconocimiento molecular conduce a una

adsorción o absorción del analito al material sensor [6].

Permeación selectiva del analito en un sensor en forma de peĺıcula:Si la unión o permeación

del analito es reversible, la peĺıcula sensor puede ser reutilizable para futuras mediciones. Una

unión irreversible entre el analito y el sensor, o reacciones secundarias con contaminantes,

pueden ocupar sitios en el sensor e ir consumiendo su capacidad de detección por limitación

estequiométrica [6].

Reacciones cataĺıticas por el material sensor: En este caso, el sensor consume al analito y no

puede ser usado para varias determinaciones [6].

Miniaturización de sensores

Los oŕıgenes de la qúımica de sensores a menudo incluyen estudios anaĺıticos usando instrumentos

voluminosos y complejos, lo que imped́ıa su uso en diferentes circunstancias. Es por eso que, en los

últimos años, se ha buscado transformar la necesidad de utilizar instrumentos voluminosos en algo

más útil y que también implique una disminución en los costos de formación e implementación [1, 6].

Lo anterior, requiere generalmente llevar a cabo una miniaturización del sensor y utilizar técnicas

más sencillas de caracterización y lectura de los resultados. Sin embargo, esta miniaturización

suele venir acompañada de una disminución en el rendimiento del sensor, y principalmente, de su

selectividad [1, 6].

En la miniaturización de sensores actualmente existen diferentes tipos empleados, tales como [1, 6]:

Recubrimientos y peĺıculas delgadas con cierto nivel de selectividad basada en: Selectividad

qúımica, eficiencia cromatográfica, exclusión molecular, estabilidad bajo gradientes de campo

eléctrico etc.
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Fibras ópticas que llegan a aumentar el rango de rendimiento y mejorar la sensibilidad del

detector.

1.1.3. Diseño básico de sensores qúımicos

Los sensores qúımicos de estado sólido se componen generalmente de dos partes bien diferenciadas:

un material qúımicamente interactivo (MQI) y un elemento básico. En el caso de este estudio, el

MQI corresponderá a las peĺıculas de porfirina. El MQI es la interfaz entre el transductor y el

medio ambiente, que se caracteriza por un mecanismo de detección que es capaz de capturar con

una cierta selectividad las moléculas circundantes y, como consecuencia, cambia alguna de sus

propiedades f́ısicas o qúımicas. Un sensor básico, está convenientemente hecho como un circuito

electrónico que permite interpretar los cambios en las propiedades f́ısicas del MQI en una señal

eléctrica (u óptica) [1, 6].

Por ejemplo, la microbalanza de cuarzo (QCM, por sus siglas en inglés) y las ondas acústicas

superficiales (SAW, por su sigla en inglés) convierten cambios de masa o de presión sobre el MQI

en una señal eléctrica. De igual forma, un transistor semiconductor-oxido-metal de efecto campo

(MOSFET por sus siglas en inglés) puede traducir una variación de señal en cambios de corriente

eléctrica. La figura 1.1 muestra un diseño genérico de un sensor qúımico [1, 6].

Figura 1.1: Un sensor qúımico genérico puede ser representado esquemáticamente por la unión de
un material qúımicamente interactivo (MQI) y un elemento básico [6].
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1.1.4. Moléculas macroćıclicas aplicadas en sensores

El estudio de la qúımica macroćıclica es un área muy extensa del conocimiento que presenta múlti-

ples áreas de aplicación. Una de estas áreas emplea moléculas de estas caracteŕısticas para el reco-

nocimiento de analitos, ya que ofrecen potenciales sitios de unión para moléculas pequeñas gracias

a que los espacios que proveen funcionan como receptores. T́ıpicamente, se tiene una interacción

complementaria donde una de las moléculas (huésped u hospedero) es rica en carga electrónica y

la otra deficiente, generando en la mayoŕıa de los casos uniones no covalentes reversibles. Es debido

a esta caracteŕıstica, que han sido ampliamente utilizadas para su uso como sensores [1, 6, 8].

Otra ventaja de las moléculas macroćıciclas, principalmente aquellas que tienen estructura plana,

es que dada su geometŕıa, pueden formar arreglos apilados que permiten no sólo un buen acomodo

molecular, sino que pueden a su vez, propiciar un eficiente traslape orbital. Ya que este tipo de

macrociclos presentan una alta deslocalización de electrones π-conjugados por la parte superior e

inferior de la molécula, la eficiencia de traslape les permite exhibir propiedades eléctricas y ópticas

únicas, mismas que pueden ser moduladas tomando ventaja de la capacidad de estos materiales

para formar complejos estables con iones metálicos [1, 6, 8].

1.2. Porfirinas

En la actualidad, existen macrociclos orgánicos que presentan buenas propiedades eléctricas y ópti-

cas debido principalmente a que los átomos de carbono de estos compuestos están unidos por dobles

enlaces conjugados, dos ejemplo t́ıpicos de estos compuestos son las ftalocianinas y las porfirinas.

Estos compuestos han demostrado que son materiales muy versátiles, ya que pueden ser modifica-

das fácilmente al hacer variaciones en ciertos elementos de coordinación o a través de incorporar

ligantes en diferentes sitios de la molécula. Lo anterior, permite modificar sus propiedades f́ısicas o

qúımicas, que tendrán como consecuencia cambios importantes en ciertas respuestas del sistema.[9]

De manera especifica, las porfirinas se han ido consolidando como compuestos de gran interés

qúımico y f́ısico debido a sus potenciales aplicaciones en tecnoloǵıas emergentes incluyendo cel-
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das solares, fotoconductores y sensores qúımicos, entre muchos otros. Cuando las porfirinas se

depositan en forma de peĺıcula delgada, la capa expuesta tiene la capacidad de responder ante la

presencia de diversos compuestos orgánicos, entre ellos, moléculas pequeñas o biológicas, al existir

cambios en sus propiedades tales como la adsorción en el espectro UV-Vis, rugosidad, propiedades

eléctricas, entre otras.[10]

1.2.1. Estructura de la porfirina

Todas las porfirinas tienen la misma estructura “clásica”. Esta consiste en cuatro “pirroles”, (figu-

ra 1.2 (a)) enlazados por cuatro puentes met́ınicos (figura 1.2 (b)). La estructura resultante es un

macrociclo con propiedades f́ısicas y qúımicas diferentes a sus precursores, aunque dependen de la

manera en que éstos fueron ensamblados.[7]

Figura 1.2: a) pirroles, b) puentes met́ınicos [7]

Hans Fischer creó el primer sistema de nomenclatura para las porfirinas, donde señala cuales son

los sitios preferenciales para colocar algún sustituyente. Dentro de los “fragmentos del pirrol”, los

carbonos adyacentes al nitrógeno fueron llamados α−carbonos. Sin embargo, no participaban en

una sustitución por lo que no fueron enumerados. Por otro lado, los denominados β−carbonos, en

donde śı era posible enlazar un sustituyente, fueron enumerados del 1 al 8, y los carbonos puente

meso-carbonos, fueron nombrados usando las letras griegas, α, β, γ y δ como se muestra en la figura

1.3(c) [7]. Este método para nombrar a las porfirinas se utilizó con éxito hasta 1979, cuando el

número y complejidad de las porfirinas sintetizadas resultó en una ambigüedad. A partir de ese

momento, la Unión Internacional de Qúımica Pura y Aplicada, IUPAC (por sus siglas en inglés),

propuso una nueva nomenclatura en la cual numera del 1 al 24 todos los carbonos y nitrógenos

en el macrociclo como se muestra en la figura 1.3(d) [7]. Además, el macrocicĺıco de la porfirina

cumple con la teoŕıa ideada por el f́ısico alemán Erich Hückel en 1931, en donde una molécula es

aromática sólo si tiene un sistema de conjugación monoćıclico plano y si este contiene un total
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4n + 2 electrones π, donde n es un número entero (n = 0, 1, 2, 3,...) [11], en el caso especifico de

la porfirina, tiene 18 π-electrones conjugados, haciendo que la teoŕıa de Hückel se cumpla con n = 4.

Figura 1.3: c) nomenclatura de Hans Fischer, d) nomenclatura IUPAC [7]

El macrociclo puede ser sustituido en las posiciones β y meso en la periferia, o dentro del macroci-

clo, al reemplazar los hidrógenos centrales principalmente con un metal. En el caso de la sustitución

en las posiciones meso, se pueden diseñar desde moléculas simples hasta sistemas dendŕıticos de

gran peso molecular [12]. Por otro lado, a la fecha, las porfirinas han sido coordinadas a diferentes

metales de transición, de tal forma que se altera tanto la geometŕıa como la estructura, dando

lugar a cambios en sus propiedades f́ısicas y qúımicas [10].

Algunos de los ejemplos más comunes de las porfirinas como elementos que se encuentran en la

naturaleza dada su actividad son: los grupos hemo de la hemoglobina que contienen una porfirina

que tiene la función de capturar hierro, aśı como de transportar ox́ıgeno en el organismo; La clo-

rofina, que contiene una porfirina coordinada a un magnesio, cuya finalidad de absorber enerǵıa

para participar en el proceso de la fotośıntesis; La cianocobalamina (o vitamina B12) que contiene

una porfirina unida a un metal de cobalto, la cuál participa en la maduración de los eritrocitos,

entre otros ejemplos [13].
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1.2.2. Espectro UV-Vis de las porfirinas

El espectro UV-Vis t́ıpico de absorción de una porfirina se compone por dos regiones distintas,

una en el ultravioleta cercano y otra en la región del visible. La primer banda corresponde a la

transición desde el estado fundamental al segundo estado excitado y se conoce como banda de

Soret. La zona de absorción aparece aproximadamente entre los 300 y 400 nm dependiendo de la

sustitución de la porfirina. La segunda región es el resultados de transiciones más débiles desde

el estado fundamental al primer estado excitado en el intervalo entre 400 y 650 nm generando

las bandas Q. Estos picos proporcionan una identificación fácil y precisa de los estados de enlace

y transiciones electrónicas en las porfirinas, que se pueden determinar a través de métodos de

espectroscopia UV-Visible. El espectro de absorción de una porfirina libre de metal se muestra en

la figura 1.4.

Figura 1.4: Espectro UV-Vis de una peĺıcula (estado sólido) de tetrafenil porfirina sin centro
metálico (H2TPP)

Se ha documentado ampliamente que los cambios en la conjugación y la simetŕıa de una porfiri-

na afectan su espectro de adsorción óptico en la región UV-Vis. El espectro de absorción de las

porfirinas sigue un modelo aplicado por primera vez en 1959 por Mart́ın Goutterman, en donde se

introdujo el concepto de la existencia de “cuatro orbitales”, asumiendo una simetŕıa C2v.

Según esta teoŕıa, las bandas de adsorción en las porfirinas surgen de las transiciones entre

HOMO − LUMO+1 y HOMO−1 − LUMO+1 [10], en donde la identidad del centro metálico
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y de los sustituyentes en el macrociclo afecta las enerǵıas relativas de estas transiciones. Los

HOMO−1 −HOMO se asociaron a orbitales a1U y a2U , mientras que los LUMO − LUMO+1 se

asociaron a un conjunto degenerado de orbitales eg. Las transiciones entre estos orbitales dieron

origen a dos estados excitados, donde la mezcla de orbitales divide estos dos estados de enerǵıa,

creando un estado de mayor enerǵıa con una gran fuerza oscilatoria llamada banda de Soret, y un

estado de enerǵıa con menos fuerza, que da lugar a las bandas Q. Cabe señalar que las porfirinas

no coordinadas presentan en su banda Q una serie de 4 picos caracteŕısticos representados en la

figura 1.5.

Figura 1.5: (A) Representación de los cuatro orbitales de Goutterman en las porfirinas (B) Esquema
de los niveles energéticos de los cuatro orbitales [10]

1.2.3. Metaloporfirinas

La formación de las metaloporfirinas es uno de los procesos más importantes desde el punto de

vista anaĺıtico y bioinorgánico. Gracias al coeficiente de absorción molar y a la estabilidad que

presentan las porfirinas, en análisis UV-Vis, se pueden diferenciar entre una porfirina sin centro

metálico y una que posee uno. Por otro lado, las diversas velocidades de reacción para la formación

de las metaloporfirinas, permiten hacer un análisis cinético, para entender la incorporación de un

metal al macrociclo de la porfirina [10].

Con la formación de las metaloporfirinas surge un cambio muy marcado en su espectro UV-Vis,

especialmente en la zona de las bandas Q. Generalmente se forman dos bandas Q, llamadas α y β.
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(figura 1.6) La intensidad relativa de estas bandas puede ser correlacionada con la estabilidad del

complejo metálico, esto es, cuando α > β, el metal forma un complejo cuadrado estable, mientras

que en el otro caso, β > α (p.e. Ni(II), Pd(II), Cd(II)), los metales son fácilmente desplazados

por protones [10].

Figura 1.6: Bandas Q en complejos de metaloporfinas [10]

El tamaño del macrociclo de la porfirina es perfecto para enlazar la mayoŕıa de los iones metálicos y

ciertamente un gran número de metales pueden ser insertados en el centro del macrociclo formado

metaloporfirinas, las cuales son piezas clave en varios procesos bioqúımicos [10, 14].

Dependiendo de la carga y el tamaño (50-80 pm) de los iones metálicos (p. e. Cu2+, Co2+, Ni2+,

Zn2+, etc.), los átomos pueden caber en el centro del plano tetrapirrolico formando una metalopor-

firina regular resultando en complejos cinéticamente inertes. Figura 1.7 (a). Sin embargo, cuando

el radio iónico del metal es muy grande (80-90 pm) no cabe en el hueco del macrociclo, por lo que

éste se localiza fuera del plano dando lugar a una metaloporfirina “sitting-a-top”(SAT). Figura 1.7

(b).

Figura 1.7: Representación esquemática de una metaloporfirina (a) regular y (b) SAT (”Sitting a
top”) [10]

Cuando un ion metálico divalente (p. e. Cu2+, Co2+, Ni2+) es coordinado a una porfirina, el
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complejo tetracoordinado resultante no tiene carga residual. Además, el Cu2+ y el Ni2+ en sus

complejos con porfirina generalmente tienen baja afinidad por un ligante adicional, mientras que

los complejos de Cd2+, Mg2+ y Zn2+, facilmente se combinan con un ligante más para formar un

complejo pentacoordinado con geometŕıa de pirámide de base cuadrada (figura 1.8 a)). Algunas

metaloporfirinas (p.e. Co2+, Fe2+, Mg2+) son capaces de tomar una forma octaédrica (figura 1.8

b)) con dos ligantes adicionales.

Figura 1.8: Representación esquemática de una estructura de pirámide de a) base cuadrada y b)
octaédrica (sólo enlazadas a nitrógeno N, metal M y ligantes L) [10]

1.3. Peĺıculas delgadas

La inmensa mayoŕıa de los dispositivos fabricados en la actualidad por cualquier rama de la indus-

tria (electrónica, mecánica, óptica, enerǵıa, transporte, deporte, etc.), requieren en algún momento

de su construcción, de la śıntesis y apilamiento sucesivo de pequeñas capas de materiales sólidos de

espesores inferiores a una micra denominadas peĺıculas delgadas o capas finas. Por su extremada

delgadez y fragilidad, estas peĺıculas no se suelen emplear aisladas sino que se hallan soportadas

sobre otros sólidos de mayor grosor y distintas propiedades f́ısicas o qúımicas que son denominados

sustratos o soportes. (Figura 1.9 a)).

En términos generales, las peĺıculas delgadas se emplean para dos finalidades: la más simple, op-

timizar alguna o varias de las propiedades de los sustratos a los que recubren o incluso dotarlos

de propiedades nuevas. En este caso, se suele referir a las peĺıculas delgadas con el termino de

“recubrimiento”. La segunda aplicación generales es la fabricación de dispositivos con propiedades
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Figura 1.9: a) Esquema de una capa delgada recubriendo un sustrato y b) de un sistema multicapa

fisicoqúımicas especificas y singulares, que guardan muy poca o ninguna relación con las propieda-

des iniciales del sustrato. Lo anterior, hace que éste se comporte como un mero soporte f́ısico. Para

este segundo tipo de aplicación se pueden ocupar capas sencillas o sistemas multicapas.(Figura 1.9

b)).

Para que una peĺıcula delgada cumpla su cometido, ya sea empleada como recubrimiento o formado

parte de un sistema multicapa, es necesario que presente las siguientes caracteŕısticas:

Grosor, que podrá variar desde una sola capa de átomos (10−7mm) hasta varias micras

(10−3mm).

Composición qúımica definida, con estequiometŕıa que puede llegar a ser muy compleja y un

control de impurezas que en los casos más exigentes pueden llegar a ser de una parte por

billón.

Estructura intŕınseca definida, que puede ser amorfa, mono o policristalina. En los últi-

mos casos, con sus respectivas propiedades microestructurales tales como tamaño cristalino,

orientación, textura, etc.

Estas caracteŕısticas de composición y estructura determinan las propiedades f́ısicas o qúımicas de

cada capa, y por ende, del arreglo completo. Algunas de estas propiedades son:

Naturaleza eléctrica (conductor, aislante, semiconductor, etc.).

Respuesta en presencia de luz (transparente, refractante, adsorbente, etc.).

Comportamiento magnético (ferromagnético, antiferromagnético, paramagnético, etc.).

Caracteŕısticas qúımicas y/o biológicas (reactivo, inerte, cataĺıtico, biocompatible, etc.).
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Como consecuencia de la delgadez de las peĺıculas y de las exigencias anteriores, se precisa para su

fabricación reacciones y técnicas especiales que se hallan en continua evolución y progreso, dado

el interés de la ciencia básica y la industria por desarrollar dispositivos mejorados, aumentar su

producción y abaratar su costo. Igualmente, se requieren de instrumentos y técnicas de caracteri-

zación muy sofisticados para lograr la determinación precisa de sus propiedades intŕınsecas [8].

En la actualidad, existen diversos métodos de formación de peĺıculas de porfirinas. Entre las más

empleadas a nivel micro y macroscópico se encuentran las técnicas de crecimiento por evaporación

térmica, inmersión (“dip-coating”) y giro (“spin-coating”), que dan caracteŕısticas particulares a

las peĺıculas debido a los procesos espećıficos de formación de cada método.

1.3.1. Peĺıculas delgadas de materiales moleculares

Las peĺıculas delgadas de materiales orgánicos han atráıdo la atención de investigadores en áreas

de ciencia básica y aplicada, debido principalmente a un bajo costo de fabricación y procesabilidad

para lograr un fácil diseño. El autoensamble de dos o más unidades macrociclicas en un arreglo uni-

dimensional puede llevar a tener sistemas moleculares con caracteŕısticas fisicoqúımicas mejoradas.

Se pueden preparar materiales moleculares como peĺıculas delgadas mediante evaporación al alto

vació, recubrimiento por giro, autoensamblado o lanzando el material en forma de roćıo (spray),

principalmente. Las peĺıculas delgadas de materiales moleculares pueden presentar arreglos crista-

linos, aunque también pueden exhibir acomodos amorfos, dependiendo sobre todo de la habilidad

de apilamiento de los materiales, aśı como del proceso de fabricación de la peĺıcula.

Es posible, mediante un proceso controlado durante la fabricación de la peĺıcula, llegar a tener una

peĺıcula delgada con estructura altamente ordenada; este control en la estructura de la peĺıcula se

vuelve entonces de gran importancia cuando se tiene un material de interés probado, ya que las

principales caracteŕısticas opto-electrónicas, como el transporte de portadores de carga, depende

altamente del grado de organización molecular [1].
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Aśı entonces, mediante estas técnicas se fabrican peĺıculas delgadas de muy alta pureza, o bien

con una cantidad mı́nima de impurezas dependiendo de las propiedades o aplicaciones especificas.

A continuación se describe la técnica de deposición f́ısica en fase vapor (PVD por sus siglas en

inglés) que fue utilizada en este proyecto.

1.3.2. Formación de peĺıculas delgadas

Evaporación térmica

La deposición f́ısica de fase vapor es un término genérico empleado para un amplio conjunto de

técnicas que engloban procesos de crecimiento de peĺıculas delgadas o capas, que involucran la

deposición de átomos ó moléculas en fase de vapor sobre un sustrato sólido. Generalmente, los pro-

cesos de PVD son usados para depositar peĺıculas con espesores en el rango de decenas a cientos

de nanómetros. Además, estos procesos también pueden ser usados para depositar multicapas. Las

técnicas de PVD más usadas se podŕıan agrupar en muchas categoŕıas, pero es de nuestro interés

particular el proceso de evaporación simple mediante una resistencia calefactora. La figura 1.10,

muestra un esquema del sistema de evaporación.

Figura 1.10: Esquema del sistema más común de evaporación térmica [15]

El depósito f́ısico en fase vapor normalmente se hace en vaćıo, 10−5 Torr o valores de vaćıo supe-

riores, en el cual átomos o moléculas alcanzan un sustrato ubicado a unos cuanto cent́ımetros de

la fuente térmica de vaporización. Este proceso es uno de los más simples y más antiguos en lo que
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respecta al depósito de peĺıculas delgadas. El material que va a recubrir se coloca sobre un soporte,

que se calienta por el paso de una corriente eléctrica, como en el caso de una resistencia directa.

Dicho proceso se hace normalmente mediante una rampa de calentamiento para poder controlar

mejor el depósito.

La figura 1.11 presenta los distintos soportes para calentar el material a evaporar. Posteriormente,

la sustancia evaporada se condensa en el sustrato, el cual a su vez puede calentarse o mantenerse

a temperatura ambiente.

Figura 1.11: Distintos soportes utilizados mediante PVD [15]

En la evaporación en vaćıo la forma final del depósito está dominado por factores como la nuclea-

ción y crecimiento del material sobre el sustrato. El crecimiento de las peĺıculas delgadas presenta

un mecanismo muy complejo, en el cual suceden una serie de etapas a nivel microscópico que de-

penden de las etapas previas, y al mismo tiempo, de los parámetros del proceso de deposición como

la velocidad de depósito, la presión, la temperatura, la naturaleza del material depositado, etc. El

conjunto de todas estas etapas determinan el modo de crecimiento, la morfoloǵıa y finalmente, las

propiedades fisicoqúımicas de la capa depositada.

El conocimiento de las variables que afectan la morfoloǵıa de las peĺıculas permite modificar los

procesos y obtener peĺıculas con propiedades mejoradas. Las etapas de crecimiento presentes en

los procesos de depósito f́ısico en fase vapor son: transporte de masa del compuesto a la superficie,

adsorción sobre la superficie, difusión superficial, la nucleación, y finalmente, el crecimiento de la
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peĺıcula.

