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1. INTRODUCCION

La combinacion, en un solo material, de componentes
inorgéanicos y organicos, e incluso bioactivos, abrié a la ciencia de
materiales numerosas aplicaciones en diversas areas incluyendo
Optica, catalisis, membranas, sensores, entre otras [1,2]. Por
ejemplo, algunos materiales hibridos tienen excelente foto-
estabilidad, respuestas fotocromicas muy rapidas, o actuan como
sensores [3,4]. En este sentido, existen sistemas quimicos que son
dificiles de detectar; los fenoles, por ejemplo, son téxicos para los
organismos vivos y son uno de los grupos mas contaminantes en la
industria quimica. Asi, se encuentran frecuentemente contaminando
efluentes acuosos y es deseable detectarlos y por supuesto
eliminarlos, incluso a baja concentracion. Algunos fenoles,
particularmente catecoles, dafian significativamente al ADN [5]. Sin
embargo, los fenoles son frecuentemente dificiles de detectar y
algunas veces la exposicion a ellos se esta ignorando y sin saberlo se
esta promoviendo una bio-acumulacién y por tanto un deterioro de la
salud.

Una via para eliminar los fenoles es su oxidacion por oOxidos
metalicos. En la presencia de oxigeno disuelto y una relacion alta
oxido/fenol, la oxidacion es total y conduce a la formacion de CO,.
Durante la oxidacion de fenoles, los metales se reducen y es
necesario un tratamiento alcalino para re-oxidarlos a su estado de
oxidacion original. Este procedimiento es particularmente eficiente en
la descontaminacion de suelos [6]. En el caso de la oxidacién de
fenoles en medio acuoso se requieren a menudo temperaturas altas.

Entonces, es importante establecer un método réapido para

detectar fenoles y su eventual eliminaciéon o conversion quimica. Asi
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que, para detectarlos se han propuesto varios métodos analiticos
espectrofotométricos y electroquimicos, principalmente. No existe, sin
embargo, un método que incluya el uso de materiales inteligentes
que detecten y complementariamente neutralicen a los fenoles
presentes en solucion.

Por otra parte, la glucosa es también una molécula objetivo que
es deseable detectarla y neutralizarla en un medio biolégico [7]. Este
reto se presenta en el marco de las investigaciones para proponer
tratamientos alternativos a la diabetes, especificamente se busca un
material que regule la liberacion de insulina cuando se detecta un
nivel elevado de glucosa. Los materiales que se han propuesto hasta
ahora son principalmente polimeros [8,9] y no han sido del todo
satisfactorios ya que si bien responden a la concentracion de glucosa,
también varian mucho su grado de hidratacién y su sensibilidad
disminuye.

Asi, la investigacibn permanece abierta para encontrar
materiales sensores-reguladores de glucosa y fenoles, entre otras
muchas moléculas objetivo.

Precisamente, es en este contexto que se desarrolla esta tesis,
el disefio de materiales hibridos bifuncionales, sensibles a la
presencia de fenoles y/o glucosa y que reaccionen con estos
compuestos para neutralizarlos. El disefio se basa en alanina y acido
acrilamidofenilboronico anclados o atrapados en la superficie o poros

de una matriz de silice.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Materiales hibridos

La combinaciobn en un solo material de las propiedades
inorgéanicas y organicas o biologicas de diferentes componentes es
una estrategia para el disefio de materiales avanzados con
aplicaciones diversas: mejoramiento de la estabilidad térmica vy
mecanica, modulacion del indice de refraccion, mejoramiento de las
propiedades magnéticas, accesibilidad a una red porosa para
sensores o catalizadores, entre otras [10,11]. La adicién de
componentes organicos modifica las propiedades fisicoquimicas
especificas de las matrices inorganicas [12,13]. Las metas mas
comunes que mueven a la preparacion de materiales organico-
inorganicos es potenciar las propiedades eléctricas, Opticas,

electroquimicas o la reactividad quimica y bioquimica, etc.

El interés por los materiales hibridos no es solo el
confinamiento de algunas propiedades fisicoquimicas sino también el
gran potencial que ofrecen para acoplar las propiedades de sistemas
simples con las propiedades de sistemas fisicoquimicos complejos.
Asi, con procedimientos quimicos simples se pueden preparar
materiales hibridos inspirados en procesos biologicos [ 14,15 ].

Tiene que quedar claro que los materiales hibridos orgénico-
inorganicos no son mezclas fisicas, sino que pueden definirse como
nanocompositos a la escala molecular, teniendo al menos un
componente, organico o Dbiolégico, adicionado al componente
inorganico [16]. Las propiedades de los materiales hibridos no
resultan simplemente de la suma de las contribuciones individuales
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de sus componentes, sino que también se crea una importante
sinergia por una extensa interfase hibrida [17,18]. En este sentido,
en la interfase organico-inorganico se presentan diferentes tipos de
interacciones, los mas comunes son enlaces labiles que juegan un
papel importante en la modulacibn de numerosas propiedades
(6pticas, mecanicas, estabilidad térmica, etc.).

Tomando en cuenta las interacciones en la interfase organico (o
biolégico)-inorganica, los materiales hibridos pueden clasificarse en:
[16]

De Clase I: Se incluye a los sistemas hibridos donde los
componentes organico (o biolégico) e inorgénico interaccionan por
enlaces deébiles, del tipo de Van der Waals, electrostaticos o por
puente de hidrégeno.

Los compuestos de tipo | presentan una serie de caracteristicas
que pueden enunciarse como ventajas: la facilidad para sintetizarlos,
el uso de precursores no complejos y, cuando se desea crear
arquitecturas funcionales de auto-ensamblaje, la remociéon superficial
de la fase organica es muy facil.

De Clase Il: Comprende a los materiales hibridos en los cuales
los componentes estan enlazados por enlaces quimicos covalentes o
idnico-covalentes.

Esta clase de materiales incluye a muchos co-polimeros vy
nanocompositos. La presencia de enlaces covalentes entre los
componentes les confiere numerosas ventajas: sintesis de materiales
completamente diferentes a sus precursores, minimizacion de
procesos de separacion y mejor definicion de la interfase organico-
inorganica. Esto ultimo puede conducir a un mejor entendimiento del
material y a describir mejor la relacion entre la microestructura y las

propiedades, a facilitar el balance hidréfilo-hidrofobo, etc.
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Un anclaje eficiente de la funcionalidad organica a la inorganica
es a menudo mas conveniente que el anclaje labil de los compuestos
hibridos de la Clase I, sobre todo en aplicaciones como sensores o
catalizadores.

Por supuesto, muchos materiales hibridos no pueden
clasificarse como puramente de clase | o Il, debido a que presentan
tanto enlaces fuertes como débiles, pero muy frecuentemente los
enlaces fuertes son mas significativos y a este tipo de materiales se
les clasifica como de tipo Il.

Se han sintetizado materiales hibridos exitosos para aplicarse
en muchos campos, se pueden citar los siguientes: ha sido posible
encapsular células de cianobacterias dentro de redes de silice porosa
[19], estas células poseen centros activos que son capaces de llevar a
cabo la fotosintesis dentro de los poros de la silice. Por otra parte, un
hidréxido doble laminar (Mg-Al-CO3) se evalué como receptor de
ftalocianinas de cobalto para preparar un material hibrido
ensamblado que ha mostrado ser un eficiente sensor de dopamina
[20], un importante neurotransmisor. Para ejemplificar la amplia
variedad de materiales hibridos que pueden prepararse, debe
mencionarse que un hidroxido doble laminar también se usé para
transportar DNA al interior de algunas células, el papel del DHL fue el
de proteccion del DNA [21].

Para detectar y regular la concentracion de fenoles aun no se
ha reportado ningun material hibrido, es por eso que en este trabajo
una de las moléculas objetivo es una familia de fenoles que son muy
toxicos para los seres vivos. Esto es particularmente relevante si se
toma en cuenta que este tipo de moléculas estan frecuentemente
presentes en desechos liquidos de las industrias de pinturas,

perfumes, etc.
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2.2 Hidrogeles organicos con propiedades *“estimulo-

respuesta”

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales
entrecruzadas que se estabilizan por enlaces fisicos y quimicos. Estos
hidrogeles son capaces de absorber, en agua, hasta cientos de veces
su peso seco [22,23]. Su composicidbn guimica y su estructura
tridimensional pueden modificarse facilmente para modular sus
propiedades de hinchamiento, mecéanicas, biocompatibilidad vy
encapsulacion de farmacos [24,25]. La insolubilidad de los hidrogeles
los hace estables mecanicamente y les confiere propiedades de
permeabilidad a moléculas pequenas [26].

Existen algunos hidrogeles con una excepcional bio-
compatibilidad y que responden a ciertos estimulos (fisicos o
quimicos), esto los hace muy atractivos para aplicaciones en
autorregulaciones bioldgicas. Es comun que estos sistemas sean
lamados “materiales inteligentes”. Las estimulaciones pueden ser
muy diversas, por ejemplo el pH, un campo eléctrico o la luz pueden
provocar cambios drésticos en las propiedades del polimero. Estos
materiales interesan particularmente para aplicaciones en el campo
biomédico, explotando al material cuando responde a un cambio en la
concentracion de una molécula en el ambiente, tal y como lo hacen
los sistemas bioldégicos. Asi, estos sistemas son candidatos para
sensores, transportadores de farmacos o bien como nuevos
biomateriales.

Por ejemplo, se han creado esponjas tridimensionales porosas
de poli acido lactico buscando aplicarlas en el cultivo de células
hepatocito [27]. Estas células, al estar localizadas, pueden usarse
para la terapia en enfermedades hepéticas, manteniendo la expresion

de genes hepaticos especificos.
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En este contexto, uno de los objetivos mé&s ambiciosos es la
molécula de glucosa, debido a que la enfermedad de la diabetes esta
ampliamente propagada y se desea buscar tratamientos alternos.

Uno de los principales retos es el disefio de nuevos sensores de
monitoreo de glucosa no invasivos o de sistemas de auto-liberacion
de insulina que ayuden a disminuir la frecuencia de las inyecciones de
insulina [28].

Por otro lado, los fenoles también son moléculas objetivo ya
que son compuestos que se usan ampliamente, que se liberan al
medio ambiente y que una exposicion a ellos ocasiona graves dafios a
la salud, son cancerigenos.

Asi, en el presente trabajo se han disefiado materiales hibridos
buscando aprovechar sus propiedades hibridas para crear sensores
capaces de detectar y eliminar fenoles y/o glucosa. Los materiales
hibridos consisten de una red de silice funcionalizada con derivados
del &cido fenilboronico y encapsulando en esta red moléculas
bioactivas como la alanina y la insulina. Por otro lado se sintetizé un
polimero organico hidrogel a base de poly N-isopropilacrilamida
(pPNIPAM) que se usO también como receptor de las mismas

biomoleculas.
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2.2 Fenoles

Son compuestos aromaticos que contienen grupos hidroxilo
unidos directamente al anillo aromatico, EI compuesto mas sencillo de
la familia es el fenol, también conocido como hidroxibenceno,
benzofenol o acido carbdlico. Su estructura se representa en la figura
2.1.

OH

Figura 2.1 Estructura de fenol.

Los fenoles contienen el grupo —OH (hidroxilo) y comparten
algunas caracteristicas con los alcoholes, sin embargo, las
propiedades y forma de preparacion son muy diferentes.

Los fenoles son mas acidos que los alcoholes, los mas sencillos
son liquidos o sodlidos con un punto de fusidon bajo y puntos de
ebullicion elevados. Esto debido a que el enlace O-H es polar (como
consecuencia de la diferencia de electronegatividades de los atomos)
y forma puentes de hidrogeno con otras moléculas de fenol. También
puede formar puentes de hidrégeno con otras moléculas, por ejemplo
agua.

Los fenoles se oxidan con facilidad, dependiendo de Ila
exposicion a la luz y al aire, y de la presencia de impurezas
metalicas. La oxidacion de los fenoles depende de su estructura y la
mayoria de ellos da lugar a quinonas. La mayoria de los fenoles son

medianamente solubles en agua (9 g/100 g H,0).
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Los fenoles son de gran interés en la industria debido a los
muchos usos que se les puede dar como disolventes, en la fabricacion
de resinas y herbicidas, desinfectantes, antisépticos, fungicidas e
insecticidas, entre otras, esto aumenta el riesgo de que se diseminen
en el medio ambiente. Particularmente, los fenoles se usan con
frecuencia para producir colorantes azoicos, aspirinas y taninos
artificiales [29]. El gran uso que se les da a los fenoles, sin embargo,
también los hace presentes comunmente como desechos, siendo un
problema su disposicion final.

Ademas, los fenoles son toxicos para los seres Vivos,
principalmente fenoles con mas de un grupo OH en el anillo
aromatico. Entre los efectos de los fenoles en los seres vivos hay que
remarcar que produce modificaciones en los cromosomas, lo que le
confiere propiedades cancerigenas.

En el presente trabajo se utilizan 3 tipos de fenoles:

pyrocatecol, resorsinol y 4-metilcatecol (figura 2.2)

OH ¥
OH HO OH O

(a) ) H3C (c) OH

Figura 2.2 Estructuras de (a)Pyroatecol, (b)Resorcinol y (c)4-Metilcatecol.

Los tres fenoles representados en la figura 2.2 contienen los
grupos OH unidos al anillo aromatico, difieren en las posiciones del
OH y en uno de ellos un grupo metilo también esta unido al anillo.

Estos tres fenoles pertenecen a un grupo de fenoles llamados
catecoles. Estos compuestos son muy toxicos para los seres Vivos.

Por ejemplo, el pyrocatecol es capaz de contribuir significativamente
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al dafio del ADN por mecanismos genotoxicos estocasticos y también
contribuye al riesgo de contraer cancer [30].

El resorcinol tiene una toxicidad baja al inhalarse y a la
exposicion cutanea pero por via oral es muy elevada, afecta al
sistema nervioso central. Algunos de sus efectos nocivos son
disfuncion del tiroides, irritacion cutanea, desorden en el sistema
nervioso central (taquipnea y temblores), irritacion ocular, entre
otros.

El 4-metilcatecol es irritante de las vias respiratorias ademas de
perjudicar el sistema nervioso central. Al igual que el pyrocatecol y el
resorcinol, es irritante cutaneo y ocular, y la exposicion prolongada a
este material induce nauseas y vomitos, agitacion, vasodilatacion
periférica, taquipnea, taquicardia, hipertermia, temblores vy
convulsiones y edema pulmonar. En algunos casos, dependiendo de
la dosis absorbida, la afeccion puede llegar al coma, dafio renal o
cardiaco.

Como se acaba de mencionar, los tres fenoles son altamente
toxicos. Ademas, es comuUn que se encuentren presentes como
deshechos, diluidos en efluentes acuosos, por lo tanto es deseable

detectarlos y eliminarlos.
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2.3 Glucosa

La glucosa es un monosacarido sencillo que se produce en la
fotosintesis, y es el carbohidrato mas importante que las plantas y
animales usan como fuente de energia.

La figura 2.3a presenta la estructura de la glucosa, que puede
describirse como un anillo “piranoso” de cinco atomos de carbono y
uno de oxigeno. En este anillo, cada carbono esta enlazado a grupos
hidroxilo e hidrégeno, con la excepcion de uno de ellos que se enlaza
a otro atomo de carbono externo al anillo, formando un grupo
CH,OH. Esta estructura se encuentra en equilibrio con una forma mas
reactiva aciclica, Figura 2.3 b. Ambas estructuras en equilibrio son
capaces de formar puentes de hidrégeno debido a sus numerosos
grupos OH estructurales [31].

La glucosa se encuentra libre en la sangre (azucar sanguineo) y
en otros numerosos fluidos corporales, asi como en los jugos de las
frutas, y es el componente principal de muchos oligosacaridos y
polisacaridos [32]. La glucosa constituye el 98% del metabolismo
oxidativo (respiracién) del cerebro y es fuente principal de energia.
La funcion respiratoria mantiene la vida celular con la glucosa como
su principal combustible.

La glucosa se obtiene comercialmente por hidrdlisis de almidén
y tiene un alto grado de solubilidad.

Las personas con afecciones pancreaticas tienen problemas
para metabolizar la glucosa ya que no producen o produce muy poca
insulina, esta es una hormona que se necesita para poder llevar la
glucosa a las células.

Una baja concentracion de insulina causa una acumulacion de
glucosa en la sangre porque no puede transportarse a las células,

este aumento de glucosa en la sangre se le llama hiperglucemia,
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entonces la glucosa tiene un efecto toxico que deteriora diferentes

o6rganos y sistemas completos lo que puede resultar en coma y hasta

la muerte.
CH,OH
HO 0
O HO P
OH \/\\/\/“‘*H
OH OH b) Ho  OR
OH
a)

Figura 2.3 Estructura de la glucosa ciclica a) y no ciclica b).

La diabetes dificulta de dos formas diferentes el que las células
reciban la cantidad adecuada de glucosa. La primera es cuando la
insulina que genera el pancreas no es la suficiente, esto provoca que
los receptores que permiten la entrada de glucosa a la célula no se
abran, aumentando los niveles de glucosa en la sangre. Esto se
conoce como diabetes tipo 1.

La diabetes tipo 2 no es una insuficiencia de insulina, sino que
el niumero de los receptores de las células que permiten la entrada de
glucosa es reducido, aunque la insulina necesaria esté presente no se
puede usar, lo cual resulta en altos niveles de glucosa en la sangre,
este tipo de diabetes también se dice que tiene resistencia insulinica.
Este tipo de diabetes se controla usando medicamentos Yy
modificando la dieta, pero a diferencia de la diabetes tipo 1 en esta
es posible evitar inyecciones constantes de insulina.

Para controlar la insulina (la diabetes no es curable),
actualmente se utilizan dispositivos de autocontrol que miden el nivel

de glucosa en la sangre. El diabético tiene que medir estos niveles en
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diferentes momentos del dia, antes de cada comida, después de cada
comida y a la hora de irse a dormir, pero para personas que utilizan
insulina generalmente necesitan hacerse el autocontrol mas a
menudo que las que no lo usan (diabetes tipo 2 y tipo 1). Estas
pruebas consisten en utilizar gotas de sangre, generalmente el
dispositivo para medir tiene una pequefia aguja en donde se presiona
con el dedo para asi perforar la piel y obtener la gota de sangre.
Después, dependiendo de si lo necesita o no, se inyecta insulina (no
se puede tomar de otra forma).

Un diabético, en promedio, se inyecta insulina de 3 a 4 veces al
dia, se recomienda la rotacion de las inyecciones por todo el cuerpo
ya que se pueden formar lesiones, y también se recomienda inyectar
de forma subcutanea, es decir en la capa de grasa debajo de la piel
ya que si se inyecta en el musculo el dolor se significativamente
mayor.

Lo anterior ejemplifica lo dificil que puede resultar la regulacién
de la glucosa en la sangre de los diabéticos. Es por esto que
actualmente se investigan materiales que puedan autoregular los

niveles de glucosa.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Materiales.

Todos los reactivos siguientes, usados en las diferentes sintesis
de este trabajo, se adquirieron en Sigma-Aldrich:
Sulfato 3-aminofenil bordnico acido 95% (PBA), N-
(3Dimetilaminopropil)-N-etilcarbodimhidro  cloruro  (EDCI), Acido
acrilico 99% (AAc), Tetraetilortosilicato 98 % (TEOS), Etanol, L-
Alanina 98%, n-isopropilacrilamida 97% (NIPAM), N’-Metilen-
bisacrilamida 99 % (BIS),dodecil sulfato de sodio 96% (SDS),
persulfato de amonio 98% (APS).

3.1 Sintesis del a&cido 3-acril amido-fenilborénico(APBA)

Se disolvieron 5 mmoles de sulfato acido amino-fenilboronico
en 16 mL de agua destilada. Se ajust6 el pH a 4.8 agregando NaOH
2M. Enseguida, se bajé la temperatura de la solucién a 4 °C y se
adicionaron 5 mmoles de N-(3Dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimodehidrocloruro (EDCI)

Por otro lado, a 3 mL de acido acrilico (AAc) se adicioné NaOH
2M hasta alcanzar un valor de pH=4.8.

Se mezclaron estas 2 soluciones y se bajo la temperatura a 4 °C, se
dej6 en agitacion a esta temperatura por 1 h.

Posteriormente, se hicieron 4 extracciones con éter etilico (20 mL) en
un embudo de separacion (figura 3.1a). Se recolecto la fase organica,
la cual contenia el APBA.

Se evaporo el éter etilico para asi obtener un liquido con consistencia

aceitosa de color blanco.
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Fase organica
conteniendo APBA

a) b)

Figura 3.1 a)Embudo de extraccion, se pueden apreciar las 2 fases, la menos densa

es la fase organica. b) Agujas de APBA obtenidas de la recristalizacion.

Al liquido se le agreg6 agua para inducir la recristalizacion de la
APBA. Se dej6 reposar por 1 dia, obteniendo entonces pequefias
agujas cristalinas de APBA (ver figura 3.1b). La estructura de este

compuesto se muestra en la figura 3.2.