1.4. Aminoácidos

Las protéınas son las biomoléculas más abundantes presentes en todas las células. Se presentan

en una gran variedad formas ya que existen miles de diversos tipos de protéınas con diferentes

funciones biológicas y tamaños, que van desde péptidos relativamente pequeños hasta enormes

poĺımeros de pesos moleculares muy grandes. Estás protéınas están constituidas por aminoácidos,

que se unen en cadena uno a uno por medio de un enlace pept́ıdico. Aśı entonces, los aminoácidos

son considerados los precursores de la vida, ya que son las unidades fundamentales para la cons-

trucción de las protéınas, y por ende, son de vital importancia en la mayoŕıa de los procesos de los

organismos vivos.

Todas las protéınas conocidas están constituidas por los mismo 20 aminoácidos en muy diversas

combinaciones (figura 1.12). De hecho, este grupo de 20 aminoácidos se puede considerar el alfabe-

to en el que se escribe el lenguaje estructural de una protéına. El primer aminoácido descubierto

fue la aspargina en 1806, y el último de los 20 aminoácidos fue la treonina en 1938 [16].

Para entender más sobre las caracteŕısticas fisicoqúımicas de los aminoácidos se pueden estudiar

las cuatro clases principales según las propiedades de sus grupos R, en particular, basándose en su

polaridad o tendencia a interactuar con el agua a un pH biológico (pH = 7.4). En la figura 1.12,

se muestra esta clasificación nombrando los grupos como: Apolares, polares neutros, polares

aniónicos y polares catiónicos [16, 11].

1.4.1. Qúımica de los aminoácidos

Con excepción de la glicina, todos los aminoácidos tienen un carbón denominado carbono-α, el

cual está unido a cuatro diferentes grupos: un grupo carboxilo, un grupo amino, un átomo de

hidrógeno y un grupo R, el cual vaŕıa dependiendo del aminoácido (figura 1.13). Son las propie-
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Figura 1.12: Representación de los 20 aminoácidos principales en la formación de protéınas [16, 11]

dades del grupo R, las que provocan las modificaciones en la estructura, tamaño, carga eléctrica y

solubilidad de los aminoácidos [11].

Figura 1.13: Estructura básica de un aminoácido. [11]

El carbono-α es, por lo tanto, un centro quiral y debido a la disposición tetraédrica de los orbitales

de enlace a su alrededor, los cuatros diferentes grupos pueden ocupar dos disposiciones espaciales

únicas y, por lo tanto, los aminoácidos tienen dos estereoisómeros posibles. Dado que son imágenes

especulares no superponibles entre śı, las dos formas representan una clase de estereoisómeros lla-

mados enantiómeros. Todas las moléculas con un centro quiral también son ópticamente activas,

es decir, rotan la luz polarizada en el plano [16].
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Una nomenclatura especial ha sido desarrollada para especificar la configuración absoluta de los

cuatro sustituyentes del carbono-α. Esta configuración absoluta de aminoácidos y también de

azúcares simples, queda determinada por el sistema D, L (figura 1.14 ). Históricamente, las desig-

naciones L y D se utilizaron para Levógiro (rotan la luz polarizada hacia la izquierda), y Dextrógiro

(rotan la luz polarizada hacia la derecha). Sin embargo, la convención de Fischer propuso que al

referirse a D o L sólo se refiera a la configuración absoluta de los sustituyentes, y no a las propie-

dades ópticas de las moléculas [16].

Figura 1.14: Ejemplo de estereoisómeros de alanina [16].

Los aminoácidos que construyen a las protéınas son exclusivamente estereoisómeros L. Sin embar-

go, se han encontrado aminoácidos D sólo en unos pocos péptidos, generalmente pequeños, que

incluyen algunos péptidos de las paredes celulares bacterianas y ciertos antibióticos pept́ıdicos.

Esto es notable a pesar de que de manera general los compuestos quirales se forman por reacciones

qúımicas ordinarias, y resultan en una mezcla de ambos enantiómeros que son muy dif́ıciles de

distinguir y separar. Se ha encontrado y descrito que las células pueden sintetizar espećıficamente

los isómeros L de los aminoácidos, porque los sitios activos de las enzimas son asimétricos, lo que

hace que las reacciones que catalizan sean estereoespećıficas.

Se sabe que un grupo carbox́ılico se desprotona y existe como el anión carboxilato a un pH fi-

siológico de 7.4 [17], mientras que un grupo amino se protona y existe como el catión amonio.

Por esta razón, los aminoácidos existen en disolución acuosa principalmente en la forma de un ion

dipolar, o zwitterion (del alemán zwitter, que significa “h́ıbrido”) [18].

Basándose en sus caracteŕısticas ácido-base, los aminoácidos comparten muchas de sus propieda-
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des, y es por eso, por lo que se permite simplificar o generalizar su comportamiento. Por ejemplo,

todos los aminoácidos con un solo grupo α-carboxilo, un α-amino y un grupo R no ionizable tien-

den a presentar el mismo comportamiento ácido-base. Estos aminoácidos presentan valores de pKa

similares, pero no idénticos, que van de 1.8 a 2.4 para el pKa correspondiente al grupo α-carboxilo,

y de 8.8 a 11.0 para el grupo α-amino [16]. En la figura 1.15 se muestra el comportamiento de un

aminoácido en forma de zwitterion.

Figura 1.15: Representación de un aminoácido en forma de zwitterion. [11]

Los zwitteriones de los aminoácidos son sales internas, y por tanto, tienen muchas de las propie-

dades f́ısicas asociadas a las sales. Tienen momentos dipolares grandes, son solubles en agua y

son sustancias cristalinas con puntos de fusión relativamente altos. Además, los aminoácidos son

anfóteros, ya que pueden reaccionar como ácidos o como bases dependiendo del medio. En disolu-

ción ácida acuosa, un zwitterion de aminoácido es una base que acepta un protón para producir

un catión; en disolución básica acuosa, el zwitterion es un ácido que pierde un protón para formar

un anión. En otras palabras, el carboxilato −CO−
2 , es el que actúa como el sitio básico y acepta un

protón en la disolución ácida, mientras que es el catión amonio, −NH+
3 , el que actúa como sitio

ácido y dona un protón en la disolución básica [11].

1.4.2. Enfermedades asociadas a los aminoácidos

El análisis de la composición de aminoácidos es importante en varios sectores que van desde la

industria alimentaria hasta la salud humana, y es en este último campo, en el que se han descrito

varias enfermedades, principalmente, desordenes metabólicos relacionados con la acumulación o

disminución de diferentes aminoácidos [19].
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Las enfermedades metabólicas se han definido como todas las enfermedades o trastornos que in-

terrumpen el proceso de conversión de alimentos en enerǵıa a nivel celular. Miles de enzimas

participan en numerosas e interdependientes v́ıas metabólicas. En el caso de las enfermedades

metabólicas relacionadas con aminoácidos, estas afectan la habilidad de las células de realizar

reacciones bioqúımicas cŕıticas que intervienen en el proceso de transporte y conversión a enerǵıa

de las protéınas, y otras biomoléculas basadas en aminoácidos. Es debido a esta interconexión

entre rutas metabólicas, que un error simple en una de ellas puede afectar a numerosos procesos

bioqúımicos [20].

El primer trastorno metabólico relacionado a los aminoácidos fue descrito en 1909 por Sir Archibald

Garrod (llamado alcaptonuria), el cual ocasionó que la orina de algunas personas se volviera negra.

El estudio de este trastorno concluyo que el problema era un defecto en el metabolismo de la tirosi-

na con la oxidasa del ácido homogent́ısico. Este transtorno se consideró una enfermedad ya que en

individuos sanos, sólo una muy pequeña cantidad de protéınas de la ingesta se excreta por orina o

heces. Cabe señalar que las protéınas no solo sirven como bases estructurales, sino también pueden

ser metabolizadas como fuente de enerǵıa, generando estructuras carbonadas para la producción

de glucosa o sus derivados como glucógeno o ácidos grasos con el objetivo de mantener los niveles

plasmáticos de glucosa para una fuente rápida de enerǵıa [21]. Para ser utilizados, los aminoácidos

necesitan ser transportados del tracto intestinal a la sangre o ser recuperados de la orina en el riñón.

Por lo tanto, mutaciones en las protéınas requeridas para este transporte presentaran una dismi-

nución en la actividad que puede causar la disminución en la absorción de los aminoácidos de la

dieta y causar su perdida por orina. En la cistinuria hay un incremento en la excreción de cistéına,

ornitina, arginina y lisina en orina, lo que genera cálculos en el riñón. Además, el transporte defec-

tuoso a través de la membrana de los intestinos por la lisina, arginina y ornitina causa intolerancia

a la protéına lisinúrica (LPI). Este trastorno, está caracterizado por la intolerancia a la protéına y

ocasiona diarrea, aumento de peso, osteoporosis y erupciones cutáneas pudiendo llegar a ocasionar

una enfermedad renal y/o pulmonar [20].

Otro ejemplo de enfermedades relacionadas a los aminoácidos es la encefalopat́ıa por glicina (tam-
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bién conocida como hiperglicemia no cetónica), que es un desorden asociado a la acumulación de la

glicina en el fluido cerebroespinal y otros tejidos corporales. La mayoŕıa de los pacientes afectados

lo presentan en el periodo neonatal con convulsiones intratables, tono muscular bajo, retención del

aliento, y los sobrevivientes presentan una discapacidad intelectual profunda. Incluso se ha demos-

trado que alrededor del 15 % lo llegan a presentar hasta la edad adulta, en cuyo caso el desarrollo

de la enfermedad es menor. Este trastorno sigue una herencia autosómica recesiva y su diagnóstico

es muy poco probable, ya que por lo general, no se realizan estudios de los niveles de glicina en el

ĺıquido cefalorraqúıdeo. Las únicas pruebas de confirmación son pruebas genéticas para al menos

tres protéınas que comprenden el complejo enzimático de escisión de la glicina. Es por ello, que se

ha propuesto su detección en recién nacidos por medio de la medición de los niveles plasmáticos

de glicina. Sin embargo, la sensibilidad aún no está clara, ya que la glicina en plasma puede no

estar elevada en este trastorno [21]. También, se ha demostrado que el nivel de d-aminoácidos en

el cerebro humano es un indicador de la enfermedad de Alzheimer [19].

La deficiencia de glutamato formiminotransferasa es una enfermedad causada por la disminución

de la actividad de esta enzima en la degradación de la L-histidina para formar amoniaco, 5,10-

metineltetrahidrofolato y glutamato. Esta enfermedad autosómica recesiva está caracterizada por

un retardo f́ısico y mental, concentraciones séricas elevadas de folato, y la presencia de FIGLU

(ácido formiminoglutámico) en orina después de la administración de histidina, aśı como una de-

ficiencia de L-glutamato [22].

Una de las principales enfermedades relacionadas a la L-lisina es la hiperlisinemia que se caracteriza

por una elevación de la concentración plasmática de lisina cuyos niveles exceden los 600 µmol/L,

y pueden alcanzar hasta 2000 µmol/L, siendo que en una persona sana los valores de referencia se

encuentran en el rango de 111-248 µmol/L. Esta enfermedad es autosómica recesiva, y es causada

por un defecto en la v́ıa catabólica de la lisina en la producción de acetil-CoA que puede llevar a

la generación de complicaciones mayores [23].

Dada la importancia de los aminoácidos en la formación de protéınas y a las diversas funciones que

realizan que son indispensables para el correcto funcionamiento del organismo, aśı como su papel

en las enfermedades relacionadas, es necesario contar con elementos que permitan su correcta iden-
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tificación y cuantificación. Aunque existen métodos que permiten la identificación y separación de

aminoácidos, normalmente son técnicas costosas y complejas. Una manera fácil y económica que se

ha usado para identificar diferentes compuestos tanto volátiles como en solución en general, ha sido

mediante el uso de peĺıculas delgadas como elementos de interacción. En particular, las peĺıculas de

porfirina ya han sido usadas como sensores qúımicos y biológicos, y es por ello, que se consideran

una buena opción para evaluar su selectividad haćıa aminoácidos de diferentes caracteŕısticas.

1.4.3. Cuantificación de aminoácidos

El análisis de aminoácidos emplea técnica basada en la cromatograf́ıa ĺıquida de intercambio ióni-

co, que pertenece a las técnicas anaĺıticas desarrolladas en la década de 1950 por William Stein

y Stanford Moore del instituto Rockefeller, ahora Universidad Rockefeller, en Nueva York. La

técnica comienza con la preparación de un péptido, el cual se descompone en los aminoácidos que

lo constituyen, reduciendo todos los enlaces disulfuro y aislando los grupos -SH de los residuos

de cistéına a través de una reacción SN2 con ácido yodoácetico, e hidrolizando los enlaces amida

mediante el calentamiento con HCl 6 M a 110 ◦C por 24 horas.[11]

Una vez separados, los aminoácidos salen (eluyen) del extremo de la columna cromatográfica mez-

clados con una disolución de ninhidrina, y experimentan una reacción rápida que produce un color

púrpura intenso. El color es detectado por un espectrómetro y se obtiene una gráfica de tiempo de

elución contra la absorbancia en el espectrómetro. Debido a que es reproducible el tiempo requerido

para que un aminoácido dado eluya de la columna estándar, pueden determinarse las identidades

de los aminoácidos en un péptido. La cantidad de cada aminoácido en la muestra se determina

midiendo la intensidad del color purpura que resulta de su reacción con ninhidrina.

En la figura 1.16, se muestran un ejemplo de los resultados del análisis de aminoácidos de una mez-

cla equimolar de 17 α-aminoácidos [11]. T́ıpicamente, el análisis de aminoácidos requiere alrededor

de 100 picomoles (2-3 µg) de muestra para una protéına que contiene alrededor de 200 residuos.[11].

Para los propósitos de este trabajo, la reacción colorimétrica será una técnica indispensable pa-
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Figura 1.16: Gráfica de tiempo de elusión contra absorbancia de 17 α-aminoácidos [11]

ra la cuantificación de aminoácidos, por lo que es necesario comprender la técnica. La reacción

colorimétrica entre los aminoácidos y la ninhidrina ha sido ampliamente estudiada en el pa-

sado, y se sabe que esta reacción produce el mismo producto final con todos los aminoácidos,

diacetohidrindilideno-dicetohidrindamina (DYDA) o el púrpura de Ruhemann.

Hace casi 70 años, Stanford Moore y William Stein introdujeron la ninhidrina como reactivo qúımi-

co para el estudio cuantitativo de aminoácidos. La producción del púrpura de Ruhemann por la

interacción entre aminoácidos y la ninhidrina se inicia por la deshidrataćıon del aminoácido. Esto,

genera una amina terciaria la cual sufre una descarboxilación liberando CO2. Luego, esa amina

terciaria es rehidratada, por lo que se descompone en hidrantina y un aldehido. Posteriormente, la

hidrantina reacciona con otra ninhidrina para lograr finalmente la formación de DYDA o púrpura

de Ruhemann. Todos estos pasos están representados en la figura 1.17 [24].

En la literatura, [24] se ha reportado el uso del púrpura de Ruhemann para la cuantificación de los

aminoácidos haciendo reaccionar la ninhidrina con una disolución de concentración conocida de

aminoácido. Aśı, utilizando el método descrito en las referencias, la concentración de los aminoáci-

dos a analizar se pueden obtener mediante un estudio UV-Vis.
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Figura 1.17: Mecanismo de reacción de la ninhidrina con un aminoácido para formar el púrpura
de Ruhemann [24].

1.5. Hipótesis

Se observará una mayor interacción entre los aminoácidos y las peĺıculas de porfirina que posean

un centro metálico coordinado.

1.6. Objetivos

Objetivo General

Estudiar la interacción de diferentes aminoácidos con peĺıculas fabricadas con tetrafenilporfirinas

con y sin centro metálico.

Objetivos particulares

Fabricar peĺıculas de tetrafenil porfirina sin metal y con centros metálicos de cobre y zinc

usando la técnica de evaporación f́ısica
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Caracterizar las propiedades morfológicas, ópticas e hidrofóbicas de cada peĺıcula inicial

Identificar la afinidad entre peĺıculas de porfirinas sin metal y con metal con diferentes tipos

de aminoácidos

Confirmar si existe un cambio en la morfoloǵıa de las peĺıculas debido al procesos de adsorción

Detectar cambios en los espectros UV-Vis de las peĺıculas de porfirinas después de ser ex-

puestas a aminoácidos

Cuantificar la cantidad de aminoácido que se adsorbe en las peĺıculas formadas

Emplear modelos y cinéticas de adsorción para conocer el tipo de interacción entre cada

sistema

Determinar el sitio de interacción preferencial entre las porfirinas y los aminoácidos usando

técnicas de DFT

Con los resultados obtenidos, concluir si existe algún tipo de selectividad entre las peĺıculas

y los aminoácidos de acuerdo a su cadena lateral



Caṕıtulo 2

Antecedentes

2.1. Porfirina soluble

En años recientes, se han hecho investigaciones en donde se ha logrado el desarrollo de una gran va-

riedad de moléculas funcionalizadas que poseen propiedades fisicoqúımicas bien definidas, capaces

de comportarse como sensores qúımicos y biológicos. Estas nuevas moléculas tendŕıan la capacidad

de alterar su estructura y/o propiedades, dando lugar a parámetros medibles, reproducibles y en

algunos casos reversibles en respuesta a un apropiado est́ımulo externo.

En el campo biomédico, ha sido necesario realizar investigación espećıfica para el desarrollo de

moléculas solubles en agua capaces de realizar un reconocimiento selectivo de analitos para el

diagnóstico bioqúımico de anomaĺıas, o para el desarrollo de nuevas técnicas farmacológicas. En

este ámbito, debido a su papel vital desempeñado en procesos biológicos, las porfirinas metálicas

parecen ser candidatas ideales. Lamentablemente, la estructura caracteŕıstica de las porfirinas las

ubica en compuestos que no son solubles en agua, haciendo que su interacción con otras moléculas

en un ambiente biológico sea prácticamente imposible. Como consecuencia, recientemente se han

sintetizado moléculas de porfirina solubles en medios acuosos que tienen la capacidad de ser recep-

tores moleculares de aminoácidos, polipéptidos, o ADN (ya que los derivados metálicos de porfirina

pueden proporcionar sitios de reconocimiento a través del ion metálico y / o grupos funcionales

activos en posiciones periféricas), etc [25].

En algunos estudios, la insolubilidad de la porfirina en agua ha sido superada por la introduc-

27
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Figura 2.1: Estructura qúımica de una porfirina soluble con centro de cobalto(II). [25]

ción de grupos iónicos (sales de piridinio, carboxilato, unidades de sulfonato, etc.) en posiciones

periféricas de la molécula. Sin embargo, la presencia de la cargas libres parece no modificar las

propiedades de ligando de la porfirina, aunque en algunos casos (como ejemplo, el cruce a través

de membranas celulares), la posibilidad de efectos indeseables debido a la presencia de las cargas

no puede ser excluido. Para minimizar estos efectos, se han diseñado, sintetizado y caracterizado

nuevos derivados de porfirina, (y sus complejos metálicos) en los que la presencia de unidades sin

carga y biocompatibles de poli-(etilenglicol) hidrof́ılico, unidas a las posiciones meso de la porfiri-

na, les da la capacidad no solo de ser solubles, sino también, capaces de interactuar con elementos

biológicos. La estructura de una metaloporfirina soluble en agua se muestra en la figura 2.1 [25].

2.1.1. Espectro UV-Vis en presencia de aminoácidos

Angelini (et. al.) [25], reportaron la modificación de las propiedades espectroscópicas empleando

técnicas de resonancia magnética nuclear, absorción UV-visible y dicróısmo circular de la molécula

5,10,15,20-tetraquis simétrica ρ - [ω-metox́ı-poli(oxietileno)]-fenil porfirina de cobalto (II) (Co-P)

interaccionando con R-L-aminoácidos alifáticos y aromáticos en soluciones acuosas. En particular,

dado que el Co-P es un producto aquiral, la aparición de señales en correspondencia en la región de

la banda de Soret, constituyen evidencia directa de las interacciones entre la Co-P y los aminoáci-

dos aromáticos para formar complejos quirales.

En la figura 2.2, se pueden observar los cambios que sufre el espectro de la Co-P tanto solo, como

después de ser expuesto a diferentes aminoácidos.
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Figura 2.2: Cambios en la zona de la banda de

soret de los espectros de Co-P al ser expuesto a

diferentes aminoácidos [25]

Por ejemplo, en la figura 2.2 a), la por-

firina no se expone a ningún aminoáci-

do, y sin embargo, se reporta un desdobla-

miento en la banda de Soret de la por-

firina que logra su estabilidad después de

10 d́ıas. En la figura 2.2 b) se observa

el espectro de la Co-P en contacto con

alanina en donde el desdoblamiento de la

banda de Soret también es observado, pe-

ro en este caso, se llega a la estabilidad

en 330 minutos. Por último en la figu-

ra 2.2 c), la Co-P ahora expuesta a trip-

tofano muestra un espectro en donde el

desdoblamiento de la banda de Soret lo-

gra su estabilidad en tan sólo 80 minutos

[25].

Con esos resultados se evidencian dos cosas: al

tener ligantes largos, la porfirina sufre un des-

doblamiento en la banda de Soret que al estar

en disolución acuosa, se logra estabilizar aun-

que le toma bastante tiempo; el otro resultados

interesantes es que en presencia de aminoáci-

dos, el desdoblamiento que sufre la banda de

Soret se estabiliza en tiempos menores. Sin em-

bargo, esa cantidad de tiempo se ve afectada

por el tipo de aminoácido con el que la Co-P tiene contacto. Con toda esta información, es posible

que la interacción de los aminoácidos con la porfirina sea en el anillo central, por eso se estabiliza

la banda de Soret en un tiempo menor.
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2.2. Sitios de interacción entre porfirinas y aminoácidos

El reconocimiento molecular de aminoácidos y sus derivados es un tema importante ya que por

ejemplo, puede servir para entender el mecanismo de transferencia del aminoacil ARN sintasa para

reconocer un aminoácido espećıfico y estudiar varios tipos de modos de interacción en la qúımica

molecular. En las últimas décadas, algunos de los estudios han sido enfocado en metaloporfirinas

que actúan como aceptores de aminoácidos, ya que la metaloporfirina puede proporcionar varios

sitios de reconocimiento múltiple a través de su ion metálico central y/o en los grupos funcionales

de las cuatro posiciones meso y ocho posiciones β de pirrol.