@)
H
—~
NH ﬁ C| C\H

H

B—OH

OH
Figura 3.2 Estructura quimica del APBA
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3.2 SINTESIS DE LA RED DE SILICE

3.2.1 Sintesis de silice porosa (SiO»,)

Se sintetizo silice por sol-gel [33]. Para esto, se prepard un sol
con 0.1 moles (22.5 mL) de tetra etil orto silicato (TEOS), 0.57
moles de etanol (33.5 mL) y 0.62 moles de H,O (11.2 mL). Se dejo
en agitacion a temperatura ambiente y al cabo de 74 horas se formé
un gel. Se dej6é afiejar el gel y después de 4 dias se secO
obteniéndose un polvo blanco.

Las reacciones que se llevan a cabo durante el proceso sol-gel,
son principalmente dos:

Por un lado la hidrélisis en donde el TEOS reacciona con el agua

para formar grupos silanoles (R-Si-OH) y etanol como productos.

Si(0CyHs)s + Hy0 — Si(0CyHsy OH + C,HsOH

Por otro lado, la condensacion. En esta reaccion dos unidades de
silicio con grupos silanoles reaccionan para formar enlaces — O — Si —
O — Si — y agua, las reacciones de condensacion se llevan a cabo
consecutivamente con unidades Si con silanoles para polimerizar y

formar las cadenas Si— O —-Si— 0O - Si— 0.

Si(0C,Hs)30H + Si(0CyHs),0H — Si(H5C,0)3 — 0 — Si(0C;Hs)s + Hy0

Las reacciones arriba mencionadas se combinan para proveer un
material que no necesariamente esta formado de cadenas saturadas

de (SiO4)* sino que, dependiendo del tiempo de afiejamiento del gel,
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y otros factores, posee grupos silanoles que son considerados centros

reactivos para interaccionar con otras moléculas.

3.2.2 Sintesis de silice porosa con APBA (SiO,-APBA)

Se siguid el mismo procedimiento como descrito en 3.2.1 pero
después de 24 horas de iniciado el experimento se afiadieron 0.0566
g de APBA (sintetizado previamente) y se agité por 50 horas mas a
temperatura ambiente. Después se evaporo el solvente y se obtuvo el
solido que se llamo SiO,-APBA.

Con esta sintesis el objetivo fue el lograr funcionalizar la silice

como a continuacion:

Si @) Si O—NH B—OH

3.2.3 Sintesis de silice porosa funcionalizada con APBA y

alanina

La sintesis se realizO de manera similar a la descrita en 3.2.2
pero 24 horas después de afadido el APBA (48 horas después de
comenzado el experimento) se adicionaron 0.0033 moles de alanina y
se agitdé durante 2 horas mas. Se detuvo la agitacion y enseguida se
evaporo el solvente para obtener el soélido SiO,-APBA-Ala (ver figura
3.3). La finalidad de agregar la alanina en la parte final de la sintesis
fue de no funcionalizar la silice como se hizo con el APBA sino de

solamente atraparla en los poros de la silice.
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Figura 3.3. Sdlido SiO,-APBA-Ala sintetizado por sol-gel.

3.2.4 Sintesis de silice porosa funcionalizada con APBA e insulina

Para funcionalizar la silice con insulina se us6 un digestor
como el mostrado en la figura 3.4, en donde se mezclaron 22.30
mL de TEOS, 11.2 mL de H,O y 33.5 mL de etanol, se dejo en
agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente. Pasadas estas
24 horas se afadieron 0.0618 g de APBA y se dejoé durante 24
horas mas para después afadir la insulina agitando por 3 horas

mas y secarlo para asi obtener un sélido de tono rojo claro.
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3.3 Sintesis de microgel de poli n-isopropilacrilamida (p-
NIPAM)

3.3.1 p-NIPAM funcionalizado con APBA (p-NIPAM-APBA)

Se sintetizé un gel de poli NIPAM por precipitacion de radicales
libres [34] (ver apéndice A). Para esto, se disolvieron 0.5020 g de
NIPAM, 0.509 g de BIS y 0.0163 g de dodecil sulfato de sodio en 40
mL de agua destilada a temperatura ambiente. Se agité hasta que la
solucion se torné transparente.

Por otra parte, se disolvieron 0.05 g de APBA (sintetizado
previamente) en 1 mL de etanol.

Estas dos soluciones se mezclaron y se colocaron con un
agitador magnético dentro de un digestor (ver figura 3.4a). Se dejo
agitando a una temperatura de 70 °C durante una hora antes de
iniciar la polimerizacion la cual se promovié afadiendo 0.406 g de
persulfato de amonio (APS). Se agité a 70 °C durante 4 horasy 11
horas méas a temperatura ambiente.

Al abrir el digestor se podia percibir que el color de la solucién,
inicialmente transparente, se habia tornado blanca y turbia (ver
figura 3.4b), indicativo de la obtencion de un solido suspendido en un
liquido.

Para recuperar el sélido se centrifugé durante 15 minutos a 250
rom. Enseguida se secOd el sdlido y después de 24 horas se
recuperaron 0.5490 g de laminas trasparentes de p-NIPAM-APBA (ver
figura 3.5).
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b)

Figura 3.4 a) Digestor usado para sintesis de NIPAM. b) Microgel de NIPAM

suspendido en agua.

Figura 3.5 Microgel de p-NIPAM-APBA.
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3.3.2 p-NIPAM funcionalizado con APBA e insulina (p-NIPAM-APBA-
insulina)

Para funcionalizar el p-NIPAM con insulina, se sumergio el p-
NIPAM-APBA (0.1 g) en 5 mL de insulina marca Insulex durante 72
horas a 4 ©°C. Seguidamente se dejo evaporar el solvente durante 24
horas a temperatura ambiente y asi obtener un sdlido blanco que se

etiqgueté como pNIPAM-APBA-insulina.

3.3.3 p-NIPAM funcionalizado con APBA y alanina (p-NIPAM-ala).

Ademas de funcionalizar el p-NIPAM-APBA con insulina, también
se funcionalizé con alanina, en este caso se sumergieron 0.2011 g de
NIPAM en una solucion de 40 mL de agua con 0.02011 g de alanina
por 72 horas a temperatura ambiente, después se dejoé evaporar el
solvente durante 48 horas para asi obtener un sélido blanco el cual se

etiquetdé como pNipam-APBA-Alanina.

Resumiendo, se sintetizaron materiales hibridos sensores a base de
silice y NIPAM ambos funcionalizados con APBA, esto porque se
propone que esta molécula interaccione a través de los grupos —
B(OH). con los polioles de las moléculas objetivo (fenoles y glucosa).
Ademas, los materiales contienen en sus poros alanina o insulina, las
cuales seran las moléculas responsables de neutralizar a las

moléculas objetivo.
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3.3 CARACTERIZACION

3.4.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Con el objetivo de caracterizar estructuralmente a los materiales
hibridos, se caracterizaron por RMN de sélidos [35] ya que esta
técnica es sensible a los ambientes quimicos de los atomos. El
principio de la técnica se describe en el apéndice B.

Esta técnica es fundamental para concluir la funcionalizaciéon de los
materiales SiO, y NIPAM con APBA

Los espectros de RMN en estado sélido de 2°Si, **°C y de B se
obtuvieron con giro al angulo magico (MAS) en un espectrofotometro
Bruker 300 Avance Il a una frecuencia de resonancia de 59.59 MHz,
75.42 MHz y 96.2 MHz respectivamente.

Los espectros de ?°Si se adquirieron con un pulso de 3 ps y un
tiempo entre pulsos de 40 s. Las muestras se empacaron en rotores
de ZrO, y se giraron a 5 kHz. Los desplazamientos quimicos se
referenciaron a una solucion acuosa de AI(NO3)3 .

Los espectros de *3C se adquirieron en condiciones de polarizacién
cruzada (*H-3C) usando una sonda Bruker con rotores de zirconio de
4mm. Las muestras empacadas en los rotores se giraron a una
frecuencia de 5 kHz. Se utilizaron pulsos sencillos 7/2 de 4 ps, un
tiempo entre pulsos de 5 s y los desplazamientos quimicos se
referenciaron al desplazamiento en 38.2 ppm de adamantano relativo
a tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de ''B se adquirieron con pulsos sencillos de
excitacion (90°) de 1.5us, con un tiempo de repeticibn de 2

segundos. Los rotores se giraron a 8 kHz. Los desplazamientos
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quimicos se referenciaron al trifloruro de boro etil eter
(BF3:O(CzHs)2).

3.3.1 Dispersion de rayos X para angulos pequefios (SAXS)

La técnica de SAXS es particularmente sensible a cambios de
densidad electronica [36] (Apéndice C). Asi, esta técnica se eligi6
para medir el cambio en densidades provocado por las interacciones
entre el material hibrido y la molécula objetivo a detectar y/o regular
en un medio liquido.

Los perfiles SAXS se obtuvieron utilizando una camara Kratky
acoplada a un tubo de rayos X con anodo de cobre. La radiacion K, se
seleccion6 por medio de un filtro de niquel (Ni). Las muestras fueron
introducidas en un tubo capilar. La intensidad 1(h) se midi6é por 9
minutos para obtener buenas estadisticas. Los datos obtenidos fueron
procesados con el programa ITP [37,39], donde el parametro angular

(h) estd definido como h=2nsen9//1 con 6 siendo el &angulo de

incidencia de los rayos X y A la longitud de onda.

La forma de la muestra puede estimarse de la grafica Kratky,
h?I(h) contra h.

De la pendiente de la curva logl(h) contra log(h) se puede calcular
la dimensidon fractal de las muestras, de acuerdo con la Ley de Porod
[40,41].

Hay que tener en cuenta que por el principio de Babinet, la
dispersion de rayos X a &ngulos pequefios puede deberse a
particulas densas en un ambiente de baja densidad o a los poros o
inclusiones de baja densidad en un medio continuo de alta densidad

de electrones.
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3.3.2 Microscopio electronico de barrido (SEM)

Para observar la morfologia de las muestras se utilizé la técnica SEM
(Apéndice D), la cual por su alta resolucién e imagenes en tercera
dimensién facilita la observacion de elementos morfolégicos como la

forma y tamafo de particulas a escala micrométrica.

Las micrografias SEM de las muestras se obtuvieron con un
microscopio electrénico de barrido Leica Stereoscan-440. Las
muestras se recubrieron con oro para evitar problemas de carga.

Las muestras se analizaron a 1000, 2000, 10000 y 50000 aumentos.
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3.4 EVALUACION DE LOS MATERIALES COMO SENSORES

Para evaluar la eficiencia de los materiales hibridos en tanto que
sensores, ellos se pusieron en contacto con glucosa o fenoles. Los
sistemas a estudiar se resumen en la tabla 3.1. La interaccion del
sensor regulador y la molécula objetivo se evaluaron

cuantitativamente por espectroscopia *H RMN.