Peng et. al. (2000) [26], investigaron un sistema de reconocimiento de aminoácidos, en el que la

molécula anfitrión era un tetrafenilporfirinato de Zinc (II) con un grupo carboxilo en uno de los cua-

tro fenilos en el anillo de la porfirina, mientras que la molécula huésped era un etil-ester-aminoácido.

Figura 2.3: Representación de la interacción entre el tetrafenilporfirinato de Zinc (II) y un etil-
ester-aminoácido [26].

Utilizando estudios de H-RMN, Peng et. al. [26], encontraron que la unión entre el huésped y el

anfitrión era un enlace de coordinación del grupo carbonilo del huésped en el átomo de Zn del anfi-

trión, y un enlace tipo puente de hidrógeno entre el grupo amino del huésped y el grupo carboxilo

del anfitrión. Este es un nuevo tipo de modo de enlace que no se hab́ıa observado para sistemas

de reconocimiento previos. Lo anterior, pudo haber sido causado por una afinidad especialmente

fuerte entre el hidroxilo en el grupo carboxilo del anfitrión con el nitrógeno del grupo amino del
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huésped, como se muestra en la figura 2.3. Además, parece que los sustituyentes de la porfirina

tienen un efecto importante sobre la unión de los ésteres de aminoácidos al tetrafenilporfirinato de

Zinc (II) [26].

2.3. Interacción aminoácido - porfirinas inmovilizadas

Hasta la fecha, no se encuentran reportados en la literatura estudios centrados en la interacción de

aminoácidos con peĺıculas puras de porfirinas. Sin embargo, Awawdeh et. al. (2003) [27], utilizaron

una meso-tetra-(4-sulfonatofenilo)-porfirina (TPPS) (figura 2.4), la cual fue inmovilizada en una

membrana porosa para formar una especie de recubrimiento a manera de agente sensible y selectivo

para diferentes L-aminoácidos a pH 7 [27].

Figura 2.4: Representación de la molécula de meso-tetra-(4-sulfonatofenilo porfirina) [27]

Los L-aminoácidos que se usaron en el trabajo de Awawdeh et. al. [27], fueron seleccionados no

sólo por ser aminoácidos esenciales, sino también, por poseer caracteŕısticas especiales dadas por

su cadena lateral. Por ejemplo, la cadena lateral de la arginina es catiónica, la glicina es de tipo

no polar, la histidina también es catiónica, y por último, la serina es polar.
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2.3.1. Modificaciones en las bandas de Soret

Awawdeh et. al. [27] hicieron mediciones espectrofotométricas a la porfirina fijada en la membrana

y posteriormente la expusieron a diferentes aminoácidos. Acto seguido, repitieron las mediciones

espectrofotométricas para identificar diferencias entre el antes y después de la exposición, repor-

tando cambios en el espectro de absorción. Ellos hicieron un tratamiento en donde tomaron el

espectro que se tuvo después de la exposición al aminoácido, y lo restaron al espectro original. A la

diferencia entre ambas señales, le sacaron la segunda derivada que les dio como resultado un pico

y un valle. El pico correspondió a la banda de Soret del espectro original, y el valle, es la banda

de Soret en presencia del aminoácido. Esto queda más claro en la siguiente figura 2.5

Figura 2.5: Diferentes espectros de la interacción entre TPPS y varios aminoácidos a pH 7 [27]

Los cambios que los autores reportan, son modificaciones en la banda de Soret de la porfirina,

principalmente, a manera de corrimientos hipsocrómicos como se observa en la tabla mostrada en

la figura 2.6.

Adicionalmente, Awawdeh et. al. [27] concluyen que los corrimiento hipsocrómicos como resultado
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Figura 2.6: Tabla de picos y valles para diferentes aminoácidos

de la interacción de los aminoácidos con la molécula TPPS se dan en función del tipo de interacción

entre la porfirina y el aminoácido en cuestión. Dicha interacción, esta dada por el grupo funcio-

nal activo de los aminoácidos. Esto hace posible distinguir cualitativamente cuatro aminoácidos

diferentes a un nivel nanomolar. Además, el resultado sugiere que es factible cuantificar diversos

aminoácidos en ĺıquidos usando esta metodoloǵıa.

A pesar de los promisorios resultados de Awawdeh et. al. [27] en relación a poder emplear las porfi-

rinas en estado sólido para diferenciar distintos aminoácidos, a la fecha, no se encontraron trabajos

que hayan seguido esta ĺınea de investigación, por lo que en este trabajo se van a investigar estas

interacciones.



Caṕıtulo 3

Metodoloǵıa

3.1. Compuestos utilizados

Las porfirinas utilizadas en este trabajo fueron 5, 10, 15, 20-tetrafenil-porfirina (H2TPP), STREAM

CHEMICALS S/L, la 5, 10, 15, 20-tetrafenil-Zn-porfirina (ZnTPP). TCl Lot.S70-FC-MO y la 5, 10,

15, 20-tetrafenil-Cu-porfirina (CuTPP) Aldric Chemistry Lot.No. MKBR6622V. Los aminoácidos

L-Glicina Lot.No. MKBV5513V, L-Serina Lot.No. SLBR7980V, L-Arginina Lot.No. MKBX9645V,

L-lisina Lot.No. BCBW8728 y ácido mono sódico L-Glutámico Lot.No. SLBS2424V fueron obte-

nidos en Sigma-Aldrich. Para la identificación de los aminoácidos en las disoluciones residuales se

ocupó Ninhidrina Lot.No. BCBT4744. Todos los compuestos empleados fueron de grado anaĺıtico

y se usaron como fueron recibidos.

3.2. Selección de aminoácidos

La selección de los aminoácidos utilizados en este proyecto esta basada en lo reportado por Awaw-

deh et. al. [27], en referencia a que se eligieron con base en las caracteŕısticas fisicoqúımicas de su

grupo R o cadena variable. Es por eso, que se escogió la arginina que tiene carga (+), la glicina que

es “no polar”, el glutamato que tiene carga (−), la lisina tiene carga (+) pero posee una cadena

lateral más larga, y finalmente, la serina que es “polar”.

34
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3.2.1. Preparación de disoluciones

Para asegurar que hubiera la mayor interacción posible por parte de los aminoácidos con las peĺıcu-

las de porfirinas, se utilizó un buffer de fosfatos a pH = 7.0. De acuerdo a reportes en la literatura

se sugieren este valor como el idóneo para la interacción [17]. La preparación de esta solución se

describe a continuación:

Se utilizó ácido fosfórico (H3PO4) y fosfato trisódico (Na3PO4) para preparar una solución a pH 7,

sabiendo que el valor de pka para el par ácido-base utilizado es de 7.4, y que la concentración final

de la disolución a preparar era de 5x10−3 M en un volumen total de 3 L. Se utilizó la ecuación de

Hendersson Hasselbach para llevar a cabo este procedimiento.

pH = pka + log

(
[base]

[ácido]

)
(3.1)

Sustituyendo el valor del pH que buscamos y del pka que ya sabemos, se tiene:

7.00 = 7.40 + log

(
[base]

[ácido]

)
(3.2)

De la ecuación anterior y despejando los valores numéricos, se tiene:

7.00− 7.40 = log

(
[base]

[ácido]

)
(3.3)

−0.40 = log

(
[base]

[ácido]

)
(3.4)

Ahora, a la ecuación anterior se le aplica un antilogaritmo para obtener:
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10−0.40 =

(
[ácido]

[base]

)
(3.5)

Despejando el valor del ácido se tiene:

[ácido] = 10−0.4 [base] (3.6)

Con esta ecuación, se pudo obtener la concentración de la base, ya que se buscaba que la concen-

tración final del buffer fuera de 5x10−3

5x10−3 = [ácido][base] (3.7)

Por lo tanto:

5x10−3 = 10−0.4 [base] + [base] (3.8)

[base] =
5x10−3

1 + 10−0.4
= 1.42x10−3mol

L
(3.9)

Mientras que para el ácido se tiene:

[ácido] =
5x10−3

1 + 10−0.4
∗ 0.005 = 3.57x10−3 mol

L
(3.10)

Como se prepararon 3 L de la disolución buffer, y teniendo en cuenta los valores de pureza de los

reactivos, para el ácido fosfórico (H3PO4) se tiene:
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[H3PO4] = 3.57x10−3 mol

L

3 L

1

48 g

mol

 1mL

1.68 g

 85

100

= 0.528mL (3.11)

Por otro lado, para el fosfato trisódico (Na3PO4) se tiene:

[Na3PO4] = 1.42x10−3 mol

L

3 L

1

163.94 g

mol

 96

100

= 0.660 g (3.12)

Una vez preparado el buffer de fosfatos con esta disolución, se prepararon 100 mL de disolución

a 4000 ppm de aminoácido para poder asegurar que la disolución preparada a la concentración

requerida, garantizará la repetibilidad y reproducibilidad del experimento.

4000
mg

L

0.1 L

 = 400 mg = 0.4 g (3.13)

Para todos los aminoácidos se utilizaron 0.4 g para preparar las disoluciones concentradas. A partir

de estas disoluciones se tomaron aĺıcuotas para preparar 20 mL de disolución con una concentra-

ción de 1000 ppm de aminoácido, siendo esta la concentración usada en las disoluciones con las

que se pusieron en contacto las peĺıculas de porfirinas.

aminoácido =
20mL ∗ 1000 ppm

4000 ppm
= 5mL (3.14)

Por lo tanto, para preparar las disoluciones de 20 mL a 1000 ppm de aminoácido, se utilizaron

5 mL de la disolución concentrada de los aminoácidos utilizando como disolvente el buffer de fosfato.

La disolución de ninhidrina que se ocupo para cuantificar los aminoácidos remanentes se preparo

utilizando el buffer de fosfato. Aqúı, se definió que la concentración más alta fuera de 0.013 M para

la glicina. Con esta información, se adecuo la concentración máxima de ninhidrina para obtener la

curva de calibración correspondiente.
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0.1
mol

L
|0.2 L| = 0.02mol de ninhidrina (3.15)

0.02mol x 178.14
g

mol
= 3.56 g de ninhidrina (3.16)

Para preparar 200 mL de la disolución a 0.1 M de ninhidrina, se ocuparon 3.56 g de ninhidrina, y

para determinar la cantidad de aminoácido remanente, se calculó el volumen de la alicuota que se

ocupaŕıa:

V ol alicuota =
0.013mol/L ∗ 25mL

0.1mol/L
= 3.25mL (3.17)

El mismo procedimiento se realizó para los demás aminoácidos.

3.3. Preparación de sustratos

Los sustratos utilizados en este proyecto fueron vidrio y discos de cuarzo para emplear la microba-

lanza, los cuales fueron previamente tratados (limpiados) para depositar las peĺıculas de porfirinas.

3.3.1. Vidrio

El vidrio deb́ıa de estar libre de polvo y residuos orgánicos con el fin de evitar defectos en las

peĺıculas que pudieran interferir con las mediciones morfológicas y ópticas. Es por eso, que el la-

vado de estos sustratos fue agresivo. Para ello, se utilizó una disolución “piraña”, la cual es una

mezcla de ácido sulfúrico (H2SO4) con peróxido de hidrógeno (H2O2) [28].

Procedimiento:
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1. Medir en proporción de 3:1 el H2SO4 y el H2O2, respectivamente.

2. Una vez medidos los reactivos, se agrega lentamente el ácido al peróxido y se mezcla lenta-

mente.

3. La disolución “piraña fue agregada lentamente a los sustratos previamente acomodados en

el fondo de un recipiente de vidrio, procurando que fueran cubiertos completamente por la

disolución, la cual se mantuvo a ≈ 70◦C.

4. Al terminar el calentamiento, se retiraron los sustratos de la disolución y se enjuagaron con

agua de tipo milli-Q. Posteriormente, se colocaron en otro recipiente de vidrio limpio, en

baño sónico por 5 minutos. Finalmente, los sustratos se secaron con aire comprimido y se

guardaron hasta su uso.

3.3.2. Discos de cuarzo

Los discos de cuarzo tienen una peĺıcula delgada de Cr/Au la cual es muy delicada, por lo que la

limpieza de estos sustrato se realizó con un método menos agresivo, siendo:

1. Usar detergente diluido en agua milli-Q para cubrir el cuarzo, en baño sónico por 10 minutos.

2. Se retiró el detergente y se enjuago con agua milli-Q en baño sónico por 10 minutos.

3. Se intercambio el agua, por acetona y se dejo en baño sónico por 10 minutos.

4. Se cambió la acetona por isopropanol repitiendo el baño sónico por otros 10 minutos. Final-

mente, se secaron los cuarzos con aire comprimido.

3.4. Formación de peĺıculas v́ıa evaporación térmica

Para el depósito f́ısico en fase vapor se utilizó una evaporadora térmica NORM Vacuum modelo

VCM 600 (figura 3.1), y sustratos de vidrio y cuarzo previamente lavados.

Los sustratos fueron colocados en la cámara de vaćıo junto con la porfirina a evaporar, y el proceso

de depósito se llevó a cabo a una presión del orden de 10−5 mbar a temperatura ambiente. Cabe
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Figura 3.1: Evaporadora f́ısica en fase vapor

señalar que todas las evaporaciones se realizaron con las mismas condiciones experimentales. Una

vez fabricadas las peĺıculas, se guardaron hasta el momento de su caracterización.

3.5. Caracterización de las peĺıculas

Las peĺıculas interaccionaron con las disoluciones preparadas en un buffer de fosfato a pH = 7,

con 1000 ppm de aminoácido (figura 3.2) durante dos horas. Luego, se retiraron, se secaron con

aire comprimido y fueron caracterizadas utilizando diversas técnicas para conocer los cambios f́ısico

y qúımicos de las peĺıculas que permitieran identificar diferencias por el contacto con el aminoácido.

3.5.1. Microscopia electrónica de barrido (SEM)

La caracterización por microscopia electrónica de barrido (SEM por sus siglas en inglés) se llevó

a cabo con un microscopio electrónico de barrido de ultra-alta resolución (JEOL JSM-7800F, fi-

gura 3.3 a)). Para obtener las imágenes de las superficies de las muestras, se utilizaron electrones

secundarios a voltajes menores de 5 kV y distancias de trabajo menores de ∼ 10 mm. En la figura

3.3 b), se muestra el montaje de las peĺıculas al momento del estudio.
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Figura 3.2: Peĺıculas de porfirina sumergidas en una disolución de aminoácido

Figura 3.3: a) Microscopio electrónico de barrido de ultra-alta resolución (JEOL JSM-7800F), b)
peliculas preparadas para ser analizadas por SEM

3.5.2. Microscopia de Fuerza atómica (AFM)

La caracterización de las peĺıculas por microscopia de fuerza atómica se llevó a cabo con un mi-

croscopio JEOL JSPM 4210 (figura 3.4). Para este estudio, se empleó el modo intermitente o

“tapping”debido a la naturaleza orgánica (suave) de las peĺıculas. Se realizaron barridos de 20 µm

por lado sobre la superficie de las peĺıculas para conocer su morfoloǵıa y rugosidad.
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Figura 3.4: Microscopio de fuera atómica JEOL JSPM 4210

3.5.3. Espectros UV-Vis de las peĺıculas de porfirina

La caracterización por UV-Vis se hizo con un equipo de doble rayo CT-8600 spectrophotometer

de E–Chrom Tech Co., Ltd., con un rango entre los 300 y 900 nm. Se tomaron mediciones de las

peĺıculas antes y después de tener contacto con las disoluciones de los aminoácidos, para identifi-

car posibles cambios en los espectros de absorción debido a la presencia de los aminoácidos en las

peĺıculas.

Figura 3.5: Espectrofotometro de doble rayo CT-8600 spectrophotometer de E–Chrom Tech Co.,
Ltd.
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3.6. Cuantificación de aminoácidos

3.6.1. Curvas de calibración

Para cuantificar los aminoácidos residuales, se tuvieron que determinar primero curvas de cali-

bración para cada uno de ellos con el espectrofotómetro. Se hicieron disoluciones a pH = 7 de

concentración conocida de aminoácido en un rango de 30 a 100 ppm. A estas disoluciones se les

agrego ninhidrina para formar el purpura de Ruhemann. Una vez que hubo coloración, se hicieron

mediciones espectrofotométricas para obtener los diferentes valores de absorbancia asociados a ca-

da valor de concentración conocida (figura 3.6).

Figura 3.6: Diferentes gradas de coloración para hacer una curva de coloración de la serina a
diferentes concentraciones

Una vez obtenidos todos los espectros de las disoluciones a diferente concentración para cada

aminoácido, se empleó el valor de la absorbancia a 570 nm de acuerdo con varias referencias bi-

bliográficas, para hacer un ajuste de mı́nimos cuadrados, y aśı, obtener una ecuación lineal que

describa el comportamiento de la concentración en función de la absorbancia [29, 24].

3.6.2. Cuantificación de aminoácido residual y adsorbido

Después de la interacción de las peĺıculas de porfirina con las disolucines de aminoácidos a pH = 7,

a las disoluciones remanentes, se les agrego una alicuota de 3.25 mL de la disolución de ninhidrina

de concentración 0.1 M aforando con buffer de fosfatos hasta 25 mL. Después de que se llevó acabo

la reacción entre ambos reactivos, se tomó una alicuota de 0.5 mL aforados a un volumen de 5 mL

(figura 3.7). Por último, a la disolución diluida, la cual ya contiene el púrpura de Ruhemann, se le

hicieron mediciones con el equipo UV-Vis para obtener el espectro de absorción. Una vez obtenido

el espectro, se utilizó la curva de calibración para determinar la concentración del aminoácido en
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la disolución residual.

Figura 3.7: Última dilución de la muestra de purpura de Ruhemann para ser analizadas en el
espectrofotometro

Una vez que se determinó la concentración del aminoácido en la disolución residual, usando una

diferencia, se pudo conocer la cantidad de aminoácido que fue adsorbido por la peĺıcula.

3.7. Isotermas de adsorción de aminoácido en peĺıculas

Una vez que se determino la concentración de aminoácido que las peĺıculas son capaces de adsorber,

se decidió hacer un estudio de isotermas de adsorción. Para ello, las peĺıculas de porfirinas fueron

sumergidas en disoluciones a pH 7 de diferentes concentraciones de aminoácidos (750, 1000, 1500,

2000 y 3000 ppm) durante dos horas. Para este estudio, los aminoácidos utilizados fueron aquellos

que mostraron una mayor y menor afinidad a las peĺıculas de porfirinas. En el caso de la CuTPP,

se sumergió en arginina y serina, mientras que para la H2TPP y ZnTPP fueron la lisina y serina,

respectivamente.

Se utilizó la metodoloǵıa ya descrita para conocer la concentración del aminoácido residual y ad-

sorbido. Con los datos de la concentración de aminoácido adsorbido en las peĺıculas, se determinó

el modelo de adsorción que mejor describ́ıa la interacción entre la peĺıcula y el aminoácido. Los

modelos comparados fueron la isoterma de Langmuir, que describe una adsorción en monocapa, y

el modelo de Freundlich, el cual describe una adsorción en multicapas. [30]
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3.8. Cinética de adsorción de aminoácidos en peĺıculas

Seguiendo con los estudios de adsorción, también se realizaron cinéticas de adsorción. Para ello,

las peĺıculas de porfirinas fueron sumergidas a diferentes tiempos (30 min, 1, 2, 3 y 4 h) a pH = 7

y 1000 ppm, en soluciones con los aminoácidos que mostraron una mayor y menor afinidad a las

peĺıculas de porfirinas, como ya se explico en el experimento de las isotermas de adsorción.

Utilizando la metodoloǵıa ya descrita para conocer la concentración del aminoácido residual y ad-

sorbido, se usaron los datos del aminoácido más y menos adsorbido en las peĺıculas para determinar

las cinéticas correspondientes. Se emplearon los modelos de pseudo-primer orden (que indicaŕıa que

la adsorción se da v́ıa fisisorción) y pseudo-segundo orden (que mostraŕıa que la adsorción se da a

través de una quimisorción) en todos los casos [30].

3.9. Microbalanza de cuarzo

Para conocer no solo la cantidad en masa de aminoácido que puede adsorber la peĺıcula de porfirina,

sino también la velocidad y comportamiento del proceso de adsorción, se utilizó una microbalanza

SRS Inc. figura 3.8). Para este estudio, se colocó 1 mL de disolución de aminoácido a 1000 ppm

sobre un disco de cuarzo (al que previamente se le evaporo una peĺıcula de porfirina), para seguir

los cambios en masa durante dos horas.

Figura 3.8: Disco de cuarzo en la microbalanza
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3.10. Ángulo de contacto

Las mediciones del ángulo de contacto dependientes del tiempo se realizaron para todas las disolu-

ciones de aminoácidos con un goniómetro comercial, en condiciones ambientales. En este estudio,

se siguió el cambio en la forma de la gota de disolución de aminoácido durante 60 s (figura 3.9),

para investigar la afinidad y el fenómeno cinético de mojado en la superficie.

Los volúmenes de las gotas fueron iguales en todos los casos.

Figura 3.9: Fotograf́ıa de una gota de agua al entrar en contacto con una peĺıcula de porfirina

La respuesta de la adsorción como función del ángulo de contacto fue graficada con respecto al

tiempo en todos los casos, y la forma de la curva fue ajustada empleando diferentes modelos ma-

temáticos de acuerdo al tipo de forma obtenida para conocer los parámetros cinéticos de adsorción.

3.11. Cálculos empleando la teoŕıa de funcionales de la

densidad (DFT)

Finalmente, para comprender los resultados experimentales, se usó la teoŕıa de funcionales de la

densidad (DFT) empleando el programa Gaussian en la supercomputadora Miztli de la UNAM.

Como ello, inicialmente, se investigaron las geometŕıas optimizadas para cada molécula de porfirina

(Cu, H2, y Zn) y aminoácido de manera independiente. También, se investigaron las interacciones

entre las porfirinas y los aminoácido de mayor y menor adsorción, para determinar la enerǵıa de

enlace y los sitios de adsorción preferenciales.
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En todos los casos, se comenzó con diferentes configuraciones iniciales y se analizaron las que

obtuvieron la enerǵıa más baja. Para estos estudios, las simulaciones se realizaron en agua para

emular las condiciones experimentales, ya que la interacción principal entre ambos sistemas se dio

en presencia del buffer. Para todos los cálculos, se empleó la base DFT B3LYP/6-31g(d), ya que se

ha observado que este funcional exhibe buenos resultados para este tipo de moléculas de acuerdo

con datos experimentales [31].



Caṕıtulo 4

Resultados y Discusión

4.1. Caracterización de las peĺıculas

Después de obtener las peĺıculas v́ıa depósito por evaporación f́ısica, se realizó una comparación

visual para determinar que las peĺıculas fueran uniformes y con la menor cantidad de defectos

posibles.

Figura 4.1: Peĺıculas obtenidas mediante evaporación f́ısica

En la figura 4.1, se observa que las peĺıculas obtenidas de evaporación f́ısica son homogéneas, ya

que poseen un color uniforme. Además, no presentan agregados macroscópicos por lo que tuvieron

caracteŕısticas idóneas para su uso posterior como elementos de detección.

4.2. Microscopia electrónica de barrido (SEM)

Debido al soporte de vidrio y a la naturaleza orgánica de las peĺıculas, estas se cargaban y se

quemaban rápidamente a pesar de que las peĺıculas de porfirinas pueden presentar comportamien-

48
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tos semiconductores. Para mejorar las condiciones de adquisición y obtener imágenes de buena

calidad de acuerdo a las condiciones mencionadas en la metodoloǵıa, las muestras se aterrizaron a

la platina del microscopio para evitar el exceso de carga estática.

A continuación, se presentan las imágenes SEM obtenidas para las peĺıculas de CuTTP, H2TPP y

ZnTPP antes y después de ser expuestas a los diferentes aminoácidos.

4.2.1. Análisis de las imágenes SEM de la peĺıcula CuTPP

Figura 4.2: Imágenes SEM a 5000X, obtenidas para el sistema CuTPP sin aminoácido y con los
diferentes aminoácidos utilizados

En la figura 4.2 a), se puede ver el aspecto de la peĺıcula de tetrafenilporfirina de cobre sin aminoáci-

do como una superficie lisa y plana. En la esquina superior izquierda la figura 4.2 b), se muestra

la superficie después de la interacción con arginina. Aqúı, se ve una peĺıcula compacta con algunos

poros aleatorios, y además, agregados sobre la peĺıcula de tipo globular de diferentes formas y
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dimensiones, teniendo el más grande alrededor de 3 µm de diámetro.

Dado que la textura de las estructuras globulares es similar a la interfaz de la peĺıcula, es posible

que se hayan formado con el mismo material, en su caso, la arginina.

En la figura 4.2 c), después de la interacción con glutamato, se observa la formación de una peĺıcula

de tipo ramificado que se extiende a lo largo de la superficie de la porfirina. Las regiones brillan-

tes y oscuras en esta imagen sugieren la presencia de zonas con diferentes espesores, siendo las

estructuras más gruesas las que están en las regiones tipo rama. En la figura 4.2 d) derivado de

la interacción con glicina, se observa la formación de una capas compactas de varios tamaños que

parece estar creciendo sobre la superficie de la porfirina en forma de islas. En la esquina superior

izquierda también se parećıa un crecimiento tipo ramificado como en el caso del glutamato.

Figura 4.3: Imágenes SEM a 5000X, obtenidas para el sistema CuTPP sin aminoácido y con los
diferentes aminoácidos utilizados

Por otro lado en la Figura 4.3 e), después del contacto con lisina, se observa una peĺıcula compacta

con caracteŕısticas granulares de varias dimensiones en la interfaz. Finalmente, en la figura 4.3 f)

asociada a la exposición con serina, se exhibe una interfaz granular donde los granos se distribuyen

aleatoriamente formando zonas con agregados de baja y alta densidad. Además, la nueva peĺıcula

muestra algunos defectos donde se observa claramente la ausencia de granos correspondientes al

aminoácido. Dada la diferencia en tonos de grises de las distintas zonas de la interfase, se puede

inferir que la serina podŕıa estar creciendo en forma de capas en la superficie de la porfirina.
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4.2.2. Análisis de las imágenes SEM de la peĺıcula H2TPP

A continuación se muestran imágenes SEM de las peĺıculas H2TPP antes y después de las interac-

ciones con aminoácidos. A partir de estas imágenes, está claro que existe una diferencia importante

con respecto a la morfoloǵıa de la superficie en términos de las caracteŕısticas de los aminoácidos.

En la figura 4.4 a), se muestra la peĺıcula de porfirina libre de metal muy plana y lisa antes de la

interacción.

Figura 4.4: Imágenes SEM a 5000X, obtenidas para el sistema H2TPP sin aminoácido y con los
diferentes aminoácidos utilizados

Después de la inmersión en los aminoácidos, en todos los casos, la superficie expuesta mostró una

cobertura superficial completa sin poros evidentes o zonas sin recubrir, lo que sugiere una buena

interacción entre la peĺıcula de porfirina H2TPP y los aminoácidos. Además, las estructuras en la

interfaz muestran un crecimiento 3D en todos los casos. Por ejemplo, las figuras 4.5 c), d) y f)

correspondientes al glutamato, glicina y serina, respectivamente, exhibieron grandes agregados en

la superficie, siendo la glicina la que mostró las estructuras más grandes (2.5 µm).

Por otro lado, las figuras 4.4 b) y 4.5 e), correspondientes a la arginina y la lisina respectivamente,

ambas cargadas positivamente a valores de pH neutro, mostraron las superficies más regulares. La

interfaz de la lisina tiene un aspecto granular con estructuras de tamaño pequeño, mientras que la

superficie con arginina muestra una apariencia compacta tipo fibroso de apariencia bidimensional.
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Figura 4.5: Imágenes SEM a 5000X, obtenidas para el sistema H2TPP sin aminoácido y con los
diferentes aminoácidos utilizados

4.2.3. Análisis de las imágenes SEM de la peĺıcula ZnTPP

Las imágenes SEM de las superficies de ZnTPP antes y después de la interacción de aminoácidos

se muestran en la figura 4.6. En la parte superior izquierda, se ve la superficie de porfirina pura

cuya aspecto es plano y homogéneo (ver figura 4.6 a)).

Por otro lado, la superficie modificada por glicina (figura 4.6 d)) exhibe una peĺıcula compacta con

pequeños agregados dispersos al azar en la interfaz. A su vez, la superficie modificada con serina

muestra una interfaz con muchos núcleos de dimensiones similares y formas tipo esféricas, lo que

sugiere la formación de agregados como respuesta a interacciones tipo hidrofóbicas. Vale la pena

notar que la textura de la interfaz de la serina es diferente a la de la glicina a pesar de ser similares

a escala macroscópica.

La superficie con lisina como se ve en la figura 4.6 e) se muestra con agregados de forma circular
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Figura 4.6: Imágenes SEM a 5000X, obtenidas para el sistema ZnTPP sin aminoácido y con los
diferentes aminoácidos utilizados

cuyas dimensiones están en el intervalo entre 0.2 y 0.5 µm. Finalmente, se puede observar un

aspecto similar para las figuras 4.6 b) y c), con superficies modificadas por arginina y glutamato,

respectivamente. Además de presentar una peĺıcula compacta homogénea en la superficie de la

porfirina, se ven estructuras entre 0.1 y 1 µm de forma alargada que alcanzan hasta 4 µm de

longitud.
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4.3. Microscopia de Fuerza atómica (AFM)

Mediante la técnica de AFM fue posible conocer el grosor de las peĺıculas de porfirinas obtenidas

v́ıa evaporación f́ısica. Este parámetro es importante, ya que no solo garantiza la homogeneidad

de la peĺıcula, sino también da idea de la cantidad de material depositado dado la masa inicialde

evaporación. Adicionalmente, con AFM fue posible conocer la forma, dispersión tridimensional y

rugosidad de las peĺıculas de porfirinas antes y después de la interacción con los aminoácidos, como

se verá mas adelante.

Figura 4.7: a) Imagen AFM de 100 µm por lado, de una peĺıcula de porfirina estructurada, b)
perfilometŕıa de la peĺıcula a lo largo de una dirección lineal

En la figura 4.7 a), se muestra una peĺıcula de porfirina con ciertas periodicidades que permitieron

conocer el espesor de la peĺıcula. Mediante el uso del programa WSxM 5.0 Developed 7.0 [32] de

uso libre para análisis de imágenes de AFM, se proceso la imagen para conocer el espesor de la

peĺıcula. En la figura 4.7 b) se aprecia la perfilometŕıa de la imagen, en donde se pueden ver las

crestas y los valles del arreglo (que caen en los mismo valores para las diferentes periodicidades),

obteniendo una peĺıcula homogénea de espesor promedio de ≈ 275 nm.

4.3.1. Análisis de las imágenes de AFM de la peĺıcula CuTPP

La figura 4.8 a) pertenece a la peĺıcula CuTPP sin contacto con aminoácido. Aqúı, se observa una

superficie muy lisa y libre de defectos. Por otro lado, en las figuras 4.8 d) y 4.8 e), pertenecientes

a la interacción con glicina y lisina, respectivamente, se observan superficie con agregados de di-
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mensiones que vaŕıan entre 0.2 y 2 µm de tipo circular.

Figura 4.8: Imágenes AFM de 20 µm por lado, obtenidas para el sistema CuTPP, a) sin aminoácido,
b) Arg, c) Glu, d) Gly e) Lys y f) Ser

En la figura 4.8 b) perteneciente a la interfaz modificada por la presencia de arginina, se observan

además de los agregados, dos regiones de una peĺıcula ramificada que crece en diferentes zonas

en la superficie. Esta caracteŕıstica es similar a la figura 4.2 c) de la superficie modificada con

glutamato, como se vio con SEM. Esto sugiere, que al inicio del crecimiento de la peĺıcula y a

menores escalas, el crecimiento de ambos aminoácidos es similar.

Finalmente, en la figura 4.8 c) se muestra una superficie plana con la formación granos pequeños
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en el fondo de la imagen, aśı como de agregados grandes que miden entre 2 y 5 µm. En la figura

4.8 f) se observan la formación de agregados más grandes que en las otras imágenes, sin embargo,

no llegan a tener más de 2 µm de diámetro. En todos los demás casos, las superficies muestran

la presencia de granos pequeños y grandes de forma irregular distribuidos de forma dispersa en la

superficie de la peĺıcula de CuTPP original.

4.3.2. Análisis de las imágenes AFM de la peĺıcula H2TPP

Ahora se muestran los resultados de AFM de las muestras de H2TPP. Como se esperaba, la peĺıcula

de H22TPP sin interacción exhibió una superficie muy lisa y compacta. Es interesante resaltar que

todas las demás interfases muestran diferentes caracteŕısticas. Por ejemplo, la peĺıcula en contacto

con glicina, (figura 4.9 d) muestra una modificación en la superficie de la peĺıcula de forma irregular

con agregados de varios tamaños en diferentes regiones del sustrato.

La muestra que estuvo en contacto con serina (figura 4.9 f)) muestra una peĺıcula de tipo granular

con regiones de agregados de alta y baja densidad. Por otro lado, las figuras 4.9 b) y c), corres-

pondientes a las peĺıculas que estuvieron en contacto con arginina y glutamato, respectivamente,

presentan un aspecto similar que se asemeja a una peĺıcula incompleta con agregados de diferentes

formas. Finalmente, la figura 4.9 e), muestra una superficie plana cubierta con núcleos de diámetro

pequeño (alrededor de 200 nm) y escasos agregados de tamaño mayor.

4.3.3. Análisis de las imágenes AFM de la peĺıcula ZnTPP

Las imágenes de AFM obtenidas para la peĺıcula de ZnTPP, se muestran a continuación. La peĺıcu-

la de porfirina de zinc sin aminoácido, figura 4.10 a), exhibe una superficie granular en contraste

con las superficies lisas que mostraron las peĺıculas puras de CuTPP y H2TPP. Esto también se

evidencia con la altura máxima en la peĺıcula de acuerdo a la barra de altura de la misma imagen.

De manera general, todas las imágenes de este grupo poseen la presencia de agregados a lo largo

de la interfaz cuyas caracteŕısticas son similares a sus contra partes de SEM (figura 4.6), donde

las caracteŕısticas de la superficie sugieren interacciones de tipo hidrofóbico entre esta peĺıcula de
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Figura 4.9: Imágenes AFM de 20 µm por lado, obtenidas para el sistema H2TPP, a) sin aminoácido,
b) Arg, c) Glu, d) Gly, e) Lys y f) Ser.

porfirina y los aminoácidos bajo estudio. Este detalle resalta en la figura 4.10 b), en donde se

observa un área que no tiene formación de agregados. Del mismo modo se observa dicho compor-

tamiento en la figura 4.10 c). Sin embargo, es este caso, hubo la formación de estructuras grandes

tridimensionales de un tamaño entre 2 y 5 µm. Por último, la figura 4.10 e), muestra la formación

de agregados pequeños de ≈ 0.2 µm distribuidos a lo largo de la superficie.

Para finalizar, el análisis de las peĺıcula con la técnica de AFM permitió la obtención de los valores

de rugosidad de las peĺıculas antes y después de estar expuestas a los aminoácidos, los cuales se

resumen en la tabla 4.1. Aqúı, se aprecia que hay un gran cambio en la rugosidad debido a la
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Figura 4.10: Imágenes AFM de 20 µm por lado, obtenidas para el sistema ZnTPP, a) sin aminoáci-
do, b) Arg, c) Glu, d) Gly, e) Lys y f) Ser.

presencia de los aminoácidos adsorbidos. Sin embargo, no se observa una correlación para el valor

máximo o mı́nimo de la rugosidad entre el tipo de peĺıcula y un aminoácido en particular.

Sin Aminoácido
(nm)

Arginina
(nm)

Glicina
(nm)

Glutamato
(nm)

Lisina
(nm)

Serina
(nm)

CuTPP 1.39 12.79 25.01 20.30 20.96 14.48
H2TPP 1.39 0.07 32.01 26.41 12.21 28.54
ZnTPP 3.05 16.32 11.49 29.57 0.06 9.06

Tabla 4.1: Se muestran los valores de rugosidad para cada peĺıcula de porfirina antes y después de
la interacción con los aminoácidos



CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 59

4.4. Espectros UV-Vis de las peĺıculas de porfirina

Los datos de absorbancia UV-Vis para las tres peĺıculas antes y después de las interacciones con

todos los aminoácidos se muestran a continuación. En este caso, todas las gráficas se normalizaron

para eliminar la influencia del grosor de las peĺıculas reflejada en la intensidad de absorbancia en

las gráficas.

Figura 4.11: Espectros UV-Vis de la peĺıcula de CuTPP antes y después de interaccionar con los
todos los aminoácidos

En la figura 4.11, se observan los espectros de UV-Vis de la peĺıcula CuTPP antes y después de la

interacción con todos los aminoácidos. De manera general, se puede observar que la posición del

pico de Soret mantiene su máximo en 424 nm para todos los casos.

Aunque existen similitudes entre las bandas de Soret de todas las muestras, se observan ligeros

cambios en el ancho de los picos en comparación con la peĺıcula pura, esto es, son más estrechos

para las peĺıculas después de la interacción. Los cambios anteriores pueden deberse a la interacción

aminoácido-porfirina, la cual parece que modifica los grados de libertad del sistema reduciendo

ligeramente el ancho del pico de Soret debido a una disminución en la deslocalización electrónica.
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Por otro lado, en la región de la banda Q únicamente se observa un pico predominante alrededor

de los 544 nm para todas las muestras. Reportes anteriores posicionan el pico α de la metaloporfi-

rina alrededor de esa longitud de onda, siendo este el pico dominante cuando el metal forma una

estructura cuadrada planar estable con el macrociclo [10].

Además, la banda Q muestra cambios en su intensidad después de la exposición a los aminoácidos,

siendo la peĺıcula expuesta al glutamato la que presenta el mayor aumento en la intensidad. Para

los otros aminoácidos, hay una reducción en la intensidad de las bandas Q que, según Giovanetti

et. al. [10], puede deberse a la interacción entre el centro metálico y el aminoácido.

Figura 4.12: Espectros UV-Vis de la peĺıcula de H2TPP antes y después de interaccionar con los
aminoácidos

Los espectros de absorbancia de la peĺıcula H2TPP antes y después de la inmersión con las dife-

rentes disoluciones de aminoácidos se muestran en la figura 4.12. Aqúı, se observa el caracteŕıstico

espectro de la porfirina libre de metal. La banda de Soret de la peĺıcula pura de H2TPP se ubica

en 434 nm, pero exhibió un corrimiento hipsocrómico con los aminoácidos lisina y serina de 5 nm.

Este comportamiento de acuerdo a reportes anteriores [10], sugiere que existe una interacción entre

la lisina y la serina con el anillo de la porfirina.
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Por otro lado, los otros aminoácidos no muestran cambios en la banda de Soret respecto a la

peĺıcula de porfirina original. Adicionalmente, cuatro de las cinco bandas de Soret exhibieron co-

rrimientos hipsocrómico de entre 2 - 7 nm. También, se observa un ligero aumento de intensidad

de las bandas Q para la glicina, lisina y serina, en comparación con la arginina y glutamato. Estos

resultados sugieren que la enerǵıa de transición de las bandas Q de la peĺıcula H2TPP aumentó

ligeramente después de las interacciones con la glicina, lisina y serina.

Figura 4.13: Espectros UV-Vis de la peĺıcula de ZnTPP antes y después de interaccionar con los
aminoácidos

Finalmente, los espectros UV-Vis de la peĺıcula de ZnTPP pura y modificada con los diferentes

aminoácidos se muestran en la figura 4.13. La posición de la banda de Soret exhibe un corrimiento

hipsocrómico entre 1 y 9 nm después de las interacciones con los aminoácidos. Cabe destacar que

el mayor desplazamiento hipsocrómico de la banda de Soret correspondió a la lisina. En los espec-

tros, también se observa un ensanchamiento de las bandas de Soret después de la exposición a los

aminoácidos, lo que sugeriŕıa un cambio en el estado de deslocalización electrónica del macrociclo,

debido a una posible coordinación entre los aminoácidos con el metal.

En el caso del Zn(II), ya ha sido reportado que cuando se encuentra coordinado a una porfirina,

puede combinarse con otro ligando para formar un complejo pentacoordinado con estructura de
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pirámide de base cuadrada [10].

Por otro lado, en la peĺıcula pura la banda Q consta principalmente de dos picos, siendo el pico

cercano a los 500 nm (α) el más predominante. De acuerdo a la literatura, si el pico α domina la

región de las bandas Q, es indicativo de que el metal forma un arreglo cuadrado plano estable con

el macrociclo [10].

Después de la exposición a los aminoácidos, se observaron cambios en la intensidad de la banda

Q, aśı como la formación de un pequeño pico después de los 600 nm que podŕıa deberse a cambios

en la orientación de los anillos aromáticos laterales del macrociclo. Es interesante notar que la

banda Q de la peĺıcula que estuvo en contacto con la lisina tuvo un aumento significativo de su

intensidad que, según Giovanetti et. al. [10], podŕıa deberse a la interacción entre la lisina y los

grupos periféricos de la porfirina.

Otro aspecto a resaltar, es que las posiciones de las bandas Q discernibles permanecen exacta-

mente en las mismas longitudes de onda (553 nm, 590 nm, 629 nm) independientemente de las

caracteŕısticas de los aminoácidos.

En la tabla 4.2, se muestran las posiciones de los picos de absorción máximos resumidas para

las peĺıculas antes y después de las interacciones con los aminoácidos. A partir de estos valores,

está claro que los picos en el sistema de cobre no mostraron un cambio importante para ambas

bandas. Para el sistema H2TPP, el pico Soret exhibió pequeños cambios hipsocrómicos sólo para

lisina y serina, mientras que las bandas Q muestran corrimientos hipsocrómicos en todos los ca-

sos. En cuanto a la peĺıcula de ZnTPP, la mayoŕıa de los picos de Soret exhibieron corrimientos

hipsocrómicos, mientras que las bandas Q no mostraron alguna diferencia en su posición después

de la interacción con los aminoácidos.
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Peĺıcula de
Porfirina

Banda
Longitud de onda

(nm)

Sin AA Arg Glu Gli Lis Ser

CuTPP
Soret 424 424 424 424 424 424

Q 544 543 544 545 544 545

H2TPP Soret 434 433 434 433 429 429
Q 525 523 522 522 519 521

563 560 560 558 553 557
601 598 598 597 595 597
658 656 656 654 652 654

ZnTPP Soret 428 428 427 427 426 417
Q 553 553 553 553 553 553

590 590 590 590 590 590
628 628 628 628 628

Tabla 4.2: Posiciones de las bandas de Soret y bandas Q de las peĺıculas de porfirina antes y
después de estar en contacto con las disoluciones de aminoácidos.

4.5. Cuantificación de aminoácidos

Para obtener la cantidad de aminoácido adsorbido para cada peĺıcula de porfirina, se empleo la

reacción colorimetrica de aminoácido con ninhidrina para obtener el púrpura de Ruhemann [24].

4.5.1. Curvas de calibración

Para poder cuantificar la cantidad de aminoácido adsorbido por las peĺıculas de porfirina, fue

necesario construir las curvas de calibración para cada aminoácido. Esto se logra midiendo la ab-

sorbancia a diferentes concentraciones conocidas de aminoácido. En la figura 4.14 a), se muestran

los espectros obtenidos para diferentes concentraciones de arginina. Tomando el valor de la absor-

bancia a 570 nm de todos los espectros se hace un análisis de mı́nimos cuadrados 4.14 b), en donde

se obtiene la ecuación de una recta que describe la relación entre la absorbancia y la concentración

de la arginia como función de la concentración.

Como ya se mencionó, este método se empleó para construir la curva de calibración de todos los

aminoácidos cuyos parámetros obtenidos del ajuste lineal se muestran en la tabla 4.3. Con estos

valores fue posible calcular de manera indirecta la cantidad de aminoácido absorbido por cada

peĺıcula.
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Figura 4.14: Ejemplo de la curva de calibración realizada para la arginia

m b R2

Arginina 0.029 8.80E-4 0.99
Glicina 0.008 2.63E-4 0.99
Glutamato 0.004 1.63E-4 0.99
Lisina 0.018 4.96E-4 0.99
Serina 0.009 1.56E-4 0.99

Tabla 4.3: Resumen de los parámetros obtenidos del ajuste lineal a los datos de absorbancia y
concentración de los aminoácidos utilizados

4.5.2. Cuantificación del aminoácido residual y adsorbido

Para los experimentos de adsorción, las peĺıculas de porfirna fueron evaporadas sobre sustratos de

vidrio o cuarzo, pero para corroborar que el sustrato no interfiriera con el proceso de adsorción se

hizo un experimento en donde se sumergió un sustrato de vidrio limpio en una disolución a pH =

7 de concentración conocida de glicina. Después de 2 hora se retiro el sustrato y la disolución fue

analizada para obtener los espectros de absorción de las disoluciones remanentes (figura 4.15).