Material (sensor) Molécula objetivo
SiO,- APBA-Alanina Pyrocatecol
SiO,-APBA-Alanina Resorcinol
SiO,-APBA-Alanina 4-Metilcatecol
SiO,-APBA-Alanina Glucosa
SiO,-APBA-Insulina Glucosa

pPNIPAM-APBA-Alanina Pyrocatecol
pNIPAM-APBA-insulina Pyrocatecol

Tabla 3.1.Materiales propuestos para detectar y regular algunas moléculas con

grupos —OH

Una masa conocida del sensor se suspendié en 40 mL de agua
junto con las diferentes moléculas objetivo, a cantidades variables, de
acuerdo a la tabla 3.2. La solucibn se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente y la evolucibn de la interaccibn sensor-
molécula objetivo se siguid en funcion del tiempo, para esto se
muestreaba, a intervalos regulares, 0.9 mL de la solucion y se
adquiria inmediatamente el espectro *H RMN en estado liquido. Antes
de la obtencidon del espectro la muestra liquida se diluyé en 0.2 mL de
D-O con una sal de sodio de acido 3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-

d4. Este ultimo componente se usé como una referencia para integrar
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el espectro 'H RMN vy obtener un valor cuantitativo de la
concentracion de sus componentes en funciéon del tiempo.

Por ejemplo, suponiendo que la interaccion entre pyrocatecol y la
alanina liberada del material hibrido SiO,-APBA-Ala se da a traves de

interacciones dipolares, se formaria el complejo siguiente:

H
1 -H
O=H-++N
r
C=0H
O Horn)

Sensor(masa [g]) Molécula objetivo [g] Volumen de agua [mL]
SiO.-APBA-Ala (0.5400) Pyrocatecol 0.2479 40
SiO.-APBA-Ala (0.5406) Resorcinol 0.2481 40
SiO,-APBA-Ala (0.5405) 4-Metilcatecol 0.2788 40
SiO,-APBA-Ala (0.5407) Glucosa 0.4081 40
SiO,-APBA-ins (0.5408) Glucosa 0.4061 40

pNIPAM-APBA-insulina (0.0993) Glucosa 0.2477 40
pNIPAM-APBA-Alanina (0.2009) Pyrocatecol 0.1209 40

Tabla 3.2Combinaciones sensor y molécula objetivo en soluciéon acuosa bajo

estudio.

Asi, en este caso es conveniente monitorear por RMN *H el grupo OH
del fenol que interacciona por puentes de hidrégeno. Por supuesto,
dependiendo del tipo de sensor y molécula objetivo, la molécula a
seqguir sera diferente. Esto se reportara en la seccion de resultados

para cada sistema sensor-molécula objetivo.
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4. RESULTADOS
4.1 Materiales

4.1.1 APBA

El espectro RMN 'H de la figura 4.1 confirma que si se logré
sintetizar el compuesto APBA. Los picos RMN a 5.7 y 6.3 ppm
corresponden al grupo CH,=CH-, las sefales a 7.2, 7.5y 7.8 ppm se
atribuyen al anillo bencénico, el pico a 8.0 ppm es caracteristico de
los hidrégenos del grupo -B(OH), y la resonancia a 10.1 ppm se debe
al grupo amino (-NH) [42]. La totalidad del espectro puede atribuirse
a APBA con lo que se concluye que se obtuvo puro. Este espectro, fue
similar al obtenido por Kitano et. al. [34] quienes realizaron por

primera vez la sintesis de APBA.

Desplazamiento guimico (ppm)

Figura 4.1 Espectro RMN *H en estado liquido de una solucién de APBA. Condiciones

de adquisicion: frecuencia de resonancia a 400 MHz, solvente CD3CI.
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4.1.2 Construccion del sensor SiO,-APBA-Ala

En la figura 4.2 se presentan imagenes SEM del sensor a
diferentes etapas de la sintesis. En la figura 4.2a se observan
particulas de silice que se obtienen cuando no se funcionaliza ni con
APBA ni con alanina (Ala), en este caso las particulas esféricas de
silice muy pequenias (0.3 pm aproximadamente) tienden a
aglomerarse para formar particulas muy grandes de forma irregular,
del orden de 5 pm y mayores.

Cuando la silice se funcionaliza con APBA (SiO,-APBA), figura
4.2b, la morfologia del material cambia significativamente con
respecto a la silice (SiO;). Ahora las particulas que se observan son
de forma irregular pero formando una red macroporosa, dejando ver
la formaciéon de macroporos de 5 pm y mayores. El material SiO,-
APBA parece que tiende a ser mas homogéneo en cuanto a su
morfologia porosa, comparado con el sélido SiO,, que seguramente

tenia una micro o nanoporosidad no observable por SEM.
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Figura 4.2 Imagenes SEM de a) SiO,, b)SiO,-APBA, c) y d) SiO,-APBA-Ala.

La morfologia del material se modifica huevamente cuando se
funcionaliza con APBA y alanina (SiO,-APBA-Ala). Es claro que se
formd una red con una macroporosidad regular, figura 4.2c, con los
poros principalmente de diametro igual a 8 pm. Existen algunas
particulas densas sobre la red macroporosa, mismas que pueden
atribuirse a SiO, sin funcionalizar. La imagen de la figura 4.2d
muestra mas en detalle al material SiO,-APBA-Ala, revelando que la
red del material se compone de quasi-esferas poco densas,
interconectadas para formar los macroporos. La morfologia se

asemeja a cebollas interconectadas.

29|Pagina



Matrices organico-inorganicas como sensores-reguladores de glucosa y fenoles
Capitulo 4: Resultados

Gabriel Isai Pérez Ruiz

Debe concluirse que las condiciones de sintesis son
determinantes para la morfologia del material. Las moléculas
utilizadas para funcionalizar a la silice juegan también el papel de
templante para guiar la morfologia del material. Esto ocurre a
menudo con la sintesis de materiales siliceos [43,44]. Por un lado, la
molécula de APBA es una molécula voluminosa, con grupos amino
terminales alrededor de los cuales la silice puede estructurarse. Al
parecer la molécula APBA es la molécula que actia como molde de la
silice, ya que en el material SiO,-APBA ya puede observarse la
formaciéon de una macroporosidad regular. Debe tomarse en cuenta
que las sintesis de los materiales SiO,-APBA y SiO,-APBA-Ala
ocurrieron de manera similar, agregando el APBA a la silice a tiempos
similares, pero que la sintesis de SiO,-APBA-Ala fue mas larga, es
decir en este caso el material estuvo un tiempo mayor con APBA, con
lo que seguramente se logré6 una estructuracibn completa del
material. La presencia de APBA y alanina en el sensor y su
interaccion con la silice no pueden caracterizarse por SEM y seran
discutidos a partir de los resultados de RMN multinuclear.

En la figura 4.3 se comparan los espectros de RMN MAS ?°Si de
las muestras a las diferentes etapas de disefo del sensor. El espectro
de la silice sin funcionalizar se compone de 4 sefales a -82, -90, -102
y -112 ppm, que se atribuyen a nucleos de silicio en grupos
SiOSi(OH)3, (Si0),Si(OH),, (Si0)3Si(OH) vy (SiO)4, respectivamente.

La presencia de estas especies es usual para un material SiO,
sintetizado a partir del método sol-gel [45,46], es decir la hidrdlisis y
la condensacion promueven la formacion de muchos grupos silanoles
(SiOH) en superficie, especialmente para sintesis con tiempos cortos
de afejamiento del gel, como la efectuada en la muestra SiO..
Cuando el material se funcionaliza con APBA, el nimero de grupos

silanoles disminuye significativamente, particularmente los silicios
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soportando tres OH, (SiOSi(OH)3), desaparecen, para dar paso a la
formacién, principalmente, de grupos (SiO)s3Si(OH) lo que sugiere
que las moléculas de APBA reaccionan en los grupos SiOH. Cabe
hacer notar que la funcionalizaciéon provoca, al menos parcialmente,
que la silice no siga polimerizando ya que no se observa un
incremento significativo en la intensidad del pico atribuido a (SiO)4.
No obstante, la ausencia de picos RMN en el intervalo de -50 a -70
ppm, revela que la adsorcion no forma enlaces covalentes Si-O-C,
sino que la adsorcion debe ser mediante interacciones dipolares tal y
como ocurre con sistemas que tienen grupos polares los cuales
pueden inducir facilmente un momento dipolar [46]. Finalmente,
cuando el sensor esta construido totalmente, es decir, cuando la
alanina ya esta presente, el pico a -112 ppm aumenta
significativamente lo que se interpreta como un aumento en la
polimerizacion de las cadenas de silice, es decir la poblacién de
especies (SiO), aumentan significativamente en decremento de las
especies (SiO)3Si(OH). Este resultado implica que el aminoacido
alanina no esta directamente unido a las cadenas (Si-O-Si-O-), sino

que fue atrapado en los intersticios que se forman.
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Figura 4.3 Espectro RMN MAS 2°Sj en estado sélido de las muestras a) SiO,, b) SiO,-APBA y
c) SiO,-APBA-Ala.
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Figura 4.4 Espectros RMN MAS B de las muestras a)SiO,-APBA y b) SiO,-APBA-Ala

Los espectros RMN MAS ''B de la figura 4.4 confirman que la
alanina es “recubierta” por la silice. El espectro del material SiO,-
APBA (antes de la incorporacion de la alanina) se compone de un pico
RMN fino, cerca de O ppm, que se atribuye al grupo —B(OH), unido al
anillo bencénico. Con la incorporacion de alanina, el pico RMN no
cambia en posicion pero si en anchura, el pico es mas ancho para la
muestra que contiene alanina. Esto puede interpretarse como una
variacion en la densidad electrénica del anillo de benceno, lo que
cambia el tiempo o mecanismo de relajaciéon de la sefial *'B RMN.
Este hecho es consistente con la suposicion de que la alanina es

“atrapada” por la red de silice.
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Figura 4.5 Espectro RMN MAS *°C del sensor de silice (SiO,-APBA-Ala).

En la figura 4.5 se muestra el espectro RMN MAS *3C del sensor
SiO.-APBA funcionalizado con alanina. Se pueden apreciar picos en
20, 50 y 177 ppm correspondientes a los grupos CH3, CH y C=0
respectivamente. Por otra parte las sefales con los desplazamientos
en 17,58y 175 ppm se atribuyen a la alanina.

El pico en 119 ppm se debe al anillo bencénico presente en la

estructura de APBA.
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4.1.3 SiO,-APBA-insulina

F s 2 5 S # . s r
I lpm  IIM-UNAM 100nm IIM-UNAM
X 50,000 2.00kV SEI SEM WD 4.4mm

2.00kV SET SEM WD 4.4mm

nm IIM-UNAM I 100nm ITM-UNAM
X 100,000 2.00kV SEIL SEM WD 4 .4mm X 250,000 2.00kV SEI SEM WD 4.4mm

Figura 4.6 Imagenes SEM de silice funcionalizado con insulina(SiO,-APBA-insulina)
a)aumento de 25k X, b)aumento de 50k X, c)aumento de 100k X y d) aumento de
250k X .