Como se puede observar de la figura anterior, los espectros antes y después de la inmersión coin-

ciden perfectamente figura (4.15). Para corroborar este resultado, el experimento se realizó por

triplicado y a partir de los espectros obtenidos, se tomo el valor de la absorbancia a 570 nm.

Utilizando la ecuación de calibración obtenida para la glicina, se pudo obtener la concentración de
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Figura 4.15: Espectros de absorción obtenidos de la interacción de un sustrato de vidrio con una
disolución de glicina

la glicina residual en los tres casos como se muestra en la tabla 4.4. De estos datos, se puede ver

que las concentraciones obtenidas para las diversas interacciones de la glicina con y sin sustrato

de vidrio son iguales para fines prácticos.

Con base en los resultados mostrados, se puede afirmar que la presencia el sustrato no afecta la

interacción entre los aminoácidos con las peĺıculas de porfirina, ni adsorbe material por la parte

no recubierta que pudieras alterar las mediciones de cuantificación.

Absorbancia
Concentración

(ppm)

Sin sustrato 0.60208 69.76
Sustrato 1 0.59606 69.06
Sustrato 2 0.59604 69.06
Sustrato 3 0.59607 69.07

Tabla 4.4: Resumen de los datos obtenidos de diferentes experimentos de la interacción de glicina
con sustratos de vidrio

Una vez que se determinó que el sustrato no contribuye a la adsorción de los aminoácidos, se

cuantifico la cantidad de aminoácido residual en las disolucines que estuvieron en contacto con las
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peĺıculas de porfirina.

Por ejemplo, a una disolución de arginina de 20 mL a pH = 7 que estuvo en contacto con una

peĺıcula de tetrafenilporfirina de cobre (CuTPP), se le agregaron 3.25 mL de ninhidrina 0.1 M y

se aforó a 25 mL con buffer de fosfato. Una vez que apareció el purpura de Ruhemann, se tomo

una aĺıcuota de 0.5 mL, aforandose a 5 mL con buffer de fosfato, a la cual se le midió su espectro

de absorbancia (figura 4.16).

Figura 4.16: Espectro de absorción del purpura de Ruhemann obtenido de la arginina residual que
estuvo en contacto con la peĺıcula de CuTPP

Con el espectro obtenido, se utilizo el valor de la absorbancia a 570 nm (0.990), y con ayuda de la

ecuación de la curva de calibración para la arginina (tabla 4.3), se calculó la concentración de la

aĺıcuota proveniente de la interacción.

0.990

0.0298
= 33.22 ppmde arginina

A partir del cálculo de la concentración de la aĺıcuota, se obtuvo la concentración de la disolución

original.
(33.22 ppm)(5mL)

0.5mL
= 332.25 ppmde arginina

Una vez que se conoció la concentración de la disolución remanente, y sabiendo que la concentración
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original era de 1000 ppm, tomando la diferencia con este valor, se pudo conocer la concentración

de arginina que fue adsorbida por la peĺıcula de CuTPP.

1000 ppm− 332.25 ppm = 667.75 ppmde arginina adsorbida enCuTPP

Este análisis se hizo para todas las peĺıculas frente a los 5 aminoácidos. El resumen de los resulta-

dos obtenidos se muestra en la tabla 4.5.

Arginina Glicina Glutamato Lisina Serina

CuTPP
Absorbancia 0.990 0.697 0.391 1.222 0.928

Residual
(ppm)

332.25 834.13 917.50 644.50 981.37

Absorbido
(ppm)

667.75** 165.87 82.50 355.50 18.63*

H2TPP
Absorbancia 2.360 0.705 0.310 0.295 0.845

Residual
(ppm)

792.25 844.25 727.88 155.63 894.25

Absorbido
(ppm)

207.75 155.75 272.12 844.37** 105.75*

ZnTPP
Absorbancia 1.952 0.769 0.185 0.337 0.871

Residual
(ppm)

654.38 919.88 434.38 177.88 921.63

Absorbido
(ppm)

345.62 80.12 565.62 822.12** 78.37*

Tabla 4.5: Resumen de los resultados obtenidos de la absorción de los aminoácidos en las peĺıculas
de porfirina. * corresponde al aminoácido de mı́nima adsorción, mientras que ** corresponde al de
máxima adsorción para cada peĺıcula.

Con los datos de la tabla 4.5, se puede determinar que la peĺıcula de CuTPP presento una se-

cuencia de máxima a mı́nima adsorción como Arg>Lys>Gly>Glu>Ser. Por otro lado, la peĺıcula

de H2TPP siguió la secuencia Lys>Glu>Arg>Gly>Ser, y finalmente, el orden para la peĺıcula de

ZnTPP fue Lys>Glu>Arg>Gly>Ser.

Para H2TPP y ZnTPP, la mayor adsorción fue para la lisina con una captura promedio del 83 %,

mientras que la arginina se adsorbió alrededor del 67 % en la peĺıcula CuTPP. Para las tres peĺıcu-
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las, el aminoácido que registro la menor concentración adsorbida fue la serina.

4.6. Isotermas de adsorción de aminoácido

4.6.1. Isoterma de Langmuir

Los isotermas de Langmuir y Freundlich son los modelos que más se utilizan para la interpretación

de datos experimentales de adsorción, es por ello, que se emplearon para conocer la naturaleza de

la interacción entre los aminoácidos y las superficies de las peĺıculas de porfirina.

En el caso de la peĺıcula de CuTPP, el aminoácido que más fue adsorbido fue la arginina, mientras

el que presento la menor adsorción fue la serina. Para hacer el análisis y poder utilizar las isotermas

de adsorción, se obtuvieron los valores de adsorción de los aminoácidos a diferentes concentraciones.

En la tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos para las diferentes concentraciones de argini-

na y serina, en donde se muestran valores de los parámetros caracteŕısticos del modelo de Langmuir.

Una vez que se obtenidos los datos de absorción de arginina y serina a diferente concentración, se

ajustaron mediante un análisis de mı́nimos cuadrados con en el modelo de adsorción de Langmuir,

como se muestra en la figura 4.17.

Para que el modelo de adsorción de Langmuir explique el comportamiento de la adsorción de

los aminoácidos sobre las peĺıculas, se necesita que se ajuste a una ĺınea recta. En el caso de

la adsorción de arginina sobre CuTPP se obtuvo una R2 = 0.01, mientras que la serina obtuvo

una R2 = 0.40. En ninguno de los casos se logro una buena correlación a una linea recta, por lo

que el modelo de Langmuir no representa la adsorción de los aminoácidos en la peĺıcula de CuTPP.

En la peĺıcula de H2TPP el aminoácido que más se adsorbio fue la lisina, mientras el que presento

la menor adsorción fue la serina. En la tabla 4.7 se muestran los resultados obtenidos para las

diferentes concentraciones de lisina y serina. Una vez que se tuvieron los datos de la absorción
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CuTPP-Arginina
Arginina
(ppm)

750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia
(570 nm)

0.141 0.264 0.543 0.264 0.149

Arginina
en disolución

(ppm)
28.45 70.97 218.94 142.18 120.37

Arginina
en peĺıcula

(ppm)
721.55 929.03 1281.06 1857.82 2879.63

CuTPP-Serina
Serina
(ppm)

750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia
(570 nm)

0.481 0.747 0.362 0.713 0.718

Serina
en disolución

(ppm)
305.54 632.14 460.54 1208.06 1824.94

Serina
en peĺıcula

(ppm)
444.46 367.86 1039.46 791.94 1175.06

Tabla 4.6: Adsorción de arginina y serina a diferentes concentraciones sobre la peĺıcula de CuTPP

Figura 4.17: Datos de adsorción de arginina y serina sobre CuTPP ajustados al modelo de Langmuir

de lisina y serina a diferente concentración, se ajustaron los datos de ambos aminoácidos con el

modelo de adsorción de Langmuir como se muestra en la figura: 4.18.
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H2TPP-Lisina

Lisina

(ppm)
750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia

(570 nm)
0.009 0.038 0.013 0.331 0.840

Lisina

en disolución

(ppm)

3.05 16.08 8.54 280.34 1064.76

Lisina

en peĺıcula

(ppm)

746.95 983.92 1491.46 1719.66 1935.24

H2TPP-Serina

Serina

(ppm)
750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia

(570 nm)
0.057 0.059 0.937 0.101 0.186

Serina

en disolución

(ppm)

36.40 49.97 1191.50 172.35 472.97

Serina

en peĺıcula

(ppm)

713.60 950.03 308.50 1827.65 2527.03

Tabla 4.7: Adsorción de lisina y serina a diferentes con-

centraciones sobre la peĺıcula de H2TPP

El comportamiento de la adsorción de los aminoácidos sobre las peĺıculas no se ajusto al modelo

de Langmuir, ya que la adsorción de lisina sobre H2TPP dio un valor de R2 = 0.07, mientras

que la serina obtuvo una correlación de R2 = 0.56. Por lo tanto, en ninguno de los casos se logra

un comportamiento lineal, por lo que este modelo tampoco se ajusta al tipo de adsorción de los

aminoácidos en la peĺıcula de H2TPP.
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Figura 4.18: Datos de adsorción de lisina y serina sobre H2TPP ajustados al modelo de Langmuir

Para la peĺıcula de ZnTPP, el aminoácido que más se adsorbio fue la lisina, mientras el que pre-

sento la menor adsorción fue la serina. En la tabla 4.8 se muestran los resultados obtenidos para

las diferentes concentraciones de lisina y serina. Con estos datos de adsorción a diferente concen-

traciones, se ajustaron los datos de ambos aminoácidos al modelo de adsorción de Langmuir como

se muestra en la figura: 4.19.

Figura 4.19: Datos de adsorción de lisina y serina sobre ZnTPP ajustados al modelo de Langmuir
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ZnTPP-Lisina
Lisina
(ppm)

750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia
(570 nm)

0.056 0.729 0.711 0.966 1.823

Lisina
en disolución

(ppm)
17.89 307.63 450.64 816.53 2310.95

Lisina
en peĺıcula

(ppm)
732.11 692.37 1049.36 1183.47 689.05

ZnTPP-Serina
Serina
(ppm)

750 1000 1500 2000 3000

Absorbancia
(570 nm)

0.148 0.182 0.244 0.258 0.149

Serina
en disolución

(ppm)
94.43 154.42 310.38 437.86 379.69

Serina
en peĺıcula

(ppm)
655.57 845.58 1189.62 1562.14 2620.31

Tabla 4.8: Adsorción de lisina y serina a diferentes concentraciones sobre la peĺıcula de ZnTPP

Continuando con el análisis de los isotermas, en la figura 4.19 se muestra el ajuste lineal de la

adsorción de lisina sobre ZnTPP con una correlación de R2 = 0.02, mientras que la serina obtu-

vo una R2 = 0.58. Dados los valores obtenidos, en ninguno de los casos se logra una linea recta

que permita describir el comportamiento de adsorción de los aminoácidos en la peĺıcula de ZnTPP.

Cabe recordar que el modelo de Langmuir asume que la adsorción sobre la superficie se lleva a

cabo mediante una monocapa. Con el análisis anterior, podemos descartar que la adsorción de los

aminoácidos sobre las peĺıculas de porfirinas se de mediante una formación de este tipo.

4.6.2. Isoterma de Freundlich

Con los datos de la arginina y serina (tabla 4.6) a diferente concentración, se ajustaron los datos

de ambos aminoácidos con el modelo de adsorción de Freundlich como se muestra en la figura 4.20.
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Figura 4.20: Datos de adsorción de arginina y serina sobre CuTPP ajustados al modelo de Freund-
lich

Para que el modelo de adsorción de Freundlich explique el comportamiento de la adsorción sobre

las peĺıculas, se necesita que se ajuste a una linea recta, y en el caso de la adsorción de arginina

sobre CuTPP, se obtuvo una R2 = 0.51 mientras que la serina dio una R2 = 0.82. Aunque los

valores obtenidos no se encuentran cercanos al valor de 1, si son mayores a los obtenidos con el

modelo de Langmuir. Por lo tanto, se puede decir que el modelo de Freundlich es el que mejor

describe la adsorción de arginina y serina sobre la peĺıcula de CuTPP.

El modelo de Freundlich sugiere que la adsorción de aminoácidos sobre la peĺıcula de CuTPP se

da en forma de multicapas. Lo anterior, concuerda con lo observado en las imágenes SEM (figuras

4.2 y 4.3) y AFM (figura 4.8), en donde se vio la formación de agregados tridimensionales sobre

la peĺıcula de CuTPP.

Este mismo análisis se realizó para la peĺıcula de H2TPP ajustando los datos al modelo de Freund-

lich (figura 4.21. En el caso de la adsorción de lisina sobre H2TPP, se obtuvo una R2 = 0.8479,

mientras que la serina obtuvo una R2 = 0.4969. Nuevamente, aunque los valores obtenidos como en

el caso de la CuTPP no se encuentran cercanos a un comportamiento lineal perfecto, son mayores

a los obtenidos en el modelo de Langmuir, por lo que el modelo de Freundlich describe mejor la

adsorción de lisina y serina sobre la peĺıcula de H2TPP.
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Figura 4.21: Datos de adsorción de lisina y serina sobre H2TPP ajustados al modelo de Freundlich

Por último, el análisis se realizó para la peĺıcula de ZnTPP usando los datos experimentales y un

ajuste por mı́nimos cuadrados al modelo de Freundlich (figura 4.22. En el caso de la adsorción

de lisina sobre ZnTPP se obtuvo una R2 = 0.84, mientras que la serina obtuvo una R2 = 0.84.

Aunque los valores obtenidos como en el caso de la CuTPP y H2TPP no se encuentran cercanos

al valor de 1, son mayores a los obtenidos en el modelo de Langmuir, por lo que el modelo de

Freundlich describe mejor la adsorción de lisina y serina sobre la peĺıcula de ZnTPP.

Figura 4.22: Datos de adsorción de lisina y serina sobre ZnTPP ajustados al modelo de Freundlich
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Una vez que se tuvieron los resultados del modelo de Freundlich, se reunieron los parámetros

isotérmicos en la tabla (4.9) para poder compararlos. Aqúı, N es un parámetro emṕırico relaciona-

do con la intensidad de la adsorción que vaŕıa con la heterogeneidad del adsorbente, y para valores

de N en el intervalo entre 1.0 y 10.0, la adsorción es favorable [33, 30]. Para todas las peĺıculas

se observa que la serina es la que posee una mayor intensidad de adsorción. Sin embargo es el

aminoácido que tiene una menor adsorción macroscópica en las peĺıculas. Teniendo en cuenta que

la serina es una molécula polar, es posible que el enlace formado entre la serina y las peĺıculas

sea de tipo débil, favoreciendo la formación de agregados tridimensionales al interaccionar consigo

misma. Por otro lado, Kf es una constante indicativa de la capacidad de adsorción de la peĺıcula.

Analizando los valores de Kf de todas las combinaciones, la peĺıcula de CuTPP posee una mayor

capacidad para adsorber serina (o moléculas de carácter polar), mientras la peĺıcula de H2TPP y

ZnTPP tiene una mejor capacidad para absorber lisina (o moléculas de carácter catiónico).

CuTPP /Arginina CuTPP/Serina H2TPP/Lisina H2TPP/Serina ZnTPP/Lisina ZnTPP/Serina

N 1.02 1.19 1.89 4.14 1.09 3.03
Log Kf 2.33 2.67 -0.14 -7.89 2.52 -3.48

Kf 217.72 474.46 0.72 1.28E-08 333.73 3.27E-04
R2 0.51 0.82 0.84 0.49 0.84 0.84

Tabla 4.9: Diferentes parámetros isotérmicos para los mejores y peores aminoácidos adsorbidos en
las peĺıculas de porfirina utilizando el Modelo de Freundlich.

4.7. Cinética de adsorción de aminoácidos en peĺıculas

Para comprender de una mejor forma la adsorción de aminoácidos en las peĺıculas de porfirina, se

hicieron adicionalmente mediciones de las cinéticas de adsorción. Para ello, las peĺıculas de porfi-

rinas fueron sumergidas a diferentes tiempos (30 min, 1 h, 2 h, 3 h y 4 h) en las disoluciones de los

aminoácidos que mostraron una mayor y menor afinidad a las peĺıculas. En el caso de la CuTPP se

sumergieron en arginina y serina, mientras que para las H2TPP y ZnTPP fueron la lisina y serina,

respectivamente.

Posterior al contacto de las peĺıculas con las disoluciones de aminoácidos, las peĺıculas se retiraron,

fueron secadas con aire comprimido y luego almacenadas. Por otro lado, a las disoluciones de los
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aminoácidos se les trato con ninhidrina para formar el purpura de Ruhemann. Apoyados con la

técnica de UV-Vis, se analizaron las disoluciones para obtener la concentración de aminoácido en

las disoluciónes remanentes, y por medio de la diferencia, se conoció la concentración de aminoáci-

do adsorbido en las peĺıculas de porfirina.

Los modelos de cinética de adsorción se usaron no solo para investigar la velocidad de absorción

de los aminoácidos en las peĺıculas, sino también, las caracteŕısticas y mecanismos de adsorción.

Para estudiar la cinética se emplearon modelos cinéticos de adsorción. Como se describe en la

literatura [17], las formas lineales de la cinética de pseudo primer orden y pseudo segundo orden

se utilizaron para ajustar los datos experimentales, y con ello, obtener las constantes de velocidad

de adsorción, k1 y k2, respectivamente. Dichas contantes distinguen el proceso por el cual se lleva

a cabo la adsorción. Si k1 > k2 indicaŕıa que la adsorción se da v́ıa fisisorción. Por otro lado, si

k2 > k1 mostraŕıa que la adsorción se da a través de una quimisorción [30, 17].

4.7.1. Análisis cinético de la peĺıcula de CuTPP

CuTPP-Arginina
Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570nm)
0.874 1.297 0.588 1.115 0.489

Arg en
disolución

(ppm)
234.46 347.77 157.84 299.14 131.32

Arg en
peĺıcula
(ppm)

765.54 652.23 842.16 700.86 868.68

ln(qt-qe) 5.46 5.85 5.06 5.70 4.88
t/qt 0.0005 0.0013 0.0021 0.0038 0.0041

Tabla 4.10: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la CuTPP con arginina

En la tabla 4.10 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de CuTPP

con arginina. Con ayuda de estos datos, se construyeron las gráficas para comparar los pseudo

ordenes de reacción, y aśı, conocer cuál es el que mejor describe la adsorción de la arginina sobre

la peĺıcula de CuTPP.
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Figura 4.23: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de arginina con CuTPP

CuTPP/serina
Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570 nm)
0.196 0.595 0.652 0.912 0.935

Serina en
disolución

(ppm)
166.05 503.64 551.86 771.68 791.12

Serina en
peĺıcula
(ppm)

833.95 496.36 448.14 228.32 208.88

ln(qe-qt) 5.11 6.22 6.31 6.65 6.67
t/qt 0.0005 0.0018 0.0040 0.0118 0.0172

Tabla 4.11: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la CuTPP con serina

Las gráficas de la figura 4.23, muestran que la adsorción de la arginina en la peĺıcula de CuTPP

usando el modelo de pseudo primer orden, dio una R2 de 0.29. Como se puede ver, estos datos son

muy dispersos y por tanto no siguen una tendencia lineal, descartando aśı un fenómeno asociado de

fisisorción. Por otro lado, el análisis del modelo de pseudo segundo orden muestra que la adsorción

de la arginina en la peĺıcula de CuTPP sigue una tendencia lineal ( R2 de 0.96), indicando que la

adsorción de la arginina en CuTPP esta asociada a una quimisorción.

En la tabla 4.11 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de CuTPP

con serina. A partir de estos datos se van a comparar los pseudo ordenes de reacción, para aśı,

conocer cuál es el que mejor describe la adsorción de la serina sobre la peĺıcula de CuTPP.

Las gráficas de la figura 4.24 muestran que la adsorción de la serina en la peĺıcula de CuTPP,
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Figura 4.24: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de serina con CuTPP

H2TPP/Lisina

Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570 nm)
0.918 1.172 0.617 1.132 0.955

Lisina en
disolución

(ppm)
387.56 494.26 260.57 477.43 402.76

Lisina en
peĺıcula
(ppm)

612.44 505.74 739.43 522.57 597.24

ln(qe-qt) 5.96 6.20 5.56 6.17 6.00
t/qt 0.34 0.14 0.10 0.05 0.04

Tabla 4.12: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la H2TPP con lisina

usando el modelo de pseudo primer orden, dan una R2 de 0.68, la cual no sigue una tendencia

lineal. Por otro lado, el análisis del modelo de pseudo segundo orden si sigue una tendencia lineal

( R2 de 0.95), indicando que la adsorción de la serina en la peĺıcula de CuTPP se da mediante una

quimisorción.

4.7.2. Análisis cinético de la peĺıcula de H2TPP

En la tabla 4.12 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de H2TPP

con lisina. Con ayuda de estos datos, se construyeron las gráficas para comparar los pseudo ordenes

de reacción, y aśı, conocer cuál es el que mejor describe la adsorción de la lisina sobre la peĺıcula

de H2TPP.
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Figura 4.25: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de lisina con H2TPP

En las gráficas de la figura 4.25 se muestran los datos de adsorción de la lisina en peĺıcula de

H2TPP, la cual muestra que no se ajustan al modelo de pseudo primer orden al obtener una R2 de

0.0005. Por otro lado, el modelo de pseudo segundo orden dió una R2 de 0.70, indicando aśı que

la adsorción de lisina en H2TPP se da v́ıa quimisorción.

H2TPP/Serina

Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570 nm)
0.428 1.009 0.215 0.790 0.237

Serina en
disolución

(ppm)
362.20 853.54 182.47 668.20 200.86

Serina en
peĺıcula
(ppm)

637.80 146.46 817.53 331.80 799.14

ln(qe-qt) 5.89 6.75 5.21 6.50 5.30
t/qt 0.0007 0.0061 0.0022 0.0081 0.0045

Tabla 4.13: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la H2TPP con serina

En la tabla 4.13 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de H2TPP

con serina. Usando estos datos, se construyeron las gráficas para comparar los pseudo ordenes de

reacción.