En la figura 4.6 se muestran las fotografias SEM de la muestra

SiO,-APBA-insulina, a diferentes aumentos. En estas imagenes se

puede apreciar como la densidad de las particulas es mayor,

formando aglomerados. No se forma una red porosa regular como en
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el caso de SiO,-APBA-Ala. Esto se debe a que la molécula de insulina
es muy grande, envolviendo parcialmente la red de silice. Aun asi, en
la figura 4.6 a), se pueden apreciar algunos poros muy pequefos en

el material, y en la figura 4.6 c)

— T T — 1
0O -20 -40 -0 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 4.7 Espectro RMN MAS ?°Sj de SiO,-APBA-insulina

La figura 4.7 muestra el espectro RMN MAS ?°Si de la muestra
de silice funcionalizada con insulina. Se observan picos RMN en -83, -
90, -103 y -112 ppm correspondientes a los grupos SiOSi(OH)3; [Q1],
(Si0)2Si(OH)2  [Q2], (SiO)sSi(OH)  [Q3], y (Si0)s [Q4],
respectivamente, caracteristicos de una muestra de silice, descritos
también para la muestra SiO, (figura 4.3). También se encuentran
presentes picos adicionales en -80, -87 y -96, los cuales
corresponden a variaciones de las unidades Ql1, Q2 vy Q3,
respectivamente. Estas sefales desplazadas pueden atribuirse a
modificaciones en los grupos de la silice por interacciones con grupos
polares presentes en la insulina como se muestra a continuacion:
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S|i
@

O—Si—0 —Si—OHwInsulina

O

Si

Las interacciones particulares no se muestran debido a que la
insulina es una molécula muy grande y las interacciones pueden ser
muy diversas. No obstante, el resultado no es sorprendente ya que
las macromoléculas, de hecho, contienen muchas interacciones
dipolares intramoleculares, y el ejemplo mas clasico son los enlaces
por puente de hidrogeno y de azufre, ademas de que su superficie
esta parcialmente cargada, y los receptores de la insulina en el
tratamiento de la diabetes son justamente receptores polares
[47,48].

37|Pagina



Matrices organico-inorganicas como sensores-reguladores de glucosa y fenoles
Capitulo 4: Resultados

Gabriel Isai Pérez Ruiz

4.1.4 p-NIPAM-APBA

I * I ' I ' I " I .
250 200 150 100 50 0
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Figura 4.8 Espectros RMN MAS *3C de p-NIPAM-APBA.* indican bandas de rotacién
(5kHz).

En la figura 4.8 se muestra el espectro RMN MAS 3C del
microgel de p-NIPAM-APBA en donde se observan 3 picos intensos a
22, 42 y 175 ppm atribuidos a los carbonos de los grupos CH3z, CH, y
CH, y C=0, respectivamente. Se debe enfatizar que el pico en 42
ppm es mas ancho debido al traslape de las sefales de los grupos CH
y CH,, presentes en la molécula de NIPAM, el pico a 128 ppm se
atribuye al benceno. Los picos marcados con * son bandas de
rotacion. Este espectro sera el espectro de referencia para discutir los

espectros *C RMN de las muestras de NIPAM funcionalizadas.

En la figura 4.9 se aprecia el espectro RMN MAS B del
microgel pNIPAM-APBA, en el se puede ver un pico intenso en 3 ppm,
lo que indica la presencia de boro en el compuesto, esto quiere decir

que la red tiene unido el APBA. A diferencia del pico *'B RMN en la
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muestra SiO,-APBA el pico en p-NIPAM-APBA es relativamente ancho,
lo que significa que el grupo B-(OH). ya interacciona con la red del

polimero.

WPWWQ{WWWWWWW KW\/WWW MWMWW it

| ¥ I ' | ' | ' | ! | ' | ' ! ! |
200 150 100 50 0 -50 -100  -150  -200
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 4.9 Espectro RMN MAS *'B de pNIPAM
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4.1.5 p-NIPAM-insulina
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Figura 4.10 Espectro RMN MAS 3C del microgel p-NIPAM funcionalizado con

insulina.

En la figura 4.10 se presenta el espectro de *C RMN MAS del
material pNIPAM funcionalizado con insulina. Los picos en 22, 42 y
175 ppm se asignan a la red formada por NIPAM y estan de acuerdo
con lo descrito para la muestra pNIPAM-APBA (espectro en figura
4.7). Los picos en 63 y 72 ppm se asignan a los carbonos de los
grupos C-N y C-O presentes en la insulina, confirmando la presencia
de insulina encapsulada en la red de NIPAM. Evidentemente la
estructura de la insulina posee muchos mas grupos funcionales, pero
la abundancia natural isotépica de **C hacen imposible la resolucién
de todas las sefales de esta proteina en el material. El pico presente
en 128 ppm corresponde a las sefales de los carbonos del anillo

bencénico.
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4.1.6 PNIPAM-APBA-Alanina
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200 150 100 50 0
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Figura 4.11 Espectro RMN MAS *3C en estado sélido de la muestra pNIPAM

funcionalizado con alanina (pNIPAM-Alanina)

En la figura 4.11 se observa el espectro RMN MAS °C del sensor
compuesto de NIPAM funcionalizado con alanina, en el se pueden
apreciar los picos a 22, 42 y 175 ppm, que como ya se menciono
antes, corresponden a la red de p-NIPAM. Por otra parte se observan
3 picos muy cerca de los picos caracteristicos del p-NIPAM a 20y 175
ppm los cuales junto con el pico menos intenso a 50 ppm, se deben a
la molécula de alanina.

El pico presente a 127 ppm se atribuye a carbonos aromaticos

(ciclobenceno).
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En el espectro RMN MAS ''B de pNIPAM-APBA-Ala (figura 4.12), se
aprecian tres picos a 9 ppm, los cuales confirman que el APBA forma
parte del sensor. El hecho de que haya tres picos significa que tres
diferentes ambientes son posibles para boro en el sensor. Este
resultado es relevante, ya que es posible que los grupos OH
enlazados al boro estén interaccionando con la alanina mediante
puentes de hidrdégeno.

Tal parece que la alanina puede interaccionar como donador y
aceptor de puentes de hidrogeno, figura 4.12b, lo que explica la

aparicion de sefiales RMN alto y bajo campo, ademas del pico central.

A OH NH,

|
M g —O0—H--0—C—C—CHy
o ~So—H
| b\ H
Wt W [ A H O
WWX&N W \ﬁlﬂ \4\]\/ AN Wy A o O— H AL
S0---H—N— ‘T— —OH
40 20 0 200 400
Desplazamiento quimico (ppm) CHs
a) p q PP b)

Figura 4.12 a) Espectro RMN MAS *'B MAS de la muestra p-NIPAM funcionalizado

con alanina (pNIPAM-Alanina), b)Alanina como aceptor y receptor.
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4.2 Evaluacion de los materiales hibridos como sensores

4.2.1 Sistemas (SiO,-APBA-Ala)-fenoles

Como ya se menciond, el sensor se evalué para detectar
diferentes moléculas objetivo, para ello se siguieron las interacciones

para cada uno de los fenoles:

a)
Pyrocatecol
APBA-Ala
b)
Resorcinol
J} OH
H
—N
Si0:- H tHocH
APBA-Ala OH-0=
OH
9]
A-metilcatecol
me I{EE BCO Chs
B
Si0z- SHocH
APBA-Ala OH- 0=

Figura 4.13 Compuestos resultantes al mezclar alanina con los diferentes
fenoles. a) pyrocatecol + alanina, b) resorcinol + alanina, c) 4-metilcatecol+

alanina.

En la figura 4.13 se esquematizan las interacciones esperadas
entre la molécula de alanina, liberada del sensor, con la molécula

objetivo (pyrocatecol, resorcinol o 4-metilcatecol), presente en

43 |Pagina



Matrices organico-inorganicas como sensores-reguladores de glucosa y fenoles
Capitulo 4: Resultados

Gabriel Isai Pérez Ruiz

solucion acuosa. La molécula alanina tiene que liberarse como una
consecuencia de la interaccion entre el fenol y los grupos OH de

APBA, como mostrado en la figura 4.14

> bEDED H GCHs O
Al B A A I T
AN . 8 --N—C—C—OH
/’"(‘*-i_/(_"/’\__.-,-/ ‘\éc’/'\u--/ \ (@) 0O N, B:} J|—{]

™ ~ ™, : . Efw 8 \\,Q s .."'_‘:.,,\ @

(/\ >N _/\-{/h\ S Sl Si (L,]] OH

Figura 4.14 Interacciéon fenol-sensor

Como consecuencia de esta interaccion el modo vibracional del
benceno se modifica, conduciendo a un cambio en la densidad del
sensor, liberando a la alanina del material hibrido. Estas interacciones
pueden elucidarse de los datos de SAXS. La figura 4.15 presenta los
perfiles de Kratky de las silices funcionalizadas y sin funcionalizar. En
los tres casos las curvas de dispersion siguen la ley de Porod, donde
I(h) es proporcional a h™ para valores altos de h y a h™ para valores
moderados. Asi, los perfiles Kratky exhiben un maximo,
comportamiento tipico en los objetos dispersores con forma esférica
[49,50].

La tabla 4.1 resume las dimensiones fractales de los materiales
SiO,, SiO,-APBA y SiO,-APBA-Ala.

La variacion en la dimension fractal indica que la red de silice se
hace menos compacta [51] conforme se le adiciona APBA y alanina.
Por otra parte, las cadenas de silice no son del todo rigidas en
solucion, ya que como mostrado por RMN, algunos grupos silanoles

permanecen en los materiales funcionalizados. Asi la interaccion
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propuesta en la figura 4.13 conduciria a la liberacion de alanina para

que a su vez se acople al fenol segun se propone en la figura 4.13

I(h)*h?

) (a)

00 01 02 03 04 05

h (nm'*)
Figura 4.15 Perfiles de Kratky de los los materiales SiO, (a), SiO,-APBA (b) y SiO,-
APBA-Ala (c).
Material Dimension fractal
SiO» 2.91
SiO,-APBA 2.48
SiO.-APBA-Ala 2.32

Tabla 4.1. Dimensiéon fractal del sensor de silice funcionalizado.

Hay que mencionar que la regulaciéon de las moléculas objetivo
no se termina con la interacciéon con el aminoacido sino que, se
espera que en otro medio, por ejemplo enzimatico, se catalicen otras
reacciones en donde la molécula objetivo reaccione para producir
compuestos de interés biolégico. No obstante, esta tesis no se
plante6 como objetivo la etapa de catalisis enziméatica y aborda
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solamente las interacciones sensor-molécula objetivo. En este
sentido, en la tabla 4.2 se observa la disminucion de la concentracion
de cada fenol en funcién del tiempo, después de haber agregado el

sensor a la solucion que contenia el fenol.

Tiempo [minutos] | Pyrocatecol [M] | Resorcinol [M] | 4-metilcatecol [M]

0 0.056 0.053 0.055

5 0.050 0.049 0.053

30 0.048 0.045 0.051

60 0.042 0.035 0.048

90 0.040 0.031 0.046
120 0.040 0.030 0.043
400 0.040 0.030 0.041

Tabla 4.2 Variacion de la concentracion de la molécula objetivo después de estar en

contacto con el sensor SiO,-APBA-Ala con respecto al tiempo.

La velocidad con la que se forma el complejo alanina-fenol es
proporcional a la velocidad con la que disminuye la concentracion del
fenol en la solucién acuosa y depende de la naturaleza del fenol. La
cantidad méaxima de fenol que puede eliminar de la solucion acuosa
también es una funcién del tipo de fenol. Las diferencias se notan

mejor en las graficas de la figura 4.16.
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Figura 4.16 Eliminacion de fenoles en solucion acuosa por interaccién con

alanina liberada del sensor SiO,-APBA-Ala.

Antes de agregar el sensor a la solucibn de fenol, la
concentracion de fenol fue estable al menos por 5 horas. Por otra
parte, el sensor en medio acuoso no liberé alanina en ausencia de
fenol, lo que confirmd las propiedades de los materiales hibridos
COmMOo sensores.

Una vez que se adicion6é el sensor, la concentracion de
resorcinol disminuyé mas rapidamente si se compara con los otros
dos fenoles. Los resultados son relevantes ya que se inicia de la
misma concentracion de fenol y el sensor contiene un exceso de
alanina que deberia neutralizar al fenol. También, es el resorcinol el
fenol que llega a la concentracion mas baja de los tres fenoles
evaluados. Por el contrario, el metilcatecol es el fenol que se elimina
mas lentamente y ademas, después de 400 minutos, solo se ha
eliminado el 25% de la concentracion original. La concentracion del
pyrocatecol también disminuye solo al 70% de la concentracion inicial

pero lo hace mas rapido que el metilcatecol. Estas diferencias pueden
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explicarse por las capacidades diferentes que tienen los fenoles para
formar los puentes de hidrégeno con la alanina. Primeramente, el
resorcinol tiene los grupos —OH en las posiciones 1,3 del anillo
bencénico, por tanto es improbable que una sola molécula de alanina
interaccione con los dos hidroxilos de una misma molécula de
resorcinol, causando entonces que las alaninas liberadas reaccionen
mas facilmente con un solo OH del resorcinol y varios complejos son
posibles; la disminucidén del resorcinol es proporcional al nimero de
especies formadas. Es claro que en el caso del metilcatecol debe
haber un impedimento estérico para que se logre la interaccion
propuesta entre fenol y alanina. El grupo metil del metilcatecol tiene
la libertad de girar sobre el eje perpendicular al anillo bencénico lo
que dificulta la interaccion esperada. Finalmente, en el caso del
pyrocatecol, la interaccion de la alanina con los dos grupos —OH del
fenol es muy probable, dandole estabilidad al complejo pyrocatecol-
alanina pero llegando a un equilibrio en donde no se elimina mas que
una pequeia parte del pyrocatecol inicial. Esto por supuesto puede
modificarse en presencia de un medio biolégico. Como mencionado
anteriormente, los complejos fenol-alanina pueden evolucionar por
catalisis enzimética.

En el caso del sistema pyrocatecol-(SiO,-APBA-alanina), se
llevé a cabo un experimento adicional: se efectud la evaluacion del
sensor en una solucibn acuosa que contenia fenol (0.05M) y se
adiciond la enzima tirosina-fenol-lyasa [52], y una vez que se puso
en contacto a esta solucién con el sensor, se siguié por RMN'H la

reaccion siguiente [53, 54, 55]:

Pyrocatecaol

Enzima

|
APBA-Ala . - |

3

/

48 |Pagina



Matrices organico-inorganicas como sensores-reguladores de glucosa y fenoles
Capitulo 4: Resultados

Gabriel Isai Pérez Ruiz

Antes de la adicion de la enzima no se observo la sefal del
grupo metileno, CH, (1.49 ppm), del producto 3(3,4 dihidroxi fenil)
alanina (L-DOPA). 5 minutos después de iniciado el experimento se
observé la sefal de este grupo, confirmando la reaccién descrita
anteriormente.

La intensidad del pico RMN del grupo CH, varié en funcion del
tiempo, Figuras 4.17a y 4.17b. Primero se incrementé a tiempos
cortos y después decrecid, sugiriendo que la molécula L-DOPA
primeramente se produce y después es capturada por el sélido. Este
resultado es relevante ya que puede usarse para implementar una via
de sintesis de L-DOPA, que es un compuesto muy importante desde
el punto de vista farmacéutico ya que se utiliza para el tratamiento
del Alzheimer. No obstante, se reitera que la tesis no tiene como
objetivo principal la etapa de la catalisis enzimatica sino la etapa del

sensor.
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Figura 4.17. Espectros *H RMN de una solucién de pyrocatecol y tyrosina fenol lyasa
en ausencia (0 min) y en presencia del sensor hibrido SiO,-APBA-alanina a
diferentes tiempos de contacto. Espectros en la ventana espectral completa (a). En
(b) se muestra la ventana espectral donde se observa el doblete debido a CH, de L-
DOPA.
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Figura 4.18 Produccion y remocién de 3-(3,4-Di-hidroxi fenil) alanina a partir

del sistema pyrocatecol-(SiO,-APBA-alanina).

Si se comparan las dos evaluaciones del sistema (SiO,-APBA-
Ala)-pyrocatecol, con y sin enzima, claramente el experimento con
enzima elimina mas pyrocatecol de la solucion, esto se explica porque
el complejo alanina-pyrocatecol formado se consume via catalisis
enzimatica y la formacién del complejo procede nuevamente a fin de
cumplirse el principio de Le-Chatelier [56]. Es decir, que la liberaciéon
de alanina y formacion del complejo alanina-fenol debiera de verse
como un equilibrio y no como una reaccion irreversible. La produccion
de altas cantidades de L-DOPA en solucién se da en los primeros 5
minutos pero después este compuesto se adsorbe en el sélido. Hasta
ahora, no se ha mencionado con detalle la interaccion inicial sensor-

molécula objetivo, pero como mencionado anteriormente, la
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liberacion de alanina no ocurre por el solo contacto con agua, sino
que es necesaria la presencia del fenol en solucion, lo que confirma la
propiedad de sensor.

Asi, en la figura 4.19 se propone el mecanismo para la
deteccion-eliminaciéon del pyrocatecol, y en general de los fenoles, en

solucién acuosa.

Figura 4.19. Esquema de funcionamiento de un sensor para neutralizar fenol

en solucién acuosa.

El mecanismo puede describirse en 3 etapas. Primeramente el
pyrocatecol en solucion (amarillo) reacciona con el APBA del sensor
(anaranjado), lo cual afecta la densidad de la matriz de silice del
sensor, liberando en una segunda etapa alanina (purpura) que se
encontraba atrapada en la red de silice (rosa). Finalmente, el
complejo alanina-pyrocatecol se forma por interacciones de puentes
de hidrégeno y, eventualmente, se transforma a L-DOPA en presencia
de enzimas.

El mecanismo que se propuso no es exclusivo de este tipo de
materiales, la dosificacion controlada de moléculas activas ocurre en

sistemas médicos en donde materiales como la silice se utilizan como
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hospedadores para liberarlos en un sistema biolégico. No obstante los
sistemas SiO,-APBA-Ala no han sido utilizados para neutralizar
catecoles y mucho menos para producir L-DOPA. De hecho, la L-
DOPA comunmente se sintetiza por un proceso enzimatico

extremadamente complejo [57].

4.2.2 Sistema (SiO,-APBA-Ala)-glucosa

Tomando en cuenta el mecanismo propuesto para que el
material SiO,-APBA-Alanina interaccione con fenoles, se espera que
también los hidréxidos de la glucosa interaccionen con este material,
en la forma que se esquematiza en la figura 4.20. Entonces, este
material también fue evaluado como sensor de glucosa. La
concentracién de glucosa en solucién fue seguida mediante RMN *H e

integracion de la sefial del H del grupo aldehido.

CH:
Glucosa (|:|-|
{b HD\C/ \N

SiOz-
APBA-Ala

Figura 4.20 Reaccion glucosa-alanina después de ser expuesto al sensor.

En la tabla 4.3 se puede apreciar como la concentracion de
glucosa disminuye rapidamente pero después de diez horas de
monitoreo de la solucion solo se ha eliminado aproximadamente el
30% de glucosa de la solucién, en este caso debe tomarse en cuenta
que posiblemente el método usado para monitorear el experimento

no provee datos precisos ya que la forma no ciclica de la glucosa esta
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en equilibrio con la forma ciclica pero en el espectro *H RMN no hubo

una sefal bien definida que se pudiera integrar para la forma ciclica.

Tiempo [minutos] Glucosa [M]

0 0.056

5 0.050
30 0.041
60 0.039
90 0.039
120 0.038
360 0.039
600 0.038

Tabla 4.3 Variacion de la concentracion de la glucosa después de estar en contacto

con el sensor SiO,-APBA-Ala con respecto al tiempo.

4.2.3 Sistema (SiO,-APBA-insulina)-glucosa

En la tabla 4.4 se observa como la concentracion de glucosa
disminuye de forma rapida los primeros 90 minutos del monitoreo, la
concentracion disminuyd6 hasta en un 70% después de dos horas y la
concentracion se mantiene en un equilibrio aparente después de diez
horas. Es claro que la insulina neutraliza la glucosa, pero con los
experimentos realizados no es posible proveer de un mecanismo de
interaccion glucosa-sensor debido a que la insulina no se uso
enriquecido en *3C y por tanto es muy dificil seguirla por RMN. No
obstante, si puede decirse que el material hibrido es un neutralizador
de glucosa en medio acuoso, pero el efecto regulador en un medio
biolégico no fue estudiado. La cantidad de glucosa neutralizada se
compara con la que neutraliza un material inteligente organico [34],
pero en este ultimo caso la desventaja es que los materiales

organicos pueden descomponerse mas facilmente que los
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inorganicos, incluso a condiciones suaves de temperatura, pero los

sistemas bioldgicos podrian ser muy agresivos quimicamente.