En las gráficas de la figura 4.26 se muestran los datos de adsorción de la serina con peĺıcula de
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Figura 4.26: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de serina con H2TPP

H2TPP, la cual muestra que no se ajustan al modelo de pseudo primer orden al tener una R2 de

0.13. Por otro lado, el modelo de pseudo segundo orden dió una R2 de 0.20. Dados los valores

tan bajos obtenidos en ambos casos, pareceŕıa que la adsorción de la serina en H2TPP no esta

favorecida cinéticamente, lo cual concuerda con lo observado en los experimentos previos.

4.7.3. Análisis cinético de la peĺıcula de ZnTPP

En la tabla 4.14 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de ZnTPP

con lisina, los cuales permitieron construir las gráficas para comparar los pseudo ordenes de reac-

ción.

ZnTPP/lisina
Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570 nm)
0.701 0.433 0.499 0.617 0.679

Lisina en
disolución

(ppm)
295.73 182.97 210.53 260.30 286.49

Lisina en
peĺıcula
(ppm)

704.27 817.03 789.47 739.70 713.51

ln(qe-qt) 3.61 3.13 3.27 3.48 3.58
t/qt 0.0006 0.0011 0.0022 0.0036 0.0050

Tabla 4.14: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la ZnTPP con lisina

En las gráficas de la figura 4.27 se muestran los datos de adsorción de la lisina con peĺıcula de
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ZnTPP, la cual muestra que no se ajustan al modelo de pseudo primer orden al tener una R2 de

0.10. Por otro lado, el modelo de pseudo segundo orden dio una R2 de 0.99, indicando aśı, que la

adsorción de lisina en ZnTPP se da v́ıa quimisorción.

Figura 4.27: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de lisina con ZnTPP

En la tabla 4.15 se muestran los resultados obtenidos para la interacción de la peĺıcula de ZnTPP

con serina. Estos datos permitieron construir las gráficas para comparar los pseudo ordenes de

reacción.

ZnTPP/Serina
Tiempo (s) 1800 3600 7200 10800 14400
Absorbancia

(570 nm)
0.761 0.609 0.551 0.629 0.784

Serina en
disolución

(ppm)
644.19 515.30 465.95 532.35 663.72

Serina en
peĺıcula
(ppm)

355.81 484.70 534.05 467.65 336.23

ln(qe-qt) 6.47 6.24 6.14 6.28 6.50
t/qt 0.0013 0.0019 0.0034 0.0058 0.0107

Tabla 4.15: Resumen de los datos obtenidos a partir del estudio cinético de la ZnTPP con serina

En las gráficas de la figura 4.28 se muestran los datos de adsorción de la serina en la peĺıcula de

ZnTPP. Aqúı, se observa que el comportamiento no se ajusta al modelo de pseudo primer orden

al obtener una R2 de 0.03. Por otro lado, el modelo de pseudo segundo orden dió una R2 de 0.92,
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indicando que la adsorción de serina en ZnTPP se da v́ıa quimisorción.

Figura 4.28: Gráficas de los pseudo ordenes de adsorción para la interacción de serina con ZnTPP

Una vez ajustados los modelos y analizando los datos obtenidos (4.16), se puede ver que de manera

general, las constantes cinéticas del modelo de pseudo primer orden en el caso de arginina y lisina

(aminoácidos que tuvieron una mayor tasa de adsorción sobre las peĺıculas), muestran valores de

R2 menores a 0.3, mientras que el pseudo segundo orden tiene valores de R2 superiores a 0.7. Por

otro lado, el modelo de pseudo primer orden en la serina muestra valores de R2 por debajo de 0.2

para las peĺıculas de H2TPP y ZnTPP, pero un valor de R2 de 0.68 para la peĺıcula de CuTPP.

Por otro lado, con el modelo de pseudo segundo orden la R2 mostró valores por arriba de 0.9 para

las peĺıculas de CuTPP y ZnTPP, pero de R2 de 0.2 para H2TPP.

Estos resultados sugieren que el modelo de pseudo-segundo orden fue en general más adecuado para

describir el proceso de adsorción en términos de una sorción qúımica o quimisorción. Un aspecto

interesante de estos resultados está relacionado con la pobre respuesta en términos de adsorción de

la serina. Esto, corrobora la baja afinidad de esta molécula por las peĺıculas de tetrafenil porfirina.

En el proceso de quimisorción, las fuerzas de valencia o el intercambio de part́ıculas cargadas entre

los aminoácidos y las moléculas de porfirina pueden posiblemente dominar las interacciones de

unión.

A partir de estos resultados, notamos que el centro metálico de la porfirina desempeña un pa-

pel importante en la tasa de adsorción. Aunque los valores de R2 revelan un ajuste deficiente de
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Pseudo primer orden Pseudo segundo orden

Ln(qe-qt)
k1

(1/s)
R2 t/qt

[s/(ppm/m2)]
k2

[m2/(ppm/s)]
R2

CuTPP/Arg 5.7166 -0.0004 0.2901 0.0002 3.0E-7 0.9603
H2TPP/Lys 5.9701 1.0E-6 0.0005 0.2845 -2.5E-5 0.7065
ZnTPP/Lys 3.3151 1.0E-5 0.1065 0.0001 4.0E-7 0.9965

CuTPP/Ser 5.4235 0.0001 0.6806 -0.0032 1.0E-6 0.9555
H2TPP/Ser 6.3007 -5.5E-5 0.1324 0.0023 3.0E-7 0.2077
ZnTPP/Ser 6.2846 6.0E-6 0.0354 0.0008 7.0E-7 0.9261

Tabla 4.16: Resumen de las constantes cinéticas para las interacciones de las peĺıculas de pofirina
con arginina, lisina y serina

pseudo primer orden para los aminoácidos cargados positivamente, el valor de la constante k1 de

la tasa de adsorción más alta a más baja mostró una tendencia Zn > H2 > Cu. La constante de

pseudo segundo orden k2 exhibió una tendencia Zn > Cu > H2. El orden para las constantes de

velocidad se atribuyó a la presencia del centro metálico. Por otro lado, dado que la serina es el

aminoácido menos adsorbido en las tres superficies, la tendencia de adsorción fue la misma para los

modelos de pseudo primer orden (k1) y pseudo segundo orden (k2), esto es, Cu > Zn> H2. Por lo

tanto, la presencia del centro metálico favorece la quimisorción de segundo orden en todos los casos.

4.8. Microbalanza de cuarzo

Gracias a la gran sensibilidad que presenta como respuesta a cambios de masa del orden de na-

nogramos, la técnica de la microbalanza de cuarzo sirve para seguir la evolución en el tiempo del

fenómeno de adsorción. En este caso, se utilizaron los aminoácidos que mostraron la mayor y la

menor adsorción en las peĺıculas, siendo la arginina y serina para la CuTPP, mientras que para la

H2TPP y ZnTPP fueron la lisina y serina en ambos casos.

4.8.1. Evolución temporal de la adsorción en la peĺıcula de CuTPP

A partir de los datos obtenidos con la microbalanza, se construyó la gráfica 4.29, en donde se mues-

tra la absorción del buffer, arginina y serina en función del tiempo sobre la peĺıcula de CuTPP
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Figura 4.29: Gráfica que presenta el comportamiento de la adsorción de arginina y serina en la
peĺıcula de CuTPP

en un intervalo de 0 a 3600 s. Como se puede ver en la gráfica, la región lineal entre 0 y 120 s

correspondió al tiempo de estabilización de la oscilación de sensor. Justo a las 120 s, se observa un

aumento significativo de masa que corresponde al momento de la inyección de la disolución buffer

sola y con el aminoácido en la cavidad de medición. Es por ello, que en la gráfica 4.29 sólo se

analizan los primeros 400 segundos de la interacción. Después de este tiempo, la respuesta que se

observa corresponde a los cambios de masa sobre el sensor debido a la adsorción de las moléculas.

Es interesante notar que la masa del buffer sobre el sensor no cambia con el tiempo, lo que asegura

que no hay una contribución en masa de esta solución que modifique los cambios debidos a la

adsorción de los aminoácidos.

Aśı entonces, si se elimina de la gráfica el tiempo de estabilización y se hace un análisis por mı́nimos

cuadrados sólo al comportamiento de la adsorción sobre la superficie, se obtiene la gráfica 4.30.

Aqúı, se puede observar y se confirma que la arginina es el aminoácido que más se adsorbe en la

peĺıcula. Además, la adsorción que presenta tiene un comportamiento lineal creciente durante los

primeros 400 s. Por otro lado, la serina mostró la misma tendencia lineal pero a menores valores

de masa, como se puede ver en la tabla 4.17.

Para tener una mejor idea del comportamiento de la adsorción de los aminoácidos en la peĺıcula

de CuTPP, los datos se graficaron en forma de barras como se ve en la figura 4.31. En esta re-
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Figura 4.30: Gráfica con los cambios en masa absorbida de las disoluciones de arginina y serina en
la peĺıcula de CuTPP

CuTPP m R2

Buffer -0.0003 0.72
Arginina 0.0022 0.99
Serina 0.0022 0.99

Tabla 4.17: Resumen del análisis de mı́nimos cuadrados para los primeros 400 s de la adsorción de
los aminoácidos en la peĺıcula de CuTPP

presentación, el tiempo se cambio a minutos, y se hicieron intervalos cada 5 minutos para poder

observar el comportamiento a lo largo de una hora.

Observando el comportamiento de la adsorción de los aminoácidos al minuto 25, se llega a un

primer máximo de adsorción para ambos aminoácidos. A partir de ese momento, comienza un

fenómeno de adsorción y desorción que oscila entre los 16.4 y 16.8 µg/cm2, indicando que se llego

al equilibrio cinético después de los primeros 25 minutos de haber comenzado el experimento.

Para finalizar el análisis, en la Tabla 4.18 se muestra el dato la masa adsorbida a los 2000 s

considerando la estabilidad de los sistemas a ese tiempo. Se hizo la diferencia entre estos valores

y el valor en masa del buffer, lo que dió como resultado un exceso de masa de 1.35 µg/cm2 para

la arginina y uno de 1.15 µg/cm2 para la serina. Lo anterior, confirma que se adsorbe en mayor

cantidad la arginina frente a la serina en el caso de la peĺıcula de CuTPP.
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Figura 4.31: Gráfica con la evolución temporal de la adsorción de aminoácidos sobre la peĺıcula de
CuTPP

CuTPP
T= 2000 s

Dif (µg /cm2)
µg/cm2

Buffer 15.36 N/A
Arginina 16.71 1.35
Serina 16.51 1.15

Tabla 4.18: Cambio en masa que presentan las disoluciones de buffer, arginina y serina al ponerse
en contacto con la peĺıcula de CuTPP a los 2000 s de interacción

4.8.2. Evolución temporal de la adsorción en la peĺıcula de H2TPP

Figura 4.32: Comportamiento de la adsorción de lisina y serina en la peĺıcula de H2TPP

Siguiendo el mismo procedimiento que en el caso de la peĺıcula de cobre, partir de los datos obte-
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nidos con la microbalanza se construyo la gráfica 4.32. Aqúı, se muestra la absorción de lisina y

serina en función del tiempo sobre la peĺıcula de H2TPP. El seguimiento total se hizo por 3600 s,

sin embargo, en la gráfica 4.32 sólo se analizan los primeros 400 segundos, en donde los primeros

120 s se emplearon para estabilizar el sistema. Justo a los 120 s, se inyectaron las disoluciones

buffer y el buffer con aminoácidos. Después de este punto es más fácil distinguir que el mayor au-

mento pertenece a la disolución con lisina, seguido por la serina, dejando como valor de referencia

el buffer ya que no cambia su masa adsorbida con el tiempo.

Figura 4.33: Cambios de masa adsorbida de las disoluciones de lisina y serina en la peĺıcula de
H2TPP

Si se elimina de la gráfica el tiempo de estabilización, se hace un análisis por mı́nimos cuadrados

y se pone atención en el comportamiento de la adsorción sobre la superficie, se obtiene la gráfica

4.33. En ésta, se puede observar y confirmar que la lisina es el aminoácido que más se adsorbe en

la peĺıcula. Además, la adsorción tiene un comportamiento lineal durante los primeros 400 s. Por

otro lado, la serina mostró la misma tendencia lineal, pero con una menor pendiente y una menor

cantidad de masa. Estos datos están resumidos en la tabla 4.19.

Para tener una mejor idea del comportamiento de la adsorción de los aminoácidos en la peĺıcula

de H2TPP, se realizó la gráfica 4.34 en forma de barras, cuyo peŕıodo temporal se tomó cada 5

minutos para poder observar el comportamiento a lo largo de una hora.
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H2TPP m R2

Buffer -0.00005 0.07
Lisina 0.0004 0.97
Serina -0.00002 0.98

Tabla 4.19: Resumen del análisis de mı́nimos cuadrados para los primeros 400 s de la adsorción de
los aminoácidos en la peĺıcula de H2TPP

Figura 4.34: Evolución temporal de la adsorción de la lisina y serina sobre la peĺıcula de H2TPP

Observando el comportamiento de la adsorción de los aminoácidos al minuto 30, se llega a un

primer máximo de adsorción para la lisina. A partir de ese momento, comienza un fenómeno de

adsorción y desorción que oscila alrededor de los 15.5 µg/cm2, indicando que se llego a un equilibrio

cinético. Por otro lado, la serina llega a un valor de 15 µg/cm2 desde el principio y se mantiene

constante, mostrando aśı que llego más rápido al equilibrio cinético. Ya que la adsorción completa

se dio en los primeros minutos de interacción, después ya no hubo un aumento significativo en la

adsorción a lo largo del tiempo. Por otro lado, el comportamiento del buffer a lo largo del experi-

mento indica una falta de adsorción en la superficie como en el caso anterior.

H2TPP
T= 2000 s

Dif (µg /cm2)
µg/cm2

Buffer 13.83 N/A
Lisina 15.61 1.78
Serina 15.12 1.29

Tabla 4.20: Cambio en masa que presentan las disoluciones de buffer, lisina y serina al ponerse en
contacto con la peĺıcula de H2TPP a los 2000 s de interacción.
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Para finalizar el análisis, en la tabla 4.20 se muestra el dato de la masa adsorbida a los 2000 s.

Tomando el valor de masa de los datos y restando el valor en masa del buffer, se tiene una exceso

de masa de 1.78 µg/cm2 para la lisina y de 1.29 µg/cm2 para la serina. Lo anterior, confirma que

se adsorbe en mayor cantidad la lisina frente a la serina en el caso de la peĺıcula de H2TPP.

4.8.3. Evolución temporal de la adsorción en la peĺıcula de ZnTPP

Figura 4.35: Comportamiento de la adsorción de lisina y serina en la peĺıcula de ZnTPP

Siguiendo los mismos procedimientos que en los dos casos anteriores, a partir de los datos obte-

nidos con la microbalanza se construyo la gráfica 4.35. Aqúı, se muestra la absorción de lisina y

serina en función del tiempo sobre la peĺıcula de ZnTPP a lo largo de 3600 s. Sin embargo, en la

gráfica 4.35, sólo se analizan los primeros 400 segundos, en donde los primeros 120 s, se emplearon

para estabilizar el sistema. Justo a los 120 s, se inyectaron las disoluciones buffer y el buffer con

aminoácidos. Después de este punto es más fácil distinguir que el mayor aumento pertenece a la

disolución de lisina, seguido por la serina, dejando como valor de referencia el buffer, que como en

los casos anteriores, no presenta adsorción y su respuesta es constante en el tiempo.

Después de eliminar de la gráfica el tiempo de estabilización, se repitió el análisis por mı́nimos

cuadrados y se puso atención en el comportamiento de la adsorción sobre la superficie. En la gráfica

4.36, se puede observar y confirmar que la lisina es el aminoácido que más se adsorbe en la peĺıcula

seguido de la serina y luego el buffer, que permanece constante a los largo del experimento. Cabe

señalar que el análisis por mı́nimos cuadrados muestra que el comportamiento de adsorción no
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Figura 4.36: Cambios de masa adsorbida de las disoluciones de lisina y serina en la peĺıcula de
ZnTPP

sigue un proceso lineal durante los primeros 400 s. Estos datos están resumidos en la tabla 4.21.

H2TPP m R2

Buffer -5.0E-07 0.99
Lisina 6.0E-05 0.66
Serina 2.0E-05 0.25

Tabla 4.21: Resumen del análisis de mı́nimos cuadrados para los primeros 400 s de la adsorción de
los aminoácidos en la peĺıcula de ZnTPP

Para tener una mejor idea del comportamiento de la adsorción de los aminoácidos en la peĺıcula de

ZnTPP se construyo la gráfica 4.37 en forma de barras, en donde el tiempo se cambio a intervalos

de 5 minutos para poder observar el comportamiento a lo largo de una hora.

Observando el comportamiento de la adsorción de los aminoácidos después de que se inyectaron en

el sistema de medición, tanto la lisina como la serina se nota que alcanzaron un equilibrio cinético

quedando en 14.3 µg/cm2 en masa adsorbida para la lisina y 14.1 µg/cm2 para la serina. Ambos

valores se mantienen constantes a lo largo del experimento.

Para finalizar el análisis, en la tabla 4.22, se calculo el dato de la masa adsorbida por aminoácido

a los 2000 s tomando el valor de masa de los datos y restando el valor de la masa del buffer. De

esta diferencia, se tienen 0.72 µg/cm2 para la lisina y 0.54 µg/cm2 para la serina, confirmando que



CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 91

Figura 4.37: Evolución temporal de la adsorción de lisina y serina sobre la peĺıcula de ZnTPP

ZnTPP
T= 2000 s

Dif (µg /cm2)
µg/cm2

Buffer 13.58 N/A
Lisina 14.30 0.72
Serina 14.12 0.54

Tabla 4.22: Cambio en masa que presentan las disoluciones de buffer, lisina y serina al ponerse en
contacto con la peĺıcula de ZnTPP a 2000 s de interacción.

se adsorbe en mayor cantidad la lisina frente a la serina en el caso de la peĺıcula de ZnTPP.

Gracias a los datos obtenidos con estos experimentos se confirmo que la lisina y la arginina son

los aminoácidos que más se adsorben en las peĺıculas, mientras que la serina es el que menos de

adsorbe en todos los casos. Por otro lado, se pudo observar que la peĺıcula de CuTPP tarda 25

minutos para que se llegue a un equilibrio cinético tanto para la lisina, como para la serina. En el

caso de la peĺıcula de H2TPP, a la lisina le toma 30 minutos llegar al equilibrio cinético, mientras

que la serina llega al equilibrio prácticamente después de que se inyecto la muestra. Por último,

para la peĺıcula ZnTPP, ambos aminoácidos llegan al equilibrio prácticamente después de estar en

contacto con la peĺıcula.

Cabe aclarar que la metodoloǵıa de este experimento se basa en la inyección de aĺıcuotas de 1 mL

de disolución que era la capacidad máxima de volumen de la celda de fluidos de la microbalanza.
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Lo anterior, pudo dar lugar a los cambios pequeños de masa obtenidos en los experimentos. Otro

aspecto a considerar es que las mediciones se hicieron en un medio estático, lo que ocasiona que

las gráficas muestren comportamientos de equilibrio a ciertos tiempos después de la inyección de

las soluciones. Adicionalmente, hay que tomar en cuenta que el área efectiva de adsorción fue 0.78

cm2, que es el área activa del sensor que ocupa un circulo de 1 cm de diámetro en el centro de la

celda. Aśı entonces, aunque los valores de adsorción parecen pequeños debidos a los bajos volume-

nes y áreas de trabajo del experimento, los cambios observados muestran una clara tendencia de

adsorción que va acorde a los experimentos previos de este trabajo.

4.9. Ángulo de contacto

En este experimento, no sólo se estudió el mojado de las soluciones de aminoácido en las superficies,

sino también, el ángulo de contacto del buffer de fostatos, para poder comparar la influencia del

aminoácido en el comportamiento del ángulo de contacto con las diversas superficies.

Ángulos de contacto para la CuTPP

Derivado del análisis de la figura 4.38, de manera general, se puede decir que todos los ángulos

de contacto son menores de 90 ◦. Lo anterior, indica que hay un comportamiento hidrofilico en la

interacción de los aminoácidos con la peĺıcula. Sin embargo, al comparar los valores de los ángulos

de los aminoácidos entre śı y con el del buffer, se puede ver que la presencia de los aminoácidos

aumenta la hidrofobicidad de la interacción con la superficie. Además, estos ángulos se mantuvie-

ron constantes durante el tiempo que duro el experimento (60 s). En la figura 4.38, se muestran

los ángulos de contacto obtenidos para la superficie de CuTPP. El ángulo de contacto inicial para

el buffer fue de 67 ◦, mientras que los ángulos para arginina, glicina, glutamato, lisina y serina

fueron 85 ◦, 76 ◦, 82 ◦, 83 ◦ y 72 ◦, respectivamente.

De la figura 4.38, la arginina mostró el mayor ángulo de contacto, lo que sugiere que la solución

con arginina tiene caracteŕısticas más hidrófobas. Por otro lado, la serina exhibió el ángulo de

contacto más bajo, indicando una mayor afinidad con la superficie. El ángulo de contacto de los

otros aminoácidos permaneció en el intervalo de 67–85 ◦.
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Figura 4.38: Gráfica de los ángulos de contacto sobre la peĺıcula de CuTPP

Ángulos de contacto para la H2TPP

Los ángulos de las disoluciones de aminoácidos obtenidos sobre la peĺıcula de H2TPP se muestran

en la figura 4.39. Aqúı, todas las interacciones presentan decaimientos de tipo exponencial. En

general, sin tomar en cuenta el buffer, el mayor ángulo de contacto es para la serina y el más bajo

para lisina a tiempos más largos. Sin embargo, para tener una mejor idea del comportamiento de

los ángulos de contacto se hizo un ajuste a los datos experimentales.