Tiempo [minutos] Glucosa [M]

0 0.055

5 0.045
30 0.030
60 0.022
90 0.017
120 0.018
360 0.017
600 0.016

Tabla 4.4 Variacion de la concentracién de la glucosa después de estar en

contacto con el sensor SiO,-APBA-insulina con respecto al tiempo.

4.2.4 Sistema (p-NIPAM-insulina)-Glucosa

En la tabla 4.5 se reporta la variacion en la concentracion de la
glucosa después de diferentes tiempos de contacto con el material p-
NIPAM-insulina. Los resultados difieren notablemente de los
obtenidos con el material SiO,-APBA-insulina.

La concentracion de glucosa disminuye mas lentamente en el sistema
que contiene p-NIPAM que en el contiene insulina. Esto es de
esperarse ya que las interacciones de la glucosa son diferentes para
cada material, no obstante no puede decirse cual material es el
mejor, solo puede decirse que ambos materiales son sensibles a la
concentracion de glucosa y que ambos la neutralizan, aunque a

diferentes velocidades.
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Tiempo [minutos] Glucosa [M]

0] 0.055

S 0.051
30 0.049
60 0.040
90 0.031
120 0.029
360 0.028
600 0.027

Tabla 4.5 Variacion de la concentracién de la glucosa después de estar en

contacto con el sensor p-NIPAM-insulina con respecto al tiempo.

4.2.5 Sistema (p-NIPAM-alanina)-pyrocatecol

La eliminacion de pyrocatecol usando el material p-NIPAM-

alanina se resume en la tabla 4.6.

Tiempo [minutos] | Pyrocatecol [M]

0] 0.055

5 0.055

30 0.052

60 0.049

90 0.045

120 0.043

400 0.041

Tabla 4.6 Variacion de la concentracion de pyrocatecol después de estar en

contacto con el sensor p-NIPAM-alanina con respecto al tiempo.

56 |Pagina



Matrices organico-inorganicas como sensores-reguladores de glucosa y fenoles
Capitulo 4: Resultados

Gabriel Isai Pérez Ruiz

Al igual que en el caso de la molécula glucosa, la red p-NIPAM
en lugar de SiO, hace que la eliminacion del pyrocatecol sea mas
lenta. El hecho de que ambas moléculas se eliminan mas lentamente
usando como matriz p-NIPAM puede atribuirse a interacciones mas
fuertes de los grupos OH con la matriz de p-NIPAM, lo cual es
completamente posible ya que hay grupos polares que pueden
interaccionar con ellos. Ademas, es de esperarse que la dimension
fractal varié mas significativamente en p-NIPAM que en SiO, ya que
en general las redes organicas son menos rigidas. Adn asi, con p-
NIPAM la eliminacion es méas lenta, lo que confirma que las

interacciones dipolares son determinantes.
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5. Conclusiones

Se prepararon dos sistemas hibridos, el primero a base de
silice, APBA y alanina; el segundo a base de P-NIPAM, APBA e
insulina. Estos sistemas fueron usados como sensores-reguladores de
pyrocatecol, resorcinol, 4-metilcatecol y glucosa.

Las interacciones, por puente de hidréogeno, entre la molécula
objetivo y el sensor son suficientes para provocar un cambio en la
densidad del sensor que libera ya sea alanina o insulina para
neutralizar a los fenoles o a la glucosa respectivamente.

La eficiencia del sensor depende tanto de la molécula objetivo
como de la molécula que libera el sensor. En el caso del sistema
(SiO2-APBA-Ala)-Fenoles, el resorcinol se elimina mas eficientemente
debido a que no hay impedimentos estéricos para interaccionar con la
alanina, ni tampoco tiene la posibilidad de unirse a una molécula de
alanina por dos puentes de hidrégeno.

La eficiencia de remocién de fenoles puede mejorarse si se
afnade una enzima que reaccione con el complejo fenol alanina.

En el caso del sistema (SiO,-APBA-Insulina)-glucosa, la glucosa
es facilmente removida por insulina en tiempos tan cortos como dos

horas.
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7. Apéndices
Apéndice A

Polimerizacion por radicales libres.

El proceso de polimerizacion por radicales libes es uno de los
métodos mas usados en sintesis organica.
Este tipo de reacciones se emplean frecuentemente para sintetizar
polimeros a partir de pequefias moléculas pequefias con dobles
enlaces de carbono (C=C).
Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron (e”) libre con capacidad de aparearse, por lo que son muy
reactivos.
La polimerizacion por este método es una reaccion rapida que consta
de las etapas caracteristicas de una reaccion en cadena: iniciacion,
propagacion y terminacion. Algunos pasos intermedios en la
propagacion incluyen eliminacion de radicales y formacion de

ramificaciones.

Iniciacion.
En esta etapa se lleva a cabo la activacion de un enlace
(generalmente doble), que puede ser por:

e Activacion térmica (adicion de energia), donde se necesitan
temperaturas elevadas o determinadas sediciones (fotoquimica,
radioquimica).

e Adicion determinada de moléculas que actian como indicadores
quimicos (molécula que genera radicales libres) en condiciones

suaves.
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Esta ultima forma de iniciacion es la que mas se usa. Los
iniciadores deben ser compuestos relativamente inestables para que
facilmente puedan dar lugar a radicales libres.

La iniciacion consiste como se representa en la siguiente figura:
Ré.R — > 2R’
Esto es la ruptura hemolitica del iniciador que forma los
radicales libres.

Después, el radical libre actua sobre el mondmero, esto crea un

mondémero activado M~, como se muestra en la siguiente figura:

R'+ M RM — > M

Propagacion.

En la etapa de propagacion, el mondmero activado o radical
libre formado en la iniciacion, se une a otros monémeros, Obteniendo
asi una cadena activada Mn", este proceso es muy rapida debido a
que la energia de activacion es de unas 7000 cal/mol, esto puede ser

de unas milésimas de segundo.

M+ M /> MM+ M —> MMM" .. > My

Terminacion.

En esta etapa de cierre es donde se obtiene el polimero debido
a la perdida de actividad de las cadenas activadas en la etapa de
propagacion. Esta etapa puede ocurrir en cualquier momento,
generalmente cuando presenta un aumento de la viscosidad, ya que

existe un exceso de resto polimérico contra monémero.
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La terminacién puede darse por diferentes mecanismos,
apareamiento, desproporcién y transferencia de cadena.
En la terminacion por apareamiento dos cadena activadas se

adicionan entre si con pérdida de actividad.
My + M7 Matg

La terminacion por desproporcion se da cuando dos cadenas

activas distintas se adicionan dando lugar a una desproporcion
My + Mgy~ M, + M,

La terminacion por transferencia de cadena puede tener lugar
cuando:
Se adicionan la cadena activa de la etapa anterior y un

mondémero.
* F
M, + M M, + M
Entre la cadena activa y el polimero.
3 *
My + My > M, + M,
Y entre la cadena activa y un reactivo T llamado agente de
transferencia el cual permite terminar la polimerizacion cuando se
desee y asi controlar el peso molecular medio del polimero sin

necesidad de eliminar el iniciador, o como retardador de la

polimerizacion.
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My, + T — > M, + T

Si el reactivo T comienza la formaciéon de una nueva cadena,

entonces es un retardador.
T+M—>T M

Pero si en lugar de reaccionar con un mondémero reacciona

consigo mismo para dar un producto inerte sera un inhibidor.
T+ T —>T"T

El inhibidor termina totalmente la polimerizacion, mientras que

el retardador termina la cadena pero no el proceso de polimerizacion.
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Apéndice B

Resonancia magnética nuclear.

Algunos nudcleos atdmicos poseen un momento magnético ya
que tienen carga y un espin intrinseco. El teorema de Wigner-Eckart

nos da la relacion entre el momento magnético y el espin del nucleo.
p = yhl @

Donde y es la constante girometrica Unica para cada nucleo. I
es el operador de espin y i es la constante de Planck dividida por 2n
(6.582x10*%eVs).

El espin nuclear se modifica al ser expuesto a un campo

fas = 1 .
magneético externo B y que en el caso del espin 2 pueden ocurrir

fendmenos de alineamiento: paralelo a o anti paralelo al campo B.
Esto se conoce como el efecto Zeeman, con lo que se pueden

distinguir 2 estados de energia, cuya diferencia esta dada por

Donde By es la magnitud del campo magnético externo. El
sistema formado por el momento magnético de un nucleo en un

campo magnético externo tendra el siguiente hamiltoniano:

- 15
H——gl,l'

o)

3)
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Donde B, el campo magnético externo, se expresa COmo
B = B, - B siendo B el vector unitario en la direccion del campo.

Estas tres ecuaciones (1, 2 y 3) son la base de la resonancia
magnética nuclear.

Dado que proceso de alineacion no es inmediato, se genera un
efecto de precesion del espin en el plano XY. Entonces si el campo
magnético esta en direccion del eje Z el hamiltoniano se expresa de
la siguiente forma.

HO = wLIZ = ZTFULIZ (4)

El espin precesa en funcion del tiempo a una frecuencia llamada
frecuencia de Larmor w; = —yB, alrededor del eje Z como se muestra

en la figura A.1, y v, es la frecuencia de Larmor expresada en Hz.

[ 3
X

Figura A.1 Precesién del espin nuclear por la presencia del campo magnético By

Si se hace incidir un pulso de radio frecuencia consistente en un
campo magnético adicional correspondiente al valor de la frecuencia
de Larmor w,, el sistema absorbera la energia para cambiar de nivel
energético a los espines y pasaran de un sistema de baja energia
(paralelo) a uno de mas alta energia (antiparalelo) y viceversa. Esto
quiere decir, en RMN, que los espines estan “resonando”. Después de
terminado el pulso de radiofrecuencia, el sistema regresa a su estado
energético estable y se emite una onda llamada FID, es decir, se
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emite una radiofrecuencia cuantificada por una funcién de induccion,
la cual se detecta, amplifica y se analiza segun la trasformada de
Fourier, lo que da lugar al espectro de RMN.

Experimentalmente, para cumplir con Ila condicion de
resonancia se hace una perturbacion (magnetizacion) en el plano XY,
que junto al movimiento de precesion da un efecto de que el plano XY
estuviera rotando.

El ndcleo no se encuentra aislado, en realidad se encuentra inmerso
en un ambiente electrénico que genera un campo de apantallamiento
0 desapantallamiento, esto ocasiona que la frecuencia de RMN
dependa de wun campo magnético “local”. ElI campo de

apantallamiento se expresa de la siguiente forma:

By = By(1 —0) (5)

El apantallamiento da lugar a un cambio en la frecuencia de
resonancia de los nucleos, por lo que se adquieren diferentes lecturas
para los mismos nucleos dependiendo del ambiente electrénico en el
que estén inmersos. Por lo que se pueden diferenciar grupos de
atomos con diferente ambiente quimico en una molécula.