El ajuste exponencial a los ángulos de ángulo de contacto sobre la superficie libre de metal se

observa en la figura 4.40. Se ajusto una ecuación de la forma:

At = A0e
−λt

en donde At corresponde al ángulo de contacto en el tiempo t, A0 es el valor del ángulo al t = 0 y

λ es la constante de decaimiento. Los parámetros de los ajustes encontrados para cada aminoácido

se muestran en la tabla 4.23, En el caso del buffer, se obtuvo un ángulo de contacto inicial de 74

◦, mientras que los ángulos para arginina, glicina, glutamato, lisina y serina fueron 63 ◦, 72 ◦, 69

◦, 68 ◦ y 71 ◦, respectivamente. Además, se muestra la constante λ, la cual indica la velocidad con
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Figura 4.39: Gráfica de los ángulos de contacto sobre la peĺıcula de H2TPP

la que decae el ángulo de contacto con respecto al tiempo.

Figura 4.40: Gráfica del ajuste exponencial para los ángulos de contacto sobre la peĺıcula H2TPP

De la figura 4.40, lo primero que resalta es que a diferencia del comportamiento que tuvo la peĺıcula

de CuTPP, todas las disoluciones tienen un ángulo menor al mostrado por el buffer, indicando que

la presencia de los aminoácidos abate la enerǵıa superficial, haciendo que la interacción con la

peĺıcula de H2TPP sea más hidrofiĺıca en presencia de los aminoácidos. Por otro lado, la lisina

mostró el mayor ángulo de contacto, lo que sugiere que la adsorción de la lisina provoco el menor

cambio en la enerǵıa superficial, mientras que la serina exhibió el ángulo de contacto más bajo,
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indicando que es más a fin a la superficie libre de metal.

H2TPP

A0 (◦) λ R2

Buffer 74 0.009 0.94
Arginina 63 0.011 0.93
Glicina 72 0.014 0.89

Glutamato 69 0.013 0.85
Lisina 68 0.015 0.87
Serina 71 0.012 0.94

Tabla 4.23: Resumen del análisis lineal de los ángulos de contacto sobre la peĺıcula de H2TPP

Ángulos de contacto para la ZnTPP

Los ángulos de las disoluciones de aminoácidos obtenidos para la peĺıcula de ZnTPP, se muestran

en la figura 4.41. Aqúı, todos los sistemas presentan un decaimiento tipo exponencial. En general,

sin tomar en cuenta el buffer, el mayor ángulo de contacto es para la lisina y el más bajo para la

serina a tiempos más largos. Sin embargo, para tener una mejor idea del comportamiento de los

ángulos de contacto se hizo un ajuste a los datos experimentales como en el caso anterior.

Figura 4.41: Gráfica de los ángulos de contacto sobre la peĺıcula de ZnTPP

A partir de la gráfica de la figura 4.42, se construyo la tabla 4.24 en dónde se resumen los ángulos

de contacto iniciales para todos los sistemas. En el caso del buffer, se obtuvo un ángulo de contacto
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Figura 4.42: Gráfica del ajuste lineal para los ángulos de contacto sobre las peĺıculas de ZnTPP

inicial de 59 ◦, mientras que los ángulos para arginina, glicina, glutamato, lisina y serina fueron

80 ◦, 80 ◦, 79 ◦, 85 ◦ y 79◦, respectivamente. Además, se muestra la constante λ, la cual indica la

velocidad con la que decae el ángulo de contacto con respecto al tiempo.

ZnTPP

A0 (◦) λ R2

Buffer 59 0.014 0.87
Arginina 80 0.003 0.86
Glicina 80 0.002 0.85

Glutamato 79 0.004 0.86
Lisina 85 0.003 0.72
Serina 79 0.006 0.91

Tabla 4.24: Resumen de los parámetros de la regresión a los datos de los ángulos de contacto sobre
la peĺıcula de ZnTPP

De la figura 4.42, lo primero que resalta es que se repite el comportamiento que tuvo la peĺıcula

de CuTPP, en dónde todos los sistemas tienen un ángulo mayor al mostrado por el buffer. Lo

anterior, sugiere que las peĺıculas que tienen un centro metálico en presencia de un aminoácido

en disolución, exhiben comportamientos más hidrofóbicos. Por ejemplo, la lisina mostró el mayor

ángulo de contacto. Por otro lado, la serina exhibió el ángulo de contacto más bajo, indicando una

mayor afinidad a la superficie.
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4.10. Cálculos usando la teoŕıa de funcionales de la densi-

dad (DFT)

4.10.1. Estudio DFT para el sistema CuTPP

Para comprender los resultados experimentales, se utilizó la teoŕıa de funcional de la densidad para

investigar las geometŕıas optimizadas y enerǵıas de enlace para cada Tetrafenil porpirina (Cu, H2

y Zn) con la molécula de aminoácido más y menos absorbida, respectivamente. Al inicio de las

simulaciones, se optimizaron las geometŕıas de todas las moléculas por separado, y posteriormente,

se pusieron a interaccionar entre śı. Las optimizaciones y cálculos de enerǵıa se obtuvieron usando

el programa Gaussian con el funcional DFT B3LYP/6-31g (d) para todos los sistemas, ya que se

ha observado que esta base presenta buenos resultados para moléculas similares de acuerdo con

datos experimentales [31].

En todos los casos, se partió de al menos 3 diferentes configuraciones iniciales y se analizaron las

geometŕıas de menor enerǵıa. En el arreglo más estable, se determinó la geometŕıa de interacción,

la enerǵıa de enlace, aśı como los sitios de adsorción preferenciales. Cabe señalar que para estos

estudios, las simulaciones se realizaron en agua, ya que la interacción experimental se dio en pre-

sencia del buffer.

En la figura 4.43, se muestra la interacción entre la molécula de CuTPP con la arginina. De la

imagen. se puede ver que existen interacciones de hidrógeno entre los nitrógeno del macrociclo

con los hidrógenos del grupo guanidinio de la arginina. En el lado opuesto del aminoácido, existe

una interacción entre el hidrógeno del carbono alfa y uno de los hidrógenos del grupo lateral fenilo

de la CuTPP. Estas interacciones provocan una importante deformación de la molécula de porfirina.

Por otro lado, en la figura 4.44 se observa que la serina exhibe una interacción de enlace de

hidrógeno con un átomo de nitrógeno del macrociclo, mientras que uno de los ox́ıgenos del grupo

carboxilo interactúa con un hidrógeno del grupo lateral fenilo. Estas interacciones afectan poco la

planaridad del macrociclo de la porfirina, aśı como la posición de los anillos laterales.
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Figura 4.43: Optimización geométrica para la interacción entre una molécula de CuTPP con una
molécula de arginina

Figura 4.44: Optimización geométrica para la interacción entre una molécula de CuTPP con una
molécula de serina

4.10.2. Estudio DFT para la H2TPP

La geometŕıa de optimización de la tetrafenil porfirina libre de metal con lisina muestra una im-

portante interacción de la cadena lateral del aminoácido con el macrociclo de la porfirina. En la

figura 4.45, el grupo -NH3+ se desprotona y el átomo de hidrógeno se une a uno de los átomos de

nitrógeno solitarios (22 o 24 por la nomenclatura IUPAC) del anillo. Esto hace que el macrociclo de

porfirina se alinee con las posiciones N-H del núcleo apuntando hacia abajo, mientras que los lados

opuestos apuntan hacia arriba. En esta configuración, los grupos funcionales amina y carboxilo de

la lisina apuntan hacia arriba en dirección opuesta a la molécula de porfirina.
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Figura 4.45: Optimización geométrica para la interacción entre una molécula de H2TPP con una
molécula de lisina

Para la interacción de la H2TPP y serina (figura 4.46), se observó una doble interacción entre

los hidrógenos del grupo amina y el carbono alfa del aminoácido con los dos átomos de nitrógeno

(posiciones 22 y 24) del núcleo de la porfirina. Por otro lado, el extremo de la cadena lateral

exhibe una interacción de enlace de hidrógeno entre el ox́ıgeno del grupo OH del aminoácido y

un hidrógeno del grupo lateral fenilo. Debido a estas interacciones, se observa un ligero efecto de

ensillado de menos de 0.15 nm entre el centro y el borde del núcleo de la porfirina.

4.10.3. Estudio DFT para la ZnTPP

La interacción de la molécula ZnTPP con lisina y serina mostró un desplazamiento del Zn fuera de

la configuración plana de la porfirina en menos de 0.04 nm. En ambos casos, la atracción principal

es con el átomo de ox́ıgeno desprotonado del grupo carbox́ılico. Por otro lado, debido a la longitud

de la cadena lateral de la lisina, ésta apunta hacia arriba y entre dos grupos laterales de fenilo sin

ninguna otra interacción. Aśı mismo, se observa una configuración diferente para la serina debido

a su menor tamaño, ya que el ox́ıgeno del grupo carboxilo interactúa con un átomo de hidrógeno

de uno de los grupos laterales fenilo. En ambos casos, aunque los átomos de zinc exhibieron cierto

desplazamiento de la configuración plana, el resto de moléculas no presenta ninguna otra modifi-

cación aparente de su configuración de mı́nima enerǵıa.
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Figura 4.46: Optimización geométrica para la interacción entre una molécula de H2TPP con una
molécula de serina

Figura 4.47: Optimizaciones geométricas para la interacción entre una molécula de ZnTPP con a)
lisina y b) serina.

En la tabla 4.25, se puede ver que las interacciones más fuertes fueron para el sistema H2TPP/Lys,

seguido de ZnTPP/lys y CuTPP/Arg. Por otro lado, en todos los casos, la serina mostró la enerǵıa

de unión más baja en comparación con los aminoácidos cargados positivamente en todas las su-

perficies. Vale la pena notar que la enerǵıa para el sistema ZnTPP/Ser es positiva, y sugiere una

interacción inestable, lo que apoya la baja afinidad de esta molécula por las peĺıculas de porfirina,

en particular, las que están coordinadas a un átomo de zinc.
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Sistema de interacción Enerǵıa de enlace kJ/mol

CuTPP/Arg -93.57
CuTPP/Ser -16.60
H2TPP/Lys -458.66
H2TPP/Ser -251.08
ZnTPP/Lys -143.80
ZnTPP/Ser 192.90

Tabla 4.25: Enerǵıas de enlace calculadas para todos los sistemas utilizando el conjunto de bases
B3LYP/ 6-31 (d)

Finalmente, las configuraciones optimizadas de las interacciones exhibieron estados de coordinación

con los átomos metálicos, mientras que la molécula de H2TPP interactúa principalmente a través

de los átomos internos del macrociclo de la porfirina. A partir de estos resultados, queda claro que

el átomo metálico central de la porfirina influye en la respuesta de interacción de las moléculas de

aminoácidos en términos de su cadena lateral o grupos R, y por tanto, son elementos prometedores

para la detección de aminoácidos.
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Conclusiones

Se emplearon peĺıculas de tetrafenil porfirina de cobre, zinc y sin centro metálico para investigar

la interacción entre sus superficies y diferentes tipos de aminoácidos.

La cuantificación de la cantidad de aminoácido adsorbido sobre las peĺıculas se realizó con la técnica

del púrpura de Ruhemann. Los resultados mostraron que se favoreció la adsorción de compuestos

cargados, en particular aminoácidos catiónicos como la arginina para la peĺıcula de CuTPP, y la

lisina para las de H2TPP y ZnTPP. Por otro lado, la serina (que es un aminoácido polar), mostró

la menor afinidad para ser adsorbido en las tres superficies.

La peĺıcula que más aminoácidos adsorbio fue la H2TPP. Este resultado puede ser atribuido a

las interacciones electrónicas entre los aminoácidos y la distribución electrónica π del macrociclo.

También, pudo deberse a que el anillo presenta más sitios disponibles de unión, lo que favorece su

interacción con otras moléculas. Por otro lado, se pudo notar que el metal central no solo favoreció

la adsorción de aminoácidos con carga positiva, sino que hizo diferenciación entre ellos (Cu-Arg y

Zn-Lys). Por lo tanto, es posible lograr un reconocimiento selectivo de aminoácidos cambiando el

centro metálico de la porfirina.

Se determino que el proceso de adsorción fue favorable a través de isotermas de adsorción de

Freundlich, indicando que la adsorción de los aminoácidos sobre las peĺıculas se da en forma de

multicapas. Además, se analizaron las cinéticas de adsorción y se determinó que los procesos fueron

102
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de pseudo segundo orden basado en los valores R2. Con este dato, fue posible considerar que la

adsorción en todos los casos se da por la formación de enlaces qúımicos.

Se analizó la morfoloǵıa de las peĺıculas de porfirina antes y después de la interacción mediante las

técnicas de SEM y AFM. De las imágenes obtenidas antes de la interacción, se observaron peĺıcu-

las compactas, homogéneas y de baja rugosidad, al no presentar agregados ni defectos. Después

de la interacción con los aminoácidos, se observo la formación de agregados tridimensionales de

mediano y gran tamaño tanto en las imágenes de SEM como de AFM. En el último caso, se pu-

do notar que la rugosidad aumento en gran medida siendo consistente con las pruebas de adsorción.

Las curvas de absorbancia usando la técnica de UV-Vis, mostraron cambios insignificantes para la

peĺıcula de CuTPP y pequeños cambios hipsocrómicos en las peĺıculas de H2TPP y ZnTPP para

las bandas de Soret y bandas Q. Los desplazamientos hipsocrómicos más grandes correspondieron

a los aminoácidos catiónicos (arginina y lisina).

Los resultados del ángulo de contacto dinámico mostraron interacciones de tipo hidrof́ılico en todos

los casos. Las peĺıculas que poseen un centro metálico mostraron comportamientos mas hidrof́ılicos

para la solución buffer y más hidrofóbicos para las soluciones con aminoácidos. En el caso de la

peĺıcula de H2TPP se observó en comportamiento opuesto. Además, fue posible distinguir que los

aminoácidos catiónicos fueron los que presentaron mayor hidrofobicidad y la serina mayor hidro-

filicidad sobre todas las peĺıculas.

Los resultados de la microbalanza de cuarzo (QCM) exhibieron diferentes respuestas de interac-

ción. En la peĺıcula de CuTPP, se confirmo que el aminoácido que más se adsorbió fue la arginina,

y el que menos fue la serina, aunque ambos aminoácidos muestran la misma velocidad de adsor-

ción. La respuesta en la peĺıcula de H2TPP, muestra una adsorción rápida para la serina y un

incremento lineal en masa para la lisina. Finalmente, en la peĺıcula de ZnTPP se observa el mismo

comportamiento de adsorción, aunque la lisina muestra mayor masa depositada que la serina. En

todos los casos, la solución buffer no afecto la adsorción sobre ninguna peĺıcula.
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A partir de las simulaciones DFT, se observo que la interacción entre las peĺıculas y las moléculas

de arginina y lisina mostraron las enerǵıas de enlace más altas, mientras que la serina las más

bajas. Aśı mismo, los valores de enerǵıa de enlace más altos para el aminoácido más y menos

adsorbido fueron para la peĺıcula sin centro metálico, y los más bajos para la peĺıcula de CuTPP.

De los resultados cinéticos y QCM, inferimos que la serina exhibe un comportamiento de adsorción

/ desorción en las interfaces, que es compatible con los resultados DFT. Las configuraciones opti-

mizadas de las interacciones exhibieron estados de coordinación con los átomos metálicos, mientras

que la molécula H2TPP, interactúa principalmente mediante los átomos internos del macrociclo de

la porfirina.

Considerando todos los resultados obtenidos en este estudio, se puede decir que las porfirinas son

elementos prometedores para la detección de aminoácidos. Por parte de la porfirina, el centro

metálico jugo un papel crucial en los estados de coordinación. En el caso de los aminoácidos, la

cadena lateral influyó en la adsorción en las superficies. Dada la naturales de la deslocalización

electrónica de los macrociclos de las porfirinas, los aminoácidos catiónicos fueron los más afines

a depositarse en sus superficies. Sin embargo, el tipo de átomo central también influyó en la se-

lectividad de la adsorción, ya que para la molécula CuTPP la adsorción preferencial fue para la

arginina, mientras que para la ZnTPP fue la lisina.

Aśı entonces, se puede concluir que las peĺıculas de porfirina no sólo son buenas candidatas para
la fabricación de elementos de detección de aminoácidos, sino también, pueden ser selectivas de
acuerdo al tipo de centro metálico.
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[33] C. Rivas, O. Núñez, F. Longoria, and L. Gonzalez. Langmuir and freundlich isotherms as
model for the adsorption of nucleic acid components on wo3. Saber, Universidad de Oriente,
Venezuela, 26, 1:43–49, 2014.

[34] H.F. Coronel-Brizio, A.R. Hernandez-Montoya, and A.R. Jimenez-Montaño. Una prueba
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Apéndice

110
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APÉNDICE 129
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.2. Técnicas de caracterización

.2.1. Microscopia Electrónica de Barrido (SEM)

La microscopia electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una técnica muy versátil

para visualizar y analizar las caracteŕısticas micro-estructurales de muestras sólidas debido a la

naturaleza de la interacción electrónica del haz con la muestra, su elevada resolución espacial y su

gran profundidad de campo. Lo anterior, permite el estudio tanto de la morfoloǵıa como de la com-

posición qúımica de una muestra. La figura 1 muestra un esquema de un microscopio electrónico

de barrido [9].

Figura 1: Esquema de un microscopio electrónico de barrido [9]

Las imágenes obtenidas por el SEM se generan por la interacción de un haz de electrones que

“barre”por un área determinada sobre la superficie de la muestra. Debido a la interacción entre

los electrones y el material bajo estudio, se producen en la superficie de éste ultimo diversos tipos

de señales que son captadas con diferentes detectores. Las señales son analizadas y proporcionan

información acerca de la naturaleza de la muestra. Básicamente son tres las señales de alta im-

portancia recolectadas por el SEM, a saber, electrones retrodispersados, electrones secundarios y

rayos X caracteŕısticos [1, 8, 9]

La señal de electrones secundarios proporciona una imagen de la morfoloǵıa superficial de la mues-
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tra, es decir, mediante esta señal se obtiene la imagen más ńıtida de la superficie del material. Se

considera un electrón secundario aquel que emerge de la superficie de la muestra con una enerǵıa

inferior a 50 eV. Dependiendo del haz emergente del filamento del microscopio, se generan choques

inelásticos en donde parte de esta enerǵıa se colecta en el detector, y otra parte se disipa en el

material [1, 9]

Por otro lado, la señal correspondiente a los electrones retrodispersados entrega una imagen cuali-

tativa de zonas en el material con distinto número atómico. Esta señal está compuesta por aquellos

electrones que emergen de la muestra con una enerǵıa superior a 50 eV (en promedio dependiendo

del detector). Estos electrones proceden en su mayoŕıa del haz incidente que rebota en el material,

es decir, son producto de choques elásticos, ya que el electrón no disipa enerǵıa al material. La

intensidad de la señal de retrodispersados para una enerǵıa dada del haz, depende del número

atómico del material, esto es, a mayor número atómico mayor intensidad[9, 1]. Este hecho permite

distinguir fases de un material de diferente composición qúımica. La figura 2 esquematiza la inter-

acción entre el haz de electrones y una muestra sólida.

Figura 2: Esquema de la interacción entre un haz de electrones y una muestra sólida [9]

.2.2. Microscopia de Fuerza atómica (AFM)

La caracterización por microscopia de fuera atómica es de gran utilidad en la visualización de la

morfoloǵıa o de las propiedades superficiales a escala nanométrica de una superficie. En ocasio-

nes, dependiendo de las condiciones de interacción, se puedes alcanzar resoluciones inferiores a

un nanómetro. A diferencia de otros microscopios, se pueden caracterizar muestras en diferentes



APÉNDICE 134

medios como vaćıo, aire, o en ĺıquidos. Una de sus grandes ventajas es que debido a que no existe

el uso de lentes, los efectos de difracción e interferencia no influyen en la resolución del equipo.

La figura 3 muestra el esquema de un microscopio de fuerza atómica. Adicionalmente, es la única

técnica que a la fecha permite obtener el relieve de superficies en tres dimensiones con una muy alta

resolución espacial. La información de la altura, se ve reflejada en una escala de colores arbitrarios

en donde por convención, zonas claras corresponde a crestas y zonas oscuras a depresiones en la

superficie [1, 9].

Figura 3: Esquema de funcionamiento de un microscopio de fuerza atómica [9]

El microscopio de fuerza atómica cuenta con diversos modos de trabajo con los cuales se obtiene

información diversa; uno de ellos es el modo intermitente o “tapping”(figura 4). En este modo, la

punta oscila perpendicularmente a la muestra en su frecuencia de resonancia con amplitud libre.

Cuando la punta se acerca a la superficie de la muestra, la amplitud decrece debido a la interacción

entre la punta-muestra. La amplitud puede variar entre los 100 y 200 nm. En este modo de trabajo,

la punta golpea intermitentemente la superficie disminuyendo el tiempo de contacto entre ambas

partes. Con este modo de barrido, se eliminan las fuerzas laterales y de presión que pueden dañar

muestras suaves, y ocasionar una reducción en la resolución de la imagen.

La imagen obtenida mediante el AFM ofrece información de gran relevancia ya que permite la

observación clara de los relieves de la muestra, y por tanto, proporciona una excelente estimación

de la rugosidad. Esta información es de gran utilidad, ya que muchas propiedades f́ısicas de las

superficies están ı́ntimamente ligadas al espesor de las peĺıculas y su rugosidad. Por ejemplo, las

pruebas eléctricas en donde se busca tener un área regular y bien definida para hacer más efi-
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ciente el transporte de carga en la superficie del material, dependen fuertemente de la rugosidad

interfacial[1, 9].

Figura 4: Esquema de la interacción punta-muestra en modo intermitente de un AFM

.2.3. Espectroscopia Ultravioleta-visible

En la caracterización por espectroscopia ultravioleta-visible se usa el espectro electromagnético en

el rango de longitudes de onda desde los 290 hasta los 1100 nm; esta técnica es útil para identificar

las transiciones electrónicas en diferentes moléculas, y para determinar la cantidad de compuestos

orgánicos altamente conjugados presentes en la muestra de estudio. Además, debido a que la espec-

troscopia UV-Vis mide las transiciones electrónicas de las moléculas cuando están absorbiendo luz

tanto en la región ultravioleta como en el visible, esta técnica es de gran utilidad para determinar

la enerǵıa de activación óptica en ciertas muestras semicoductoras [1].

El espectrofotómetro de UV-Vis opera con dos fuentes que emiten un haz de luz con longitudes

de onda entre 190 y 1100 nm. La primera es una lámpara de arco de deuterio que emite para la

región ultravioleta (190-380 nm), y la segunda, es una lámpara incandescente para las longitudes

de onda en el rango del visible (380-1100). Un monocromador separa las diferentes longitudes de

onda contenidas en el haz que permite el paso de sólo un haz con una determinada longitud de

onda. Aśı, el haz incide en la muestra, la cual permitirá que cierta cantidad de haz incidente pase

a través de ella o que sea absorbida [1, 9]. Lo anterior, dará lugar a un espectro de absorbancia

o transmitancia de la muestra. La figura 5 muestra el esquema básico de un espectrofotometro
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UV-Vis.

Figura 5: Esquema básico de los componentes y el funcionamiento de un espectrofotómetro UV-Vis
[9]

.2.4. Ángulo de contacto

El ángulo de contacto convencional es una propiedad termodinámica que provee una definición

ineqúıvoca de la mojabilidad de una interfase sólido-ĺıquido. La mojabilidad se define como la ten-

dencia de un fluido a esparcirse o adherirse a una superficie sólida. La comprensión del equilibrio

del ángulo de contacto es uno de los problemas fundamentales de la ciencia de superficies, ya que

afecta a todos los procesos que involucran sistemas trifásicos [40]. Es uno de los más antiguos

problemas en la teoŕıa de ciencia de superficies.

Los problemas fundamentales asociados con el equilibrio del ángulo de contacto pueden ser divi-

didos en dos grupos: aquellos relacionados con la estructura y la constitución de la superficie del

sólido, y los asociados con las interacciones mutuas de las tres fases en las proximidades de la ĺınea

de contacto [40].

De manera simplificada, en la figura 6 se muestran dos gotas cuyo comportamiento sobre la su-

perficie de un material es hidrófobo e hidrófilo, respectivamente. Se dice que la superficie tiene un

carácter hidrófobo cuando el ĺıquido no se esparce sobre la superficie, por lo tanto, la superficie

no se moja. Además, el ángulo medido es alto, hay una pobre adhesividad y la enerǵıa superficial
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Figura 6: Esquema del comportamiento de un ĺıquido sobre una superficie hidrofóbica e hidrof́ılica
[40]

del sólido es baja. Por otro lado, la superficie tiene un comportamiento hidrófilo si el ĺıquido se

esparce sobre la superficie haciendo que la superficie se moje. Aqúı, el ángulo de contacto es bajo,

haya muy buena adhesividad y la enerǵıa superficial del sólido es alta [40].

.2.5. Microbalanza de cuarzo

En 1959, Sauerbrey introdujo un nuevo método para mediciones de masa. En lugar de medir el

ángulo de inclinación de una balanza o el desplazamiento en caso de una balanza de resorte, utilizó

el cambio en la frecuencia de un resonador de cuarzo. Por lo tanto, le fue posible detectar incluso

cambios de 10−16 Kg en masa. Su desarrollo generó lo que hoy se conoce como la microbalanza de

cuarzo o QCM (Quartz Crystal Microbalance por sus siglas en inglés), demostrando la naturaleza

extremadamente sensible de estos dispositivos piezoeléctricos hacia los cambios de masa en la

superficie de sus electrodos (figura 7)[39].

Figura 7: Esquema del cristal de cuarzo en una QCM [39]

Los resultados de su trabajo quedaron incorporados en la ecuación que lleva su nombre, y que
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relaciona el cambio de masa por unidad de área en la superficie del electrodo QCM con el cambio

observado en la frecuencia de oscilación del cristal [38, 39]:

∆f = −Cf ∗∆m (1)

Donde,

∆ f = cambio observado en la frecuencia (en Hz)

∆ m = cambio de masa por unidad de área (g/cm2)

Cf = factor de sensibilidad del cristal (56.6 µg−1cm2 para un cristal de 5 MHz a temperatura

ambiente [39].

Los cristales de cuarzo se usan debido a sus propiedades mecánicas y piezoeléctricas superiores.

También, pueden ser fabricados para dar coeficientes de temperatura cercanos a cero a tempera-

tura ambiente. Esto, permite excluir de las variables a la temperatura, la cual podŕıa influir en la

resonancia de la QCM modificando sus parámetros. Los cristales de cuarzo cuentan con electrodos

en forma de orificios de llave en ambas caras (la parte trasera además cuenta con dos medias lu-

nas), y están formadas por peĺıculas de oro o plata depositadas al vaćıo de aproximadamente 150

nm de espesor. El área sensible a la masa está situada en la parte central del resonador cubriendo

aproximadamente el área donde se superponen los dos electrodos, y siguiendo una distribución

gaussiana partiendo del centro [35].

Por muchos años, la QCM fue utilizada sólo para detectar los cambios en masa de sustancias en

fase gaseosa. Sin embargo, recientemente su aplicación ha sido extendida desde que los cient́ıficos

notaran que pod́ıa ser operada en contacto con ĺıquidos y materiales viscoelásticos. El desarrollo

de sistemas QCM para su uso en fluidos abrió un nuevo mundo de aplicaciones en muchas áreas

del conocimiento (figura 8).

El uso de la QCM en contacto con ĺıquidos se ha enfocado en el estudio de los cambios en las

propiedades de masa durante los procesos f́ısicos, qúımicos y electroqúımicos de la superficie de la

muestra. Cuando el cristal de cuarzo está en contacto con un ĺıquido, la amplitud de vibración y la
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Figura 8: Diferencia de señales de resonancia en aire y agua para una QCM [39].

aceleración decaen exponencialmente. Sin embargo, la aplicación de sensores QCM en ĺıquido ha

proporcionado nuevas posibilidades anaĺıticas para la industria qúımica, la protección del medio

ambiente, la biotecnoloǵıa y la medicina, entre muchos otros.

Otra de las grandes aplicaciones con las que se puede utilizar la QCM es por medio del recubri-

miento de peĺıculas depositadas en la superficie del cristal de cuarzo para su uso como sensores.

Para esta aplicación, la peĺıcula depositada debe adherirse a la superficie del cristal de cuarzo para

tener la misma respuesta que el disco original.

Los poĺımeros orgánicos comprenden el tipo de recubrimiento más común utilizado en la QCM de-

bido a su capacidad de absorber moléculas. Cuando el cristal de cuarzo recubierto por la peĺıcula

orgánica está en contacto con un ĺıquido, la rugosidad o grietas generadas por la peĺıcula depo-

sitada pueden atrapar moléculas del ĺıquido, que vibrarán con la misma amplitud y aceleración

que la superficie del cristal de cuarzo. Estas moléculas atrapadas exhibirán un comportamiento de

peĺıcula sólida, produciendo un cambio de frecuencia adicional [36].

Las propiedades de estas peĺıculas se pueden aprovechar para hacer mediciones cinéticas del cam-

bio en el peso o espesor de la peĺıcula por la acumulación de moléculas absorbidas del ĺıquido a la

peĺıcula. Esto puede ser de utilidad si se busca caracterizar la cinética de absorción de la peĺıcula,

y aśı, poder ver su comportamiento de absorción a través de un tiempo determinado. La respuesta

universal del dispositivo es la razón de su amplia gama de aplicaciones en la tecnoloǵıa.
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Hasta el momento, se han descrito las grandes caracteŕısticas que hacen de la QCM un método de

medición preciso y bastante útil. Sin embargo, es necesario mencionar una de las pocas desventajas

en el uso de la QCM, es que cualquier cosa que tenga masa puede generar una respuesta en el sensor

QCM. Sin embargo, la desventaja de tal sensibilidad universal es que siempre se tiene un peligro

de interferencia. A pesar de ello, en la mayoŕıa de los casos, esta interferencia se puede reducir casi

hasta su eliminación con la utilización de dispositivos adecuados que impidan la interferencia de

moléculas ajenas al estudio en cuestión por medio de barreras f́ısicas.

Para tomar en cuenta la sensibilidad que presenta una QCM se ha descrito que el cambio mı́nimo

detectable es en promedio de unos pocos ng/cm2, y está limitado por las especificaciones del ruido

del oscilados de cristal y la resolución del contador de frecuencia utilizado para medir los cambios.

Ahora, enfocándose en el otro extremo de la detección, es decir, en la carga máxima que se puede

tener en una QCM, esta depende de dos factores: de la amortiguación total o la perdida de la

sensibilidad. Para materiales altamente viscosos o sólidos, la amortiguación del cristal aumenta al

aumentar el espesor de la capa. A cierto espesor, la amortiguación se vuelve tan alta que el cristal

ya no puede ser impulsado, es decir, la medición falla debido a la falta de oscilación.

Además, en el uso de la QCM con ĺıquidos se deben de evitar cambios en la temperatura, el flujo

de inyección, las propiedades del disolvente y la formación de burbujas de aire que pueden afectar

la señal del sensor.

.2.6. Cálculos DFT

La qúımica computacional es un área de la qúımica que hace uso de modelos matemáticos para

simular las interacciones entre los átomos de las sustancias entre śı. Dentro de los modelos exis-

tentes, la teoŕıa de los funcionales de la densidad (DFT por sus siglas en inglés) permite el cálculo

de sistemas de muchos cuerpos, especialmente con grandes números de electrones y átomos. DFT

una teoŕıa muy importante en el campo de la qúımica y f́ısica molecular pues permite calcular las
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interacciones electrónicas, y con ello, las interacciones entre las moléculas. Esta teoŕıa nació en

1927 cuando fue propuesta por Thomas y Fermi, y fue extendida posteriormente por Dirac. Sin

embargo, no fue hasta los años sesenta que la teoŕıa fue reformulada para ser entendida como lo

hacemos ahora gracias a los teoremas de Hohenberg y Kohn.

La aportación primordial que realizaron Hohenberg y Kohn, con contribuciones de Sham, fue rees-

cribir el problema de forma que los parámetros del sistema dependieran de la densidad electrónica,

en vez de las posiciones de los electrones. La enerǵıa también se reescribe de esta forma, de modo

que ahora depende de la densidad, y se convierte en un funcional de enerǵıa.

Para calcular la enerǵıa y la densidad de la forma más precisa posible, se han realizado muchas

aproximaciones del potencial y se han definido muchas bases de orbitales para emular lo mejor

posible a los sistemas reales. De esta forma, se ha podido conseguido simplificar enormemente un

problema con much́ısimos grados de libertad, y calcular un número muy alto de interacciones entre

distintas moléculas.

Aunque existen muchos programas que permiten el uso de la técnica DFT para cálculos molecu-

lares, el programa Gaussian es uno de los más empleados por su sencillez y buenos resultados.

Cabe señalar que Gaussian está diseñado para estudiar sistemas en fase gaseosa y en solución,

en el estado fundamental y estados excitados; lo que permite explorar áreas de interés qúımico

como efectos del sustituyente, mecanismos de reacción, superficies de enerǵıa potencial, enerǵıas

de excitación, enerǵıas de enlace, etc. Además, tiene incorporadas muchas libreŕıas que permiten

escoger diferentes funcionales y bases para adecuar mejor las simulaciones al sistema de trabajo [37].

En la figura 9, se muestran la estructura de una porfirina, sus orbitales HOMO y LUMO, aśı como

varias transiciones electrónicas de una ZnTPP obtenidos mediante calculos DFT.
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Figura 9: a) Molécula ZnTPP, b) Orbitales HOMO y LUMO, c) Transiciones electrónica calculadas
para un proceso de relajación [41] .

.3. Fundamentos de adsorción

La adsorción es la adherencia o la retención de una capa fina de moléculas de un gas o un ĺıquido

en contacto con una superficie sólida, como resultado del campo de fuerza en esa superficie. La

superficie del sorbente puede presentar afinidades diferentes a los diversos componentes del fluido,

y provoca que la composición de la capa adsorbida sea diferente a la composición del seno del

fluido. Este fenómeno es un excelente medio de remoción de contaminante o para el diseño de

dispositivos sensibles a una molécula en particular, como es el caso de este proyecto.

Las superficies de los sólidos son capaces de fijar átomos o moléculas que se encuentran en sus

alrededores. Por lo tanto, el sólido recibe el nombre de adsorbente y los elementos que han sido

fijadas en la superficie, adsorbatos.

.3.1. Tipos de adsorción

Se reconoce la existencia de dos tipos principales de adsorción: la fisisorćıón y la quimisorción.

Ésta, va a depender de la naturaleza de las fuerzas superficiales entre el adsorbente y el adsorbato.
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La fisisorción también es conocida como adsorción f́ısica o adsorción de Van der Waals. Esta ad-

sorción sirve para concentrar las moléculas de una sustancia en la superficie y no depende de una

manera definitiva de las irregularidades en la naturaleza de la superficie, sino que, por lo general,

es proporcional a la extensión de la superficie. La cantidad de adsorción no se limita a una capa

monomolécular en la superficie del sólido. Aśı, a medida que las capas de moléculas se depositan

en la superficie sólida, el proceso va pareciendo cada vez más a una condensación.

El fenómeno de quimisorción fue considerado por primera vez en 1912 por el qúımico estadouniden-

se Langmuir, quien lo definió como la formación de enlaces qúımicos entre el sorbato y la superficie

del sólido. Tales interacciones son fuertes, altamente especificas y a menudo no son fácilmente

reversibles.

Una secuela de la quimisorción es que después de que la superficie se ha recubierto con una sola

capa de moléculas adsorbidas, queda saturada; sólo puede ocurrir adsorción adicional sobre la ca-

pa ya presente, y en general, es de tipo débil. Debido a ello, es que Langmuir insistió en que la

quimisorción incluye la formación de una capa unimolecular.

.3.2. Isotermas de adsorción

La relación entre la cantidad de sustancia adsorbida por un adsorbente y la presión o concentra-

ción de equilibrio a una temperatura constante se denomina isoterma de adsorción. Braunauer las

clasificó en cinco tipo de isotermas.

Isoterma tipo I

La figura 10 muestra la isoterma de Langmuir, y representa el comportamiento del nitrógeno a

-195 ◦C o del ox́ıgeno a -183 ◦C sobre carbón. Se obtiene cuando la adsorción está restringida a una

capa de espesor monomolecular. Frecuentemente, sólo se representa en la qúımisorción o fisisorción

sobre sólidos porosos de superficies muy grandes por unidad de peso.
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Figura 10: Isotermas de adsorción tipo I

Isoterma tipo II

Este tipo de isoterma es muy frecuente y caracteriza por la adsorción f́ısica en multicapas sobre

sólidos poco porosos. Su comportamiento se muestra en la figura 11. Aqúı, se representa la adsor-

ción del nitrógeno sobre un catalizador de hierro, de śılice u otras superficies a -195 ◦C.

Figura 11: Isotermas de adsorción tipo II

Isotermas tipo III, IV y V

Las isotermas de tipo III y V, muestran la deficiente afinidad del sólido por el soluto, principal-

mente en la primera capa molecular. Estas isotermas son poco frecuentes. La isoterma de tipo III

representa el comportamiento para el bromo a 79 ◦C y el yodo sobre un gel de śılice. La isoterma

IV muestra la forma para el benceno sobre un gel de óxido férrico a 50 ◦C; esta isoterma deja

de crecer cerca de la concentración de saturación, pero la superficie cubierta puede adsorber otra

capa monomolecular de adsorbato. Todos estos comportamiento estan representados en la figura 12
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Figura 12: Isotermas de adsorción tipo III, IV y V

.3.3. Modelos de isotermas de adsorción

Los dos modelos más comunes para describir este sistema son Langmuir y Freundlich, aunque

existen otras ecuaciones de isotermas disponibles para analizar los datos de equilibrio de adsorción

experimental, como son las isotermas de Toth, Dubinin-Radushevich y Temkin.

.3.4. Modelo de Langmuir

El modelo más importante de adsorción en monocapa fué el desarrollado por Langmuir en 1918,

donde considera la adsorción de un gas ideal sobre una superficie idealizada. Se basa en la supoción

de que la adsorción sólo puede ocurrir en un número fijo y definido de sitios. En este caso, cada

uno de los sitios puede ser ocupado solamente por una molécula de adsorbato (monocapa) y no

hay interacción entre sitios adyacentes.

Puesto que la adsorción se limita a capas monomoleculares, la superficie puede dividirse en dos

partes. Estableciendo equilibrio, es decir, de manera tal que la velocidad a los cuales las moléculas

chocan con la superficie y permanecen en ella por una cantidad apreciable de tiempo, y se equili-

bran exactamente con la velocidad a la que las moléculas se desprenden de la superficie.

La velocidad de adsorción será entonces proporcional a la concentración de las moléculas en la fase

ĺıquida o gaseosa Ce. También será proporcional a la fracción de superficie que no está cubierta,

representada por 1 − qe, ya que qe representa la fracción cubierta por la capa monomolecular de

moléculas adsorbidas. Por tanto, la velocidad de adsorción Va está dada por:



APÉNDICE 146

Va = kaCe(1− qe) (2)

Donde ka es una constante de la velocidad que se relaciona con el proceso de adsorción. La velo-

cidad de desorción Vd es proporcional solamente al número de moléculas unidas a la superficie.

Vd = kdqe (3)

Donde kd es una constante de velocidad para el proceso de desorción. En el equilibrio, las veloci-

dades de adsorción y desorción con iguales. Como consecuencia se tiene la siguiente ecuación.

KaCe(1− qe) = Kdqe (4)

Reagrupando términos se tiene:

qe
1− qe

=
Ka

Kd

Ce (5)

La relación Ka/Kd es una constante de equilibrio que se suele representar como KL. Entonces, se

tiene la siguiente ecuación que se conoce como isoterma de Langmuir.

qe =
KLCe

1 +KLCe
(6)

La fracción de superficie cubierta también se denomina çobertura 2relaciona la cantidad de sitios

activos ocupados con respecto a los centros activos totales, entonces se tiene:

qe =
qe
am

(7)
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Las últimas dos ecuaciones se pueden combinar, obteniendose la siguiente expresión:

Ce
eq

=
1

KLam
+
Ce
am

(8)

Otra forma de linealizar la isoterma es:

Ce
qe

=
1

KL

+
am
KL

Ce (9)

Si ahora se gráfica Ce con respecto a Ce/qe, se obtiene una linea recta con pendiente am/KL y

ordenada al origen 1/KL. Aqúı, Ce es la concentración de soluto (ppm), qe es la concentración de

soluto adsorbido por unidad de área de adsorbente (ppm/m2), KL/am es la capacidad de adsorción

o la capacidad de monocapa (ppm/m2), y KL es la constante de Langmuir (L/m2).

.3.5. Modelo de Freundlich

La más importante isoterma de adsorción multisitios para superficies heterogéneas es la isoterma

de adsorción de Freundlich:

qe = KFC
1
n
e (10)

Se puede linealizar la ecuación anterior empleando logaritmos a fin de obtener los calores de los

parametros KF y 1/n.

Logeq = LogKF +
1

n
LogCe (11)

Si se grafica Log Ce se grafica en función del log qe, se obtiene una recta con pendiente 1/n y



APÉNDICE 148

ordenada al origen logKF . Aqúı, KF es una constante relacionada con la capacidad de adosorción

y n un parámetro emṕırico relacionado con la intensidad de la adsorción, el cual vaŕıa con la he-

terogeneidad del adsorbente. Para valores de 1/n que se encuentren en el intervalo de 0.1 a 1.0, se

dice que la adsorción es favorable.

.4. Cinética qúımica

.4.1. Velocidad de reacción

Toda reacción se efectúa a una velocidad caracteŕıstica. Algunas son más rápidas y otras son ex-

tremadamente lentas. Tanto el estudio de la velocidad como los mecanismos de reacción son los

temas más fundamentales de la cinética qúımica.

La velocidad de una reacción es variable y depende de la concentración de las especies que reaccio-

nan, la temperatura, la presencia de catalizadores y la naturaleza de los reactivos. En la figura 13 se

representa la rapidez de una reacción qúımica, la cual se define como el cambio en la concentración

de los reactivos y/o productos en función del tiempo.

Figura 13: En esta imagen se aprecia como la concentración del reactivo A disminuye, mientras
que la concentración del reactivo B aumenta con el paso del tiempo.
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.4.2. Ley de velocidad o ecuación de velocidad

Es una expresión matemática que se obtiene de datos experimentales.

v = f(concentración de reactivos)

aA+ bB → cC + dD

v = K[a]α[B]β

De donde:

v = velocidad de reacción en unidades de concentración/tiempo

α, β = órdenes parciales

α + β = orden total de la reacción

k = constante de rapidez, sus unidades dependen del orden de la reacción

La dependencia de la velocidad de la reacción con las concentraciones de los reactivos es conocida

como orden de reacción.

.4.3. Modelos cinéticos de adsorción

La cinética de adsorción se utiliza para describir la tasa de adsorción de un adsorbato en el ad-

sorbente, para explorar la caracteŕıstica de adsorción y sus mecanismos. En la literatura no se

encontraron ejemplos de la interacción de peĺıculas de porfirinas con aminoácidos en disolución

acuosa. Sin embargo, un estudio de cinética de adsorción de aminoácidos en cristales monohidrata-

dos de oxalato de calcio (CaOx), en los cuales se utilizaron los modelos cinéticos de pseudo-primer

orden y pseudo-segundo orden para interpolar la difusión cinética [30]. n base a estos estudios,

se decidieron utilizar dichos modelos para comprender los fenómenos cinéticos que ocurren en la

adsorción de aminoácidos en peĺıculas de porfirinas.
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Cinética de reacción de pseudo-primer orden

De acuerdo con la literatura, el modelo cinético de pseudo-primer orden se basa en el supuesto de

que la adsorción sigue la fisisorción y puede ser expresado como:

qt = qe(1− e−k1t) (12)

La forma lineal del modelo cinético de pseudo-primer orden se escribe de la manera siguiente:

ln(qe − qt) = lnqe − k1t (13)

Donde qe y qt representan la cantidad de adsorbato adsorbido en el equilibrio y en cualquier tiempo

(t), respectivamente. k1(1/s) es la constante de adsorción del pseudo-primer orden de reacción. Los

valores de k1 son calculados de la gráfica de ln(qe − qt) contra t.

Cinética de reacción de pseudo-segundo orden

El modelo cinético de pseudo-segundo orden se basa en el supuesto de que la adsorción sigue un

proceso de quimisorción. La ecuación respectiva se escribe de la siguiente manera:

qt =
q2ek2t

1 + qek2t
(14)

Pudiendose reescribir en su forma lineal como:

t

qt
=

1

k2q2e
+

t

qe
(15)

De donde qe y qt ya fueron definidas anteriormente y k2(s ∗m2/ppm) es la constante de adsorción

cuyo valor esta definido por la gráfica de t/qt contra t.
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