Se podria construir una escala que dependiera del campo By y
de la frecuencia de resonancia de los nucleos pero seria muy
complicado comparar espectros adquiridos en diferentes campos. Se
utiliza entonces una escala que no depende de estos valores, esta se
llama escala de desplazamiento quimico, y se denota con la letra

griega delta §, la cual se define como:

A
S[ppm] = ﬁ X 10°ppm (6)
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Donde Av = v,.f — vimeq, que es la diferencia de una frecuencia de
referencia y la frecuencia de resonancia de la muestra a un
determinado Bg. Para volver la escala relativa, la diferencia se divide
entre la diferencia relativa y asi se elimina la dependencia en By. Los
valores se presentan en unidades de ppm debido a los valores de las
frecuencias.

Para nucleos °Si y *°C se utiliza comiinmente como referencia
el tetrametilsiliano o TMS, con esta escala se pueden comparar, por
ejemplo, desplazamientos quimicos obtenidos a un campo de 4.7
Teslas con alguno adquirido a un campo de 9.3 Teslas.

Para el caso de RMN en estado soélido, se presentan otro tipo de
interacciones, una de ellas y una de las mas importantes es el
acoplamiento dipolar, que es el resultado de la interacciobn de un
campo magnético creado por un dipolo en relaciéon con el campo
generado por otro dipolo cercano. El hamiltoniano que describe estas

interacciones en coordenadas esféricas se expresa como:

2
Haip = 52122 11, 1y, (3c0s%0 — 1) @)

Donde pu, es la permeabilidad magnética en el vacio, y; es la
constante giromagneética del nudcleo i, I;, es la proyeccion del espin
del ndcleo i en el eje Z, 1, es la distancia entre nicleos y 0 es el
angulo que forma el vector que une a los nucleos con el campo
externo Bo. A diferencia de un liquido las moléculas de un sélido no se
reorientan de manera rapida por lo que no se puede promediar la
interaccion dipolar. Si se analiza la ecuacion (7) el efecto dipolar se
anula en el caso en donde 3cos?8 — 1 sea igual a cero, lo cual ocurre
con 6 = 54.736°, a este angulo se le conoce comunmente como angulo

magico. Por lo anterior es que los espectros de RMN en estado sélido
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se obtienen haciendo girar la muestra en este angulo ya que anula

gran parte de la interacciéon dipolar.
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Apéndice C

Dispersion de rayos X a angulos pequefios (SAXS)

A diferencia del método de difracciéon de rayos X, el método de
SAXS utiliza una resolucién menos fina, ya que la materia se estudia
a una resolucion espacial de 10 a cientos de varios A, haciendo de
este método una herramienta muy util.

En angulos pequefios, una variacion continua o discontinua de
la densidad electrénica produce una dispersion de rayos X (a angulos
pequefos).

Las heterogeneidades de un medio continuo son los que dan
lugar a la dispersion de rayos X a angulos pequefios. Las
heterogeneidades pueden ser poros, particulas, precipitados en las
aleaciones, variaciones en la cristalinidad en polimetros. El
ensanchamiento del haz que atraviesa se genera por los cambios de
la densidad electronica del medio. Por ejemplo, un sdlido poroso
heterogéneo, puede verse como un medio electronico debido a la red
del material de alta densidad y una red de poros (aire, gases, agua)
de baja densidad inmersa en la fase de alta densidad.

La contribucion de la dispersion depende del tamafio de las
particulas, por lo que mientras mas grandes sean estos, su
contribuciéon es cercana al angulo cero y viceversa. Las particulas
pequefas son las que contribuiran a ensanchar el haz en angulos un
poco “mas grandes”.

Entonces la forma del haz dispersado 1(q) se puede relacionar
con el tamafo de los objetos que lo dispersan. Se podra medir el
tamano de las heterogeneidades, el tamafio y forma del poro, asi

como la morfologia de la muestra pero no su naturaleza.
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Para el analisis de la intensidad dispersada se suelen usar 2
ecuaciones, una exponencial, ley de Guinier, y otra polinomial ley de
Porod. La primera de estas (ley de Guinier) coincide bien con los
datos experimentales a angulos pequefos, por lo que sera muy util si
las heterogeneidades dispersoras son relativamente grandes mientras
que la ley de Porod se ajusta mejor para la parte mas alejada de la
intensidad.

La Ley de Guinier se expresa como:

1(q) = exp(—Rg q*) (1)
Donde “q” es el parAmetro angular, y esta dado por
q =4msin6/A 2)

Y dado que para angulos pequefios se cumple que sinf = 6, la

ecuacion (2) se queda como:
q=4n6/A 3)

Siendo © el angulo de incidencia yA la longitud de onda de la
radiacion.

Rg es el radio de giro, el cual se puede determinar facilmente a
partir de la pendiente de la curva logI(q) funcién de q?.Este es un
resultado importante ya que caracteriza en promedio el tamafo de
las heterogeneidades sin hacer hipoétesis de forma. Si las
heterogeneidades dispersoras fueran esféricas y de radio a, se podria

calcular su radio de giro y estaria dado por:
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Rg =a(3/)'/2 4)

El radio de giro también conocido como radio de Guinier se
define como la distancia de inercia respecto al centro de gravedad. Y,

si la colimacioén es puntual, la ley de Porod se expresa como:
1(q) = Aq* (5)

Pero, si la colimacion es lineal, la expresion valida es:

q)=4/,+B (6)

En la ecuacion (6) se afiade la constante B, que es el fondo
constante del experimento. La constante A que es la ordenada al

origen de la gréafica q31(q) versus g3 (colimacion lineal) es:
_ S(p — po)?
A= /g3 @

Donde py p, son densidades diferentes, una al material y otra
a el medio en el que se encuentran.

S es el area especifica entendida como el area de las particulas
dispersoras por gramo de muestra. Si el material estudiado se trata
de un sodlido poroso, el area también tomara en cuenta aquella que
sea inaccesible a los gases, es decir, que incorpora el area de las
burbujas y de los poros cerrados.

Porod demostré que esta formula es valida no importando la

forma de los granos dispersores, siempre y cuando no tenga un
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didmetro nulo, esto es, que no sean bastoncillos o discos planos.
Ademas, los objetos dispersores no necesariamente tienen que estar
ordenados.

Hay que hacer notar que no se hace ninguna hipodtesis de forma
y que el valor obtenido incluye el area correspondiente a los poros
inaccesibles a los gases.

La ley de Porod (ecuacion (5)) es valida cuando la frontera
entre el medio y las particulas dispersoras es nitida pero si presenta
fluctuaciones en la densidad electronica localmente, se dice que hay

desviaciones a la Ley de Porod y se vuelve:

I(q) = A/qu (8)

Esta ecuacion es valida siempre y cuando 1/q se mantenga en el

intervalo que va del radio de la particula al del caimulo.

Por lo tanto, de la pendiente de la gréafica del log I1(q) versus q
se puede obtener la dimension fractal (D) y el dominio fractal del
objeto dispersor.

Para determinar la forma de las heterogeneidades responsables
de la dispersion de rayos X a angulos pequefios se utiliza una grafica
conocida como la gréafica de Kratky, esto es, g%I(q) en funcion de q .

La forma que tome la grafica de Kratky indica la forma de las
heterogeneidades. Si se obtiene una parédbola, entonces Ilas
heterogeneidades son esféricas, mientras que si la curva es una
recta, la forma es fibrilar y si forma una media parabola representa
formas de laminas.

Usando la grafica de Kratky y la curva completa de dispersion
de rayos X a angulos pequefios se puede calcular la distribucion de

tamano. Este calculo requiere de transformadas de Fourier y Laplace
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y se vuelve un célculo complicado por lo que se usan programas
como el ITP-92 que recurre a splines.

Cuando se tiene una distribucién de particulas metdlicas y se
comparan con difraccion de rayos X, los tamafos determinados no
suelen coincidir. Esto es porque en dispersion de rayos X a angulos
pequefos se determina la distribucion de tamafo de particula y en
difraccion de rayos X la de cristalitos.

La caracterizacion por dispersion de rayos X a angulos
pequenos puede proveer la forma y distribucibn de tamafios de
heterogeneidades, el radio de giro y la dimension fractal de estas

heterogeneidades que van de 1 a 400 A.
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Apéndice D

Microscopio electronico de barrido.

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un instrumento
de caracterizacibn que permite observar y caracterizar materiales
organicos e inorganicos superficialmente, lo que proporciona
informacion morfolégica del material analizado. Las principales
utilidades del SEM es la alta resolucién hasta 100 A , la profundidad
de campo que da apariencia tridimensional y la facilidad de
preparacion de las muestras.

El microscopio electrénico de barrido utiliza un haz de
electrones que se hace incidir sobre la muestra a analizar,
interactuando con la materia mediante colisiones, lo que se detecta
con diferentes detectores que amplifican la sefial emitida por la
superficie cuando es barrida por el haz de electrones. Después esta
sefial amplificada se visualiza en un monitor convencional.

La interaccion de los electrones incidentes y los atomos que
conforman la muestra se clasifican de la siguiente forma: colisiones
elasticas, inelasticas y emision de radiacion de frenado. Las colisiones
elasticas son aquellas que modifican la trayectoria del electréon
incidente, mientras que las colisiones inelasticas provocan una
pérdida de energia, los electrones sometidos a colisiones inelasticas
también son llamados como electrones secundarios. Los electrones
retrodispersados son aquellos que han sufrido multiples colisiones
elasticas e inelasticas.

Los electrones secundarios tienen, por convenio, una energia
menor a 50eV. El numero de electrones secundarios que se produce
del bombardeo de la muestra varia segun el angulo de incidencia del

haz, el numero atébmico de los nudcleos en la muestra tiene poca
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influencia, sin embargo el numero de electrones retrodispersados
aumenta casi linealmente con el nUmero atémico.

Por lo tanto si la muestra es rugosa la cantidad de electrones
secundarios que se detectaran sera diferente para cada inclinacion en
los sectores de la muestra, esto se vera en el monitor como zonas
muy iluminadas correspondientes a zonas que producen muchos
electrones secundarios, zonas con sombra con pocos electrones
secundarios y zonas con tonos intermedios en donde la cantidad de
electrones secundarios es intermedia. Estas diferentes tonalidades es
lo que da la sensacion de relieve. Los electrones secundarios son
indispensables para el estudio morfolégico de la muestra alcanzando
resoluciones menores a 1 nm.

Para garantizar una mejor imagen a las muestras se les recubre
con una capa delgada de distintos metales, siendo uno de los mas
efectivos el recubrimiento con oro utilizando la técnica de sputtering

para peliculas delgadas.
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